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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Gegenstand der Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit wurden Grundlagen zur Beurteilung des Immunstatus von Mu-
scheln als Indikatororganismen in aquatischen Okosystemen und zur Entwicklung eines
Testverfahrens auf Immuntoxizitét fir den StRwasserbereich erarbeitet.

Methodik

Als primare immuntoxikologische Endpunkte wurden die Modulationen der Phagozytose-
aktivitat sowie der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS)
in vitro und in vivo mit Muscheln der Art Anodonta anatina (Entenmuschel) untersucht. Se-
kundare Endpunkte waren die Vitalitdt der Hamozyten und Veranderungen der vitalen H&-
mozytendichte. Zur Erfassung der Messparameter wurden durchflusszytometrsiche, photo-
metrische sowie fluorimetrische Methoden etabliert und validiert.

Ergebnisse

Mit In vitro-Screening-Testungen wurden unter Verwendung von Muschelhdmozyten
Schwermetallverbindungen, PAKs, PCBs und Pharmazeutika auf ihre akut immuntoxische
Wirkung getestet. Es konnte gezeigt werden, dass Muschelh&mozyten ein vergleichbares
Sensitivitdtsmuster gegenitber Schwermetallverbindungen wie Mausmakrophagen (P388-
Zellen) aufweisen. Die Hemmwirkung durch verschiedene Schwermetalle kann jedoch um
mehrere Zehnerpotenzen in den ECso-Werten dieser beiden Testsysteme abweichen, was
den Bedarf an einer integralen Erfassung dieser Wirkungen durch Biotests verdeutlicht. Auf
der In vitro-Ebene kam es zu Uberlagerungen von zytotoxischen und immuntoxischen Effek-
ten.

Fir In vivo-Testungen wurden Expositionsbedingungen mit Anodonten ermittelt, in denen
subletale immunmodulierende Effekte fur die Messparameter Phagozytoseaktivitdt und die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies auftraten und subchronische Effekte auf den Immun-
status anzeigten. Die In vivo-Expositionen in der Laborhélterung erfolgten mit dotiertem
Halterungswasser sowie belasteten Abwasserproben aus kommunalen und industriellen
Klaranlagen. Zuséatzlich wurden die Messparameter der Phagozytoseaktivitat und der vitalen
Hamozytendichte von Entenmuscheln in einer Rheinwasserexposition im Jahresgang 2006
erfasst. Die Immunparameter konnten partiell mit dem Temperaturverlauf korreliert werden.

Die verwendeten In vitro- und In vivo-Teststrategien weisen erhebliche Sensitivitdtsunter-
schiede auf, die fiir getestete Schwermetallverbindungen mehr als drei Zehnerpotenzen in
der Konzentration auseinander liegen. Die Empfindlichkeit der Immunparameter (Phagozyto-
seaktivititdt und ROS-Produktion) der In vivo-Laborexposition von Entenmuscheln ist auch
signifikant gréRer, im Vergleich zu klassischen 6kotoxikologischen Endpunkten fiir Mortalitat
anderer Muschelarten und der limnischen Biotestpalette fir Abwasserbewertungen (Algen,
Daphnien-, und Leuchtbakterientest).

Schlussfolgerungen

Es konnte ein sensitives Instrument zur Erfassung subletaler immuntoxischer Effekte erarbei-
tet werden, welches hinsichtlich seiner Praktikabilitat weiter evaluiert werden muss. Die
zentrale Rolle der Phagozytose in der Immunabwehr und ihre Sensitivitat als biologische
Funktion fiir umweltrelevante Xenobiotika in unterschiedlichen Spezies erlauben funktionelle
immunmodulierende Potenziale fir aquatische Systeme abzubilden, die stellvertretend fiir
ein weites Organismenspektrum stehen.
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Summary

Summary

Subject of the study

The subject of this study was the development of basic methods for the assessment of the
immune status of mussels in aquatic ecosystems and for the development of a test proce-
dure for immunotoxicity in freshwater.

Methods

The primary immunotoxicological endpoints examined were the modulations of phagocytosis
activity and the production of reactive oxygen species (ROS) in vitro and in vivo in mussels of
the species Anodonata anatina (duck mussels). Secondary endpoints were the viability of
haemocytes and variations in the vital density of haemocytes. For the measurement of the
parameters flow-cytometric, photometric and fluorimetric methods were established and
validated.

Results

Heavy metal compounds, PAHs, PCBs, and pharmaceuticals were tested by in vitro screen-
ing for their acute immunotoxic effects. It could be shown that mussel haemocytes have a
similar sensitivity pattern against heavy metal compounds as mouse macrophages (P388
cells). However, the inhibitory effect of several heavy metals may deviate by several orders
of magnitude in the ECs5, values in these two test systems, thus illustrating the need for an
integrative detection of such effects with bioassays. In the in vitro-tests, a mutual interference
of cytotoxic and immunotoxic effects was observed.

For the in vivo tests, conditions for the exposure of the duck mussels were used, under which
sublethal immune-modulating effects of the parameters phagocytosis activity and production
of reactive oxygen species (ROS) occurred and indicated subchronic effects on the immune
status. Under laboratory conditions, the mussels were exposed to spiked water and to con-
taminated wastewater samples from municipal and industrial treatment plants.

Supplementary, the parameters ,phagocytosis activity“ and ,vital haemocyte density“ of duck
mussels kept in water from the River Rhine were measured over the whole year 2006. Par-
tially, correlations with the course of temperature variations could be found.

The applied in vitro- and in vivo-test strategies differed significantly in sensitivity. The con-
centration values of the tested heavy metals were more than three orders of magnitude lower
than in the in vitro-systems. The sensitivity of the immunoparameters (phagocytosis activity
and ROS-production) of duck mussels under in vivo laboratory exposure is significantly
greater than classical ecotoxicological endpoints for mortality of other mussel species and
those of the battery of limnic bioassays used for wastewater assessment (algae, daphnia,
and luminescent-bacteria tests).

Conclusions

A sensitive instrument for the detection of sublethal immunotoxic effects was successfully
developed, although further improvements are necessary regarding its practicability and
validation. The central role of phagocytosis in immune defense and the sensitivity of this
biological function to environmental xenobiotics in several species make them suitable to
indicate immune-modulating potentials in aquatic systems. These detected functional immu-
nomodulations could be representative for a wide range of organisms.
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1 Einleitung

1.1 Okotoxikologie als multidisziplinare Wissenschaft

1.1.1 Okotoxikologie und die 6kotoxikologischen Wirkungsebenen

Die Okotoxikologie untersucht die Effekte von Chemikalien im Zusammenhang mit der Expo-
sition und dem Verhalten der Stoffe in der Umwelt; dabei vernetzt sie Umweltchemie, Toxiko-
logie und Okologie. Okotoxikologische Untersuchungen befassen sich im engeren Sinn mit
den Wirkungen von Chemikalien auf allen biologischen Ebenen, vom Molekiil bis zum Oko-
system [1]. Das ist nur eine von zahlreichen Definitionen der Okotoxikologie, die sich aus
einer Subdisziplin der Umweltchemie und der Toxikologie in den letzten Jahrzehnten zu
einem selbstandigen Wissenschaftszweig entwickelt hat, der mehrere multidisziplindre Quali-
taten mitbringt. Die Wirkung anthropogener Schadstoffe, die Einfluss auf verschiedene
Okologische Organisationsebenen nehmen kénnen, wird zunehmend differenzierter sichtbar.
Die Zeitspanne bis zur Manifestation von &kotoxikologischen Wirkungen ist von dem Testsy-
stem und dessen Organisationsebene abhéngig (siehe Abb. 1).

Verfiigbarkeit der Antwort
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Abb. 1: Ebenen der 6kotoxikologischen Wirkungen und mdgliche Dauer der Manifestation
von Effekten in Abhangigkeit der Untersuchungsmethodik; veréndert nach [2].

Ein 6kotoxikologisches Testergebnis besitzt nur eine eindeutige Relevanz fur die Ebene, auf
der es untersucht wurde, aber es gibt starke Bestrebungen, valide Testverfahren mit Zellkul-
turen oder auf noch niedrigerer Organisationsebene einzusetzen, um Aussagen Uber suble-
tale und letale 6kotoxikologische Potenziale unterschiedlicher Wirkrichtungen treffen zu
kénnen. Aspekte der Praktikabilitdt, des Tierschutzes und auch der Standardisierbarkeit
sprechen fir den Einsatz solcher Verfahren, doch muss sich ihre Sensitivitat und die Band-
breite fir Schadstoffwirkungen gegeniber der Sensitivitdt und der héheren Relevanz orga-
nismischer Testverfahren behaupten kénnen.
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Da es nicht mdglich ist, den gesamten Umfang potenzieller Schadstoffwirkungen auf allen
Ebenen zu erfassen, ist es notwendig, zuverlassige Testsysteme unterschiedlicher Trophie-
und Organisationsstufen zu wéhlen, die integrativ Schadstoffwirkungen anzeigen kénnen.
Dabei ist es sinnvoll, Methoden fiir Testorganismen zu entwickeln, die von besonderer 6ko-
logischer Relevanz sind und ebenfalls Zielstrukturen und Zielmechanismen fiir Schadstoff-
wirkungen aufweisen, die auch fir ein breites Organismenspektrum stellvertretend stehen
kénnen, um 6kotoxikologische Potenztiale abzubilden.

1.1.2 Der chemisch numerische und der 6kotoxikologische Ansatz zur Erfas-
sung von Belastungen

Eine chemische Analyse gibt Aufschluss Uber die stoffliche Natur einer Belastung. lhre
Aussagekraft bleibt auf die gemessenen Parameter beschrénkt. Aus einer Unzahl von Pro-
beninhaltsstoffe kann nur ein kleiner Teil gemessen werden [3]. Es muss berlcksichtigt
werden, dass ein toxikologisches Potenzial nur bei ausreichender Kenntnis der Schadstoffe
sowie deren gegenseitiger Beeinflussung abgeschétzt werden kann. Aufgrund der stofflichen
Vielfalt der Xenobiotica und deren vielféltige Wirkungsrichtungen (siehe Abb. 2 in Kap. 1.1.3)
ist eine Erweiterung des chemisch numerischen Ansatzes um eine 6kotoxikologische Gefah-
renpotenzialabschétzung unausweichlich. Die 6kotoxische Wirkung eines Stoffes ist abhén-
gig von seinen chemisch-physikalischen Eigenschaften, seiner Dosis, der Expositionsdauer
sowie seiner Aktivitdt und Bioverfligbarkeit. Die Vielfaltigkeit und Komplexitat der Faktoren,
die die Bioverfuigbarkeit beeinflissen kénnen verdeutlicht, dass die Bioverfigbarkeit immer
nur im Rahmen des jeweiligen Lebensraumes eine Bedeutung besitzt und organismenspezi-
fisch stark variieren kann. In den Fallen, in denen ein Stoff bioverfiigbar ist, kann eine Auf-
nahme durch Organismen erfolgen. Es kommt zu einer Interaktion mit Rezeptorstellen,
welche im Prinzip eine messbare biochemische oder biologische Reaktion bewirken. Diese
Reaktion kann Uber entsprechende Testorganismen in Biotests gepriift werden. Eine Erfas-
sung der Faktoren, die die Bioverfigbarkeit bedingen, ist fur eine Wirkungsbeurteilung der
Schadstoffe und der Testsysteme winschenswert. Neben den akuten Wirkungen von
Schadstoffen sind dabei auch chronische und subchronische Wirkungen zu beriicksichtigen.

1.1.3 Bedeutung der biologischen Wirkungstests und Wirkrichtungen

Biotests sind biologische Testverfahren, bei denen Organismen in definierter Art und Anzahl
eingesetzt werden, um deren Reaktion auf eine Exposition zu messen [1]. Mit biologischen
Testverfahren kénnen sowohl 6kotoxikologische Wirkungen von Einzelstoffen als auch
Kombinationswirkungen (agonistische, antagonistische, additive, synergistische, inhibitori-
sche, kompetitive, usw.) aller vorhandenen Kontaminanten erfasst werden. Diese integrale
Erfassung von Schadstoffwirkungen macht die 6kotoxikologische Untersuchung als Ent-
scheidungshilfe fir ein Umweltmanagment unentbehrlich [3]. Biologische Verfahren kénnen
die analytisch nicht erfassten oder nicht erfassbaren Schadstoffe anhand ihrer Schadstoff-
wirkung (wirkungsorientierte Analytik, siehe Abb.2) anzeigen, sie ermdglichen aber in der
Regel keinen qualitativen oder quantitativen Stoffnachweis. Es kénnen auch Kompartimente
dieser Organismen, Zellkulturen, entsprechende Biomarker oder Bioindikatoren fur die Er-
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fassung dieser Reaktionen eingesetzt werden. Gerade die suborganismischen Testsysteme
haben in den vergangenen Jahrzehnten einen immer hdheren Stellenwert bei der Beurtei-
lung der spezifischen Wirkrichtungen erfahren [4]. Diese spezifischen toxischen Wirkungen
,heueren Interesses” umfassen, z.B. Gentoxizitdt, hormonaktive Wirkungen und immuntoxi-
sche Wirkungen und lassen sich mit den herkémmlichen 6kotoxikologischen Bewertungskri-
terien (Mortalitdt, Wachstumshemmung, Verlust von Schwimmfahigkeit oder anderen stoff-
wechselphysiologischen Parametern) nicht beschreiben. Der Begriff unerwinschte oder
~heuartige Wirkungen® bezieht sich daher nicht auf die Neuartigkeit dieser Wirkungen, son-
dern es haben sich in den letzten Jahrzehnten erst Methoden etabliert, die einen Teil dieser
spezifischen toxischen Wirkungen abbilden kénnen [5] [6].

Allgemeine akute und chronische
toxische Wirkungen

Hormonaktive Wirkungen

Umweltprobe
oder
Testgut

Gentoxische und mutagene
Wirkungen

Unerwiinschte
Wirkungen oder
spezifische Wirkungen
neueren Interesses,
bzw. ,Neuartige
Wirkungen*

Diverse schadstoffbedingte
physiologische, morphologische
und verhaltensbiolgische Veranderungen

Abb. 2: Wirkrichtungen der Okotoxikologie

Mittlerweile gibt es eine Reihe von genormten Testverfahren, die gentoxische und mutagene
Wirkungen anzeigen kénnen [7] [8] [9]; leider ist dies fiir hormonaktive und immuntoxische
Wirkungen nicht der Fall. Es mehren sich zwar die Erkenntnisse, dass auch immuntoxische
Effekte in der aquatischen Umwelt immer haufiger nachgewiesen werden kdnnen und ein
Okotoxikologisches Potenzial besteht, doch fehlt es an validen Methoden, das Ausmal}
dieser Wirkungen organismenibergreifend zu bestimmen. Im marinen Umweltbereich sind
die Forschungsaktivitdten wesentlich ausgepréagter, was sich auch in der Anwendung und
Verfligbarkeit von Methoden (siehe Kap. 1.2.5) zur Erfassung von immuntoxischen Effekten
widerspiegelt.

Das Kapitel 1.1 wurde aufgrund seines engen thematischen Bezuges zu Teilen aus [10]
entnommen, dort sind auch weitere Informationen zu Nachweismdéglichkeiten der hormonak-
tiven und gentoxischen Wirkungen zu finden.
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1.2 Immunstatus und aquatische Immuntoxikologie mit Muscheln

1.2.1 Immunstatus von Organismen und Immuntoxikolgie

Zum Schutz vor Infektionen besitzen Organismen ein funktionstiichtiges und vielschichtiges
Abwehrsystem, das Krankheitserreger und kérperfremde Stoffe oder auch entartete kérper-
eigene Zellen erkennt und bekdmpft. Es handelt sich um das Immunsystem. Generell lassen
sich zwei Antwortrichtungen des Immunsystems unterscheiden: Eine Immunsuppression
fihrt zu einer Herabsetzung der natirlichen Resistenz gegentiiber opportunistischen Patho-
genen wie Viren, Pilze und Bakterien, aber auch zu einer verminderten Sensitivitdt gegen-
Uber Tumorzellen und fremdem Zellmaterial. Eine Uberaktivierung oder Immunostimulation
der Immunleistungen kann zu Schéadigungen eigener Zellen fuhren und vielféltige Autoim-
munerkrankungen und Allergien, d.h. hypersensible Immunreaktionen auf Allergene hervor-
rufen.

Die wichtigsten Wege zu einer Autoimmunerkrankung kénnen durch das Durchbrechen von
anatomischen und biochemischen Barrieren, die Schadigung koérpereigener Gewebe und
Zellen sowie die Bindung fremder Haptene an kdrpereigene Tragerproteine sein [11]. Diese
Haptene koénnen kleine organische Molekille sein und stéren die Eigenerkennung des Im-
munsystems als nicht immunogene Antigene, was zu immunlogischen Reaktionen fuhrt.
Auch wird ein erhéhtes Krebsrisiko, z.B. durch die dauerhafte Induktion von zelleigenem
oxidativen Stress, mit einer Immuniberreaktion assoziiert. Die Beeinflussung des Immunsta-
tus durch sogenannte Modulatoren kann gut durch ein Modell der Immuntoxikologie be-
schrieben werden (siehe Abb. 3). Dabei kann ein Modulator ein Antigen, d. h. jedes Molekl,
das von den erworbenen Bestandteilen des Immunsystems erkannt wird, eine Umweltchemi-
kalie, ein physikalischer Umweltfaktor oder eine physiologische Reaktion in einem Organsy-
stem sein, die z.B. auch psychogen bedingt sein kann [12].

Modulator

Immunotoleranz

/ Hypersensitivitat

=———">> Immunostimulation

munitat

\ Normale
Immunfunktion
Immunosuppression /

Hypoimmunitat Hyperimmunitat

Abb. 3: Modell der Immuntoxikologie aus [12]
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Durch die strukturelle und organisatorische Komplexitat und Variabilitdt des Immunsystems
mit seinen verschiedenen Funktionen sind die Wirkungen von Umweltbedingungen und
Umweltchemikalien schwer vorherzusagen, da meist verschiedene Modulatoren zusam-
menwirken und sich gegenseitig beeinflussen kénnen. Bei der Vielzahl der Beeinflussungs-
moglichkeiten des Immunsystems wird klar, dass eine realistische Bewertung von immunto-
xischen Effekten nur auf einer Batterie von Testverfahren mit verschiedenen immunologi-
schen Endpunkten beruhen kann [13]. Die Verwendung von mehreren immuntoxikologisch
relevanten Endpunkten minimiert das Risiko falsch negativer oder positiver Aussagen Uber
immuntoxische Wirkungen in Organismen.

Der Begriff Immuntoxikologie bekommt eine duale Bedeutung, da er einerseits die Schadi-
gung des Immunsystems, seiner Organe und Zellen, andererseits aber auch die Schadigung
des Organismus nach erfolgter Dysregulation des Immunsystems untersucht [14]. Diese
Stérungsmadglichkeiten des Immunsystems besitzen erheblichen Einfluss auf die Funktionen
des zelluldren und des humoralen (an die Kdrperpflussigkeit gebundenen) Immunsystems,
wobei die Immuntoxikolgie sich verstarkt auf die erworbenen und weniger auf die angebore-
nen Dysregulationen des Immunsystems konzentriert. Da das Immunsystem von Vertebra-
ten, insbesondere das von Saugetieren, eine hohe funktionelle und strukturelle Komplexizitat
aufweist, das auch in Verbindung mit dem neuroendokrinen System steht, soll an dieser
Stelle kurz auf die Vielschichtigkeit der Immunabwehr eingegangen werden (siehe Abb. 4),
ohne dass dafiir notwendige Organsystem darzustellen.

| Immunabwehr |

[ -

| unspezifisch (angeboren) | | spezifisch (erworben) |

[ - [ -

| zellular | | humoral | | zellular | | humoral |
X 1§ 1§ 1§
Haut (Barriere) Komplementsystem T-Lymphozyten kdnnen Antikorper

Gedachtniszellen von Plasmazellen, die aus

Granulozyten Lysozym

(Phagozytose, ROS)

Monozyten/Makrophagen
(Phagozytose, ROS)

Mastzellen (setzen

Zytokine (Interleukine,
Interferone)

Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS)

ausbilden

T-Helferzellen,
produzieren Zytokine

zytotoxisische T-Zellen

Gedéchtniszellen
(B-Lymphozyten)
hervorgegangen sind

h . X kénnen virusinfizierte
Histamin frei)

Zellen ausschalten
NK- Zellen (natiirliche
Killerzellen z.B. gegen

Tumore)

Abb. 4: Aufbau der Immunabwehr in Sdugetierorganismen

Das Immunsystem ist essentiell fur das langerfristige Uberleben von Organismen. Seine
Komplexitat ist derzeitig nur teilweise verstanden, gleichsam bilden spezifische und unspezi-
fische Immunfunktionen eine ausschlaggebende Rolle in der Aufrechterhaltung der Homdéo-
stase und Immunregulation [15]. Im Immunsystem gibt es humorale und zelluldre Mechanis-
men, die untereinander unter Primér- und Sekunddrantworten sowie durch vielfaltige Boten-
stoffe in Kontakt stehen. Die Granulozyten stellen mehr als 60% der im menschlichen Blut
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zirkulierenden Leukozyten dar und sind neben der Haut als erste Barriere des zellularen
Immunsystems zu verstehen. Granulozyten sind bei bakteriellen Infektionen als schnellste
Zellen durch eine ausgepragte Chemotaxis vor Ort [14]. Zusammen mit den Monozyten und
Makrophagen sind sie zur Phagozytose, d.h. zur Aufnahme partikuldren Materials befahigt.
Neben diesem intrazellularen Verteidigungsmechanismus sind Granulozyten, Monozyten
und Makrophagen auch zu extrazelluldren Verteidigungsaufgaben durch die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS-Produktion, oxidative Burst) in der Lage (siehe Kap.
1.2.4.2). Die Vielfaltigkeit anderer Immunfunktionen und deren gegenseitige Beeinflussung
sollte bei einer immuntoxikologischen Bewertung beriicksichtigt werden (siehe Tab. 1).

Tab. 1. Immunologische Verdnderungen oder kompensatorische Verdnderungen nach
Exposition von Immuntoxinen, verandert nach [15]:

Verédnderungen durch immuntoxische Wirkungen

Verlust oder Induktion von Zellpopulationen
Beeintrachtigung von Zellfunktionen und Zelldifferenzierungen
Veranderung des Zellstoffwechsels
Membranschédigungen
Verlust von Membranrezeptoren
Veranderte Zelloberflachen,

z.B. Antigenexpression und Expression von sequestrierten Antigenen
Verdnderte Zytokinproduktion oder Beintrachtigung des Transports und der Sekretion von
Zytokinen
Beeintréchtigte Proteinsynthese
Veranderte Apoptose
Veranderung des oxidativen Stresslevels
Veranderungen der Phagozytoseaktivitat
Veranderungen der humoralen Aktivitét
Haptenformation

Wichtige Ansatzpunkte fir eine Verstandnisentwicklung des Immunstatus diverser Organis-
men, sind daher wirkungsbezogene Testverfahren fir elementare, evolutiondr hoch konser-
vierte Funktionsweisen zu erarbeiten, um Einblick in &kotoxikologische Zusammenhénge
hdherer Relevanz zu erhalten. Daher sind die intrazelluldren und extrazelluldren Vertei-
dungsfunktionen durch Phagozytose und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS),
die sowohl bei Invertebraten und Vertebraten angeboren (zumindest im nicht durch Antikor-
per vermittelten Anteil) und relativ unspezifisch vorkommen, bei einem 6kotoxikolgischen
Ansatz zu bevorzugen. Da diese Immunfunktionen phylogenetisch recht alt sind, ist anzu-
nehmen, dass modulative Wirkungen auf diese Immunparameter fir viele Organismen eine
gemeinsame 6kologische Relevanz besitzen kénnen.
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1.2.2 Muscheln als Modellorganismen flr die aquatische Toxikologie

Muscheln wurden in der Vergangenheit extensiv als biologische Indikatoren fir Umweltver-
schmutzungen in Monitorprogrammen benutzt [16]. Die Griinde fiir diese Wahl liegen in ihrer
weiten geographischen Verbreitung, der mehr oder weniger ausgepragten Sessilitdt der
Organismen, ihren hohen Filtrationsleistungen und dem hohen bioakkumulativen Potenzial
fur eine Vielzahl an Umweltchemikalien [17]. So kénnen z.B. Verdnderungen in Entgiftungs-
systemen wie dem P450-Enzymsystem [18] oder die Aktivierung von Metallothioneinen [19]
[20] teilweise Aufschluss Uber den Belastungszustand der Organismen oder Zellen bieten.
Auch wenn das P450-Entgiftungssystem in Muscheln im Vergleich zu Wirbeltieren ver-
gleichsweise schwach ausgeprégt ist. Zusatzlich weisen Muscheln eine optimale Groflke fur
Untersuchungen auf der zelluldren und der organismischen Ebene auf, und ihre physiolgi-
schen, histologischen und biochemischen Eigenschaften sind ausreichend bekannt [16]. Sie
besitzen zudem hoch konservierte Kontroll- und Regulationsmechanismen, welche oft homo-
log zu Vertebratensystemen sind und ein hohes Mal} an Sensitivitat flir anthropogene Ein-
trage aufweisen [21]. Aus diesen Griinden wird versucht, Muscheln, bzw. Mollusken als
multidisziplindre Modelle in der Umwelttoxikologie einzusetzen. Mittlerweile kénnen auch
multiparametrische Ansétze fur den Nachweis spezifischer toxischer Wirkungen, z.B. immun-
toxische Wirkungen an Muscheln und deren Zellen eingesetzt werden [22] [23]. Nicht zuletzt
aufgrund der vielen homologen Grundfunktionen des Immunsystems der Muscheln mit
denen von Vertebraten ist ihr Einsatz fir die aquatische Immuntoxikologie sinnvoll [24], wenn
es darum geht, basale immunmodulierende Einfliisse anthropogener Substanzen aufzudec-
ken. In den folgenden Abschnitten soll daher gesondert auf das Immunsystem von Muscheln
und dessen Funktionalitdt eingegangen werden.

1.2.3 Das Immunsystem von Muscheln

Muscheln verfiigen neben ihren &ufleren Schalen zum Schutz gegen Schadeinwirkungen
Uber Korperepithelien, die antimikrobiell wirksam sein kédnnen [25] und wirkungsvolle Barrie-
ren fir Pathogene darstellen. Kommt es zu einer Verletzung ihrer Integritdt, so verfigen
Muscheln Uber eine Reihe von zellvermittelten und humoralen Antwortmdglichkeiten, die
teilweise homolog zu den Verteidigungsmechanismen der Immunabwehr der Vertebraten
sind (siehe Abb. 4). Als phylogenetisch relativ alte Organismen verfliigen Muscheln haupt-
sachlich Uber angeborene unspezifische Immunfunktionen, die ihren Schwerpunkt auf der
zellvermittelten Immunantwort haben [11]. Es besteht allgemeiner Konsens, dass zirkulie-
rende Zellen der Hdmolymphe, auch Hadmozyten genannt, den Hauptbeitrag zur Verteidigung
gegen mikrobielle und parasitédre Angriffe leisten [26]. Hdmozyten sind zudem mafgeblich
am Wundverschluss und der Einkapselung von Fremdkérpern beteiligt [25] und zeigen durch
ihr ausgepréagtes Migrationsverhalten eine universelle Anwendbarkeit im Hadmolymphsystem.
Die Morphologie, Cytochemie und Ultrastruktur von Muschelhamozyten in mehreren Arten ist
bereits bekannt [27] [28] [29]. Es ist jedoch strittig, wieviele unterscheidbare Hamozytentypen
in den H&molymphsystemen von Muscheln vorkommen, auch ist es unklar, ob es ein einheit-
liches hdmatopoetisches Gewebe in Muscheln gibt [25]. Dennoch lassen sich mindestens
zwei generelle Hadmozytenpopulationen artibergreifend auf morpholgischer und zytologi-
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scher Basis unterscheiden, granuldre und agranuldre Hamozyten [30] [31], wobei die agra-
nuldren Formen auch Hyalinozyten genannt werden. Durch durchflusszytometrische Metho-
den zur Zellidentifizierung und H&aufigkeitsbestimmung der in Invertebraten vorkommenden
Hamolymphzellen haben sich die Méglichkeiten der Hamolymphuntersuchung enorm ver-
bessert. So kénnen bei bestimmten Muschelarten die Unterpopulationen der granularen und
agranuldren Hadmozyten durchflusszytometrisch unterschieden werden [23]. Zwei Aspekte
erschweren diese Forschungen erheblich: Zum einen herrscht in Muschelhdmolymphen eine
grolle Hadmozytenvariabiltat vor [27]. Zum anderen gibt es kaum kommerziell erhéltliche und
standardisierte Reagenzien, die eine zuverlassige Unterscheidbarkeit der Hdmozytenpopula-
tionen zulassen. Auch wenn es bei einigen Muschelarten nicht méglich ist, die Unterschied-
lichkeit der Hdmozyten abzubilden, so gibt es eine Reihe methodischer Ansatze, die Ge-
samthdmozytendichten im Hamolymphsystem zu bestimmen. Diese umfassen u.a. mikro-
skopische Auszdhlungen, den Einsatz von Zellzhigeraten oder durchflusszytometrische
Bestimmungen, wobei einige dieser Methoden an Vitalitadtsfarbungen gekoppelt werden
kénnen. Damit Immunfunktionen von den Hamozyten gewahrleistet werden kénnen, ist das
Vorhandensein und die Vitalitdt der Hamozyten im H&molymphsystem essentiell. Bestim-
mungen dieser Messparameter bilden also die Grundlage fur die Erfassung weiterer funktio-
neller Leistungen dieser Hdmozyten. Doch weisen auch diese Messparameter neben den
interindividuellen Schwankungen saisonale Schwankungen auf [32].

Da Muscheln ein halboffenes Blutgeféfisystem besitzen, ist dieses relativ leicht durch Modu-
latoren zu beeinflussen und hat sich fir den Nachweis immunmodulativer Potenziale be-
wahrt. Es ist anzunehmen, dass es Aufgabenteilungen zwischen den verschiedenen Hamo-
zytenpopulationen in Mollusken gibt. Fir eine integrative Bewertung von Immunleistungen
sollte die Funktion der Gesamthdmolymphe im Vordergrund stehen, die sich aus den Einzel-
leistungen der Hamozyten und der Bestandteile der Hadmolymphe zusammensetzt. Die
Funktionen dieser Immunzellen und des Hamolymphsystems im Ganzen stehen daher im
Fokus der Betrachtungen.

1.2.4 Funktionelle Ansatze zur Messung von Immunleistungen in Muscheln

Die Funktionen des Immunsystems kénnen in humorale, d.h. an Kérperflissigkeiten gebun-
dene und zellvermittelte Antworten unterteilt werden.

1.2.4.1 Zellvermittelte Immunantworten der Hamozyten

Phagozytose

Erstmalig wurden Phagozytoseprozesse von Ernst Haeckel 1862 an Radolarien beschrieben
[33]. Die Phagozytose beschreibt generell die Aufnahme von partikularem Material durch
Einstllpung und Abschniirung der Zellmembran in die Zelle [34]. Dieser Mechanismus diente
primér Erndhrungsvorgdngen, wurde aber mit zunehmender Organisationshéhe der Orga-
nismen als zusatzliche immunologische Funktion fur die Aufrechterhaltung ihrer Integritat
verwendet. Die Phagozytosemechanismen sind gut konserviert in Vertebraten und Inverte-
braten, und die Sensitivitdt dieser biologischen Funktion gegeniber Umweltschadstoffen
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belegt die Sinnhaftigkeit der Verwendung von phagozytosebasierten Ansatzen im Umwelt-
monitoring [35]. In Muscheln wie in anderen Invertebraten beruht die Hauptleistung an anti-
mikrobieller Verteidigungsaktivitdt auf den Mechanismen der Phagozytose [36] [26] [28]. Die
Verteidigung gegen Fremdpartikel wird von phagozytoseaktiven Hamozyten gewahrleistet,
die in der Hamolymphe zirkulieren [37]. Expositionen gegeniiber Umweltschadstoffen kén-
nen zu einer Modulation der Phagozytoseaktivitdt der Hamozyten und damit zu einer Verén-
derung der Anfélligkeit gegeniiber Krankheiten flihren [23].

Die Phagozytose kann dabei in verschiedene Phasen unterteilt werden: Erkennung von
Fremdpartikeln, = Chemotaxis, Membrananheftung, Inkorporation und Zerstérung des
Fremdmaterials [36]. Die Erkennung des Fremdmaterials kann z.B. durch Transmembranre-
zeptoren wie Integrine erfolgen [38], die weitere Phagozytoseprozesse modulieren. Die
Zerstorung des Fremdmaterials findet in den Phagosomen durch die in den Lysomomen
befindlichen Hydrolasen statt, indem Phagosomen mit den Lysosomen wahrend des Ver-
dauungsprozess miteinander fusionieren. Weitere Aufgaben der Lysosomen sind die Anrei-
cherung von Xenobiotica und Metallen [39], die auch die Stabiltdt der Lysosomen beeein-
flussen kénnen [40]. Pathogene, die gréRer als die Hdmozyten sind, kénnen von Hadmozyten
eingekapselt und immobilisiert werden.

Natirlich kénnen nicht alle Einzelphasen der Phagozytose gleichwertig untersucht werden,
doch ist es durch den kontinuierlichen Ablauf der Phagozytose mdéglich, eine spate Phase,
z.B. nach der Inkorporation des Fremdmaterials zu untersuchen, die dann die Funktionalitat
der vorangegangenen Phagozytoseschritte integriert hat. Nimmt man schwerverdauliche
Materialien fir die Messung der Phagozytoseaktivitdten, so kommt es zu einer Anreicherung
von Fremdmaterial in den Hadmozyten, welche gut mit unterschiedlichen methodischen An-
satzen zu quantifizieren ist. Die Phagozytoseaktivitdt der Hdmozyten kann mikroskopisch
[41] [42], mikrotiterplattenbasiert [43] [44] oder durchflusszytometrisch [45] [35] [23] gemes-
sen werden. Teile dieser Phagozytoseantwort verlaufen temperaturabhéngig. So kann so-
wohl die Adhé&sionsfahigkeit von Hadmozyten an Fremdpartikel, als auch die Aufnahmelei-
stung und die Verdauungsleistung, durch Temperatureinfluss herabgesetzt werden [41].
Unterschiedliche Hdmozytenpopulationen einer Art kénnen auch unterschiedliche Phagozy-
toseaktivitdten aufweisen [46], so wird, z.B. in Austern (Crassostrea virginica), Uber ver-
gleichsweise hohere Phagozytoseaktivitdten der Granulozyten gegeniiber agranuléren
Formen berichtet.

Fur eine Bewertung von Phagozytosemodulationen ist die genaue Kenntnis von methodi-
schen Rahmenbedingungen obligatorisch. Zuséatzlich sind saisonale Effekte von freilebenden
Tieren zu berlicksichtigen, da diese von endogenen und exogenen Faktoren beeinflusst
werden kénnen (siehe Abb. 158 in Kap. 4.4). So wurde Uber Einflisse von Geschlecht,
Fortpflanzungsperiode und Wassertemperatur auf die Phagozytoseaktivitat berichtet [47] [48]
[19] [49]. Trotz der Variabilitat dieser Faktoren wird die Phagozytose als einer unter mehre-
ren Immunparametern bewertet, der Aussagen Uber Umweltbelastungen an Expositions-
standorten erlaubt [50] [19] und eine Schlisselrolle fiir den Nachweis immuntoxischer Poten-
Ziale besitzt [51].
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Aggregations-, Adhéasions- und Lokomotionsverhalten

Auch wenn Aggregations- und Adhé&sionsverhalten teilweise dem Phagozytoseprozess
zugeordnet werden kdnnen, so bilden diese Eigenschaften auch gesondert einen wichtigen
Beitrag zur Immunantwort. Die Adh&sions- und Aggregationsféhigkeit von Hadmozyten tragt
z.B. zum Wundverschluss und der Abwehr von Pathogenen durch deren Immobilisierung bei
[25]. GréRere Parasiten kénnen von Hamozyten in mehreren Schichten eingekapselt immo-
bilisiert werden. Direkt nach der Entnahme von Muschelhdmolymphen sind Hamozytenag-
gregation und -adhasion als spontane Ereignisse zu beobachten, die schon nach den ersten
Minuten der Hdmolymphentnahme auftreten. Wobei das Startsignal fir diese Reaktion nicht
bekannt ist. Bisher wurden Methoden entwickelt, die die Veranderung der spontanen Hamo-
zytenaggregationsfahigkeit messen [23] [52] und zusatzliche Werkzeuge zur Erfassung von
toxischen Einfliissen von Xenobiotica in Mollusken darstellen kénnen [53]. Die Fahigkeit der
Hamozyten, sich chemotaxisch zu orientieren, ist eine weitere Voraussetzung zur Verteidi-
gung gegen Pathogene und kann durch Chemikalien inhibitiert werden [54]. Bei den Messpa-
rametern Adhasionsfahigkeit an Fremdpartikeln und Lokomotionsraten der H&mozyten
konnten in vivo Temperatur- und Salinitatseinflisse festgestellt werden [55], die bei einer
Bewertung immunmodulatorischer Effekte berlicksichtigt werden missen und die Anwend-
barkeit der Messparameter in vivo erschweren.

1.2.4.2 Humorale Immunantwort und Produktion von Reactive Oxygen Species (ROS)

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS-Produktion, oxidative Burst)

Freie Radikale sind chemisch definierte Spezies (Atome, Molekile, lonen), die ein oder
mehrere ungepaarte Elektronen besitzen. Molekularer Sauerstoff steigert seine Toxizitét in
biologischen Systemen, wenn sich seine Elektronenstruktur z.B. durch Reduktionen &ndert.
Die schrittweise Reduktion fiihrt zu reaktiven Sauerstoffspezies, welche stérkere Oxidati-
onsmittel als der Triplett-Sauerstoff sind (siehe Abb. 5). Die reaktiven Sauerstoffspezies sind
z.B. Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale und werden im englischem
Sprachraum unter dem Begriff ,Reactive Oxygen Species® (ROS) zusammengefasst. Die
Zuordung der ROS-Produktion zur humoralen Immunantwort ist nur teilweise richtig. Es
werden durch den Kontakt mit Fremdmaterial NADPH-Oxidasen an den Membranen der
Hamozyten aktiviert [39], die dann ROS produzieren, die aufl’erhalb der Zellen wirksam sind.
Doch wird ein Teil der ROS in den Zellen bei Phagozytoseprozessen generiert und in den
Phagosomen eingesetzt. Damit erflllt die ROS-Produktion Bedingungen der zellvermittelten
Immunantwort und die extrazellular aktiven ROS die Bedingung der humoralen Immunant-
wort.
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Abb. 5: Aktivierung des molekularen Sauerstoffs und Elektronenverteilung in den dufRersten besetzten
Molekdilorbitalen, aus [56]

Biologische Elektronentransferreaktionen, welche von NAD(P)H abhangigen Oxidasen
katalysiert werden, sind wichtige Orte der ROS-Entstehung und umfassen folgende Reaktio-
nen:

20, + NAD(P)H — 20, + NADP* + H*
Eine Disproportionierungsreaktion von Superoxidanionen fihrt zu Wasserstoffperoxid.
20, + 2H" > H,O, + O,

Wasserstoffperoxid kann, obwohl es selbst kein Radikal ist, Gber die Haber-Weiss-Reaktion
[57] mit Superoxidanionen zu Hydroxyl-Radikalen und Hydroxidionen reagieren.

O, + HyO, > 0O, + OH + OH

Fur das Wasserstoffperoxid besteht auch eine weitere Akivierungsmdglichkeit durch Myelo-
peroxidasen zu den noch reaktiveren Hypochlorsduren [58].

H,O, + CI" - OCI" + H,O

Einige der Hauptwirkungen dieser ROS in biologischen Systemen sind Lipidperoxidationen
des zellularen Plasmas und von Organellenmembranen, Proteindegradationen, welche auch
zu Enzyminaktivierungen fohren kénnen und DNA-Schédigung [39]. Zahlreiche Sekundérre-
aktionen kénnen zelluldre Folgeschaden hervorrufen, auf die hier nicht ndher eingegangen
werden soll. Damit die Hamozyten sich selbst vor den Auswirkungen der ROS-Produktion
schitzen kénnen, enthalten sie als enzymatische Antioxidantien Superoxiddismutase, Kata-
lase und Glutathion-Peroxidase [59], welche durch folgende Reaktionen reaktive Sauerstoff-
spezies abbauen kdénnen (siehe Tab. 2).
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Tab. 2: Enzymatische Schutzsysteme gegen reaktive Sauerstoffspezies, aus [56]

Abgefangene Katalysierte Reaktion
Spezies
Superoxiddismutase Oy 2 0, + 2H" > H,0, + O,
Katalase H,O, 2H,0, > 2 H,O + O,
Glutathionperoxidase H,O, H,0,+ 2 GSH — 2 H,O + GSSG
ROOH ROOH + 2 GSH —» ROH + H,O + GSSG

Neben den hier erwdhnten enzymatischen Schutzsystemen gibt es eine Reihe von nichten-
zymatischen Schutzsystemen, die antioxidative Wirkung entfalten kdnnen. Unter Bela-
stungssituationen, z.B. durch die Induktion der ROS-Antwort durch Schwermetalle kann die
Bildungsrate reaktiver Sauerstoffspezies die Kapazitat antioxidativer Systeme Ubersteigen
und es kommt zum oxidativen Stress [39]. Zusatzlich kénnen Xenobiotika die Membranen
der Lysosomen destabilisieren, was zu einer erhéhten Freisetzung von hydrolytisch wirken-
den Enzymen fiihrt. Nach pathologischen Veranderungen der Hdmozyten, z.B. durch extrem
vergréerte Lysosomen kann es zu einer Selbstverdauung der Hdmozyten (Autolyse) kom-
men [40]. Die lysosomale Membranstabilitdt kann daher auch als Stressindikator fir Bela-
stungssituationen in Muscheln durch Schwermetalle verwendet werden [60].

Es wurde bereits nachgewiesen, dass ein Teil der ROS-Produktion an die Phagozytoseakti-
vitdt gekoppelt ist, doch kdnnen auch chemische Stimulantien wie Phorbol 12-Myristat-13-
Acetat (auch TPA oder PMA genannt) speziesabhangig den “Oxidative Burst® aktivieren [61].
Die artspezifische Ausldésung des Oxidative Burst zeigt, dass die Mechanismen der ROS-
Produktion innerhalb der Bivalvia variieren kénnen. Die Quantitat der ROS-Produktion kann
artspezifisch in den Hamozytenpopulationen ausgepragter sein [62] und sich intra- und
extrazellular unterscheiden. Auch gibt es Berichte, dass von den Hamozyten bestimmter
Muschelarten keine ROS-Produktion gemessen werden kann [63]. Dennoch bildet die ROS-
Antwort einen wichtigen Bestandteil der Immunfunktionen bei Vertebraten [58] und Inverte-
braten. Es haben sich vielfaltige Methoden entwickelt, diesen funktionellen Immunparameter
zu erfassen. Der gréRere Anteil der ROS-Messungen basiert auf Mikrotiterplattenmessungen
und erfolgt photometrisch [64] [65], flourimetrisch [66] und luminometrisch [67] [61]; nur ein
Teil der Methoden greift auf durchflusszytometrische Ansétze zurtick [23] [46].

Antimikrobiell wirkende Enzyme und humoral aktive Proteine

In den Koérperflissigkeiten von Invertebraten wurden verschiedene immunbezogene humora-
le Wirkungen beschrieben. Neben den zellularen Mechanismen kénnen Muscheln ihre hu-
morale Immunitat durch die Produktion von verschiedenen Proteinen mit direkt oder indirekt
zytotoxischen Eigenschaften erhéhen. So wird, z.B. Uber die humorale Wirkung von Aggluti-
ninen, opsonierenden Lektinen, verschiedenen Enzymen mit zytolytischer Wirkung, Lysozy-
men und Serinproteasen, in Muscheln berichtet [68] [69]. Eine zusatzliche humorale oxidati-
ve Wirkung kann durch oxidative Enzyme wie Phenoloxidase und Peroxidasen erreicht
werden [43]. Die humorale Wirkung, auch Aktivitdt genannt, wird vorwiegend durch Hadmozy-
ten generiert, wobei Subpopulationen unterschiedliche Auspragungsgrade an antimikrobiell
wirkenden Peptiden aufweisen kdnnen [70]. Eine integrale Wirkungserfassung der verschie-
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denen humoralen Aktivitdten erweist sich durch die Unterschiedlichkeit der Wirkungsrichtun-
gen schwierig. Ein Teil der antibakteriellen Peptidantwort kann beispielsweise durch die
stimulierende Wirkung von Lipopolysachariden ausgelést und nachgewiesen werden, doch
unterliegen diese Prozesse einer Temperaturabhangigkeit [71]. Auch kénnen Phagozytose-
prozesse wie die Stimulation von Hadmozyten durch Zymosan, eine wichtige Rolle bei der
Generierung der humoralen Aktivitadt besitzen [72], was die Vielschichtigkeit der Immunant-
wort verdeutlicht. Es ist anzunehmen, dass zukinftig Genexpressionsanalysen fiir humoral
aktive Proteine neue Erkenntnisse bieten. Erste Schritte in diese Richtung wurden beispiels-
weise fur antimikrobiell wirkende Peptide in Mytillus galloprovincialis und Mytilus edulis getan
[73][74].

1.2.5 Nachgewiesene Umwelteinflisse auf den Immunstatus von Muscheln

Dass Umweltfaktoren eine modulierende Wirkung auf das Immunsystem haben, ist seit
langem bekannt. Wie in vielen Invertebraten unterliegen absolute und relative differentielle
Hamolymphzahlungen von Muscheln grofien Schwankungen. Ein Teil dieser Schwankungen
wird durch interindividuelle Variabilitdt verursacht, doch kann ein anderer Teil in Zusammen-
hang mit biotischen und abiotischen Umweltfaktoren sowie mit saisonalen Rhythmen ge-
bracht werden [32] [75]. Auch kann die Kombination aus abiotischen, biotischen und xeno-
biotischen Einflissen weitere Immunparameter wie Phagozytoseaktivitit und ROS-
Produktion modulieren [76], was den Nachweis von immuntoxischen Potenzialen im Freiland
erschwert. Selbst in relativ nah verwandten Muschelarten kann die Auspragung der Immun-
funktionen sehr unterschiedlich sein, was ebenfalls bei immuntoxikologischen Ansétzen
bertcksichtigt werden muss [62]. Dennoch kdnnen xenobiotische Einflisse auf den Immun-
status von Mollusken seit langerer Zeit beschrieben werden [77]. Dabei treten zelluldre und
humorale Verdnderungen von immunrelevanten Parametern auf (siehe Kap. 1.2.4). Auffal-
lend ist, dass ein Grofteil der in Tab. 3 dargestellten Wirkungen mit marinen Testverfahren
in vitro und in vivo bestimmt werden kann, aber nur ein Bruchteil (Verhéltnis ca. 5 zu 1) mit
limnischen Testverfahren. Die folgende Tabelle stellt nachgewiesene Modulationen der
Immunparameter von Xenobiotika in limnischen und marinen Testverfahren dar.
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Tab. 3: Xenobiotika mit immunmodulativen Wirkungen auf Muscheln oder deren Hamozyten. (Die
Inidizes an den Literaturquellen zeigen Modulationen von a = Phagozytoseaktivitdt, b= ROS-
Produktion, ¢ = Hdmozytendichten, d = Adhasionsverhalten, e = Aggregations-verhalten, f = Lokomo-
tionsverhalten, g = humorale Aktivitdt im Hamolymphsystem an; h = Vitalitdt; groRe Buchstaben
zeigen In vivo-Ansatze, kleine Buchstaben In vitro-Ansétze an. L steht fir ein limnisches Testverfah-
ren und M steht fUr ein marines Testverfahren)

Substanzgruppe Bezeichnung Literaturquelle
Schwermetallverbindungen Ag [35]anM, [78]anhLM
Cu [43lacem, [53]em
[36]scMm, [79]ABGM, [80]BM,
[76]aBCM
Cd [35]anm, [53]em, [811acam,
[36]cwm, [80]BMm, [78]ahLm
Hg [35] ahwm, [79]aBGM,
[82]ghm, [83]aHM,
[78]ahLm
Zn [35]ahm, [78]anLm
Organometallverbindungen CH3Hg

[35]ahm, [78]anLm, [83]aHM
Organozinnverbindungen [84]am, [85]am, [86]biM,

[53]em
Aromaten und PAK Fluoranthen [87]cem
Phenanthren [88]aBGM
Benzo(a)pyren [89bm
PAK allgemein [90]acm. [77]1aGM.
[51]acHm, [91]acEm
Olemulsion [90]acMm
Phenol [92]aHM
Halogenierte Aromaten und PCB allgemein [93]gm. [51]acHM
PCB chlorierte Phenole [77]aGM
TBBPA [94]abgm
Sonstige Verbindungen
Pharmazeutika Bezafibrat, Gemfibrozil,
Tetra- [95]adhL
zyklin, Trimethroprim,
Novobiocin [53]eM
e
und Koffein
Kommerzielle mikrobielle siehe Literatur [96]ABDHL
Produkte
Hormonaktive Substanzen 17-p-Estradiol [97]aAbGM, [98]AM
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Fir viele Substanzen sind immuntoxische Wirkungen auf limnische Organismen derzeit gar
nicht bekannt, was den Forschungsbedarf fur eine Erarbeitung sensitiver immunrelevanter
Messparameter hervorhebt. Viele xenobiotische Eintrdge (z.B. durch kommunale und indus-
trielle Abwasser) aus Ballungsrdumen verlagern sich ber Flussysteme in marine Bereiche.
Auf ihrem Weg kénnen diese Substanzen ihr immuntoxisches Potenzial entfalten, bevor in
den Meeren weitere Verdiinnungseffekte einsetzen. Da in marinen Bereichen immuntoxische
Effekte fur diverse Xenobiotika (siehe Tab. 3) in umweltrelevanten Konzentrationsbereichen
beschrieben wurden ist anzunehmen, dass diese Effekte auch fur limnische Organismen in
mindestens gleichem Umfang zutreffen.

Schwermetallverbindungen kdnnen in limnischen und marinen Muschelarten immunmodulie-
rendes Potenzial besitzen [78]. Niedrige Konzentrationen kdénnen zu Aktivierungen der
Phagozytoseaktivitat in vitro fihren, hingegen filhren héhere Konzentrationen zu Hemmef-
fekte [19]. An diversen Pharmazeutika konnte immunmodulierendes Potenzial anhand meh-
rerer Immunparameter (z.B. Adhasionsverhalten und Phagozytoseaktivitat) in vitro abgeleitet
werden [95]. Auch schwer wasserlésliche Substanzen wie PAKs und PCBs sind in der Lage,
unterschiedlich gerichtete Immunmodulationen der Parameter der Hamozytendichte, der
Phagozytoseaktivitat, der ROS-Produktion und humoraler Parameter zu bewirken. Diese
Wirkungen kénnen sich durch ausgepragte Persistenz und bioakkumulative Potenziale in der
Umwelt verstarken. Die Organozinnverbindungen, die alle Ebenen der Okotoxikologie beein-
flussen kénnen [1], stéren ebenfalls immunrelevante Antworten wie die Phagozytoseaktivitat
und das Aggregationsverhalten sowie Lokomotionsraten von Hamozyten. Limnische und
marine Molluskenarten sind in Deutschland Konzentrationen ausgesetzt, die deutliche Scha-
digungen der hormonellen Regulation erwarten lassen [99]; ob dies auch flir das Immunsy-
stem zutrifft, bleibt ungeklart. Teilweise werden gegensatzliche Aussagen Uber die Hemm-
wirkung von Substanzen auf die Immunparameter getroffen wie es fur Olemulsionen [100]
oder Organozinnverbindungen [101] bezlglich der Phagozytoseaktivitat der Fall ist. Dabei
sollte nicht nur die Wahl der Immunparameter berlcksichtigt werden, sondern auch die
Durchflihrung der Experimente und der Status der Organismen. In ungiinstigen Fallen kann
die Verwendung weniger sensitiver Organismenarten zu Fehlinterpretationen fuhren [88].

Generell I&sst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass Muscheln oder deren Hdmozyten auf
ein sehr weites Spektrum an anthropogenen Belastungen mit diversen Immunparametern
(wie Hadmozytendichten, Phagozytoseaktivitdt, ROS-Produktion, Adhasions- und Aggregati-
onsverhalten und der humoralen Aktivitat) reagieren kdnnen. Die Untersuchungen flir xeno-
biotische Immunmodulationen (siehe Tab. 3) belegen, dass multiparametrische Ansatze
herangezogen werden missen, um immuntoxische Potenziale ableiten zu kénnen. Als Test-
organismen eignen Muscheln sich auch, um immmunmodulative Potenziale fiir neuere
Belastungsquellen, wie sie sich durch den vielféltigen Einsatz von Pharmazeutika, hormon-
aktiven und mikrobiellen Produkten und Flammenschutzmitteln abzeichnen, anzeigen zu
kénnen. Es sollte jedoch gelingen, valide Methoden fiir die Erfassung mehrerer grundlegen-
der Immunparameter an geeigneten Organismen zu entwickeln, um das 6kotoxikologische
Ausmal} dieser Stérungen auf den unterschiedlichen Ebenen erfassen zu kénnen.
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1.3 Vorgehensweise

1.3.1 Erfahrungsstand zu Beginn der Untersuchungen

Der DIN-Arbeitskreis 5.7 ,Immuntoxizitat fir Organismen® hatte sich im Zeitraum von
09/1999 bis 03/2004 mit der Ubertragung von gangigen Phagozytoseassays auf heimische
limnische Teichmuschelarten (Anodonta cygnea und Anodonta anatina) beschéftigt. Auf-
grund der relativ niedrigen Hamozytendichten (die um den Faktor 5-10 niedriger als bei
marinen Muschelarten liegen), der verwendeten Testorganismen und deren vergleichsweise
hohen interindividuellen Schwankungen, waren mikrotiterplattenbasierte Methoden zur
Messung der Phagozytoseaktivitdt an ihre Grenzen gestofen. Ein Forschungsprojekt wurde
vom Umweltbundesamt nach dem UFO-Plan 2004 (FKZ: 20322384) des Umweltbundesam-
tes initiiert. Dessen Schwerpunkt lag in der Unterstiitzung flr aquatische Tests im Rahmen
der Normung: Erfassung immuntoxischer Effekte / Phagozytoseaktivitat von Muschelhamo-
zyten. Nach den Erfahrungen des DIN-Arbeitskreises 5.7 wurden neue durchflusszytometri-
sche Messmethoden zur Messung der Phagozytoseaktivitdt favorisiert, da diese weniger
stark von Hamozytendichten der Testorganismen abhangig sind.

1.3.2 Ziele und Aufgaben

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen die Identifizierung und Erarbeitung valider
immunologisch relevanter Messparameter (Phagozytoseaktivitdt, Hdmozytendichten, ROS-
Produktion und Vitalitat), die sich fir einen Nachweis immunmodulierender Potenziale in der
Umwelt eignen. Mehrere Messparameter der Phagozytoseaktivitdt wurden an phagozyto-
seaktiven Saugerzelllinien (HL 60-Zellen und P388-Mausmakrophagen) erarbeitet und wur-
den auf Muschelhdmozyten von Anondonta anatina Ubertragen. Es sollten grundlegende
physiologische Charakteristika (Einfluss von Halterungsbedingungen, Regenerationsverhal-
ten, Phagozytosekinetiken, Adhasions-und Aggregationsverhalten von Hamozytenpopulatio-
nen) der Muschelhdmozyten erabeitet werden, deren Kenntnis eine Voraussetzung fiir eine
sichere Erfassung von akuten Modulationen der Immunparameter sind. In vergleichenden In
vitro- Screening Testungen sollte die Sensitivitdt der Testverfahren gegeniiber immuntoxi-
schen Xenobiotika getestet und bewertet werden. Durch In vivo-Testungen von Muscheln mit
immuntoxischen Referenzsubstanzen sollten die Expositionsbedingungen fiir eine Manifesta-
tion subchronischer immuntoxischer Effekte in sublethalen Konzentrationsbereichen erarbei-
tet und die Sensitivitdt der Organismen im Vergleich zu den In vitro-Testungen dargestellt
werden. Auf der Grundlage der erarbeiteten Expositionsbedingungen wurden Abwasser-
probenuntersuchungen von kommunalen und industriellen Abwasser unterschiedlicher
Belastungsqualitat durchgefuhrt. Fur eine differenzierte Auflésung allgemeiner und spezifi-
scher immuntoxischer Wirkung der Abwasserproben wurden in den Muschelexpostionsver-
suchen Verdiinnungsstufen eingesetzt, in denen keine toxischen Wirkungen mit Algen-,
Daphnien- und Leuchtbakterientest nachzuweisen waren. Die gefundenen immuntoxischen
Wirkungen sollten durch Modulationen der Messparameter fiir Phagozytoseaktivitat, ROS-
Produktion, vitaler Hdmozytendichte und Vitaltdt der Hdmozyten nach der Exposition und
anschlielRender Regenerationsphase angezeigt und charakterisiert werden.
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1.3.3 Durchfihrung und Fragestellungen der Untersuchungen

Nach den Grundséatzen der 6kotoxikologischen Wirkungsebenen (siehe Kap. 1.1.1) wurden
Methoden fiir die unterschiedlichen Organisationsebenen, in denen sich immunschadigende
Effekte manifestieren kénnen, erarbeitet. Diese Erfassungsebenen zeichnen sich durch
einen unterschiedlichen methodischen und zeitlichen Aufwand, aber auch durch Unterschie-
de in der aquatischen bzw. 6kologischen Relevanz und in Punkten der Standardisierbarkeit
aus (Abb. 6). Die Dauer der Manifestation der untersuchten Effekte wird ebenfalls von der
Wahl der Erfassungsebene bestimmt.

4 N\
In vivo-Freilandexposition von Muscheln

L (Kapitel 3.5 und 4.4) )

4 N\
In vivo-Laborexposition von Muscheln

L (Kapitel 3.3, 3.4 und 4.3) )

4 N\
In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

L (Kapitel 3.1.2 bis 3.1.8, 3.2.2 bis 3.2.5 und 4.2) )

uaxbleuells
‘usbunyuemyds a||anpIAIpUl ‘pueminy

4 N\
In vitro-Versuche mit Sdugerimmunzellen

L (Kapitel 3.1., 3.2.1 und 4.1) )

Reproduzierbarkeit, akute Effekte
und Potentiale, Standardisierbarkeit
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Abb. 6: Verwendete Erfassungssebenen der Immunparameter

Ebene 1: In vitro-Versuche mit Sdugerimmunzellen

Es wurden zunéachst durchflusszytometrische Alternativmethoden fir phagozytoseaktive
Saugerzelllinien (HL 60- und P388-Zellen) entwickelt, da diese mit geringem methodischem
Aufwand phagozytoseaktive Immunzellen zur Verfigung stellen konnten. Zu diesen Zelllinien
wurden entsprechende Fragestellungen formuliert:

e Eignen sich phagozytoseaktive HL 60-Zellen, um die verschiedenen Messparameter
fur die Phagozytoseaktivitat zu erarbeiten?

¢ Kdnnen phagozytoseaktive HL 60-Zellen als Testverfahren zur Messung von In vitro-
Effekten auf die Phagozytoseaktivitdt von Sdugerimmunzellen eingesetzt werden?

e Sind die Messparameter der Phagozytoseaktivitat auf andere Sdugerimmunzellen,
z.B. den P388 Mausmakrophagen libertragbar?

In relativ kurzer Zeit standen Methoden zur Messung der Phagozytoseaktivitat und Vitalitat
der Saugerimmunzellen zur Verfiigung, so dass eine Ubertragung der Messtechnik unter
Bertcksichtigung der biologischen ,Besonderheiten® der Muschelhdmozyten stattfinden
konnte.
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Ebene 2. In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

In den Untersuchungen mit den Muschelhdmozyten sollte eine Reihe von methodischen
Stérquellen identifiziert und bertcksichtigt werden, die vergleichende Messungen funktionel-
ler Immunparameter zwischen Sauger- und Muschelzellen zuliel3en (siehe Kap. 3.1) und die
Bearbeitung folgender Fragestellungen erméglichte:

e Sind die Messparameter der Phagozytoseaktivitdt auf Muschelhdmozyten von Ano-
donta anatina Ubertragbar?

e Kdénnen Muschelhdmozyten von Anodonta anatina in Primarkultur Gbernommen wer-
den ?

e Koénnen mit Muschelhdmozyten von Anodonta anatina weitere Immunparameter wie
die ROS-Produktion sowie Vitalitdtsparameter erfasst werden?

e Kd&nnen Muschelhdmozyten von Anodonta anatina als Testverfahren zur Messung
von In vitro- Effekten auf die Phagozytoseaktivitét eingesetzt werden?

e Eignen sich In vitro-Testungen mit Muschelhdmozyten von Anodonta anatina, um xe-
nobiotischische Einflisse auf die Immunparameter Phagozytoseaktivitdt und ROS-
Produktion in umweltrelevanten Konzentrationsbereichen zu erfassen?

Mit den Methoden der Phagozytoseaktivitdt der Hamozyten wurde das Empfindlickeitsspek-
trum fUr diverse Xenobiotika mit bekannter immuntoxischer Wirkung erfasst (siehe Kap.
3.2.4).

Anhand von Schwermetallwirkungen an Muschelhdmozyten und Sdugerimmunzellen wurden
auf der In vitro-Ebene Empfindlichkeitsunterschiede der Testverfahren mit Sdugerimmunzel-
len und Muschelhdmozyten untersucht (siehe Abb. 160 in Kap. 4.5.2). Als zuséatzlicher
Messparameter wurde die ROS-Produktion von Muschelhamozyten mit einem mikrotiterplat-
tenbasierten Verfahren eingesetzt und mit Schwermetallverbindungen getestet.

Ebene 3: In vivo-Versuche mit Entenmuscheln

Insgesamt lagen die ermittelten Wirkkonzentrationen der In vitro-Tests nicht in umweltrele-
vanten Bereichen, so dass ausgehend von den In vitro-Nachweisgrenzen Expositionsszena-
rien mit Referenzsubstanzen (NiCl, und CH3;HgCI) fir Muscheln eingesetzt wurden. Dazu
erfolgten vor den Expositionsversuchen Laborhélterungen, die hélterungsbedingte Schwan-
kungen (Temperatur, chemisch physikalische Wasserqualitdt) minimieren sollten. Folgende
Fragestellungen wurden fiir diese Erfassungssebene untersucht:

e Koénnen die Laborhélterungsbedingungen von Entenmuscheln fir mehrmonatige La-
borhélterungen standardisiert werden?

e Kd&nnen In vivo-Expositionszenarien mit Entenmuscheln immunmodulative Wirkungen
anhand von Referenzsubstanzen anzeigen?

e Ist der immunologische Belastungszustand am bioakkumulativen Verhalten der Test-
organismen fur Referenzsubstanzen zu bestimmen?
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e Lassen sich die aus den Expositionsszenarien ermittelten Versuchsbedingungen auf
belastete Abwasserproben mit allen Messparametern Uibertragen?

e Eignen sich In vivo-Expositionszenarien mit Entenmuscheln, um subletale subchroni-
sche immunmodulierende Potenziale anhand mehrerer Messparameter anzuzeigen?

Bei den In vivo-Expositionen kam es in subletalen Konzentrationsbereichen zu immunmodu-
lativen Effekten der Phagozytoseaktivitdt in Abhangigkeit von der Expositionszeit und
-konzentration (siehe Kapitel 3.3). Ein Empfindlichkeitsvergleich von In vitro- und In vivo-
Methoden fur die getesteten Referenzsubstanzen und auch zu den Mortalitdtskonzen-
trationen anderer Mollusken wurde erstellt (siehe Kap. 4.5.3). Wahrend der Exposition wurde
das bioakkumulative Verhalten der Referenzsubstanzen ebenfalls untersucht (siehe Kap.
3.3.4).

Nachdem geeignete Expositionsbedingungen bestimmt wurden, konnten auch Abwasser-
proben kommunaler und und industrieller Klaranlagen in Verdiinnungsstufen getestet wer-
den, in denen keine allgemein toxischen Wirkungen nach den géngigen biologischen Test-
verfahren der Abwasserabgabeverordnung nachzuweisen waren (siehe Kap. 3.4 und Kap.
4.3.2).

Ebene 4. In vivo-Frei(land)exposition von Entenmuscheln

Parallel wurden die Messparameter der Phagozytoseaktivitat und die vitalen Hamozytendich-
ten von Muscheln in einer Rheinwasserhélterung im Jahresgang 2006 erfasst und im Ver-
gleich zu Laborhélterungsbedingungen gestellt (siehe Kapitel 3.5), was die Bearbeitung
folgender Fragestellungen ermdglichen sollte:

e Unterliegt die Phagozytoseaktivitat und die vitale Hdmozytendichte von im Rheinwas-
ser exponierten Entenmuscheln saisonalen Schwankungen, die in Zusammenhang
mit Umweltfaktoren gebracht werden kénnen?

e Ko&nnen In vivo-Expositionen von Entenmuscheln im Freiland immunmodulierende
Potenziale anzeigen?
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2 Material und Methoden

2.1 Mess- und Testprinzip zum durchflusszytometrischen Ansatz

2.1.1 Messprinzip der Durchflusszytometrie

Aufgrund des hdéheren Probendurchsatzes bei hohem Aussagegehalt finden durchflusszyto-
metrische Methoden gegeniber mikroskopischen Ansatzen immer mehr Anwendungsberei-
che in der Immuntoxikologie. So kann die Phagozytoseaktivitat [45] [35] [23] in verschiede-
nen methodischen Ansatzen gemessen werden. Durch das Zusammenwirken von Optik,
Fluidik und Elektronik kénnen mehr als 200000 Zellen oder Partikel pro min erfasst werden,
worin der wesentliche Vorteil gegeniiber der Mikroskopie besteht. Es werden supendierte
Einzelzellen, Zellaggregate oder Partikel hydrodynamisch fokussiert und passieren in einer
Messkivette einen Laserstrahl. Nach der Beschaffenheit des passier-enden Zellmaterials
wird der Laserstrahl in Langs- und in der Querrichtung abgelenkt und von Photodioden und -
multipliern nach Passieren eines Linsen- und Filtersystems erfasst (Abb. 7). An den Detekto-
ren kommt es zur Umwandlung
der optischen Signale zu
elektronischen Signalen, bzw.
Spannungspulsen, die sich durch

53030 Hohe, Flache und Weite
Spiegel charakterisieren lassen und an
den Computer, nach

entsprechender Vorverstarkung,
weitergeleitet werden. Grolere
Sammallinze Objekte streuen das Licht starker
: in Langsrichtung, es kommt in
! Sl .. einem Winkel zwischen 0 und
el 1) » — | 10 ° zu einem verstérkten
A Vorwartsstreulichtsignal  (FSC),

Fokussierungs-  Messkivefie 48810 FSC-Diode . .
Linse als relatives Mal} fur die Zellgro-
Re. Objekte, die eine komplexe

Abb. 7: Schematische Darstellung des optischen Systems Licht brechende Oberfliche oder
eines Durchflusszytometers aus [102]

Splegel

inhomogene, bzw. granulare
Strukturen im Inneren besitzen, lenken das Licht stérker in Querrichtung ab. Es kommt in
einem Winkel um 90 ° zu einem verstarkten Seitwartsstreulichtsignal (SSC), als relatives
Maf fur die Komplexitat der Zellen. Verschiedene Subpopulationen von Zellen kénnen allein
durch ihre Streulichtcharakteristika getrennt voneinander bestimmt werden.
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Weitere Aussagen Uber Zellen gelingen jedoch durch die Anwesenheit von Fluorochromen in

Abb. 8: Aussenansicht und Auswerteeinheit des ver-
wendeten Durchflusszytometers (FACS-Calibur)

oder an den Zellen, die durch den
Laserstrahl anregbar sind. So sind
einige  Zellen, z.B. durch das
Vorhandensein von Photosystemen
autofluoreszent. Andere Zellen kénnen
aber durch mit Antikérper konjugierten
Fluoro-chromen oder anderen Fluores-
zenz-farbstoffen  spezifisch markiert
werden, womit sie fluoreszent werden.
Heutige Durchflusszytometer (Abb. 8)
sind in der Lage, mit den geeigneten
Fluoreszenzfarbstoffen und Kompen-
sationsverfahren zwischen 3 und 6
Fluoreszenzkanalen parallel aufzu-
I6sen.

Messung der Phagozytoseaktivitat von Immunzellen

Die durchflusszytometrische Erfassung der Immunzellen sollte parallel die Aufnahme von
fluoreszierenden Latexpartikeln und die Vitalitat der Immunzellen in zwei getrennten Fluores-

Fluoreszenzmarkierte Latexpartikel

TN

Laserstrahl

SN .

Laserstrahl

O

O

Spannungspuls wéhrend Detektion
der Immunzelle am Photomultiplier

Spannung (Pulshéhe)

Spannung (Pulshéhe)

zenzkandlen ermég-
lichen. Das Fluores-
zenzsignal der phago-
zytoseaktiven  Zellen
ist dabei proportional
zur Anzahl der aufge-
nommenen  fluores-
zenten Latexpartikel

Zeit (Abb. 9). Die Anzahl

der passierten
Immunzellen sowie
deren Fluoreszenz-
intensitat  wird  flr
mehrere tausend

Zeit

Zellen gespeichert

Abb. 9: Messprinzip der Phagozytoseaktivitdt von Immunzellen

und anschlielend in
Dotplot- und Histo-

grammdarstellungen ausgewertet. Nekrotische Zellen konnten durch die Bindungsfahigkeit
eines nicht membrangangigen DNA-Farbstoffs bestimmt werden (siehe Kap. 3.1.1.1).
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2.1.2 Testprinzip zur Messung der Phagozytoseaktivitat von Immunzellen

Die Phagozytose besteht aus mehreren nacheinander ablaufenden Schritten (siehe Kapitel
1.2.4.1). Eine Stérung nur eines dieser Schritte kann die Funktionalitdt der Phagozytose
beeinflussen. Daher war es wichtig, einen mdglichst spaten Punkt im Phagozytoseprozess
zu betrachten. Die erfolgte Partikelaufnahme wurde als Endpunkt fur die Phagozytoseaktivi-
tat gewahlt, die sich mit fluoreszierenden Partikelquellen durchflusszytometrisch anhand
verschiedener Messparameter gut charakterisieren ldsst. Da es sich bei der Phagozytose um
einen relativ unspezifischen Mechanismus der Fremdpartikelaufnahme handelt, wurde eine
Partikelquelle gewahlt, die sowohl die GroRenverhéltnisse von Bakterien simuliert, als sich
auch durch gute Fluoreszenzeigenschaften von gleichbleibender Qualitdt auszeichnet. Es
handelt sich um Latexpartikel mit dem Durchmesser von 1 um, die einen inkorporierten
Fluoreszenzfarbstoff besitzen, der von der Leuchtkraft 1,3 x 10” Fluoreszeindquivalenten pro
Partikel entspricht. Damit kbnnen auch weniger empfindliche Geréate die Partikelaufnahmen
quantifizieren. Durch Inkorporation des Fluoreszenzfarbstoffs sind mdégliche Probeneinwir-
kungen, die zu einer Verminderung der Fluoreszenzintensitat flihren, nahezu unterbunden.
Das Testgut kann optional fiir In vitro-Testungen eingesetzt werden. Bei In vivo-Testungen
wird der gesamte Organismus exponiert. Da ein konstantes Partikel/Immunzellenverhéaltnis
eingestellt wird, sind die Messungen unterschiedlicher Immunzellen unter Berlcksichtigung
der methodischen Rahmenbedingungen (Temperatur, Schittelfrequenz, Versuchzeit usw.)
vergleichbar, und es kénnen modulative Wirkungen auf die Phagozytoseaktivitat (Abb. 10)
erfasst werden.
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Abb. 10: Testprinzip und Antwortmdéglichkeiten der Phagozytoseaktivitdtsmessung
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Die Phagozytoseaktivitdt kann durchflusszytometrisch und mikroskopisch mit drei Messpa-
rametern charakterisiert werden:

¢ Der Phagozytoseanteil gibt den prozentualen Anteil der Immunzellen an der Gesamt-
zellzahl an, die Latexpartikel aufgenommen haben.

o Die Phagozytoseleistung der phagozytoseaktiven Zellen gibt die mittlere Latexparti-
kelaufnahme pro aktive Immunzelle an.

o Die Phagozytoseleistung der Gesamtzellzahl gibt die mittlere Latexpartikelaufnahme
pro erfasste Zelle an.

Durchflusszytometrisch sind Zellen nicht immer von ,Objekten in Zellgrélie zu unterschei-
den, deshalb hat sich der Begriff Ereignis bewéahrt.

e Gesamtereignisse (GE) sind demnach alle Objekte in ZellgréRe
e Positivereignisse (PE) sind Objekte in Zellgréfle mit fluoreszierenden Partikeln
¢ Negativereignisse (NE) sind Objekte in ZellgréRe ohne Aufnahme der Latexpartikel

Unter zytotoxischen Einflissen kann sich der Anteil der Zellen an den Gesamtereignissen
reduzieren indem sich der Trummeranteil in Zellgréf3e erhdht. Unter unbelasteten Bedingun-
gen ist der Anteil der Objekte in ZellgréRe (GE), die keine Zellen sind gering.

2.2 Methoden mit SGugerimmunzellen

Da der Umgang mit Zellkulturen viele sich wiederholende Schritte unter steriler Arbeitsweise
beinhaltet, ist der daflr notwendige Gerate- und Chemikalienbedarf den folgenden Kapiteln
vorangestellt. Die Folgekapitel beschéaftigen sich daher mit der Durchfiihrung.

Geréate und Materialien

e Accuvetten (Fa. Beckmann Coulter GmbH)

e Autoklave, Tuttnauer 3870 ELV, (Fa. Systec)

e Binokular, Axiovert 25 (Fa. Zeiss)

e Brutschrank, HERAcell (Fa. Heraeus)

e Einmal-Sterilpipetten, 10 ml

e FACS Calibur- Durchflusszytometer (Fa. Becton Dickinson)

e Fluoreszenz-Mikroskop und Zubehor (Fa. Zeiss, Typ: Imager Z1)

o Flussigstickstoffbehalter, diverse Fabrikate

e Freezing Containers (Fa. Nalge Nunc International)

e Handschittelgerat, Minishaker, MS 2 (Fa. IKA Labortechnik)

e Kihlschrank 4 °C, (Fa. Liebherr)

e Kryoréhrchen, Cryoware Cryogenic Vials, 1 ml (Fa. Nalge Nunc International)

e Objekttrdger (Fa. Marienfeld) und Deckglaser 24 x 60 mm (Fa. Menzel-Glaser)

e Schuttelinkubator, besteht aus Schuttelmaschine R010 (Fa. Gerhard) in Brutschrank
Rumed Typ 3101
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¢ (Fa.Rubarth Apparate GmbH)

e Sterile Becherglaser

e Sterile ReaktionsgefédlRe (PE), 1,5 ml, Safe-Lock Tubes (Eppendorf-Reaktionsgefalie,
Fa. Eppendorf AG)

o Sterile Suspensionskulturflaschen 50 ml, 25 cm? (Fa. Greiner Bio-One International
AG)

e Sterile Pipettenspitzen und Pipetten

e Sterilwerkbank, Hera safe, (Fa. Heraeus)

e Pipettierhilfe, Accu-Jet, (Fa. Brand)

e Polystyrolréhrchen, 5 ml, Polystyrene Round-Bottom Tube (12 x75 mm) (Fa. Becton
Dickinson)

e TiefkGihischrank -80 °C, Hera freeze, (Fa. Heraeus)

e Wasserbad, HS-B20, (Fa. IKA Labortechnik)

e Zellzdhlgerat, Coulter Counter Multisizer 3 (Fa. Beckmann Coulter GmbH)

e Zentrifuge 5415R (Fa. Eppendorf AG)

Chemikalien und Losungen

e BSA, 3%ig (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in 0,9% NaCl

e Dimethylsulfoxide (DMSO) minimum 99,5% GC (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

e FACS-Flow- Tragerflissigkeit, FACS-Rinse, FACS-Clean (Fa. Becton Dickinson)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (tested for Mycoplasma) (Fa. Biochrom AG)

e FluoSpheres carboxylate-modified microspheres, 1,0 ym &, yellow-green fluorescent
(505/515) (Fa. Molecular Probes, Invitrogen, Bestell-Nr.: F8823)

e Flussiger Stickstoff (Fa. Linde AG)

e Inkubationspuffer
10 mM Hepes, 5mM CaCl,, 140 mM NaCl (Chemikalien von Fa. Merck), pH einstellen
auf7,.4

e Isoton Il (Fa. Beckmann Coulter GmbH)

e NaCl-Lsg. 0,9% (Fa. Merck)

¢ Propidiumjodid (PJ), (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Bestell-Nr. P4170, 100 mg)

o PJ-Stammlésung: 50 ug PJ/ml Inkubationspuffer

e PJ-Markierungslésung: 1020 ul Inkubationspuffer + 20 ul PJ-Stammi&sung

e RPMI-Medium: RPMI 1640 + L-Glutamine (Fa. Gibco, Invitrogen)

e Trypsin/EDTA Solution (0,05% /0,02%) (Fa. Biochrom AG)
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2.2.1 Verwendung der HL 60-Zelllinie zur Erarbeitung von Phagozytoseparame
tern

Die HL 60-Zelllinie wurde 1976 aus dem peripheren Blut einer Patientin, die an Promyelozy-
tenleukdmie erkrankt war, etabliert [119]. Seitdem wurde die HL 60-Zelllinie in vielen Publika-
tionen als Promyelozytenleukédmie représentierende Zelllinie bezeichnet. Die HL 60-Zelllinie
ist in der Lage, durch chemische Stimuli in vitro in zahlreiche Zelltypen zu differenzieren.
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Abb. 11: Stammbaum der Hdmatopoese aus [103].

Die Differenzierung von HL 60-Zellen in Granulozyten, Monozyten und Makrophagen fiihrt zu
einer verstarkten Phagozytoseaktivitdt gegeniber undifferenzierten HL 60-Zellen [104]. Sehr
gute Wachstumseigenschaften in einer Suspensionskultur und die damit verbundende gute
Nachweismdglichkeit in der Durchflusszytometrie durch hohe Zelldichten und nur geringe
Testansatzvorbehandlungen vor der Messung fihrten zu der Entscheidung, diese Zelllinie zu
verwenden.

2.2.2 Herkunft der HL 60-Zellen

Die Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) unter der DSMZ-Nr. ACC3 bezogen. Es handelt sich um eine Zelllinie von
human acute myleoid leukemia Zellen, die in Suspension wachst.
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2.2.3 Kultivierung und Wachstum der HL 60-Zellen

Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte wurde mit dem Coulter Counter bei 100 ym Kapillaréffnungs-
weite, einem Probenvolumen der Zellsuspension von 100 ul und 10 ml Isoton Il und 1000pl
Messvolumen im Doppelansatz bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit der Multisizer 3 Soft-
ware.

Auftauen der Zellen

Die gefrorene Zellsuspension in den Kryoréhrchen wurde in einem Wasserbad bei 37 °C
unter vorsichtigem Schwenken erwdrmt, bis sich der Inhalt der Kryréhrchen verflissigte. Der
Inhalt konnte unter sterilen Bedingungen in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféden tberflhrt
und bei 250 x g fir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert werden. Anschlief3end wurde der
Uberstand dekantiert und mit einer 200 ul Pipette abgesaugt. Vorgewéarmtes RPMI 1640-
Medium mit 20%igem FBS-Anteil wurde tropfenweise auf das Zellpellet zugegeben und im
Anschluss flir eine Resuspension durch mehrmaliges Pipettieren genutzt. Es wurde die
Zelldichte mit dem Coulter Counter bestimmt. Durch erneute Zugabe von RPMI 1640-
Medium mit 20 %igen FBS—Anteil auf eine optimale Wachstumsdichte zwischen 0,5 - 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt.

Passagierung von Zellen

Das Umsetzen der Zellen erfolgte mit RPMI-1640 Medium mit 10% FBS-Anteil in 50 ml
Suspensionskulturflaschen. Der Serumanteil wurde zuvor bei 56 °C im Wasserbad fiir 30 min
erwarmt. Dieser Vorgang diente zur Inaktivierung von Viren und des Komplement-Systems.
Das Wachstum der Zellen fand im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, in wassergesattigter
Atmosphare statt. Das Umsetzen erfolgte aufgrund des schnellen Wachstumsverhaltens im
Abstand von 2 Tagen, im Montag-, Mittwoch-, Freitag-Rhythmus. Vor dem Umsetzen wurde
die Zelldichte mit dem Coulter-Counter bestimmt, wobei die Zellzahl zwischen 5 bis 8 x 10°
Zellen/ml lag und auf eine Zellzahl von ca. 1 x 10° Zellen/ml mit Medium eingestellt wurde.
Die passagierten Zellsuspensionen wurden im Doppelansatz angelegt, wovon eine zur
weiteren Kultivierung verwendet und eine andere als Sicherung bis zum nachsten Umsetzen
aufbewahrt wurde.

Einfrieren von Zellen

Zum Schutz vor Kontaminationen und Subkultivierungen wurden die Zellen aus niedrigen
Passagenzahlen in flissigem Stickstoff bei -196 °C konserviert. Das Einfrieren erfolgte mit
RPMI-1640-Medium mit 10% DMSO und 20% FBS in Kryoréhrchen. Als kryoprotektive
Substanz wurde DMSO gewéhlt, da diese gegenlber Glycerin schneller in die Zellen diffun-
diert und die Kristallbildung innerhalb der Zelle schnell minimiert. Um eine gleichmaRige
Abkihlung der Zellsuspension zu gewahrleisten, wurden Freezing Containers benutzt, die
mit Hilfe von Isopropanol einen konstanten Einfrierprozess von -1 °C/min im -80 °C Kiihl-
schrank bewirken. Nach 24 h im -80 °C Tiefklhlschrank wurden die Kryoréhrchen in fliissi-
gen Stickstoff bei -196 °C gelagert.
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Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von HL 60-Zellen

Uber einen Zeitraum von 14 Tagen wurde eine Wachstumskurve von HL 60-Zellen erfasst.
Ausgehend von einer Zelldichte von ca. 18000 Zellen/ml wurden die Zelldichten aus ver-
schiedenen Ansatzflaschen zu bestimmten Versuchszeitpunkten mit dem Coulter Counter
bestimmt (Ergebnisse in Abb. 29 in Kap. 3.1.1.1). Die untersuchten Zellkulturflaschen wur-
den anschlieend verworfen.

2.2.4 Vitalitatsbestimmung von HL 60-Zellen

Das Messprinzip

Die Vitalitatsbestimmung der HL 60-Zellen wurde mit Propidiumjodid durchgefuhrt. Propidi-
umjodid ist ein roter DNA-Farbstoff, der seine Fluoreszenzintensitdt um ein Vielfaches er-
héht, sobald er an DNA bindet. Propidiumjodid ist nicht membrangéngig, so dass der Farb-
stoff nur in nekrotische Zellen mit beschadigten Membranen eindringen und dann an DNA
binden kann. Er zeigt also spéate zytotoxische Effekte an Zellen, bzw. nekrotische Zellen an.

Durchfihrung der Propidiumjodidfarbung

HL 60-Zellen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen wurden mit Kulturmedium auf eine
Zellzahl zwischen 0,2 bis 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Es wurde die Zelldichte mit dem
Coulter Counter bestimmt. Die Zellen wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefallen Gber-
fuhrt und fur 5 min bei 250 x g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
vorsichtig mit einer 200 pl Pipettenspitze abgesaugt. Das Pellet wurde mit dem gleichen
Volumen an Kulturmedium durch 5 maliges Einsaugen und AusstoRen mit einer 1000 pl
Pipettenspitze resuspendiert und anschlieRend mit dem Handschiittelgerat fur 5 s bei 2500
U/min durchmischt. Die Zellsuspension wurde erneut fur 5 min bei 250 x g bei RT zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde nochmals dekantiert und vorsichtig mit einer 200 pl Pipettenspit-
ze abgesaugt. Das Pellet wurde mit 100 pl PJ-Markierungslésung durch 5 maliges Einsau-
gen und AusstoRen mit einer 1000 pl Pipettenspitze resuspendiert und anschlieBend mit
dem Handschuttelgerat fiur 5s bei 2500 U/min durchmischt. Die Farbungszeit betrug 10 min
bei RT. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation fir 5 min bei 250 x g bei RT. Der Uberstand
wurde dekantiert und vorsichtig mit einer 200 pl Pipettenspitze abgesaugt. Das Pellet wurde
mit 400 pl Inkubationspuffer durch 5 maliges Einsaugen und AusstoRen mit einer 1000 pl
Pipettenspitze resuspendiert und anschlieRend mit dem Handschiittelgerat fur 5 s bei 2500
U/min durchmischt und in 5 ml PS-Réhrchen Gberflhrt. Der Ansatz war fiir die durchflusszy-
tometrische Messung vorbereitet. Vortestungen ergaben, dass die Farbung fir mindestens 2
h stabil ist und sich der nekrotische Anteil bei dieser Farbekonzentration nicht verschiebt.

Messung der Vitalitatsanteile im Durchflusszytometer

Die Messung erfolgte mit dem héchsten Probeneinzug von ca. 60 pyl/min. Es wurden 50000
Ereignisse erfasst. Es haben sich folgende Gerateeinstellungen am FACS Calibur bewahrt.
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Tab. 4: Grundeinstellungen fir die Messung von HL 60-Zellen mit Propidiumjodid

Detektor ‘ Voltage Amp Gain Mode (Ver-
| stérkung)

FSC E-00 1,50 Lin
SsC 310 1,00 Lin
FL 1 300 Log
FL 2 300 Log
FL 3 600 Log

Der Treshold wurde auf 0 gesetzt. Eine Auswertungsmaske wurde als Dotplot mit Cell Quest
Pro erstellt, indem FSC gegen FL3 aufgetragen wurde (siehe Abb. 30 und 31 in Kap.
3.1.1.1).

2.2.5 Phagozytoseansatz mit HL 60-Zellen

Da die Wachstumsphase Einfluss auf die Vitalitat der Zellen und damit auch auf die Phago-
zytoseaktivitdt der Zellen haben kann, wurden nur Zellen aus der logarithmischen Wach-
stumsphase verwendet, da in dieser Phase der nekrotische Anteil der Zellen gering ist.

Vorbereitung der Zellsuspension

HL 60-Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden auf 1,0 x 10° Zellen/ml mit
Kulturmedium eingestellt. Es wurde die Zelldichte mit dem Coulter Counter bestimmt. Die
Verdunnungsschritte wurden mit Kulturmedium fur HL 60-Zellen durchgefuhrt.

Herstellung der Bead-Suspension

Ein konstantes Latexpartikel (Bead)-Zellenverhéltnis von 100 zu 1 wurde eingestellt, um
vergleichbare Aufnahmebedingungen fir die Testansatze herzustellen. Das Einstellen der
Bead-Suspension erfolgte mit 0,9%iger NaCl-Lsg. auf. 1 x 10® Beads/ml. Die Messungen
wurden im Coulter-Counter mit Isoton Il und einer 20 pm Kapillaréffnung, einem Messvolu-
men von 50 ul und einem Probenvolumen von 100 ul, welches zuvor in 10 ml Isoton Il gege-
ben wurde, im Doppelansatz durchgefiihrt.

Zusammensetzung des Testansatzes

Der Testansatz erfolgte in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdlen und bestand aus drei Kom-
ponenten:

0,1 ml Zellsuspension mit 1 x 10° Zellen
+ 0,1 ml Bead-Suspension mit 1 x 10" Latexpartikeln in 0,9% iger NaCl-Lésung
+ 0,1 ml 0,9%ige NaCl-Lésung oder Probe in 0,9%iger NaCl-Lésung

Da die Zellen sehr temperatursensitiv sind, muss auf Temperaturstabilitdt geachtet werden.
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Inkubation des Testansatzes

Die Inkubation des Testansatzes erfolgte im Schiittelinkubator bei 37 °C und 150 U/min bei
einer kreisformigen Auslenkung von ca. 1 cm. Nach Beendigung der Inkubation sollten die
Proben auf Eis gelagert werden, um weitere Phagozytoseprozesse zu minimieren.

Vorbereitung der Testansatze fur die durchflusszytometrische Messung

Die Trennung der Beads von der Zellsuspension erfolgte durch Zentrifugation bei 250 x g bei
4 °C fur 10 min. Die Zentrifugation wurde in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefédlen durchge-
fuhrt. Der Testansatz wurde vor der Zugabe ca. 5 s auf dem Handschittelgerat bei 2500 U/
min durchmischt. Das Pellet verliert mit zunehmender Standzeit an Konsistenz, d.h. Uber-
stand und Pellet wurde schnell voneinander getrennt. Der Uberstand konnte durch Dekantie-
ren und vorsichtiges Absaugen mit der Pipette verworfen werden. Das Pellet wurde in 0,3 ml
0,9% iger NaCl-Lsg. durch 5 maliges Einsaugen mit der Pipette resuspendiert und anschlie-
Rend fur 5 s auf dem Handschuttelgerat bei 2500 U/min durchmischt. Je 0,3 ml des re-
suspendierten Testansatzes wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalden mit 1 ml 3%iger
BSA-Ldsung durchmischt und fiir 10 min bei 250 x g und 4 °C zentrifugiert. Vortestungen
ergaben, dass Uber 90% der Zellen bei diesem Waschschritt erhalten bleiben und Gber 95%
der Latexpartikel abgetrennt werden, was weitere Phagozytoseprozesse wahrend der Mes-
sung minimiert. Der Uberstand wurde durch Dekantieren und vorsichtiges Absaugen mit der
Pipette verworfen. Das Pellet wurde in 0,3 ml 0,9%iger NaCl-Lsg. resuspendiert und an-
schlielRend fir 5 s auf dem Handschittelgerat bei 2500 U/min durchmischt und in 5 ml PS-
Réhrchen Gberfuhrt. Der Testansatz war fur eine Messung im Durchflusszytometer vorberei-
tet.

Messung im Durchflusszytometer

Die Messung erfolgte mit dem h&échsten Probeneinzug von ca. 60 pl/min. Nach einer Mes-
sung von 10000 Ereignissen in Zellgrofie wurde die Messung beendet. Alle Messungen
erfolgten im Dreifachansatz; dabei wurden die gleichen Gerateeinstellungen am FACS Cali-
bur wie fur die Vitalitdtsbestimmung gewahlt (siehe Tab. 4). Eine Auswertungsmaske zur
Messung des Phagozytoseanteils wurde als Dotplot mit Cell Quest Pro erstellt, indem FSC
gegen FL1 aufgetragen wurde (siehe Abb. 35 bis 37 in Kap. 3.1.1.2). Eine weitere Auswer-
tungsmaske zur Berechung der Phagozytoseleistungen erfolgte als Haufigkeits-histogramm
FL 1 gegen die kumulative Haufigkeit der fluoreszenten Ereignisse in Zellgrée (PE), siehe
Abb. 38. Die Berechnung der verschiedenen Parameter fir die Phago-zytoseaktivitat ist aus
den Ergebnisteil 3.1.1.2 zu entnehmen. Eine simultane Bestimmung von Vitalitat und Phago-
zytoseaktivitdt konnte trotz Kompensation nicht erfolgen, da das Fluoreszenzsignal der gelb-
grun fluoreszierenden Latexpartikel die Fluoreszenz des Propidiumjodids noch im roten
Fluoreszenzkanal bei 650 nm stark Uberlagerte. Erst spatere methodische Anpassungen bei
Messungen mit Muschelhdmozyten erlaubten die gleichzeitige Bestimmung von Vitalitat und
Phagozytoseaktivitat (siehe Kap. 2.4.3).
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Temperaturversuche

Die Temperaturversuche zur Bestimmung des Temperatureinflusses auf die Phagozytoseak-
tivitdt wurden am gleichen Tag in verschieden temperierten Schittelinkubatoren mit ver-
gleichbarer Schuttelqualitat (150 U/min, 1 cm kreisférmige Auslenkung) im Dreifachansatz
durchgefuhrt (siehe Kap. 3.1.1.4).

2.2.6 Differenzierungsstimuli fir HL 60-Zellen

Verschiedene Differenzierungsstimuli, bestehend aus Dimethylsulfoxid (DMSO), 9-cis-
Retinoinsdure (RA), ein Derivat des Vitamin A, 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA
oder PMA) und 1a-2,5 Dihydroxyvitamin D3 wurden in der Diplomarbeit von Denise Spira
[105] mit dem Ergebnis getestet, dass eine gleichbleibende Phagozytoseaktivitdt mit guten
Wachstumseigenschaften von differenzierten HL 60-Zellen nur schwer zu erreichen ist. Eine
Ersatzmethode wurde daher mit der ausdifferenzierten teilungsfahigen adharenten P388-
Mausmakrophagenzelllinie entwickelt.

2.2.7 Die P388-Mausmakrophagenzelllinie

Die Zellinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) unter der DSMZ-Nr. ACC288 bezogen. Es handelt sich um eine adhérente
Mausmakrophagenzelllinie, die hohe Phagozytoseaktivitét zeigt.

Abb. 12 und 13: Mikroskopaufnahmen von P388 Zellen vor und nach Phagozytoseaktivitat mit fluo-
reszenzmarkierten Latexpartikeln

Die spindelférmigen, gréReren Zellen zeigen die Ubliche adhdrente Form dieser Zelllinie.
Analog zur HL 60-Zelllinie wurde eine Testvorschrift zur Messung von Phagozytoseaktivitat
und Vitalitat erarbeitet, die aus [105] zu enthehmen sind.
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2.3 Methoden der Muschelexperimente

Fur eine bessere Lesbarkeit des Kapitels wurde der notwendige Gerate- und Chemikalien-
bedarf vorangestellt. Ausnahmen bilden die Unterkapitel 2.2.3.2 mit der umfangreichen
Herstellung der Bringmann-Kihn-L6ésung und die Standardarbeitsanweisungen der Schwer-
metallanalytik in Kapitel 2.2.5

Gerate und Materialien

e Accuvetten (Fa. Beckmann Coulter GmbH)

e Algentoximeter (Fa. bbe Moldaenke)

e Aluminium-Waagschalen (Innendurchmesser 8 cm) und Aluminiumfolie

e Ammoniumtest LCK 304 (Fa. Hach Lange GmbH)

e Aquarienpumpe (Rena Air 100, Fa. Rena)

e Autoklave, Tuttnauer 3870 ELV, (Fa. Systec)

¢ Einmal-Kanilen, steril 0,6/60 mm (Fa. VWR BestelL-Nr.: 6120158)

e Exsikkator, 10 | Volumen

e Falcon Tube, 50 ml (Fa. Greiner)

e Gefriertrocknungsanlage (Fa. Christ, Typ: Alpha 1-4)

e Glasgefale, 30 ml mit Schraubdeckelverschluss (Fa. VWR)

e Handschittelgerat, Minishaker, MS 2 (Fa. IKA Labortechnik)

e Konstantraum, 15 £ 1 °C, Photoperiode 16 zu 8

e Kryomihle (Fa. SPEX CertiPrep, Typ: Freezer Mill 6800)

e Kihlschrank, -25 °C (Fa. Liebherr)

¢ Kunststoffhalterungsbottich (Innendurchmesser 60 cm, Héhe 38 cm)

e Lichtbrutschrank (Fa. Rubarth Apparate GmbH, Typ 3501)

e Membranpumpen (Fa. WISA, Typ 300)

e Messkoffer Multi 340 i / Set (Fa. WTW), Leitfahigkeitssonde Tetra Con 325, pH-
Sonde Sen Tix 41, Sauersoffsonde Cell Ox 325

e Pipetten und Pipettenspitzen 1000 ul, 200 ul, 10pl (Fa. Eppendorf)

e Polystyrolréhrchen 12 x 75 mm 5 ml (Fa. Becton Dickinson, Bestell-Nr. 352054)

¢ Silikonschlduche und Verbindungsstiicke, diverse Grofien

e Spatel und Drygalskispatel

e Spritzen, steril, 2 ml (Fa. VWR Bestell-Nr. 6120108)

e Pasteurpipetten

e Petrischalen

o PlastikgefalRe mit Deckel 1 1, (Fa. Pfefferkorn)

e Praparationsbesteck

e Spektralphotometer (Fa. Dr. Lange, Typ 50 S),Spektralphotometer (Fa. Unicam, Typ
Helios)

e Sprudelsteine, diverse Fabrikate

e Standflaschen, 6 I, Erlenmeyerkolben, 3 | aus Borosilikatglas

e Standzylinder, 1 |, skaliert
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Trockenschrank, 60 °C (Fa. Heraeus, Typ: UT12)

Vollglas-Aquarien (Hohe 30 cm, Breite 25 cm, Lange 40 cm).

Waagen (Fa. Sartorius, diverse Fabrikate)

Zellzahlgerat, Coulter Counter Multisizer 3 (Fa. Beckmann Coulter GmbH)

Chemikalien und Losungen

CH3HgClI (Fa. Sigma-Aldrich, Nr. 442534-5g-A); M=251,08 g/mol

NiCl; x 6H,0 (Fa. Riedel de Haen, Nr. 13613); M=237,7 g/mol

Agar fir Plattierungsversuch

0,25 g Pepton (Fa. Difco), 0,25 g Hefeextrakt, 0,125 g K,HPO,, (Fa. Merck) 0,05 g
MgSO, x 7 H,0 (Fa. Merck) und 4 g Agar in 25 ml Anodonten-Puffer
Anodonten-Puffer (Chemikalien von Fa. Merck)

(KH,PO4 0,3135 g/I; Na,HPO, 1,38 g/I; NaCl 0,5 g/l KCI 0,746 g/l jeweils in Aqua bi-
dest.)

limnisches Rekonstitutionswasser (Chemikalien von Fa. Merck) nach [106]

(MgSO4 x 7H,0, 0,123 g/I; CaCl, 0,22 g/I; KCI 0,0055 g/l; NaHCO0; 0,063 g/l jeweils in
deionisiertem Wasser), die Aufbewahrung erfolgt als 160 x konzentriertere Stocklo-
sung der Einzelkomponenten.

2.3.1 Klassifizierung und Herkunft der Testorganismen

Linné beschrieb 1758 die beiden verwendeten Muschelarten Anodonta cygnea und Anodon-
ta anatina, die zur Gattung der Anodonten gehdren, da sie weder Schloss noch Zahne besit-
zen (griech. an = ohne; odontos = Zahn).

Klassifizierung:

Stamm: Mollusca (Weichtiere)
Klasse: Bivalvia (Zweischaler)
Ordnung: Schizodonta
Gattung: Anodonta
Familie: Unionidae
Art: Anatina oder Cygnea

Abb. 14 und 15: Anodonta anatina (links) und Anodonta cygnea (rechts)

-51 -



2.3 Methoden der Muschelexperimente

Beide Arten unterliegen Formvariabilitdten und kénnen in Deutschland parallel vorkommen,
so dass eine Unterscheidung oft nur anhand mehrerer Merkmale gelingt. Die wichtigsten
Unterscheidungsmerkmale wurden aus [107] in Tab. 5 zusammengefasst.

Tab. 5: Unterscheidungsmerkmale von Anodonta anatina und Anodonta cygnea

Art Schalen- Innenschale Wirbelskulptur Einstrom6ffnung
Habitus

Anodonta | rhombisch- stumpf weildgrau Faltchen der breit mit kurzen
anatina eiférmig, oder glanzend, Wirbelskulptur Papillen
Schild drei- | Unterrand verdickt kreuzen die An-
eckig gewin- wachsstreifen
kelt
Anodonta langlich- perlmuttglédnzend, Faltchen der schmal mit langen
cygnea eiférmig, Unterrand nicht Wirbelskulptur Papillen
Schild kaum verdickt parallel zu An-
ausgepragt wachsstreifen

Fur den Aufbau einer Labor-und Rheinwasserhélterung wurden Bezugsquellen gewahlt, die
einen moglichst unbelasteten Zustand der Anodonten gewahrleisten sollten.

Herkunft der Testorganismen

Die ersten beiden Muschellieferungen im Jahr 2005 wurden vom Bayrischen Landesamt fur
Wasserwirtschaft bezogen und Uberwiegend zum Methodenaufbau verwendet. Fir weitere
Untersuchungen wurde eine kommerzielle Bezugsquelle ausfindig gemacht und seitdem
genutzt. Es handelt sich um eine Fischkdderzuchtteichanlage in der Nahe von Flensburg, in
deren Teichbesatz auch Anodonten vorkommen. Die erhaltenen Teichmuscheln wurden zu
Uber 85% der Art Anodonta anatina zugeordnet, mit der alle Laborversuche sowie Expositi-
onsversuche, aber auch die saisonalen Rhythmen in der Rheinwasserhalterung untersucht
wurden. Die Altersspanne der Versuchstiere lag zwischen 5 und 10 Jahren, die anhand der
Jahresringe bestimmt werden konnte, und es lag ein nahezu ausgewogenes Geschlechter-
verhaltnis vor.

Bezugsquelle 1: Bezugsquelle 2:
Bayerisches Landesamt fiir Wasserwirtschaft Foerdefisch
Versuchsanlage Wielenbach Holger Eske
Demollstral’e 31 Schulkoppel 12

82407 Wielenbach 24941 Jarplund-Weding

Die Entenmuscheln der Bezugsquelle 2 zeichneten sich durch ein héheres Gewicht und
Kdrpervolumen bei vergleichbarem Alter aus (nicht gezeigte Daten) und waren fiir Expositi-
onsversuche geeigneter.
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2.3.2 Erfassung der biometrischen Daten

Kérpermalie

Lange, Breite und H6he der Muscheln wurden mit einem Lineal an den Stellen der Muscheln
erfasst, an denen die Kérpermalle maximal sind. UngleichmaRigkeiten der Form wurden
zusatzlich notiert.

Gewicht

Das Gewicht der Muscheln wurde durch eine Doppelbestimmung ermittelt. Die Muscheln
wurden dazu direkt aus dem Halterungswasser entnommen. Um Gewichtseinfliisse durch
anhaftendes Halterungswasser zu minimieren, wurden die Muscheln fiir ca. 3-5 s in Langs-
richtung nach unten gerichtet und vor der Wagung kurz mit Vliespapier abgetupft. Da vitale
Muscheln auch bei geringen Berihungen mit Schalenschlussreflex reagieren, war bei der
Messung der Peribronchialraum mit Wasser gefulit.

Volumen

Das Volumen der Muscheln wurde durch Wasserverdrangung der Muscheln in einem 600 ml
Becherglas bestimmt. Der Uberlauf des Becherglases wurde durch einen Schlauch aufge-
fangen, der direkt an der Uberlaufnase des Becherglases mit Klebeband befestigt wurde. Vor
dem Eintauchen der Muscheln wurde das Becherglas durch Zugabe von Wasser zum Uber-
laufen gebracht, bis das abflieiende Wasservolumen am Schlauch versiegte. Die Muscheln
wurden direkt aus dem Halterungswasser entnommen und kurz mit Vliespapier abgetupft,
damit wahrend des Einsetzens keine Wasseraufnahme der Muscheln erfolgen konnte. Beim
Einsetzen der Muscheln wurde darauf geachtet, dass diese langsam und in L&ngsrichtung
eingesetzt wurden, um ein unkontrolliertes Uberlaufen des Wassers zu verhindern. Der
Wasserablauf wurde am Ende des Schlauches durch ein 50 ml Falcon-Tube aufgefangen
und ausgewogen. Die Muscheln sanken durch ihre gegeniiber dem Wasser héhere spezifi-
sche Dichte auf den Boden des Becherglases und verdrangten das Volumen an Wasser,
welches ihrem eigenem Volumen entsprach. Da die Dichte des Wassers ca. 1 g/lcm® betragt,
konnte das Gewicht des aufgefangenen Wasservolumens direkt in ein Volumen der Mu-
scheln umgerechnet werden. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.
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Koérpermalie der Entenmuschellieferungen aus Wielenbach
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Abb. 16: Kérpermalde von 83 Entenmuscheln aus Wielenbach.
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Abb. 17: Korrelation von Volumen und Kérpergewicht von 83 Entenmuscheln aus Wielenbach
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2.3.3 Halterung der Entenmuscheln

2.3.3.1 Rheinwasserhélterung der Entenmuscheln

Halterungsbedingungen der Rheinwasserhélterung

Da die Futteralgenzucht (Desmodesmus subspicatus), die fur eine dauerhafte Laborhalte-
rung der Entenmuscheln notwendig ist, zeitaufwandig ist, wurde der Grofiteil der Teichmu-
scheln in die Rheinwasserhéalterung tbernommen. Im alten Dienstgebdude der Bundesan-
stalt fir Gewéasserkunde (Kaiserin-Augusta-Anlagen 15, 56068 Koblenz) befindet sich eine
Gewaéssergutemessstation, an deren Zulauf die Muschelhélterung angeschlossen war. Die
Muscheln wurden in Dunkelheit in einem Kunststoffbottich mit einem Innendurchmesser von
60 cm und einer H6he von 38 cm vorgehaltert, bevor sie fiir die Laborhalterung zum Einsatz
kamen. Der Bottich wurde mit einem Rheinwasserzufluf3 von 14 I/min versorgt und hatte in
der Mitte ein Ablflussrohr (Innendurchmesser ca. 6 cm), welches bei einer Wasserhéhe von
ca. 35 cm den Abfluss des Rheinwassers gewahrleistete. Der Zufluss wurde hoch eingestellt,
weil er erstens die hohen Strémungsgeschwindigkeiten des Rheins simulieren und zweitens
die Nahrungsversorgung von 40 bis 100 Muscheln, in diesem vergleichsweise kleinen Behal-
ter, mit einem Wasservolumen von ca. 98 | sicherstellen sollte. Bei einem Zuflussstrom von
14 I/min flie3t taglich ein Volumen von ca. 20160 | ab, d.h. das Wasser wurde theoretisch pro
Tag mehr als 205fach ausgetauscht. Nimmt man eine Filtrationsleistung der Entenmuscheln
von 0,36 I/(g x h) an [108], so errechnet sich bei einem Feuchtgewicht zu Trockengewi-
chtsverhaltnis von 9,78 und einem mittlerem Lebendgewicht von 36,6 g eine mittlere Filtra-
tionsleistung von 1,347 I/h pro Individuum. Geht man von der maximalen Besetzungsdichte
von 100 Muscheln aus, so kdnnen 3233 I/d von den Muscheln filtriert werden. Der Wasse-
raustausch ist also mindestens 6,2fach héher als das filtrierte Wasservolumen bei Maximal-
besetzung. Die Dichte der Teichmuschelhélterung sollte also nur geringen Einfluss auf die
Wasserqualitat besitzen und simuliert damit eine natirliche Rheinwasserhalterung. Um auch
bei Zuflussausfall eine Sauerstoffversorgung der Anodonten zu gewéhrleisten, wurde eine
elektrische Beliiftung durch eine Aquarienpumpe (Rena Air 100, Fa. Rena) zusétzlich einge-
setzt. Eine Kontrolle des Zulaufs fand wéchentlich statt. Die chemisch-physikalische Was-
serqualitat wurde zu den Entnahmezeitpunkten der Anodonten anhand der Messparameter
pH-Wert, Temperatur, Leitfahigkeit und Sauerstoffgehalt dokumentiert. Der Chlorophyligehalt
im Rhein konnte mit der Biomasse an Algen und dem Wachstumsverhalten einer anderen
limnischen Muschelart (Dreissena polymporpha) korreliert werden [109] und diente als Mafl}
fur die Futterversorgung der Anodonten in der Rheinwasserhélterung. Der mittlere Gesam-
tchlorophyligehalt des Rheinwassers im Jahresgang 2006 lag bei 7,34 pg/l (siehe Abb. 139
in Kap. 3.5.2). Es konnten in der Rheinwasserhéalterung trotz mehrmaliger Hamolymphen-
tnahmen der Muscheln keine signifikanten Gewichtsabnahmen der Muscheln festgestellt
werden (nicht gezeigte Daten). Die erfassten biotischen und abiotischen Faktoren der
Rheinwasser-hélterung im Jahresgang 2006 sind den Ergebniskapiteln 3.5.1 und 3.5.2 zu
entnehmen.
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2.3 Methoden der Muschelexperimente

Messung des Gesamtchlorophyllgehaltes

Die Messung des Gesamtchlorophyllgehaltes erfolgte fluorimetrisch mit einem Algentoxime-
ter, welches an den gleichen Zufluss der Rheinwasserhélterung der Muscheln angeschlos-
sen war. Es handelt sich um ein Toximeter, welches Messlicht amplitudenmoduliert mittels
Leuchtdioden bei 5 kHz und bei einer Wellenldnge von 590 nm emittiert und Chlorophylimo-
leklle zur Fluoreszenz anregt. Ein Photomultiplier misst das Fluoreszenzlicht und erzeugt
eine Spannungséanderung, die Uber die Funktion eines empirisch ermittelten Eichfaktors eine
Berechnung des Gesamtchlorophyligehaltes zulédsst. Zusatzlich kann das Algentoximeter
durch die Verwendung von aktinischem Licht (660 nm Wellenldnge, 1 Hz Taktfrequenz) auch
den Lebendchlorophyligehalt von Proben bestimmen, indem Teile des Photosystems |l der
Algen angeregt werden und Fluoreszenzlicht emittieren. Uber die Zugabe von definierten
Mengen einer Algensuspensionskultur kbnnen Schwankungen des Lebendchlorophyligehal-
tes in einer Reaktionskammer erfasst werden und algentoxische Wirkungen kontinuierlich
angezeigt werden.

Entnahme von Entenmuscheln aus der Rheinwasserhdlterung

Im Jahresgang 2006 wurden zu 29 Zeitpunkten je 6 Individuen aus der Rheinwasserhélte-
rung zur Bestimmung von saisonalen Rhythmen der Phagozytoseaktivitdt und der vitalen
Ha&mozytendichte entnommen (siehe Kap. 3.5.2). Dabei wurde das minimale Punktionsinter-
vall von 3 Wochen fiir eine vollstidndige Regeneration der vitalen Hamozytendichten und der
Phagozytoseaktivitat beriicksichtigt (siehe Kap. 3.1.4.4). Die Muscheln wurden nach der
Punktion am gleichen Tag in die Rheinwasserhélterung zuriickgesetzt. Fur gréRere Exposi-
tionsversuche wurden die bendétigten Entenmuscheln fiir mindestens 3 Wochen in eine
Laborvorhélterung Uberfiihrt. Die generierten Daten aus Rheinwaser-, Labor- und Exposi-
tionshélterung beziehen sich aussschliellich auf die Art Anodonta anatina, obwohl keine
signifikanten Abweichungen zwischen beiden Arten in den gemessenen Immunparametern
gefunden werden konnten.

2.3.3.2 Laborhélterung der Entenmuscheln

Laborhéalterung in limnischem Rekonstitutionswasser

Die Halterung der Entenmuscheln wurde in 30 | Vollglasaquarien in 10 | limnischem Rekon-
stitutionswasser nach [106] bei einer Raumtemperatur von 22 + 3 °C und im Konstantraum
bei 15 + 1 °C durchgefiihrt. Die Bellftung erfolgte elektrisch mit Membranpumpen, die Luft
wurde Uber Sprudelsteine dem Haélterungswasser zugefihrt. Die Individuendichte lag zwi-
schen 4 und 12 Individuen pro Aquarium. Normalerweise wurden 4 Individuen pro Aquarium
eingesetzt; nur zu Vorhalterungszwecken flir Expositionsversuche wurde die Individuenzahl
erhéht. Im Abstand von 7 Tagen fand ein 40%iger Wasseraustausch statt. Die chemisch-
physikalische Wasserqualitdt wurde mit den Messparametern pH, Temperatur, O,-Gehalt
und Leitfahigkeit Uberpruft. Der Ammoniumgehalt wurde stichprobenhaft vor dem Wasser-
wechsel bestimmt. Kam es zum Tod eines Versuchtieres, welches durch Ausbleiben des
Schalenschlussreflexes angezeigt wurde, so wurde ein kompletter Wasserwechsel durchge-
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2.3 Methoden der Muschelexperimente

fuhrt. Die Fltterung der Versuchstiere erfolgte mit einer Algensuspension von Desmodesmus
subspicatus nach erfolgtem Wasserwechsel.

Halterung Gber Quarzsandkdrpern

Eine Halterung der Entenmuscheln tber einem Quarzsandk&rper erwies sich als unpraktika-
bel, es kam in vergleichbaren Halterungsintervallen haufiger zu Ausfallen der Testorganis-
men. Dabei wurden je 8 kg Quarzsand pro Aquarium verwendet und vor dem Einsatz mit
limnischem Rekonstitutionswasser fiir 24 h bei 10 U/min in Uberkopfschiittelung gewa-
schen. Der Quarzsand wurde von der Quarzwerke GmbH Frechen bezogen, die mittlere
Korngrofie betrug 0,16 mm, SiO,-Gehalt > 99%. Es fand eine Qualitdtskontrolle der Zu-
sammensetzung nach DIN 4226 statt. Da das Quarzsandmaterial neben einer feinen Kor-
nung herstellungsbedingt scharfkantige Oberflachen aufwies, kann es zu Schadigungen der
Organismen bei der Filtration gekommen sein.

Die Futterungsbedingungen in der Laborhélterung

Die Futterung der Entenmuscheln erfolgte mit Griinalgen der Art Desmodesmus subspicatus.
Das Wachstum der Grunalgen kann in Bringmann-Kihn-L&sung erfolgen. Die Zelldichten-
bestimmungen kénnen mikroskopisch, Uber Zellzahlgerate, photometrisch oder fluorimetrisch
erfolgen. Die folgende Abbildung zeigt die enge Korrelation zwischen der optischen Dichte
bei 600 nm und der Zellzahlbestimmung mit dem Coulter-Counter (Kapillaréffnungsweite 50
pMm, Messvolumen 500 ul, Probenvolumen 100 uyl und 10 ml Isoton II).

16 -

14

12 /
R% = 0,999 /
10

Zellzahl / ml x 10°
[o¢]

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
Optische Dichte bei 600 nm

Abb. 18: Korrelation zwischen ODgyo und Coulter-Counter Messungen bei Desmodesmus subspica-
tus. Der mittlere Vk der Zellzéhlungen als Doppelbestimmung liegt bei 1,7%.

Die Algen kommen in der logarithmischen Wachstumsphase vereinzelt vor und haben bei ca.
5 um ZellgréRe ein Peakmaximum in der Coulter Counter Messung. Die photometrische

Messung wurde zur Einstellung der Algendichte in der Laborhélterung der Muscheln bevor-
zugt.
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Herstellung der Bringmann-Kihn-Lésung

Stammldsungen

(1) NaNO; 49,6 g/l
(2) KoHPO,4 3,949/l
(3) MgSO4x 7 H.0 7,5 g/l
(4) CaCly x 2 H,0 3,6 g/l
(5) EDTA Na; (Titriplex) 19/l
(6) Zitronensaure 0,3 g/l
(7) Eisen(lll)-Citrat (-Hydrat) (etwa 19% Fe), 0,3 g/l

|6st sich erst beim Autoklavieren, Flasche mit Aluminiumfolie umwickeln

(8) Spurenelement-Lésung

CoCl, x 6H,0O 0,040 g/l
Na,MoO,4 x 2 H,0 0,024 g/l
CuS0O,4 x5 H,0 0,080 g/l
ZnS0O4 x 7 H,0 0,220 g/l
MnCl, x 4 H,0 1,810 g/l
H3BOs3 2,860 g/l

4 ml der Spurenelement-Lésung wurden mit Aqua Bidest auf 100 ml aufgefillt. Die Lésungen
1 bis 8 wurden autoklaviert und bei 4 °C in Dunkelheit aufbewahrt.

Anzuchtlésung

Je 10 ml der Lésungen 1 bis 7, sowie 1 ml der Lésung 8 werden auf 1 | mit Aqua bidest.
aufgefullt und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen wurden unter sterilen Bedingungen 0,046 g/l
an NaHCO3; zugegeben und das Volumen mit deionisiertem Wasser auf 11 eingestellt.

Anzuchtsbedingungen der Algensuspension

Durch Zugabe von 50 ml einer vorher gewachsenen Stammkultur in Bringmann-Kihn-
Lésung wird das Wachstum gestartet. Die Anzucht der Grunalgen erfolgte in Lichtbrut-
schranken Rumed Typ 3501 bei 22 °C unter Dauerlicht in 3 | Erlenmeyerkolben oder 6l
Standflaschen in Bringmann Kihn L&sung; eine Beliiftung erfolgte elektrisch durch eine
Aquarienpumpe. Die Beleuchtung wurde durch 4 Osram Leuchtstoffréhren vom Typ L36
W12-950 gewabhrleistet. Nach ca. 10-14 Tagen Wachstumsdauer erreichen die Griinalgen
eine optische Dichte zwischen 0,7-1,0 bei 600 nm. Die Algen kénnen mehrere Wochen bei
4 °C im Kuhlschrank aufbewahrt werden, der TOC-Gehalt nimmt bei zweiwéchiger Lagerung
nur geringfiigig ab [110].
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Futterung der Entenmuscheln

Die Ftterung der Entenmuscheln erfolgte mit der hochgewachsenen Algensuspension von
Desmodesmus subspicatus, deren optische Dichte bei 600 nm jeweils nach dem wé&chentli-
chem Wasserwechsel photometrisch bestimmt wurde. Mehr als dreimonatige Laborhalterun-
gen der Muscheln bei einer Raumtemperatur von 22 + 3 °C konnten mit folgender Faustfor-
mel zur Berechnung der Futtermenge gewahrleistet werden.

Berechnung der Futtermenge pro Aquarium

V (algensuspension / Woche) = 1/ODgoonm der Algensuspension x 350 ml x durchschnittliches Gewicht
der Testorganismen / 36,6 g x Anzahl der eingesetzten Individuen.

Bei Verwendung dieser Futtermenge blieb der Ammoniumgehalt bis zum Wasserwechsel
innerhalb der Wassergiteklasse I, was weniger als 0,3 mg/l Ammonium entspricht. Die
Messung des Ammoniumgehaltes wurde mit dem Ammoniumtest LCK 304 durchgefiihrt. Die
Messung erfolgte mit dem Dr. Lange Spektralphotometer 50 S. Empfindlichkeit: 0,015 — 2,0
mg/l NH4-N und 0,02 - 2,5 mg/l NH,.

2.2.3.3 Expositionshéalterung der Entenmuscheln mit Referenzsubstanzen

Exposition von Muscheln mit Referenzsubstanzen

Vor den Expositionsversuchen wurden die Entenmuscheln fir 3 Wochen im Labor bei Raum-
temperatur 22 + 3 °C in 30 | Vollglasaquarien gehéltert. Eine Individuendichte von 12 Test-
organismen pro Aquarium wurde nicht Uberschritten. Die Exposition der Muscheln erfolgte in
11 PlastikgefaRen (Fa. Pfefferkorn) in 0,7 | Halterungswasser (limnischen Rekonstitutions-
wasser) .

Abb. 19 und 20: Versuchsaufbau der Muschelexpositionsversuche
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Ausgehend von den In vitro-Schwellenwertkonzentrationen (siehe Kap. 3.2.2) wurden Expo-
sitionszenarien fir die starkste (CHsHgCIl) und schwéachste phagozytosehemmende Sub-
stanz (NiCl,) bei einem 1/100; 1/1000 und 1/10000 der In vitro-Nachweisgrenze generiert
(siehe Tab. 6). Der Expositionsversuch wurde in 2 x 3 Reihen mit je 6 Gefalien angelegt. Je
4 Entenmuscheln wurden einem Expositionsintervall zugeordnet. Die Expositionsintervalle
lagen bei 1d, 3d, 7d und 14 d bei 22 + 3 °C. Der Wasserwechsel der Halterungsgefalle
erfolgte téglich.

Die Muscheln wurden langsam in das Halterungswasser mit der Einstroméffnung nach unten
eingefiihrt. Die BelUftung der Expositionsgefalie erfolgte elektrisch Gber Membranpumpen,
dabei wurde die Luft Gber Pasteurpipetten dem Halterungswasser zugefihrt. Eine Fitterung
der Entenmuscheln fand wahrend der Exposition nicht statt. Nach den Expositionsintervallen
wurden die Versuchtiere punktiert und die Hamolymphe fir Messungen der Phagozytoseak-
tivitdt und der vitalen Hdmozytendichten verwendet (siehe Kap. 2.4.1 und 2.4.3). Die expo-
nierten Muscheln wurden auf Bioakkumulationen untersucht (Kap. 2.3.5).

Tab. 6: Expositionsbedingungen der Referenzsubstanztestungen

Anzahl der lebenden Versuchstiere zu den

Bedingung Versuchszeitpunkten
Beginn 113 (7|14 Ende
d|d]|d d

Kontrolle limnisches Rekonstitutions- 16 4 |1 4|4 4 16
wasser

CH3HgCI 0,425 ug/l 16 4 | 4| 4 4 16

CH3HgClI 4,25 ugl/l 16 4 | 4| 4 4 16

CH3HgCl 42,5 ug/l 16 4 | 4| 4 4 16

Kontrolle limnisches Rekonstitutions- 16 4 |1 4|4 4 16
wasser

NiCl, 61,4 ug/l 16 4 | 4| 4 4 16

NiCl, 614 pg/l 16 4 | 4| 4 4 16

NiCl, 6,14 mg/l 16 4 | 4| 4 0 12

2.3.3.4 Expositionhélterung der Entenmuscheln mit Abwasserproben

Herkunft der Abwasserproben

Insgesamt 4 Abwasserproben kamen aus einer kommunalen und einer industriellen Klaran-
lage und wurden vom Landesumweltamt Nordrhein-Westfalen (LANUV-NRW) zur Verfligung
gestellt. Bei den industriellen Abwassern handelte es sich um schwermetallbelastete Abwéas-
ser einer Metall verarbeitenden Industrie, die sich aus Zu- und Ablauf der industriellen Kl&r-
anlage zusammensetzte. Die kommunalen Abwésser setzten sich aus Zu- und Ablauf einer
Versuchskldranlage zusammen, in der kommunales Abwasser mit ca. 5,5 mg/l Carbamazipin
dotiert. Die Proben wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Stock und Frau Selke (LANUV-
NRW) zur Verfiigung gestellt.
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Voruntersuchungen der Abwasserproben

Bevor eine Exposition der Muscheln in Abwasser erfolgte, wurden die Abwasserproben auf
allgemeine toxische Potenziale mit der limnischen Biotestpalette der Bundesanstalt fur Ge-
wésserkunde untersucht. Diese umfasst 3 genormte Testverfahren mit Vertretern der trophi-
schen Ebenen. Der Grofteil der Proben wurde bis zu seiner Verwendung kuhl bei 4 °C
gelagert, jeweils 500 ml der Proben wurden fiir den Einsatz in der Biotestpalette neutrali-
siert. Die Testungen wurden von Frau llona Kirchesch und Frau Stefanie Wunsch im Referat
Okotoxikologie/Biochemie der Bundesanstalt fir Gewésserkunde durchgefiihrt.

Zusammensetzung der limnischen Biotestbatterie

Produzenten: Algentest (Desmodesmus subspicatus) nach DIN 38412-L33 [111]

Abb. 21: Aufnahme von Desmodesmus subspicatus in der Zahlkammer

Konsumenten: Daphnien (Daphnia magna) nach DIN 38412-L30 [112]

Abb. 22: Photo von Daphnia magna
Destruenten: Leuchbakterientest (Vibrio fischeri) nach DIN EN ISO 11348-3 [113]

Abb. 23 und 24: Mikroskopische Aufnahmen von Vibrio fischeri
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Die Abbildungen wurden durch Dr. Falk Krebs und Steffen Wahrendorf (BfG) zur Verfiigung
gestellt. Die Ergebnisse der Biotestungen sind aus Abb. 121 im Kap. 3.4.1 zu entnehmen.

Berechnung des pT- Wertes

Die Auswertung der Probentestungen erfolgte durch die pT-Wert-Methode nach Krebs [114].
Der pT-Wert (potentia toxikologiae = toxikologischer Exponent) gibt an, wie oft eine Probe
1 zu 2 verdinnt werden muss, damit im Testystem kein toxischer Effekt mehr nachzuweisen
ist. Je hdher der pT-Wert, desto héher ist das toxische Potenzial im Testgut. Der pT-Wert ist
der Exponent zur Basis 2, der der Verdinnungsstufe entspricht, bei der kein toxischer Effekt
mehr nachgewiesen werden kann. Als Grundlage wird ein Hemmwert kleiner 20% benutzt.

Im aufgefiihrten Beispiel ist erst bei einer Verdinnungsstufe von 16 im Testsystem kein
Effekt mehr nachzuweisen, es resultiert ein pT-Wert von 4.

2°T =16

pT xlog 2 =log 16
pT =1log16 /log 2
pT =4

Ausgehend von den niedrigsten nichteffektiven Verdinnungstufen des sensitivsten Testor-
ganismus wurden die Zu- und Ablauf der Abwasserproben nochmals um den Faktor 2 fur
den Muschelexpositionsversuch mit deionisiertem Wasser verdinnt. Die Probenpaare des
kommunalen Abwassers wurden 1 zu 8 und die Probenpaare des industriellen Abwassers 1
zu 64 verdinnt. Bei pH-Abweichungen vom Bereich 7,5 + 1 wurde der pH-Wert auf 7,5+ 0,5
mit 2 molarerer HCI oder NaOH eingestellt Die essentiellen Salze wurden auf die Konzentra-
tion des limnischen Rekonstitutionswassers substituiert.

Tab. 7: Chemisch physikalische Messparameter der Abwasserrpoben vor und nach den
Probenbehandlungen fiir die Bioteste.

nach Neutralisation
far die limnische
Biotestbatterie

Probenkennung

Originalproben nach Verdinnung
und Aufsalzen
fir den Muschel-

expositionsversuch

pH- | Leitfahigkeit pH- Leitfahigkeit | pH- | Leitfahigkeit
Wert in mS/cm Wert in mS/cm Wert in mS/cm
Zulauf kom. 8,43 1,14 7,01 1,25 7,19 0,84
Abwasser
Ablauf kom. 8,38 1,10 6,93 1,30 7,59 0,83
Abwasser
Zulauf ind. 10,2 59,10 7,10 59,70 7,04 1,97
Abwasser
Ablauf ind. 8,22 59,50 7,10 62,30 8,29 2,09
Abw.

-62 -



2.3 Methoden der Muschelexperimente

Auffallig waren die hohen Salzgehalte im industriellen Abwasser, die aber dennoch mit der
limnischen Biotestpalette untersucht worden sind, da toxische Effekte in einem limnischen
Bezugssystem untersucht werden sollten. Die gemessenen Effekte der Biotestpalette setzen
sich daher aus Salintdtseinfluss und Schadstoffwirkung zusammen.

Muschelexpositionsansatz mit verdiinnten Abwasserproben

Es wurde der gleiche Expositionsaufbau wie in Kapitel 2.2.3.3 verwendet. Jeweils 6 Enten-
muscheln vergleichbarer GréRe und Alters wurden unter 6 Bedingungen fur 2 Wochen bei 22
* 3 °C exponiert.

Expositionsbedingungen der Abwasserexpositionen

1
2
3
4
5
6

Negativkontrolle, limnisches Rekonstitutionswasser

Zulauf kommunales Abwasser, in der Verdiinnungstufe 1 zu 8
Ablauf kommunales Abwasser, in der Verdinnungstufe 1 zu 8
Zulauf industrielles Abwasser, in der Verdinnungstufe 1 zu 64
Ablauf industrielles Abwasser, in der Verdiinnungstufe 1 zu 64
Positivkontrolle, 1,1 mg/I NiCl, in limnischem Rekonstitutionswasser

~— O N N N S~

Der Wasserwechsel fand taglich statt; eine Fitterung der Entenmuscheln erfolgte wahrend
der Exposition nicht. Nach den Expositionsintervallen wurden die Versuchstiere punktiert und
die Hamolymphe fiir Messungen der Phagozytoseaktivitat und der vitalen Hdmozytendich-
ten, der ROS-Produktion und der Vitalitdt der Hdmozyten nach dem Phagozytoseansatz
untersucht. Bis auf die vitale Hdmozytendichte wurden die Messparameter im Vierfachansatz
pro Individuum erhoben und statistisch ausgewertet.

2.3.4 Statistik der Expositionsmessparameter

Prozentuale Variationskoeffizienten (Vk)

Der Variationskoeffizient ist eine statistische KenngréRRe. Er ist definiert als die relative Stan-
dardabweichung, d.h. die Standardabweichung dividiert durch den Mittelwert einer Zufallsva-
riablen X. In der Regel wird der Variationskoeffizient in Prozent angegeben.

Box-Plots

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte tiber Box-Plots. Box-Plots fassen verschiedene
Male der zentralen Tendenz, Streuung und Schiefe der Datenverteilung in einem Diagramm
zusammen. Als Box wird das durch Quartile bestimmte Rechteck bezeichnet. Es umfasst
50% der Daten vom 25% Percentil bis zum 75% Percentil. Die Linie innerhalb der Box gibt
den Median an. Oberhalb und unterhalb der Box befinden sich Whiskers (Fehlerbalken) die
das 90%ige Quantil und das 10%ige Quantil anzeigen. Werte die ausserhalb dieser
Whiskers liegen wurden nicht eliminiert und sind als Extremwerte mit Punkten gekennzeich-
net.
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Statistik der Auswertung

Alle erhobenen Messdaten aus den Expositionversuchen wurden mit dem nichtparametri-
schen Mann-Whitney-U-Test gegeniliber den Negativkontrollen getestet. Das Testverfahren
ist das verteilungsunabhéngige Gegenstiick zum parametrischen t-Test fir den Vergleich
zweier Mittelwerte stetiger Verteilungsfunktionen [115]. Voraussetzungen fur den U-Test sind
zumindest ordinal skalierte Zahlenwerte (Range) und eine ahnliche bis gleiche Verteilungs-
form. Der U-Test reagiert auf Unterschiede der Rangsummen von unabhangigen Stichpro-
ben. Dazu mussten die Einzelmesswerte aus den Mehrfachbestimmungen der Individuen mit
verwendet werden. Die Mann-Whitney-U-Ergebnisse befinden sich im Anhang; weitere
Informationen Uber die Verwendung dieses statistischen Verfahrens befinden sich im Dis-
kussionsteil in Kap. 4.3.3.

Statsitik fur Varianzungleichheit

Eine statistische Bestimmung der Varianzhomogenitat wurde mit dem Levene Test durchge-
fuhrt. FUr jede abhéangige Variable wurde eine Varianzanalyse fir die Werte der absoluten
Abweichungen von den entsprechenden Gruppenmittelwerten durchgefiihrt. Bei einer stati-
stisch signifikanten Abweichung im Levene-Test war, wurde die Hypothese homogener
Varianzen abgelehnt.

2.3.5 Bioakkumulationsuntersuchungen nach Muschelexposition mit Refe-
renzsubstanzen

Das bioakkumulative Potenzial der exponierten Versuchstiere sollte zu den verschiedenen
Expositionszeitpunkten untersucht werden. Damit sollte ermittelt werden, ob die gezeigten
Immunmodulationen der Phagozytoseaktivitat sich auch Uber das bioakkumulative Potenzial
der Referenzsubstanzen abbilden Idsst. Die exponierten Muscheln wurden nach der Exposi-
tion und nach erfolgter Punktion bei -25 °C eingefroren. Die Muscheln wurden zur Praparati-
on des Weichkdrpers bei Raumtemperatur aufgetaut.

Préaparation der Muschelweichkdrper

Die Muscheln wurden mit Leitungswasser gesdubert, um Algenreste und anderen Schmutz
zu entfernen. Die Muschelschalen wurden mit einem Spatel gedffnet, hierzu wurde versucht,
das flache Ende des Spatels zwischen die Muschelschalen zu schieben und die Schalen
aufzuhebeln, der dadurch entstehende Spalt wurde mit einer Pipettenspitze gesichert. Mit
einer Pinzette und einem Skalpell konnten die Mantellappen von den Schalen gel6st werden.
Die Mantellappen wurden so weit gel6st, bis die Anheftstellen des vorderen und dann die
des hinteren SchlieBmuskels zu erkennen waren und mit einem Skalpell durchtrennt werden
konnten. Nachdem die Anheftungsstellen der Muskeln durchtrennt waren, konnte der Weich-
kérper der Muschel entnommen werden.
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Einwaage der Muschelweichkérper

Die Gewebeteile wurden kurz auf Vliespapier gelegt und anschlieRend auf den Waagschalen
eingewogen. Vor der Gefriertrocknung wurde das Gewebe fiir mindestens 8 h bei -25 °C
eingefroren.

Gefriertrocknung

Die Aluminiumschalen wurden mit gelécherten Deckeln bedeckelt. Die Haupttrocknung
erfolgte bei 0,34 mbar fur ca. 20 h. Ein Druckausgleich der Gefriertrocknungsanlage wurde
durch langsames Offnen des Magnetventils hergestellt. Die Gefile mit Gewebeinhalt wur-
den anschlieRend ausgewogen, und der Inhalt wurde in der Kryomiihle homogenisiert.

Homogenisation mit der Kryomihle

Die HomogenisationsgefaRe wurden vor jeder Homogenisation ausgewaschen. Es erfolgte
ein Bursten mit Leitungswasser, Besprihen und Einwirken mit Meliseptol und ein Abwa-
schen mit deionisiertem Wasser. Die Gefale wurden bei 60 °C im Trockenschrank getrock-
net.

Verwendung der Kryomuhle

Das Gerat wurde eingeschaltet, und der Kiihibehalter wurde mit flissigem Stickstoff befillt.
Die Homogenisationsgefalie wurden eingesetzt und verschlossen. Die Proben wurden fir 5
min vorgeklhlt und anschliefdend fir 5 min bei der maximalen Schittelstarke zerstofien. Die
Homogenisationsgefalie wurden nach dem Schittelvorgang entnommen und der Gewebein-
halt wurde in geeignete Glasgefalle abgefillt. Die Gewebeinhalte wurden im Exsikkator fur 2
h auf Raumtemperatur akklimatisiert und anschlieRend ausgewogen. Die Homogenisations-
gefalle wurden erneut gereinigt, dabei wurde in aufsteigender Konzentration zur Kontamina-
tionsminimierung gearbeitet. Die folgende Abbildung zeigt die pulverisierten, kryogemahle-
nen Gewebehomogenate.

Abb. 25: Muschelgewebehomogenate nach dem Kryomahlen
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2.3.5.1 Bestimmung von Nickel durch Atomabsorptionsspektrometrie nach elektro-
thermischer Atomisierung

Die im folgenden beschriebene Arbeitsanweisung der Schwermetallanalytik wurden vom
Referat G2 der Bundesanstalt fir Gewédsserkunde durchgefiihrt und sind daher als metho-
disch abgeschlossene Einheiten dargestellt.

Anwendungsbereich

Das Verfahren ist geeignet zur Bestimmung von Nickel in Wasser in Massenkonzentrationen
von 0,5 ug/l bis 20,0 ug/l. Héhere Konzentrationen kénnen nach entsprechender Verdin-
nung, niedrigere durch ein Anreicherungsverfahren im Graphitrohr bestimmt werden. In
Schlammen, Sedimenten und biologischen Proben kann Nickel nach entsprechenden Auf-
schlussverfahren bestimmt werden.

Bezug zu gultigen Normen
In Anlehnung an DIN 38 406 - E11 - 2, 1992 [116]
Messprinzip

Die Messlésungen werden in ein elektrisch aufheizbares Graphitrohr injiziert, das sich in
einem im Strahlengang eines Atomabsorptionsspektrometers eingebauten Graphitrohrofen
befindet. Nach Trocknung, thermischer Vorbehandlung und Atomisierung der Probe wird
deren Extinktion bei einer Wellenldnge von 228,8 nm gemessen.

Gerate

e AAS-Spektrometer ZEEnit 650 (Analytik Jena) mit ZEEMAN-
Untergrundkompensation

e Graphitrohrofen mit querbeheiztem Graphitrohr (THGA-System) mit integrierter Platt-
form

e Probenautomat MPE 60

¢ Hohlkathoden-Lampe fiir Nickel

e Gasversorgung mit Argon

e Mikropipetten, Nennvolumen 100, 500 und 1000 ul

e Variopipette, Nennvolumen 0 bis 10 ml

¢ Messkolben, Nennvolumen 100 und 1000ml

e Probengefélle aus Polyethylen, Nennvolumen 1,8 ml

Chemikalien

Zum Spulen der GefalRe und zur Vorbereitung der Lésungen sind ausschlieBlich Wasser des
Reinheitsgrades ultrarein (PURELABplus) und Chemikalien des Reinheitsgrades SUPRA-
PUR oder speziell fur die AAS-Analytik hergestellte Chemikalien zu verwenden.
e Salpetersdure, p(HNO3) = 1,40 g/l
¢ Nickel-Stammldsung |, p(Nickel) = 1000 mg/I
Es wird eine handelsibliche Nickel-Standardlésung verwendet. Diese Ldsung ist mit
einem Mindest-haltbarkeitsdatum versehen.
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Nickel-Stamml&ésung Il, p(Ni) = 10 mg/I

1,0 ml der Nickel-Stamml&sung | in einen 100 ml Messkolben pipettieren, 1 ml Salpe-
tersdure zugeben und mit Wasser bis zur Marke auffillen. Die Lésung ist bei Raum-
temperatur mindestens 1 Woche haltbar. Ausgehend von diesen Stamml&sungen
werden verschiedene Nickel Bezugsldsungen hergestellt. Die Bezugslésungen sind
unmittelbar vor Gebrauch herzustellen. Die Bezugsldsungen enthalten 1 pg/l, bis
50,0 pg/l Nickel.

Blindwertlésung

In einen 100 ml Messkolben 1 ml Salpeterséure pipettieren und mit Wasser auffillen.
Muss die Probe aufgeschlossen werden, erfordert die Blindwertlésung die gleiche
Vorbehandlung.

Nullwertldsung

Als Nullwertldsung Wasser verwenden.

Standardreferenzmaterial:

Buffalo River Sediment SRM 2704, c(Ni) = 44,1 + 3,0 mg/kg
Buffalo River Sediment SRM 8704, c(Ni) = 42,9 + 3,7 mg/kg
Natural Water SRM 1640, c(Ni) = 27,4 + 0,8 ug/l

Mussel Tissue SRM 2976, c¢(Ni) = 0,93 + 0,12 mg/kg
Internes Referenzmaterial IRR, c(Ni) = 32,7 + 1,3 mg/kg
Internes Referenzmaterial IRM, ¢(Ni) = 123,4 + 2,5 mg/kg

Durchfiuhrung

Vorbehandlungsschritte

Bei der Probenahme sind grundsatzlich die Angaben in den Standardarbeitsanweisungen
zur Probenahme zu beachten. In Sedimenten und Schwebstoffen wird Nickel nach Mikrowel-
len-Aufschluss mit Salpetersaure bestimmt.

Methodenparameter
Wellenlange: 232,0 nm
Spalt: 0,2 nm
HKL: 5,0 mA
Magnetfeldstarke: 0,8T
Graphitrohrtyp: PIN-Plattform
Pyrolysetemperatur: 1100 °C
Atomisierungstemperatur: | 2350 °C

Alle Parameter fiir Spektrometer, Eichung, Temperaturprogramm usw. sind in Messpro-
grammen in der WinAAS-Software gespeichert.
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Kalibrierung

Vor der Messung sind die Bezugslésungen herzustellen. Die Kalibrierung erfolgt nach dem
Standardkalibrierverfahren.

Messung

Das Spektrometer nach den Angaben in der Standardarbeitsanweisung ,Betrieb des Spek-
trometers AAS ZEEnit 650“ vorbereiten. Die Bezugs-, QC- und Messlésungen werden auf
dem Probenautomaten MPE 60 platziert und vermessen. Von jeder Probe ist eine Doppel-
messung durchzufihren.

Protokollierung der Rohdaten

Die Rohdaten werden in einer Datenfile direkt am Geraterechner abgelegt und zusétzlich in
eine CSV-Datei importiert.

Prufung und Ablage der Ergebnisse

e Prufung der Blindwerte

e Prifung der Ergebnisse des Standardreferenzmaterials auf Richtigkeit

e Priufung auf Plausibilitat

o Die gepruften Ergebnisse werden tber die CSV-Datei in vorhandene Auswertungsta-
bellen (EXCEL-Format) exportiert.

AQS-MalRnahmen

In jeder Messserie ist mindestens eine Blindwertbestimmung durchzufiihren
In jeder Messserie ist zu Beginn ein Standardreferenzmaterial zu messen

Fuhren von Mittelwert-Kontrollkarten mit dem Standardreferenzmaterial

VerfahrenskenngréfRen
Arbeitsbereich: 1-10 ug/l
Anzahl der Eichkonzentrationen N 10
Anpassungstest nach Mandel: Die Kalibrierfunktion ist
linear
Empfindlichkeit (Steigung a,) 0,005143
Blindwert (Achsenabschnitt ap ) 0,001197
Reststandardabweichung sy 0,000407331
Verfahrensstandardabweichung sx0 0,079200762
Relative Verfahrensstandardabwei- 1,44%
chung
Bestimmungsgrenze nach DIN 32 645 0,93 pgl/l
Bestimmungsgrenze im Feststoff 0,10 mg/kg
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2.3.5.2 Bestimmung von Quecksilber durch Atomabsorptionsspektrometrie ohne
Anreicherung

Die im folgenden beschriebene Arbeitsanweisung der Schwermetallanalytik wurden vom
Referat G2 der Bundesanstalt fir Gewédsserkunde durchgefiihrt und sind daher als metho-
disch abgeschlossene Einheiten dargestellt.

Anwendungsbereich

Quecksilberverbindungen sind in natirlichen Wassern in nur geringer Massenkonzentration
enthalten. Quecksilber kann dabei in organischen und anorganischen Verbindungen vorlie-
gen. In Sedimenten kann sich Quecksilber anreichern. Nach dieser Arbeitsanweisung wird
Quecksilber in allen Bindungsformen erfasst. Das Verfahren ohne Anreicherung ist geeignet
fur die Bestimmung von Quecksilber in Wéassern und Aufschlussldsungen von Sedimenten,
Bdden und biologischen Proben im Konzentrationsbereich von 1,0 ug/l bis 10,0 pg/l. Nach
Verdinnen der Probe kénnen auch héhere Konzentrationen gemessen werden.

Bezug zu giltigen Normen
In Anlehnung an DIN EN 1483 Abschnitt 4: 1997 [117]
Messprinzip

Ein- oder zweiwertiges Quecksilber wird im sauren Medium durch Zinn(ll)chlorid) zum Ele-
ment reduziert, mit Hilfe eines Inertgases aus der Losung ausgetrieben und als atomares
Gas in eine Quarzkivette Uberfuhrt. Die Extinktion wird bei einer Wellenl&dnge von 253,6 nm
im Strahlengang eines Atomabsorptionsspektrometers bestimmt.

Gerate

FlieRinjektions-Mercury-System FIMS-400 (PERKIN-ELMER) mit Strahlungsquelle fur die
Quecksilberbestimmung, peristaltischen Pumpen zum Transport von Probe, Tragerlésung,
Reduktionsmittel, FIA-Ventil, TYGON-Verbindungsschlduchen, Gas-Flussigkeitsseparator
und Reaktionseinheit (Chemifold).

e Probenautomat AS-90 (PERKIN-ELMER)

e Gasversorgung mit Argon

e Messkolben, Nennvolumen 100 und 1000 ml

e Mikropipetten, Nennvolumen 100, 500 und 1000 pl

e Variopipette, Nennvolumen 1 bis 10 ml

e Dispenser

¢ Mikrowellen-Online-Aufschlussgerat MAXIDIGEST MX 350
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Chemikalien

Als Chemikalien sind mindestens solche des Reinheitsgrades "zur Analyse” oder besonders
quecksilberarme, als Wasser ist ultrapures (PURELABplus) oder Wasser gleichen Rein-
heitsgrades, zu verwenden.

Salzséaure, HCI, p = 1,16 g/ml

Salzséaure, HCI, [c] = 3%

100 ml Salzsdure werden mit Wasser auf 1000 ml aufgefillt.

Salpetersédure, HNO; p = 1,40 g/ml

Zinn(ll)-chlorid-Lésung 2,5%

25,0 g Zinn-(ll)-chlorid, SnCl, x 2H,0, in 100 ml Salzsaure Idsen; die Losung mit
Wasser auf 1000 ml auffiillen. Diese Losung muss arbeitstaglich frisch hergestellt
werden.

Kaliumchlorid-Lésung 20%

20,0 g Kaliumchlorid werden in 100 ml Wasser geldst.
Hydroxylammoniumchlorid-Lésung 12%

12 g Hydroxylammoniumchlorid, H,CINO, werden in einen 100 ml Messkolben ein-
gewogen, mit ca. 80 ml Wasser geldst und mit Wasser bis zur Marke aufgefillit.
Standardreferenzmaterialien

Buffalo River Sediment SRM 2704, c(Hg) = 1,47 + 0,07 mg/kg

Internes Referenzmaterial IRR, c(Hg) = 0,47 + 0,04 mg/kg

Mussel Tissue CRM 278, c(Hg) = 0,188 mg/kg + mg/kg

Mussel Tissue SRM 2976, c(Hg) = 61,0 + 3,6 pg/kg
2-[(Ethylmercurio)thio]-benzoes&ure Natriumsalz, (Thimerosal), CoHsHgNaO,S
Quecksilber-Stammldsung |, 3(Hg) = 1000 mg/I

Es wird eine handelsibliche Quecksilber-Standardlésung verwendet. Diese L&sung
ist mit einem Mindesthaltbarkeitsdatum versehen.

Quecksilber-Stammildsung Il, R(Hg) = 1 mg/I

1,0 ml der Quecksilber-Stammldsung | unter Zugabe von 1 ml Salpetersdure und 1
ml Kaliumchloridlésung mit Wasser auf 1000 ml auffillen.1 ml dieser Lésung ent-
spricht 1 ug Quecksilber.

Quecksilber-Standardlésung (1), R(Hg) = 100 ug/I

10 ml der Quecksilber-Stammlésung Il unter Zugabe von 1 ml Salpetersaure und 1 ml
Kaliumchloridldsung mit Wasser auf 100 ml auffiillen. 1 ml dieser Lésung entspricht
100 ng Quecksilber. Die L6sung unmittelbar vor Gebrauch ansetzen.
Quecksilber-Bezugslésungen Massenkonzentrationsbereich 1 bis10 g/l

In 3 Messkolben, Nennvolumen 100 ml, 1, 5 und 10 ml der Quecksilber-
Standardlésung (I) pipettieren. Jeder Lésung 1 ml Salpetersdure und 1 ml Kalium-
chloridlésung zufigen. Die Lésungen mit Wasser bis zur Marke auffillen und durch-
mischen. Die Bezugslésungen enthalten 1, 5 und 10 pg/l Quecksilber. Diese Bezugs-
I6sungen sind vor jeder Messreihe anzusetzen.

10 ml Salpetersaure werden wie die Proben einem Mikrowellen induzierten Druckauf-
schluss unterzogen.

Als Nullwertlésung ist Wasser zu verwenden.
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Probenahme, -konservierung und —lagerung

Die Probenahme wird nach den Anweisungen der BfG-SOP ,Probenahme von Wasser,
Sediment, Schwebstoff und Biota“ durchgefuhrt.

Sedimente, Schwebstoffe und Biota werden durch Gefrieren bei -25 °C konserviert.
Probenvorbereitung

Die gefriergetrocknete Probe wird nach der KorngréRenfraktionierung einem Mikrowellen
induzierten Druckaufschluss mit Salpetersdure unterzogen. Zur Durchfihrung dieses Auf-
schlusses siehe die Standardarbeitsanweisung "Mikrowelleninduzierter Aufschluss mit Sal-
petersdure zur nachfolgenden Bestimmung des sdureldslichen Anteils von Schwermetallen”.
Zur Messung wird ein Aliquot dieses Aufschlusses von 6 ml mit 1 ml Hydroxylammoniumch-
lorid und 5 ml Wasser vermischt.

Durchfuhrung
Gerateparameter:
Wellenlange: 253,7 nm
Spalt: 0,7 nm
Signalmessung: Peakhbéhe
Messzeit: 20s
Gasstrémung: 80 ml Argon/min

Kalibrierung

Vor der Messung sind die Bezugsldsungen herzustellen. Die Messung erfolgt nach dem
Standardkalibrartionsverfahren.

Messung

Die einzelnen Gerate werden nach der Standardbetriebsanweisung "Messungen mit der
FlieRinjektions-Mercury-Atomabsorptionsspektrometrie ohne Amalgam-Zusatz“ vorberei-
tet.Die vorbereiteten Bezugs- und Messlésungen werden auf dem Probenautomat AS 90
platziert und vermessen. Von jeder Probe ist eine Doppelmessung durchzufiihren.

Protokollierung der Rohdaten
Die Rohdaten werden in Datenfiles direkt am Systemrechner abgelegt.

Prufung und Ablage der Ergebnisse

e Prufung der Blindwerte

¢ Priufung der Ergebnisse des Standardreferenzmaterials auf Richtigkeit

e Priufung auf Plausibilitat

¢ Die gepriiften Ergebnisse werden in vorhandene Datenbanken (EXCEL) eingetragen,
bzw. Gbernommen.
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AQS-MalRnahmen

e In jeder Serie sind Blindwerte mitzumessen
e Messung der Standardreferenzmaterialien bei jedem Messzyklus
e Fuhren von Mittelwertkontrollkarten

Verfahrenskenndaten
Arbeitsbereich: 1-10 ug/l
Anzahl der Eichkonzentrationen N 10
Anpassungstest nach Mandel: Die Kalibrierfunktion ist
linear
Empfindlichkeit (Steigung a4) 0,03353
Blindwert (Achsenabschnitt ay) 0,004073
Reststandardabweichung sy 0,0020399
Verfahrensstandardabweichung 0,0608304
Relative Verfahrensstandardabweichung 1,11%
Nachweisgrenze 0,21 ug/l
Bestimmungsgrenze nach DIN 32 645 0,72 pgl/l
Bestimmungsgrenze im Feststoff 0,10 mg/kg

2.3.5.3 Berechnung der Bioakkumulationsfaktoren

Die Berechnung des Bioakkumulationsfaktors erfolgte nach:

Bioakkumulationsfaktor = (Trockenmassekonzentration des Schwermetalls im Mischgewebe
der exponierten Muscheln - Trockenmassekonzentration vom Mischgewebe nichtexponierter
Muscheln) / nominale Expositionskonzentration des Schwermetalls

Es wurde die Grundbelastung an Schwermetallen von der Trockenmassekonzentration nach
Exposition abgezogen, damit Vorhalterungsbedingungen im Rhein oder vom Herkunftsort
nur geringen Einfluss auf die Berechnung des Bioakkumulationsfaktors besitzen. Gerade bei
niedrigen Expositionskonzentrationen hétten sich sonst hohe Bioakkumulationsfaktoren
errechnet, die nicht expositionsbedingt sind. Die Bioakkumulationsergebnisse sind in Kap.
3.3.4 und 3.3.5 dargestellt.

2.3.6 Hamolymphentnahme

Freilegung des vorderen SchlieBmuskels

Die Muscheln wurden aus der Hélterung enthommen und durch Abspulen mit Leitungswas-
ser von Sedimentpartikeln befreit. Die Offnung der Muschelschalen erfolgte durch Aufsprei-
zung der Schalen mit den Fingern; dabei wurden die Fingernégel beider Daumen mittig in die
Uberlappungsstelle der Schalen geschoben. Die Schalen konnten nun langsam auseinander
gezogen werden. Die Offnung sollte langsam erfolgen, um Briiche des Schalenrandes oder
Risse im SchlieBmuskelgewebe zu vermeiden. Bei gréferen Organismen war es erforder-
lich, die Schalen mit einem flachen stumpfen Gegenstand aufzuhebeln, z.B. durch einen
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grolien Spatel. Dabei war auf eine grofRere Auflagefldche zu achten, um Schalenbriiche zu
vermeiden. Die Eindringtiefe wurde so gewéahlt, dass Gewebeverletzungen vermieden wer-
den konnten. Der durch das Aufspreizen entstehende Spalt konnte durch das Einsetzen von
zwei 1000 pl Eppendorf-Pipettenspitzen stabilisiert werden. Der spitze Teil der Pipettenspit-
zen wies dabei von der Muschel weg. Eine Pipettenspitze konnte nun in Richtung des vorde-
ren SchlieRmuskels verschoben werden, so dass die Einstichstelle am vorderen Schliel3-
muskel freigelegt wurde. Der Schlielmuskel wurde mit Leitungswasser abgespuilt.

Punktion des vorderen SchlieRmuskels

Die Hamolymphe wurde durch Punktion des vorderen SchlieBmuskels aus Entenmuscheln
gewonnen. Der Einstich erfolgte mit einer 0,6 mm Kaniile, die Einstichtiefe betrug ca. 3 mm.
Um ein Durchstechen durch den Muskel zu verhindern, wurde die Kantle durch Aufstecken
einer 10 yl Pipettenspitze gesichert, die als Manschette einen geringen Widerstand beim
Einstechen erzeugte. Die Einstichrichtung konnte parallel zur Kérperachse gewahlt werden,
um zusatzlich Kontrolle tber die Einstichtiefe zu behalten und ein Durchstechen des Muskels
zu verhindern. Der Einstich erfolgte nur einmal, da durch den Kanilendurchmesser bedingt
erhebliche Verletzungen am SchlieBmuskel durch mehrmaliges Einstechen auftreten konn-
ten und die Gefahr der Ausbreitung von Infektionen in der Hdmolymphe steigt. Nach dreiw6-
chigen Punktionsintervallen wurden wieder vergleichbare Hadmozytendichten an einer Mu-
schel erreicht (siehe Kap. 3.1.4.4). Nach dem Absaugen der Hdmolymphe wurde die Kanile
von der Spritze entfernt und das Volumen der Hamolymphe luftblasenfrei in der Spritze
bestimmt. Die gewonnene Hamolymphe wurde nur kurz (weniger als eine Minute) in 5 ml
Polystyrolréhrchen bei RT aufbewahrt, bevor sie fir den Testansatz eingesetzt werden
konnte (siehe Kap. 2.4.1 und 2.4.3).

Abb. 26: Entnahme von Hdmolymphe aus dem vorderen SchlieRmuskel
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2.3.7 Plattierungsversuch von Hamolymphe

Um den mikrobiellen Besatz des Biofilms auf dem vorderen SchlieBmuskel und in der durch
Punktion gewonnenen Hamolymphe vergleichen zu kénnen, wurde ein Plattierungsversuch
mit Muskelabschab-ungssuspension und Ha&molymphe durchgefiihrt. Die Muskelabscha-
bungssuspension wurde mit einem geeigneten Spatel durch Schaben und anschlieRendes
Abstreichen des Biofilms in 100 pl sterilem Anodontenpuffer gewonnen. Die Hamolymphe
wurde wie unter Kap. 2.2.6 angegeben im Anschluss aus einer nicht beschabten Stelle des
Muskels punktiert und ebenfalls in sterile Eppendorf-Reaktions-gefdlRe Uberfuhrt. Der zuvor
autoklavierte Agar wurde in einem Wasserbad bei 50 °C flissig gehalten, und je 20 ml
wurden pro Petrischale unter sterilen Bedingungen Uberfihrt. Nach Abkihlen des Agars auf
Raumtemperatur wurden je 2 x 100 pl einer Muskelabschab-ungssuspension und 2 x 100 pl
an Hamolymphe auf den Agarplatten mit einem Drygalskispatel kreisférmig verteilt und fir 4
Tage im Brutschrank bei 30 °C in Dunkelheit inkubiert. Die Ergebnisse sind aus Kap. 3.1.4.2
zu entnehmen.

2.4 Methoden mit Muschelhamozyten

Fur eine bessere Lesbarkeit des Kapitels wird der notwendige Gerédte- und Chemikalienbe-
darf vorangestellt.

Gerate und Materialien

e Accuvetten (Fa. Beckmann Coulter GmbH)

¢ Autoklave, Tuttnauer 3870 ELV, (Fa. Systec)

¢ Binokular, Axiovert 25 (Fa. Zeiss)

e Brutschrank, HERAcell (Fa. Heraeus)

¢ Eppendorf-Reaktionsgefalte 1,5 ml (Fa. Eppendorf)

e FACS Calibur- Durchflusszytometer (Fa. Becton Dickinson)

e Fluoreszenz-Mikroskop und Zubehér (Fa. Zeiss, Typ: Imager Z1)

e Handschittelgerat, Minishaker, MS 2 (Fa. IKA Labortechnik)

e Kiuhlschrank 4 °C, (Fa. Liebherr)

e Mikrotiterplatten, 96 Well (Fa. Greiner)

¢ Mikrotiterplattenlesegerat, (Fa. Tecan, Typ: Genios)

e Objekttrager (Fa. Marienfeld) und Deckglaser 24 x 60 mm (Fa. Menzel-Glaser)

¢ Pipetten in diversen Gréf3en und Spitzen

e Polystyrolréhrchen 12 x 75 mm 5 ml (Fa. Becton Dickinson, Bestell-Nr. 352054)

¢ Polyamid-Gaze, Monodur-PA 20 N (Maschenweite 20 um, Fa. Verseidag Techfab
47608 Geldern- Walbeck)

e Schuttelinkubator besteht aus Schuttelmaschine R010 (Fa. Gerhard) in Brutschrank
Rumed, Typ 3101 (Fa. Rubarth Apparate GmbH)

e Sterilwerkbank, Hera safe, (Fa Heraeus)

o Tiefkihlschrank -80 °C, Hera freeze, (Fa. Heraeus)
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e Wasserbad, HS-B20, (Fa. IKA Labortechnik)
e Zellzdhlgerat, Coulter Counter Multisizer 3 (Fa. Beckmann Coulter GmbH)
e Zentrifuge 5415R (Fa. Eppendorf AG)

Chemikalien und Lésungen

e 17-Alpha-Ethinylestradiol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nr.: R187992-1EA)

e Acenaphten (Fa. Supelco)

e Amphotericin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nr.: A2411)

e BSA (Fa. Sigma-Aldrich A-2153)

e Carbamazipine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nr. C4024)

e CdCl; x H,0 (Fa. Merck, Nr. 1.02011.0100); M = 201,32 g/mol

e CH3HgCI (Fa. Sigma-Aldrich, Nr. 442534-5g-A); M = 251,08 g/mol

e CuCl; x 2H,0 (Fa. Riedel de Haen, Nr. 31286); M = 170,48 g/mol

e Dimethylsulfoxid (DMSO) minimum 99,5% GC (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

e Ethanol absolut (Fa. Merck)

e FITC markierte E. coli (Firma Invitrogen, Bestell-Nr. E-2861)

e Fluoreszenzmarkierte Latexpartikel, crimson fluorescent, 1um diameter (Firma Mole-
cular Probes, Bestell-Nr.: F-8816)

e Glutathion-Peroxidase von Rindererythrozyten (Fa. Sigma, Nr. G6137)

e HgCl;, (Fa. Sigma-Aldrich, Nr. 203777-50g); M =271,5 g/mol

e Katalase aus Rinderleber (Fa. Sigma, Nr. C3155)

e L-Glutathion reduziert (Fa. Sigma, Nr. G4251)

e Meerrettich-Peroxidase Typ Il (Sigma, Bestell-Nr. P8250-50KU)

¢ NiCl, x 6H,0 (Fa. Riedel de Haen, Nr. 13613); M = 237,7 g/mol

e PDbCI, (Fa. Merck, Nr. 8.07383.0100); M = 278,1 g/mol

e PCB 138 (Fa. Promochem)

e PCB 153 (Fa. Promochem)

¢ Phenanthren (Fa. Supelco)

e Phenolrot (Fa. Merck, Bestell Nr. 1.07241.0005)

e Phorbol 12-myristat 13-acetat, TPA (Fa: Axxora GmbH, Bestell. Nr. ALX-445-004-
MMO5)

e Propidiumjodid (PJ), (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Bestell-Nr. P4170, 100 mg

e Sulfamethoxazol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nr.: S7507)

e Superoxiddismutase von Rindererythrozyten (Fa. Sigma, Nr. S2515)

e Tetrazyklin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nr. 87128)

¢ Anodonten-Puffer (Chemikalien von Fa. Merck)
(KH2,PO4 0,3135 g/l; Na,HPO,4 1,38 g/I; NaCl 0,5 g/l; KCI 0,746 g/l jeweils in Aquabi-
dest.)

e Trypsin/ EDTA-L6sung 0,05% / 0,02% in PBS ohne Ca®* u. Mg?* (Fa. Biochrom, Be-
stell-Nr L2145).

e FKS, 10% (Fa. Biochrom Bestell-Nr.S 0113) in Anodonten-Puffer.

e FACS-Flow- Tragerflissigkeit, FACS-Rinse, FACS-Clean (Fa. Becton Dickinson)
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e Inkubationspuffer (Chemikalien von Fa. Merck)
10mM Hepes, 5mM CaCl,, 140 mM NacCl, pH einstellen auf 7,4
e |Isoton Il (Fa. Beckmann Coulter GmbH)
e PJ-Stammibsung: 50 ug PJ/ml Inkubationspuffer
e PJ-Markierungslésung: 1020 ul Inkubationspuffer + 20 pyl PJ-Stammlésung
e Sytox-Green Nucleic Acid Stain (Fa. Invitrogen, Bestell-Nr. 7020)
e Trypanblaulésung, 0,1%ig (Trypanblau der Fa. Merck Bestell-Nr. 1.11732.0025)
o Wasserstoffperoxid 30% (Sigma, Bestell-Nr. H1009)

2.4.1 Zellzahlbestimmungen der Hamolymphe

2.4.1.1 Bestimmung der vitalen Himozytenzahl in der Neubauer-Zahlkammer

Direkt nach der Entnahme der Hamolymphe (siehe Kap. 2.3.6) erfolgte die Vitalitatsfarbung
der Hdmozyten mit Trypanblau. Zu 60 ul 0,1% Trypanblaulésung wurden 30 ul Hdmolymphe
in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalte gegeben und auf dem Handschuttelgerdt bei 2500
U/min fir 3 s durchmischt; die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur fir ca. 2 min. Nach
der Farbung wurde der Ansatz erneut durchmischt und je 2 x 10 ul in die Neubauer-
Zahlkammer Uberfiihrt. Die Auszahlung der vitalen Zellen, d.h. Zellen die sich nicht durch
Trypanblau anfarben lassen, erfolgte in den 8 GroRquadraten der Neubauer-Zdhlkammer.
Die Zellen in Aggregationen wurden bis zu einer Anzahl von 3 einzeln mitgezéhlt, da sie
ebenfalls zur Phagozytose befahigt sind. Groliere Aggregationen wurden naherungsweise
als 3 Hamozyten bewertet, da die relative Aufnahmeoberflache pro Hamozyt mit der Grolie
der Aggregate sinkt. Der Mittelwert der Auszdhlungen aus den Grof3quadraten wurde mit
dem Verdinnungsfaktor (VF) von 3 der Hdmolymphe durch die Trypanblaufarbung multipli-
ziert. Der Umrechnungsfaktor, um eine Angabe als vitale Zellzahl pro ml zu erhalten, betrug
10000 und ergab sich aus dem Kammervolumen.

Veao= Lange x Breite x Hohe =3 mm x 3 mm x 0,1 mm =0,9 mm?
Bezug auf 1 ml: 1000 mm*/0,9 mm®=1111,11
Far die Kammer (9 GQ): 1111,11 x 9 = 10000

= Mittelwert der GroRquadratauszahlung x 10000 x VF = vitale Zellzahl/ml

2.4.1.2 Bestimmung der Partikelzahl mit dem Coulter Counter

50 pl der Hdmolymphe wurden zu 10 ml Isoton Il in eine Accuvette gegeben. Die Messung
wurde mit dem Coulter Counter, mit einer 100 ym Kapillaré6ffnung bei einem Messvolumen
1000 ul durchgefthrt. Die Auswertung erfolgte mit der Multisizer 3-Software. Mit diesen
Messungen konnten auch die GréRenpopulationen der Hdmozyten bestimmt werden (siehe
Abb. 57 in Kap. 3.1.3). Eine Korrelation zwischen Neubauerzédhlung und Coulter Counter
Messung von Hamolymphen wurde gefunden (siehe Abb. 46 in Kap. 3.1.2).
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2.4.1.3 Bestimmung der Vitalitdtsabnahme von Hamozytenprimérkulturen

Die Punktionsvolumina an Hamolymphen von 7 Entenmuscheln aus der Laborhdlterung
wurden jeweils zu gleichen Volumen in zwei 5 ml Polystyrolréhrchen aufgeteilt und fir 6
Tage in Dunkelheit bei 25 °C aufbewahrt. Zu den Zeitpunkten 0, 3 und 6 d wurden die Hdmo-
lymphanséatze fur 5 s auf dem Handschuttelgerat bei 2500 U/min durchmischt und mit je 30
pl Hdmolymphe die vitale Hdmozytendichte wie unter Kapitel 2.4.1.1 im Doppelansatz be-
stimmt. Zu den Zeitpunkten 0 und 6 d fand eine Messung der Phagozytoseaktivitat der Ha-
mozyten statt. Die Ergebnisse sind Kapitel 3.1.4.3 zu entnehmen.

2.4.1.4 Bestimmung des Adhasionsverhaltens von Hamozyten

Fur diesen Versuch wurde Einzel- und Mischhdmolymphe von Entenmuscheln aus der
Laborhalterung gewonnen. Je 500 pl wurden im Doppelansatz in 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefalRe und 5 ml PS Réhrchen Uberfuhrt. Zu den Messintervallen 0, 1, 2, 4, 6 und
24 h wurden die vitalen Hamozytendichten wie unter Kapitel 2.4.1.1 beschrieben doppelt
bestimmt, nachdem die Ansatze fir 3 s bei 2500 U/min auf dem Handschiittelgerat durch-
mischt wurden. Der Versuch fand iberwiegend in Dunkelheit bei 25 °C statt. Die Ergebnisse
sind Kapitel 3.1.5 zu entnehmen.

2.4.2 Mikroskopische Untersuchungen der Hamozyten

GréfRenmessungen der Hamozyten

Mehrere Entenmuscheln wurden punktiert. Nach der Punktion wurden mehrmals je 40 ul
Hamolymphe pro Individuum auf einen Objekttrager gebracht und durch das Auflegen eines
Deckglases luftblasenfrei verteilt. Eine lichtmikroskopische Messung von je 100 Hdmozyten
pro Individuum erfolgte bei 400facher VergréRerung mit einem Messokular. Die Hdmozyten-
grélen von 4 Muscheln der Art Anodonta anatina wurden auf diese Weise ausgewertet
(siehe Abb. 47 in Kap. 3.1.3), die gefundenen GréRenklassen wurden auch durch Coulter
Counter Messungen bestétigt (siehe Abb. 57 in Kap. 3.1.3).

Uberpriufung der Phagozytoseleistung nach Phagozytoseansatz

Der Phagozytoseansatz mit Einzelhamolymphen aus der Laborhalterung bei 22 + 3 °C wurde
wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben durchgefiihrt. Nach 1, 2, 4, 6 und 20 h Phagozytoseaktivitat
wurden die Testansatze durchflusszytometrisch und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Die Zahlungen der aufgenommenen Latexpartikel lagen in dem Bereich der durchflusszyto-
metrisch bestimmten Phagozytoseleistung der aktiven Hdmozyten. Beispiele fur die teilweise
recht hohen Aufnahmeleistungen sind auf den Abbildungen 53 bis 56 in Kap. 3.1.3 nach 20 h
zu erkennen. Beide Methoden zeigten gute Ubereinstimmungen.

Farbungen der Hamozyten

In der Hdmatologie haben sich die Giemsa-Farbung, die May-Grinwald-Férbung und die
kombinierte May-Griinwald-Giemsa-Farbung (Synonym: Pappenheim-Farbung oder panop-
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tische Farbung) als Standardfarbungen etabliert. In der Pappenheim-Farbung entsteht, durch
eine Farbsalzbildung basischer Farbstoffbestandteile mit sauren Zelleiweil3anteilen, bzw.
sauren Farbstoffkomponenten mit basisch reagierenden Zellsubstanzen, eine fur viele Zell-
typen charakteristische Farbung. Mit dieser Farbemethode ist es mdéglich, Blutzellen so
anzufarben, dass alle geformten Blutbestandteile eines getrockneten Blutausstrichs unter-
scheidbar werden. Die Farbungen wurden nach Pappenheim im Krankenhaus Diren in der
Klinik fir Hamatologie/Internistische Onkologie im klinisch zytologischen Labor im April 2006
unter der Leitung von Dr. Marianne Engels durchgefuhrt. Native H&molymphe mehrerer
Anodonten wurde per Expresssendung in 5 ml Polystryrolréhrchen verschickt. Ein kleiner
Teil dieser Farbungen ist in Kapitel 3.1.3, in den Abb. 48 bis 52 zu erkennen. Spatere Versu-
che diese Farbemethode anzuwenden fiihrten zu schlechteren Farbeergebnissen, jedoch mit
den gleichen qualitativen Aussagen. Artspezifische Unterschiede zwischen Anodonta cygnea
und Anodonta anatina konnten nicht gefunden werden.

2.4.3 Phagozytoseansatz mit Muschelh&mozyten

Die Methode der Messung der Phagozytoseaktivitdt konnte verbessert werden, indem statt
gelb-griin fluoreszierende Latexpartikel, purpurfarbene (crimson) fluoreszierende Latexparti-
kel eingesetzt wurden. Damit konnte eine simultane Bestimmung von Phagozytoseaktivitat
im Fluoreszenzkanal 4 und der Vitalitat durch Sytox-Green in Fluoreszenzkanal 1 erfolgen.

Herstellung der Bead-Suspension

Ein konstantes Latexpartikel (Bead) - Zellenverhéltnis von 100 zu 1 wurde eingestellt, um
gleiche Aufnahmebedingungen fir die Testansdtze auch im Vergleich zu Sdugerimmunzel-
len herzustellen. Das Einstellen der Bead-Suspension erfolgte mit Anodontenpuffer. Die
Messung der Beadsuspensionsdichte wurde mit dem Coulter Counter durchgefiihrt, indem
die Beadsuspension zuvor 1 zu 100 mit Anodontenpuffer verdinnt wurde. Die Messungen
erfolgten mit Isoton Il und einer 20 um Kapillaréffnung, einem Messvolumen von 50 pl und
einem Probenvolumen von 100 pl, welches zuvor in 10 ml Isoton |l gegeben wurde.

Zusammensetzung des Phagozytoseansatzes

Die Hd&mozytenzahl wurde durch Ausz&hlung in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt, da nur
vitale Zellen potenziell zur Phagozytose beféhigt sind (siehe Kap. 2.4.1.1). Aus den Vorte-
stungen, deren Ergebnisse in Kapitel 3.1.6.1 bis 3.1.6.3, dargestellt wurden, ergab sich, dass
der Testansatz optimal mit 50000 vitalen Hamozyten funktioniert. Ein Parallelansatz mit 3 bis
4 Replikaten kann in der Regel aus einer Muschel generiert werden (siehe Kap. 3.1.2).
Durch das ausgepragte Adhéasions-und Aggregationsverhalten der Hamozyten wurde die
Ha&mozytenzahl direkt vor der Inkubation mit den Beads bestimmt. Es wurde ein Hdmozy-
ten/Bead-Verhéltnis von 1 zu 100 in 5ml Polystyrol-Réhrchen auf ein Gesamtvolumen von
500 pl im Testansatz eingestellt, damit die Beadaufnahmewahrscheinlichkeit im Testansatz
Uber die Einhaltung gleicher Volumina mdglichst konstant gehalten wurde. Der Testansatz
sollte in Polystyrolréhrchen erfolgen, da diese die Adhé&sionsfahigkeit der Hdmozyten tber
langere Versuchszeiten herabsetzen (siehe Kapitel 3.1.5) und zu ausreichend hohen Ereig-
niszahlen im Durchflusszytometer flhren.
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Vorlage des errechneten Volumens an Anodontenpuffer

+ Volumen der Hamolymphe, das 5 x 10* Hamozyten enthalt.

+ Volumen der 1 zu 100 verdiinnten Beadsuspension, die 5 x 108 Beads enthilt.
Summe: 500ul Testansatz

Nach jeder Zugabe sollte der Testansatz fir 5 s bei 2500 U/min auf dem Handschittelgerat
durchmischt werden.

Beispielrechnung: Die vitale Hdmozytendichte betrdgt 500000 /ml, d.h. man benétigt 100 ul
Hamolymphe fiir 50000 Hadmozyten. Die Beaddichte einer 1 zu 100 Verdiinnung = 5 x 108/
ml, d.h. man benétigt 10 pl der verdiinnten Beadsuspension. Das Volumen an Anodonten-
puffer errechnet sich aus 500 pl — 100yl Hamolymphe — 10 yl Beadsuspension = 390 pl.

Ha&molymphen mit einer Hadmozytenzahl geringer als 110000 Ha&mozyten/ml kénnen mit
diesem Testansatz nicht bericksichtigt werden, da das Eigenvolumen der Hamolymphe
keine weiteren Anteile im Testansatz zuldsst. Eine direkte Aufkonzentrierung der Hdmozyten
durch Zentrifugation erweist sich als problematisch, da die Adh&sionfahigkeit einem Zeitver-
lauf folgt. Vorherige Behandlungen der Hamozyten kénnen zu Verdnderungen der Phagozy-
toseleistung fuhren.

Versuchsbedingungen

Die Inkubationszeit betrug 20 h. Mikroskopische Beobachtungen zeigten, dass ausreichende
Phagozytoseleistungen der Hdmozyten nach 20 h Inkubation erreicht werden (siehe Abb. 53-
56 in Kap. 3.1.3). Das Adhasionsvermdgen der Hamozyten ist nach dieser Zeit ausreichend
verringert, um durchflusszytometrisch mit hohen Ereigniszahlen messen zu kénnen (siehe
Kap. 3.1.5). Auf die Kinetik von Adhéasion und Phagozytoseaktivitdt wird in Kapitel 3.1.6.4
eingegangen. Hadmozyten von Entenmuscheln aus unterschiedlichen Halterungsbedingun-
gen zeigten bei einer Versuchstemperatur von 25 °C die beste Phagozytoseaktivitat (siehe
Abb. 86 in Kap. 3.1.6.7). Diese Temperatur wurde einheitlich als Versuchstemperatur ge-
wahlt. Um eine gleichmélige Aufnahmewahrscheinlichkeit der Beads fur die Hdmozyten zu
gewahrleisten und eine Sedimentation von Latexpartikel zu verhindern, wurde eine Schiittel-
bedingung von 150 U/min bei einer kreisférmigen Auslenkung von ca. 1cm Radius gewahlt.
Die Messungen wurden, sofern es die Hamolymphgewinnung zulief3, mit mindestens drei
Replikaten pro Individuum durchgefihrt.

2.4.4 In vitro-Hemmversuche mit Muschelhdmozyten

Um genldgend Hamozyten fir Hemmversuche zur Verfiigung zu haben, kann Mischhdmo-
lymphe aus den Einzelhdmolymphen von Individuen aus der Laborhélterung hergestellt
werden. Die Hdmozytenzahl ist erneut zu bestimmen und liegt in der Regel niedriger als der
Mittelwert der Hamozytenzahlen der Einzelhdmolymphen, da es zu verstarkten Adhéasions-
und Aggregationsverhalten in der Folge einer Interimmunreaktion der Mischhdmolymphe
kommt. Zuséatzlich zum Testansatzvolumen kénnen 125 ul Probe oder ReferenzsubstanzI6-
sung gegeben werden. Die Probe wurde dadurch 1 zu 5 mit dem Testansatz verdinnt (125
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Ml in 625 pl), die Negativkontrollen wurden mit 125 yl Aqua bidest. aufgefillt. Durch die
Verdinnung des Testansatzes mit Aqua bidest. entstand keine signifikante Abnahme der
Phagozytoseeigenschaften im Testansatz. Bei den Testungen mit Pharmazeutika, PAK und
PCB wurde Ethanol als L&slichkeitsvermittler eingesetzt. Die Probenkonzentration des Etha-
nols betrug jeweils 1% und hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Negativkontrollen. Da
das Niveau der Phagozytoseaktivitdt der Negativkontrollen durch unterschiedliche Zusam-
mensetzungen der Mischhdmolymphen variieren konnte, hat es sich bewéhrt, die Hemmwir-
kungen relativ zu den Negativkontrollen anzugeben. Sigmoidale Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen konnten durch ein 4-parametrisches logistisches Modell in Sigma-Plot
9.0 mit 100 Iterationsschritten beschrieben werden.

Die allgemeine Gleichung dieses Modells lautet:

fx)=—2 4D

<&

Abb. 27: 4-parametrisches logistisches Modell zur Berechnung von Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen.

A= Differenz aus maximalen und minimalen Messwert; B= Steigung am Testmittelpunkt; C=
Konzentration am Testmittelpunkt (ECso); D= minimaler Messwert; x= Konzentration der
Referenzsubstanz.

Direkt aus der Funktionsgleichung kann der ECso-Wert ermittelt werden. Sichere Nachweis-
grenzen stellen die EC,,-Werte dar, da die prozentualen Variationskoeffizienten im Dreifach-
ansatz um 8% liegen und bei einer Normalverteilung der Daten Uber 95% der Daten inner-
halb von 2 Standardabweichungen um den Mittelwert streuen (Messunsicherheit nach DIN
1319). Durch zytotoxische Wirkungen in bestimmten Konzentartionsbereichen der getesteten
Substanzen, war es nicht immer méglich 10000 Ereignisse zu erfassen und abzuspeichern.
Die Ergebnisse der Hemmversuche sind den Kapiteln 3.2.2 bis 3.2.4 zu entnehmen.

2.4.5 Vorbereitung der Testanséatze fur die durchflusszytometrische Messung

Um Anlagerungen von Latexpartikeln an Hdmozyten nicht als Aufnahmen von Latexpartikeln
zu messen und auch eine getrennte Bestimmung von Hamozyten aus Aggregaten zu ge-
wahrleisten, mussten die Aggregationen vereinzelt werden. Vereinzelungsvarianten durch
Ultraschallbehandlungen sind gescheitert, doch wurden gute Ergebnisse mit einer Testan-
satzvorbehandlung mit Trypsin EDTA-L6sung erzielt (siehe Kap. 3.1.6.6). Die Behandlung
der Testanséatze erfolgte in 5 ml Polystyrolréhrchen. Zum Testansatz wurden fiir 2 min 100 pl
Trypsin EDTA-L6sung gegeben und durchmischt, die Inkubation erfolgte bei Raumtempera-
tur. Das Abstoppen der enzymatischen Reaktion erfolgte durch Zugabe von 300 pl 10%ige
FBS-L6sung. AnschlieBend wurde der Ansatz fur 5 s auf dem Handschittelgerat bei 2500
U/min durchmischt.
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Testansatzvorbehandlung

500 ul Testansatz (Hamolymphe, Latexpartikel, Anodonten-Puffer)

+ 100 pl Trypsin/ EDTA fur 2 min bei RT und jeweils 2-3 x fur 5 s auf dem Handschut
telgerat bei 2500 U/min durchmischen

+ 300 pl 10% FBS in Anodonten-Puffer (5s bei 2500 U/min durchmischen, 5 min Inku
bation bei RT)

Nach Beendigung der Trypsinierung erfolgte eine Weiterbehandlung der Testanséatze auf
Eis, um weitere Anlagerungen und Adhasionen zu minimieren. Die Testansatze wurden bei
350 x g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Dekantieren und an-
schliefendes vorsichtiges Absaugen mit der Pipette verworfen. Das Pellet wurde in 300 pl
Anodonten-Puffer durch 5maliges Einsaugen und Ausstof3en mit einer Pipette resuspendiert.
AnschlieRend wurde der Testansatz fir 5 s auf dem Handschittelgerat bei 2500 U/min
durchmischt und war fiir eine durchflusszytometrische Messung der Phagozytoseaktivitat
vorbereitet.

Vitalitatsfarbung der Muschelhamozyten mit Sytox-Green

Analog zur Farbemethode mit Propidiumjodid (siehe Kap. 2.2.4) kann eine Farbung der
Ha&mozyten mit Sytox-Green, einem nicht membrangéngigen DNA-Fluoreszenzfarbstoff,
erfolgen. Die Messung von nekrotischen Zellen erfolgt hingegen im Fluoreszenzkanal 1. Eine
100 pM Sytox-Green Ldsung in 100% DMSO wurde kurz vor Gebrauch mit Anodontenpuffer
auf eine 1yM Sytox-Green Lésung in 1 % DMSO verdiinnt. Das nach der Zentrifugation
erhaltene Pellet des Testansatzes kann mit 300 pl der 1uM Sytox-Green Farbelésung in 1%
DMSO durch 5maliges Einsaugen und Ausstolien mit einer Pipette resuspendiert werden.
AnschlieBend wurde der Testansatz fur 5 s auf dem Handschuttelgerat bei 2500 U/min
durchmischt. Die Farbung sollte fir mindestens 15 min bei Raumtemperatur erfolgen, eine
Verschiebung der nekrotischen Anteile findet innerhalb einer Standzeit von 3 Stunden nicht
statt. Die Stammlésung des Sytox-Green wurden dunkel und kiihl bei 4 °C aufbewahrt und
erst vor dem Gebrauch aufgetaut. Beide Vitalitatsfarbungen wurden an Muschelhdmozyten
nach der Einwirkung von NiCl, gegenlber gestellt, die Ergebnisse sind dem Kapitel 3.1.7 zu
entnehmen.

Optionale Testansatzvorbehandlung bei kiirzeren Messintervallen

Eine zusétzliche Aufreinigung der Hdmolymphe kann durch Filtration durch eine Polyamid-
Gaze erfolgen (Maschenweite 20 ym). Der Testansatz kann durch die Gaze mittels einer
Spritze gedrickt werden und in 5 ml Polystyrolréhrchen aufgefangen werden. Es konnten so
grélere Trimmer und Aggregationen von Zellen, die eine durchflusszytometrische Messung
gefahrden, minimiert werden. Diese Behandlung wurde bei Messintervallen unter 6 Stunden
eingesetzt, da hier der Anteil unspezifischer Anlagerungen erheblich gréf3er ist.

Eine Abtrennung der Latexpartikel und kleinerer Trimmeranteile konnte auch durch differen-
tielle Zentrifugation bei 250 x g mit 3%igem BSA erfolgen.
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2.4.6 Durchflusszytometrische Messung der Testansatze

Gerateeinstellungen

Der maximale Probeneinzug wurde auf ca. 80 pl/min justiert, die Messung dauerte 210 s.
Eine valide Messung fand statt, wenn von den 50000 eingesetzten vitalen Hdmozyten min-
destens 10000 im ZellgréRenbereich, unter chemisch unbelasteten Bedingungen, nach dem
Phagozytoseansatz gemessen werden konnten. Fir die Messungen mit der crimson fluores-
zierenden Partikelquelle, musste eine Zuschaltung des roten Anregungslasers bei 635 nm
erfolgen. Treshold und Compensation wurden auf 0 gesetzt.

Tab. 8: Grundeinstellungen fur die Messung von Phagozytoseaktivitdt und Vitalitdt von
Muschelhdmozyten

Detektor Voltage Amp Gain Mode (Ver-

starkung)
FSC E-00 1,50 Lin
SSC 310 1,00 Lin
FL 1 300 Log
FL 2 300 Log
FL 3 450 Log
FL 4 300 Log

Eine Auswertungsmaske mit Dotplot- und Histogrammdarstellungen wurde mittels Cell Quest
Pro erstellt.

2.4.7 Messung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) von Muschelh&mozyten
mit Phenolrot

2.4.7.1 Testprinzip zur Messung der ROS Produktion von Immunzellen

Fur die Messung der ROS-Produktion wurde ein mikrotiterplattenbasiertes Verfahren ge-
wahlt, welches einen noch effizienteren Probendurchsatz gewahrleistet. Die Immunzellen
wurden in die Kavitaten Uberfuhrt, und die extrazellulare ROS-Produktion wurde durch die
Oxidation von Phenolrot, einem Farbindikator angezeigt.

. S0aH
L
$) )
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Abb. 28: Strukturformel des Phenolrots
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Reaktive Sauerstoffspezies kénnen durch die unspezifische Meerrettichperoxidase eine
schnelle Oxidation des Phenolrots an den Hydroxylgruppen bewirken (Dehydrogenierungs-
reaktion), was zu einer Extinktionserh6hung des Phenolrots fluhrt (siehe Abb. 29). Die Extink-
tion des oxidierten Phenolrots ist Giber das Lambert-Beersche Gesetz proportional zu dessen
Konzentration [64]. Die Extinktionszunahme kann mit Kalibrationslésungen einer bestimmten
Stoffmenge an Radikaldquivalenten zugeordnet werden und erlaubt eine Umrechnung in
ROS-Produktionsraten pro Zeiteinheit.

Reaktionsbeispiel: Phenolrot + nH,0, - oxidiertes Phenolrot + mH,O

— —2,2 ymol Wasserstoffperoxid ——4,4 umol Wasserstoffperoxid
—¢— 8,8 ymol Wasserstoffperoxid —o— 17,6 ymol Wasserstoffperoxid
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Abb. 29: Absorptionsspektren und Extinktionszunahmen von Phenolrot durch unterschiedliche Was-
serstoffperoxidkonzentrationen im Testansatz.

Primar wird durch die Phenolrotmethode die Generierung von Wasserstoffperoxid nachge-
wiesen, doch kénnen Superoxidanionen entweder spontan oder durch die Wirkung der
Superoxiddismutase (siehe Kap. 1.2.4.2) zu Wasserstoffperoxid umgesetzt werden [118].
Damit ist die Phenolrotmethode in der Lage auch einen Teil der Superoxidanionen zube-
stimmen. Dieses Verfahren wurde trotz seiner pH-Empfindlichkeit gewahlt, da es schnell,
kostengiinstig und vor allem kontinuierlich reaktive Sauerstoffspezies anzeigen kann. Von
einem toxischen Einfluss des Phenolrots in den verwendeten Konzentrationsbereichen ist
nicht auszugehen da Phenolrot seit Jahrzehnten einen Einsatz in vielen Zellkultivierungen
findet. Die Nachweisgrenze fiir H,O, im Phenolrotansatz liegt bei 1 nmol/ml [64].

Andere gangige Radikalnachweismethoden, z.B. mit Luminol erlauben nur im basischen
Milieu luminometrische Messungen, d.h. die ROS-Produktions-Kinetik hatte durch bestimmte
Intervallmessungen rekonstruiert werden missen, was einen hdéheren Immunzellenbedarf
zur Folge hatte.
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2.4 Methoden mit Muschelhamozyten

Methodenanpassung auf Anodontenhamolymphe

In Anlehnung an die Phenolrot-Methode von R. K. Pipe von 1990 zur Messung der ROS-
Produktion von Miesmuschelhdmozyten [65] wurde eine Methode getestet, die eine Produk-
tion von Sauerstoffradikalen bei Anodontenh&dmozyten bestimmen kann.

Herstellung der Phenolrot-Stocklésung

Die Testkonzentration flir Phenolrot von Pipe betragt 0,28 mmol/l. Der Testansatz mit Ano-
dontenhdmolymphe setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Tab. 9: Zusammensetzung des Testansatzes der ROS-Messung von Anodontenhamozyten

Testansatzkomponenten

Hamolymphe + Puffer =200 ul
Meerrettichperoxidase =20 pl
Phenolrotlésung =80 ul

Es ergibt sich ein Testansatzvolumen von mindestens 300 pl. Die Stammkonzentration der
Phenolrotlésung ist folglich 300ul / 80pl fach héher zu wéhlen als die Testkonzentration aus
[65].

0,28 mM x 300 pl / 80ul = 1,05 mmol/l
M (Phenolrot) = 354,38 g/mol
nxM=m=1,05mmol/l x 354,38 g/mol = 372 mg/I

Die Stocklésung wird 10fach konzentrierter in Anodontenpuffer angesetzt und direkt vor dem
Gebrauch 1 zu 10 in Anodontenpuffer verdinnt.

Herstellung der Peroxidase-Stocklésung

Eine Peroxidase Losung (1 mg Peroxidase pro ml Anodontenpuffer) wurde a 0,5 ml aliquo-
tiert und konnte bis zur Verwendung bei -20 °C fir mehrere Wochen eingefroren werden. Bei
Bedarf wurde ein Aliquot aufgetaut, und es erfolgte eine 1/16 Verdinnung in Anodonten
Puffer als Gebrauchslésung.

2.4.7.2 Bestimmung des Arbeitsbereiches der Phenolrotmethode

Um den Arbeitsbereich der Phenolrotmethode zu bestimmen wurden Wasserstoffperoxid-
kalibrationslésungen hergestellt und im Mikrotiterplattenansatz gemessen. Eine 30%ige
H20,-Lésung wurde mit Anodontenpuffer auf die Verdinnungstufen 1 zu 1, 1 zu 10, 1 zu 15
und 1 zu 25 verdinnt. 100pl der H,O,-Verdinnungen wurden in 1 zu 2 Verdinnungsreihen
im Doppelansatz auf der Mikrotiterplatte mit Anodontenpuffer verdiinnt.
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2.4 Methoden mit Muschelhamozyten

Tab. 10: Zusammensetzung der Testansatze der Kalibrationsmessungen mit H,O,

Testansatzkomponenten

H,0,-L&sung + Puffer =200 pl
Meerrettichperoxidase =20 pl
Phenolrotlésung =80 ul

Nach der Zugabe der Phenolrotiésung werden die Kavitdten 3 x mit einer 200 pl Pipette
durchmischt und bei 25 °C inkubiert. Die Messung erfolgten nach einer Standzeit von 100
min (um eine vollstdndige Oxidation des Phenolrots zu gewahrleisten) bei 595 nm photome-
trisch.

M(H20,) = 34,01 g/mol

n =m/M= 30g /34,01 g/mol = 0,8821 mol
0,8821 mol entsprechen 100 ml

0,8821 mmol entsprechen 100 pl.

Die daraus resultierende Testansatzkonzentration an H,O, konnte errechnet werden, und es
ergab sich ein linearer Arbeitsbereich fiir die Phenolrotmethode (siehe Abb. 88 in Kap.
3.1.8.1). Aus diesem Zusammenhang konnten die ROS-Produktionen der Andontenhdmozy-
ten in H,O,-Radikaldquivalente umgerechnet werden. Durch die Sdurewirkung des H,0; ist
der lineare Zusammenhang zwischen der H,O,-Konzentration und der Extinktion des Phenol-
rots nur in bestimmten Konzentrationsbereichen linear.

2.4.7.3 Stimuliversuche mit Mischhamolymphe

Herstellung der Stimuli-Lésungen

e FITC-E. coli-Stimulus-L&sung
1 mg/ml FITC-markierte E.coli wurden in Anodontenpuffer gelést und bei -20 °C in der
Dunkelheit aufbewahrt. Bei Bedarf wurde die Lésung aufgetaut.

e Latexpartikel-Stimulus-Lésung
Die Latexpartikelldsung wurde auf 5 x 10° Partikel pro 30ul mit Anodontenpuffer ver-
dunnt.

e Ethanol-Stimulus
Verschiedene Ethanolkonzentrationen wurden in Testkonzentrationen zwischen
0,001 und 10% getestet.

Mikrotiterplattentestansatz

Die Hadmolymphgewinnung erfolgte bei den Entenmuscheln aus dem vorderen SchlieBmus-
kel (siehe Kap. 2.3.6). Ein Hd&molyphmphvolumen, welches 50000 vitalen Hdmozyten ent-
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sprach, wurde in die Kavitaten der Mikrotiterplatte tberfiihrt und auf 200 pl mit Anodonten-
Puffer aufgefillt. Die Hdmozyten wurden fir 2h bei 25 °C in der Dunkelheit in den Kavitaten
belassen, bevor ein Stimulus in die Kavitdten zugegeben wurde.

Tab. 11: Zusammensetzung der Testansatze der Stimuliversuche

Testansatzkomponenten

Hamolymphe + Puffer =200 pl
Meerrettichperoxidase =20l
Phenolrotlésung =80 pl
Stimulus =30 ul

Nach der Zugabe des Stimulus wurden die Kavitaten 3 x mit einer 200 pl Pipette durchmischt
und bei 25 °C inkubiert. Die Messung erfolgte dann nach Zugabe der Phenolrotiésung und
nochmaligem Durchmischen bei 595 nm photometrisch fir 4h in 15-minltigen Messinterval-
len. Die Ergebnisse sind dem Kapitel 3.1.8.3 zu entnehmen.

2.4.7.4 Schwermetallwirkungen auf die ROS-Produktion von Muschelhamozyten

Eine Ausgangskonzentration der Schwermetalle von 1 mol/l wurde mit bidest. Wasser her-
gestellt und anschlielend in einer Verdiinnungsreihe mit dem Verdiinnungsfaktor von 1 zu
10 bis zu einer Konzentration von 10® mol/l verdiinnt. Im Mikrotiterplattenansatz kamen 7
unterschiedliche Verdinnungsstufen um den ECso-Wert der Phagozytosehemmung (siehe
Kap. 3.2.2) zum Einsatz.

Mikrotiterplattentestansatz

Die Hdmolymphgewinnung erfolgte bei den Entenmuscheln aus dem vorderen SchlieBmus-
kel (siehe Kap. 2.3.6). Es wurde Mischhdmolymphe mit einem Volumen von ca. 15 ml gene-
riert und die vitale Hdmozytenzahl mit der Trypanblau Neubauerz&hlung bestimmt. Ein Ha-
molymphvolumen, welches 50000 Hdmozyten entspricht, wurde in die Kavitaten der Mikroti-
terplatte tberfiihrt und auf 200 yl mit Anodonten-Puffer aufgefillit.

Tab. 12: Zusammensetzung der Testansétze der Schwermetallversuche

Testansatz ‘ Negativkontrolle ‘ Blindprobe

Hamolymphe + Puffer Ha&molymphe + Puffer Puffer

=200 pl = 200 pl =200 |
Meerrettichperoxidase Meerrettichperoxidase Meerrettichperoxidase

=20 pl =20 ul =20 ul
Schwermetalllésung Aqua bidest. Schwermetalllésung

= 30 pl =30 pl =30 ul

Phenolrotlésung Phenolrotlésung Phenolrotlésung
= 80 ul = 80 pl = 80 ul

Jede Konzentration der Schwermetalle wurde im Doppelansatz getestet. Nach der Zugabe
der Schwermetallldsung wurden die Kavitaten 3 x mit einer 200 ul Pipette durchmischt und
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bei 25 °C inkubiert. Die Messung erfolgte nach Zugabe der Phenolrotldsung und nochmali-
gem Durchmischen bei 595 nm photometrisch. Es wurden Intervallmessungen im Abstand
von 30 min Uber eine Versuchszeit von 9 h und 30 min durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
dem Kapitel 3.2.5 zu entnehmen.

Blindprobe fiir NK

CH;HgCl
HgCl,
Cdcl,

Negativkontrollen

:-. © ::' v '.‘:‘ i }I ;I ¥ 1:

Konzentration

'-‘--I""-,1Ii‘ ':._I‘l. ¥ ": ¥ :‘ ¥ ;;“
Ay J i

L o 1,

L
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Abb. 30: Mikrotiterplattentestansatz der Phenolrotmethode in vitro unter Schwermetalleinfluss.

Bei den beiden hdchsten Schwermetallkonzentrationen von CH3;HgCI, HgCl, und der héch-
sten CdCl—Konzentration kam es zu Farbumschlagen des Phenolrots von rot nach gelb,
was durch entsprechende Blindproben auf einer weiteren Mikrotiterplatte beriicksichtigt
werden musste. Ein Kontrollversuch zur Peroxidase-Hemmung mit den getesteten Schwer-
metallkonzentrationen (nach EC 1.11.1.7) ergab, dass genligend Restaktivitdt bei allen
Schwermetallkonzentrationen zur Verfilgung stand, um Oxidationsprozesse zu katalysieren.
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2.4 Methoden mit Muschelhamozyten

2.4.7.5 Allgemeine Methode der Auswertung

Mit der Phenolrotmethode ist eine kontinuierlicher Nachweis der ROS-Produktion und eine
Umrechnung in Radikaldquivalente pro Zeiteinheit méglich. Die OD-Messwerte der Blindwer-
te wurden von den OD-Messwerten der Testansatze subtrahiert. Aus den OD-Differenzen
wurden die Differenzen zu den Folgewerten berechnet und in ymol H,O,-Radikaldquivalente
umgerechnet.

Beispiel:
ODTestansatz - ODBIindwerT= 01400 - 0,300 = 01100 = ODDiﬁerenzwert
ODDifferenzwerT 60 min ~ ODDifferenzwert 30 min = 07150 - 01100 = 01050 = OD Folgedifferenz

Aus den Folgedifferenzwerten konnte aus der linearen Beziehung zwischen H,0,-
Konzentration und der ODsgs (siehe Abb. 86 in Kap. 3.1.8.1) die stiindliche Radikalproduktion
in H,O»-Radikalaquivalenten errechnet werden.

Stoffmenge H;O, / h = OD foygedifierenz / 0,01146 x 2 =0,050 / 0,01146 x 2 ymol/h = 8,726
pumol/h

Die Radikalproduktion konnte fir einen bestimmten Versuchszeitraum, z.B. 8 h summiert
werden und in Relation zu den Negativkontrollen gesetzt werden.

Neben dem Arbeitsbereich der Methode fiir H,O.-Radikaldquivalente (siehe Kap. 3.1.8.1),
wurden die Kinetiken der Radikalproduktionen von Einzel-und Mischhdmolymphe (Kap.
3.1.8.2 und 3.1.8.4) aufgenommen. Dabei konnte auch eine direkte Korrelation von Hdmozy-
tenzahl im Testansatz zur gemessenen ROS-Produktion in Zeitabhangkeit bis zu 16 h ge-
funden werden (siehe Kap. 3.1.8.2).

Aus Vorversuchen mit Wasserstoffperoxid und mit Anodontenhamozyten konnte abgeleitet
werden, dass auf einen Dextrose-Zusatz sowie die Verwendung der Stopplésung, wie sie in
[65] beschrieben wird, im Ansatz verzichtet werden kann (siehe Kap. 3.4.2 und 3.4.3). Eine
Erweiterung des Messbereichs fir H,O, kann zwar erfolgen [64], indem vor der Messung der
pH-Wert durch Zugabe von Natronlauge angehoben wird. Was aber bei den ROS-
Produktionen von bis zu 50000 Hamozyten im Testansatz fir bis zu 16 h nicht notwendig ist
(siehe Abb. 88 in Kap. 3.18.2) und den Versuchsaufwand und den Hamozytenbedarf erh6-
hen wiirde. Die ROS-Produktion an H,O, von 50000 Hamozyten im Testansatz ist zu gering
und wird sofort von der Merrettichperoxidase zur Oxidation des Phenolrots umgesetzt, damit
entstehen keine pH-Schwankungen, wie sie sich in vitro bei den héchsten Schwermetallkon-
zentrationen zeigten. Eine kontinuierliche Bestimmung der ROS-Produktion ist gegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-
Testverfahrens

3.1.1 Ergebnisse mit den Sdugerimmunzellen

3.1.1.1 Wachstum und Vitalitat der HL60-Zellen

Zur Etablierung eines In vitro-Testsystems zur Messung von Phagozytoseaktivitdten wurde
zunéchst eine Methode an einer Zellkultur entwickelt. Mit dieser Methode sollte anschlief3end
eine Anpassung an Muschelhdmozyten durchgefuhrt werden, die erfahrungsgemaf starke-
ren methodischen Einflissen unterliegen. Es wurde die humane Leukozytenzelllinie HL 60
aufgrund ihrer guten Wachstumseigenschaften in Suspensionskultur fir die Etablierung
eines In vitro-Testystems gewahlt.
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Abb. 31: Wachstumsverlauf einer HL 60—-Suspensionskultur Gber 14 d. Die Zellzahlbestimmungen
erfolgten mit dem Multisizer-3 Coulter Counter.

Es errechnet sich eine Verdopplungszeit von ca. 19,5 Stunden in der logarithmischen Wach-
stumsphase. Fir Phagozytosemessungen wurden nur HL 60-Zellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase verwendet. Mit zunehmenden Alter der Zellkultur ergaben sich durchfluss-
zytometrisch nach Propidiumjodidfarbung Verschiebungen im nekrotischen Anteil (siehe
Abb. 32 und 33).
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Abb. 32 und 33: Vorwartsstreulicht (FSC) und Fluoreszenzintensitat (FL3-H) von HL 60-Zellen nach
Propidiumjodid-Farbung aus der logarithmischen Wachstums- (links) und aus der Stagnationsphase
(rechts). Der nekrotische Zellanteil verschiebt sich von 7% aus der log-Phase auf 18% in der Stagnati-
onsphase. A = Trimmer mit DNA-Anteil, B = nekrotische Zellen, C = Trummer, D = intakte Zellen. Die
Darstellung erfolgte mit Cell Quest Pro.

3.1.1.2 Phagozytoseaktivitat von HL60-Zellen

Den HL 60-Zellen wurde fir die Bestimmung der Phagozytoseaktivitat eine Partikelquelle
von gleichbleibender Qualitédt angeboten. Fluoreszenzmarkierte Latexbeads mit einem mittle-
rem Durchmesser von nur 1 um wurden gewdahlt, da diese auch fiir Zellen geringer GréRRe
gut zu phagozytieren sind und somit auch Mehrfachaufnahmen fiir eine weitere Differenzie-
rung der Phagozytoseleistung mdglich sind. Zellen, die fluoreszenzmarkierte Latexpartikel
aufgenommen haben, erzeugen im Durchflusszytometer proportional zur Aufnahmeleistung
ein Fluoreszenzsignal (siehe Abb. 8 und Abb. 9 in Kap. 2.1.1).

Abb. 34: Beispiel einer fluoreszenzmarkierten Latexpartikelaufnahme einer phagozytoseaktiven HL
60-Zelle, nach 4h Phagozytoseprozess. Der mittlere Zelldurchmesser der HL 60-Zellen betrdgt 15 ym.
Der griine Pfeil weist auf einen fluoreszenzmarkierten Latexpartikel.
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Messung und Berechnung des Phagozytoseanteils

Durch die Phagozytoseaktivitét der Zellen kommt es zu einer Verschiebung des phagozyto-
seaktiven Anteils der Zellen an der Gesamtzellzahl mit zunehmender Versuchszeit.
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Abb. 35, 36 und 37: Zunahme des Anteils an fluoreszenten Zellen durch Phagozytoseaktivitat in
Abhéngikeit von der Versuchszeit. Die Abbildungen zeigen Dotplotdarstellungen von HL 60-Zellen mit
Fluoreszenzintensitdten zu den Zeitpunkten 90 min,180 min, 360 min von links nach rechts. Die
Darstellung erfolgte mit Cell Quest Pro, x-Achse Vorwartsstreulicht (FSC) als relatives Mal} fur die
Zellgrolde, die y-Achse zeigt die Fluoreszenzintensitat (FL1-H).

Die Berechnung des Phagozytoseanteils erfolgt nach:

Anzahl der fluoreszenten Ereignisse in ZellgréRe (PE)
Gesamtereigniszahlin ZellgroRe (GE)

Phagozytoseanteil in % = x 100 %

Messung und Berechnung der Phagozytoseleistung

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Fluoreszenzintensitaten der Zellen genauer aufzulésen
und damit die Aufnahmeleistung an Partikeln zu errechnen.
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Abb. 38: Fluoreszenzintensitdten von HL 60-Zellen nach 240-minitigem Phagozytoseprozess mit
fluoreszierenden Latexpartikeln. x-Achse Fluoreszenzintensitat, y-Achse kumulative Haufigkeit der
gemessenen Ereignisse. Die Intervallgrenzen ermdéglichen die Berechnung der mitttleren Fluoreszenz-
intensitat der untergeordneten Aufnahmeklassen.
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Jeder Peak in der Grafik wird von Zellen verursacht, die eine unterschiedliche Anzahl an
fluoreszenzmarkierten Latexpartikeln aufgenommen hat. Da die Fluoreszenz der Zellen
proportional zur Anzahl der aufgenommenen Latexpartikel ist, kann aus der mittleren Fluo-
reszenzintensitét die Phagozytoseleistung errechnet werden.

Die Berechnung der Phagozytoseleistungen erfolgt nach:

Phagozytoseleistung (PE)  Mittelwert der Fluoreszenzintensitat aller fluoreszenten Ereignisse in ZellgréRe

in Beads/Zelle Mittelwert der Fluoreszenzintensitét der Ereignisse mit einem Latexpartikel

Die errechnete Phagozytoseleistung bezieht sich dabei auf fluoreszente, phagozytoseaktive
Ereignisse (PE), bzw. Zellen. Um Aussagen Uber die mittlere Aufnahmeleistung aller Immun-
zellen oder Gesamtereignisse (GE) treffen zu kénnen, muss zusatzlich der Phagozytosean-
teil in die Berechnung einbezogen werden.

Phagozytoseleistung (GE)  Phagozytoszeleitung (PE) in Beads/Zelle x Phagozytosenteil in %
in Beads/Zelle a 100 %

Die Phagozytosleistung bezogen auf die Gesamtereigniszahl (GE) zeigt die Phagozytoseak-
tivitdt der gesamten Zellpopulationen an. Hingegen betrachtet die Phagozytoseleistung,
bezogen auf die Positivereignisse (PE), nur den Ausschnitt der phagozytoseaktiven Zellen.
Auch integriert die Phagozytoseleistung (GE) als Messpara-meter bereits Verdnderungen
vom Phagozytoseanteil und der Phagozytoseleistung (PE).

Deshalb wurde die Phagozytoseleistung (GE) als bevorzugte Messgré3e der Phagozyto-
seaktivitdt verwendet. Bei den Abwasserversuchen kam die Phagozytoseleistung (PE) als
separater Messparameter zum Einsatz, da eine Bestimmung immunmodulierender Potenzia-
le nicht unbedingt die gleichzeitige Verdnderung von Phagozytoseanteil und Phagozytoselei-
stung voraussetzt (siehe Abb. 154 in Kap. 4.3.2.2). Die Verédnderung der Fluoreszenzintensi-
tat der Zellen und damit der Phagozytoseleistung folgt wie der Phagozytosenanteil einer
Kinetik. Beide Messparameter zeigten im untersuchten Zeitraum einen &hnlichen Verlauf
(Korrelation).
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Korrelation der Messparameter fir Phagozytoseaktivitat an HL60-Zellen
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Abb. 39: Lineare Korrelation der Messparameter Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung (GE)
von HL 60-Zellen mit 95 %igen Konfidenzintervallen bei 37 °C. Eine lineare Korrelation kann mit einer
Irtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,1% angenommen werden.

Beide Messparameter befinden sich in einem Versuchszeitraum von 0,5 bis 6 h in einer
linearen Anstiegsphase bei 37 °C. Temperatureinfliisse auf die Phagozytoseaktivitdt wurden
fur dieses Zeitintervall ermittelt (siehe Kap. 3.1.1.4).
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Abb. 40 und 41: Zeitlicher Verlauf der Messparameter Phagozytoseanteil (links) und Phagozytose-
leistung (GE) (rechts) von HL 60-Zellen bei 37 °C. Die Messungen erfolgten im Dreifachansatz, der
mittlere prozentuale Variationskoeffizient des Phagozytoseanteils betréagt 7% und der Phagozytoselei-
stung (GE) 12%.
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3.1.1.3 Kinetik der Fluoreszenzzunahme durch Phagozytoseakivitat von HL 60-Zellen

Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat und die Besetzung der einzelnen Aufnahmeklassen
folgt einem zeitlichem Verlauf, der auf der folgenden Abbildung zu erkennen ist.

kumulative Haufigkeit

Abb. 42: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzzunahme von HL 60-Zellen durch Phagozytoseaktivitat bei
37 °C.

Die einzelnen Aufnahmeklassen werden mit zunehmender Versuchszeit haufiger besetzt.
Auch findet eine Verschiebung der Klassenzusammensetzung zugunsten der Aufnahme-
klassen mit mehreren Latexpartikeln pro Hamozyt statt. Es wurde anschliel3end die Korrela-
tion der Messparameter Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung (GE) untersucht.
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3.1.1.4 Temperatureinfluss auf die Phagozytoseakivitat von HL 60-Zellen

B Inkubation bei 37 °C B lInkubation bei 30 °C O Inkubation bei 23 °C O Inkubation bei 4 °C

100 +
90 -

Phagozytoseanteil in %

Versuchsszeit in min

Abb. 43: Einfluss unterschiedlicher Versuchstemperaturen auf den Phagozytoseanteil in Zeitabhan-
gigkeit. Der mittlere prozentuale Vk bei einer Dreifachbestimmung und einer Versuchstemperatur bei
37 °C liegt bei 6%.

Eine Abweichung von der Versuchstemperatur fuhrt bei HL 60-Zellen zu einer drastischen
Verringerung der Phagozytoseanteile. Die HL 60-Zellen sind physiologisch optimal an 37 °C
angepasst und reagieren bei einer Verringerung der Versuchstemperatur empfindlich mit
Reduzierung ihrer Phagozytoseaktivitat.

3.1.1.5 Differenzierungsproblematik und Verwendung von P388-Mausmakrophagen

Die pramyeloischen HL 60-Zellen kénnen durch verschiedene Reagenzien in die Zelltypen
Granulozyten, Monozyten, makrophagenahnliche Zellen differenziert werden (siehe Abb. 11
in Kap. 2.2.1 und Kap. 2.2.6) und erlangen erst durch den Zusatz bestimmter Differenzie-
rungsstimuli ihre Phagozytoseaktivitat [119]. Nachdem die Messparameter erabeitet waren,
konnte nach Stimuliversuchen in der Diplomarbeit von Denise Spira [105] kein gleichbleiben-
des Ausgangsniveau der Phagozytoseaktivitat mit den HL 60-Zellen erreicht werden. Eine
Alternativmethode mit phagozytoseaktiven P388-Mausmakrophagen wurde entwickelt, auf
die die Messparameter erfolgreich Gbertragen werden konnten und auch In vitro Hemmver-
suche (siehe Kap. 3.2.1) durchgefiihrt wurden. Verschiedene Fragestellungen wurden mit
dieser adharenten Zelllinie, die auf Phagozytoseprozesse spezialisiert ist, bearbeitet. Auf
Probleme im Umgang mit beiden Zelllinien wird ebenfalls in [105] eingegangen.
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3.1.2 Hamolymphgewinnung aus Muscheln

Von Mérz 2005 bis Mé&rz 2007 wurden 438 Punktionen an Muscheln in der Rheinwasserhal-
terung durchgefiihrt. Die folgenden Abbildungen zeigen Punktionsvolumina und die vitalen
Hamozytenzahlen dieser Punktionen.
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Abb. 44 und 45: Punktionsvolumina (n=431) und vitale Hamozytendichten (n=388) von Enten-
muscheln aus der Rheinwasserhalterung. Der mittlere prozentuale Vk betragt fiir das Punktionsvolu-
men 54% und 56% fir die vitale Hdmozytendichte, die nach Trypanblaufarbung in der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt wurde.

Auf mdégliche Ursachen der erheblichen Schwankungen der Punktionsvolumina wird in Kap.
3.1.4.1 im Zusammenhang mit den Punktionsfolgen eingegangen. Die Variabilitat der vitalen
Hamozytendichten kann zumindest teilweise durch saisonale Schwankungen erklart werden
(siehe Kap. 4.4.2).

Vergleich Zahlung der Neubauer-Zahlkammer mit der Coulter Counter Messung

Zur Absicherung der Befunde in der vitalen Hamozytendichte gegeniiber methodenspezifi-
schen Fehlern wurde eine automatische Partikelzdhltechnik parallel ausgetestet. Diese
Methode bestimmt auch Zelltrimmer und Gewebebestandteile mit, doch wurde ein GréRen-
fenster zwischen 6-20 um gewahlt, in dem vorwiegend Hamozyten erfasst wurden (siehe
Abb. 57 in Kap. 3.1.3). In der Trypanblaufarbung wurden nur Hdmozyten mit einer intakten
Membran bestimmt, wobei Hadmozytenaggregationen bis zu einer Hadmozytenzahl von 3
berlcksichtigt worden sind.
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Abb. 46: Korrelation der Messergebnisse der Zellzahlbestimmungen nach Zahlung in der Neubauer-
zéhlkammer mit Trypanblaufarbung und Coulter Counter Messung (n=66). Eine signifikante Korrelati-
on kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,1 % angenommen werden (siehe Kap. 6.2)
Beide Methoden zeigten eine signifikante lineare Korrelation. Da nur vitale Hdmozyten zur
Phagozytose beféhigt sind, wurde die Zahlung in der Neubauerkammer als Grundlage fur die
Testansatze verwendet.

3.1.3 Zusammensetzung der Hamolymphe

Mikroskopische Untersuchungen ergaben, dass morphologisch mindestens 2 Subpopulatio-
nen der Hamozyten klassifiziert werden kénnen. Es handelt sich um kleinere granulére
Hamozyten und etwas gréRere agranuldre Hamozyten (7,5um gegeniber 11 uym mittlerer
Zelldurchmesser).
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Abb. 47: GréRenverhéltnisse von granuldren und agranuldren Hdmozyten nach mikroskopischer
Messung von ca. 100 Hamozyten aus 4 verschiedenen Individuen. Die mittlere prozentualen Variati-
onskoeffizienten betragen 21% fiir die granuldren Hdmozyten und 30% fir die agranuldren Hdmozy-
ten.
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

Die Grofienklassen korrelierten hdufig auch mit dem granuldren Anteil der Hadmozyten.
Durch eine Pappenheim-Farbungen der Hadmozyten erkennt man Unterschiede und auch
Ubergénge im Kernanteil und der Granularitat der Hadmozyten. Auch lasst sich das ausge-
pragte Aggregations- und Adhéasionsverhalten der Zellen erkennen.

Abb. 48- 52: Hdmozyten aus Anodontenhdmolymphe nach Pappenheim-Farbung

Durchflusszytometrisch waren die Unterschiede beider Hdmozytenpopulationen durch das
Vorwérts- und Seitwartsstreulicht nicht voneinander zu unterscheiden. Die Ubergénge zwi-
schen der granularen und agranuldren Form sind fiir diese Messtechnik zu flieRend, auch
findet man eine Uberlappung beider GréRenpopulationen (siehe Abb. 47 und 57). Granulére
und agranuldre Hamozyten sind zu hohen Aufnahmeleistungen an fluoreszenzmarkierten
Latexpartikeln befahigt, siehe folgende Abbildungsbeispiele:

Abb. 53-56: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von granuldren (links) und agranuldren (rechts)
Hamozyten nach 20 h Phagozytoseaktivitat mit einer fluoreszenzmarkierten Latexpartikeln.

Eine GréRenklassifizierung der Hamozyten konnte auch durch Coulter Counter Messungen
bestétigt werden, wobei jedoch die Anteile beider Hamozytensubpopulationen individuell
stark schwanken kénnen. Der hohe Trimmeranteil ist im GréRenbereich < 5 ym zu erken-
nen.
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Abb. 57: Beispiel einer Himozytengréf3enverteilung in Hamolymphe eine Stunde nach der Punktion
durch Coulter-Counter-Messung.
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

3.1.4 Punktionsfolgen

3.1.4.1 Degeneration des vorderen SchlieBmuskels

Durch den vermehrten Hadmozytenbedarf in der Methodenentwicklung und durch die ver-
gleichsweise geringen Hadmozytendichten bedingt waren Mehrfachpunktionen der Teichmu-
scheln in der Rheinwasserhalterung notwendig. Die dabei bendétigten Erholungsphasen von
3 Wochen fur eine vollstdndige Regeneration der Phagozytoseaktivitdt und der vitalen Ha-
mozytendichte (siehe Kap. 3.1.4.4) wurden bericksichtigt, doch kam es zu erheblichen
Degenerationserscheinungen des vorderen SchlieBmuskels nach Mehrfachpunktionen. Die
folgenden Abbildungen zeigen den Verlauf dieser Degenerationen.

Abb. 58: Intakter SchlieBmuskel vor Abb. 59: SchlieBmuskel nach
der Punktion zweifacher Punktion

= oW

i
Abb. 60: SchlieRmuskel nach Abb. 61: SchlieBmuskel nach
dreifacher Punktion vierfacher Punktion

Mittlerweile besteht allgemeiner Konsens, dass Hamozyten den Hauptbeitrag zur Verteidi-
gung gegen mikrobielle und parasitdre Angriffe leisten [26]. Durch das Absaugen der Hamo-
zyten bei der Punktion wird der Muschel die Mdéglichkeit genommen auf den Eintrag von
Pathogenen mit Wundverschluss und Immunantwort zu reagieren [25]. Es kommt zu grof3fla-
chigen Degenerationen des Muskelgewebes um die Einstichstellen. Auch weitere Punktio-
nen kénnen davon beeinflusst werden. Da das zur Verflgung stehende Muskelgewebe
kleiner wird und weniger Hamolymphe nachstrémen kann, erklart dies eine Reduzierung der
gewinnfdhigen Punktionsvolumina.

In der Rheinwasserhalterung war die Mortalitatsrate in den Wintermonaten héher, besonders
in den kalteren Monaten kam es in der Rheinwasserhélterung haufig zu Ausfallen der Ver-
suchstiere. Eine Versuchsgruppe von 43 Entenmuscheln wurde von KW 16 bis KW 52 im
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

Jahr 2006 im Mittel 3,7 mal unter Beriicksichtigung der minimalen Regenerationsintervalle
von 3 Wochen punktiert. 58% der Versuchstiere fielen in diesem Zeitraum fiir die Hamo-
lymphgewinnung aus und 47% waren nach der KW 52 verstorben.

3.1.4.2 Eintrag von Mikroorganismen in die Einstichstelle

Bei der Punktion des vorderen SchlieBmuskels entsteht durch den Eintritt der Kanile (9 =
0,6 mm) neben einer Lasion auch ein Eintrag von Mikroorganismen, da ein Teil des auf dem
Muskel sitzenden Biofilms in den Muskel gestanzt wird. Ein Plattierungsversuch bei 30 Grad
Celsius und einer Versuchszeit von 4 Tagen konnte dieses zeigen.

Abb. 62 und 63: Plattierungsversuch mit jeweils 100 yl Muskelabschabungssuspension vom vorderen
SchlieBmuskel von Anodonta anatina.

Abb. 64 und 65: Plattierungsversuch mit jeweils 100 ul Hdmolymphe aus dem vorderen SchlieBmus-
kel von Anodonta anatina.

Abb. 66: Kontroll-Plattierungsversuch mit 100 yl Anodontenpuffer
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

3.1.4.3 Vitalitatsabnahme der Hamozyten in der Primarkultur

Die Mdglichkeit, Hdmozyten in Priméarkultur zu nehmen, wurde getestet. Dazu wurde Hadmo-
lymphe von 7 Individuen bei Raumtemperatur in Dunkelheit aufbewahrt und die vitale Hamo-
zytendichte durch Zahlung in der Neubauer-Zahlkammer mit Trypanblaufarbung nach 3 und
6 Tagen bestimmt.
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Abb. 67: Ruckgang der vitalen Hdmozytendichte mit zunehmender Standzeit. Die Aufbewahrung der
Hamolymphen erfolgte dunkel bei 25 °C. Vor den Zellzahlbestimmungen wurden die Hdmolymphen
fur 3 s bei 2500 U/min geschuttelt. Die Vitalitdt wurde durch Doppelbestimmung nach Trypanblaufar-
bung in der Neubauer-Zéhlkammer ermittelt, der mittlere prozentuale Vk betragt 4%.

Die Abnahme der vitalen Hdmozytendichte ist bereits nach 3 Tagen zu erkennen, die mittlere
relative Hamozytendichte féllt auf unter 35% zur Ausgangsdichte, nach 6 Tagen wird noch
15% der Ausgangsdichte erreicht. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden weitere Versuche die
Hamozyten in Primarkultur zu nehmen, verworfen. Auch zeigte sich nach 6 Tagen ein erheb-
licher Riickgang der Phagozytoseaktivitat der Hdmozyten.
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Abb. 68: Riuckgang der Phagozytoseleistung nach 6 d Standzeit der Hdmolymphen.

Da die Vitalitdt der Hamolymphen stark herabgesetzt wurde, konnten Phagozytoseleistungen
nach 6 d nur von 3 Hamolymphen, mit ausreichender Hamozytenzahl, im Dreifachansatz
bestimmt werden. Die mittlere prozentuale Abweichung betrégt zum Zeitpunkt O Tage 7%
und zum Zeitpunkt 6 Tage 20%.
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

3.1.4.4 Bestimmung der Regenerationsfahigkeit der Messparameter Phagozytoselei-
stung und mittlerer vitaler Himozytendichte nach erfolgter Punktion

Um ein minimales Punktionsintervall benutzen zu kénnen, nachdem die Immunparameter ein
vergleichbares Niveau gegeniber dem Augangszustand besitzen, wurden die Messparame-
ter in verschiedenen Zeitabstanden nach der Punktion getestet.
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Abb. 69: Regeneration der Phagozytoseleistung. Dargestellt sind 56 Phagozytoseleistungs-
messungen von 11 Individuen nach einem Punktionsintervall von 3 Wochen. Der Mittelwert der Pha-
gozytoseleistungen der Erstpunktion betragt 9,0 Beads/H&dmozyt mit einem prozentualen Vk von 39%.
Der Mittelwert der Phagozytoseleistungen der Zweitpunktion betragt 8,5 Beads/Hamozyt mit einem
przentualen Vk von 53%. Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten keine signifikanten Unterschiede der
Phagozytoseleistung bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit < 5% gefunden werden.

Die Phagozytoseleistung ist im Abstand von 3 Wochen vollstandig regeneriert. Da Phago-
zytoseleistung und Phagozytoseanteil miteinander im chemisch unbelasteten Zustand kor-

relieren, ist von einer Regeneration der Phagozytoseaktivitdt auszugehen. Das Regen-
erationsintervall war auch ausreichend, um die vitalen Hdmozytendichten zu regenerieren.
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Abb. 70: Regeneration der vitalen Hamozytendichten. Dargestellt sind 22 vitale Hadmozytendichten
von 11 Individuen nach einem Punktionsintervall von 3 Wochen. Der Mittelwert der vitalen Hamozyten-
dichte betragt 5,27 x 10° Hamozyten/ml bei der Erstpunktion mit einem prozentualen Vk von 47%. Der
Mittelwert der vitalen Hadmozytendichte der Zweitpunktion betragt 5,53 x 10° Hamozyten/ml mit einem
prozentualen Vk von 32%. Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten keine signifikanten Unterschiede
der Phagozytoseleistung bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit < 5% gefunden werden.
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

3.1.5 Adhasionsverhalten der Hamozyten

Das Adhasionsverhalten der Hadmozyten direkt nach der Punktion wurde an Einzel- und
Mischhamolymphe aus 4 Individuen und an verschiedenen Materialien wie Polystyrol (PS)
und Polyethylen bei Raumtemperatur mit der Zahlung in der Neubauer-Zdhlkammer gete-
stet.

‘IEinzeIhémonmphe in PS OMischhamolymphe in PS B Einzelhdmolymphe in PE O Mischhdmolymphe in PE ‘
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Abb. 71: Adhésionsversuch mit Einzel- und Mischhdmolymphe an Polystyrol und Polyethylen. Die
Hamozytendichte wurde mit der Neubauer-Zdhlkammer nach Trypanblaufédrbung im Doppelansatz
bestimmt. Der mittlere prozentuale Vk betragt 8%.

Bereits nach 1h Versuchszeit hat die zdhlbare Hadmozytenzahl betrachtlich abgenommen
und fallt auf ein Niveau von unter 65% gegeniber der Ausgangsdichte unter allen Versuchs-
bedingungen. Nach 6 h Versuchszeit ist das Adhasionsverhalten stark ausgepragt, es wer-
den niedrigere Hdmozytendichten als nach 1 h gefunden. Zum Zeitpunkt von 24 h werden
meist héhere Hamozytendichten als zum Zeitpunkt nach der Punktion gefunden, was die
Geschwindigkeit des Adh&sionsverhaltens verdeutlicht. Wenige Minuten nach der Entnahme
ist schon ein Teil der Hdmozyten durch Adhé&sionen und Aggregationen nicht mehr zahlbar.
Nach 24 h wird in Polystyrolgefalien eine erheblich héhere Hamozytendichte gegenliber dem
Ausgangslevel als in Polyethylengefallen gemessen, was auf die geringere Adh&sionsfahig-
keit der Hamozyten zurlickzufiihren ist. Signifikante Unterschiede zwischen Einzel- und
Mischhamolymphe konnten in diesem Versuch nicht erfasst werden. Aus diesen Ergebnis-
sen lasst sich fur durchflusszytometrische Messungen ableiten, dass Polystyrolgefalie ge-
genuber Polyethylen zu bevorzugen sind und der Anteil der nachweisbaren Hamozyten erst
zwischen 6 und 24 h ein dhnliches Niveau wie direkt nach der Punktion erreicht, was bei den
vergleichsweise geringen Hamozytendichten der Entenmuscheln sich positiv auf statistische
Betrachtungen auswirkt (siehe Abb. 77 in Kap. 3.1.6.4).
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3.1.6 Methodische Einflisse auf die Phagozytoseaktivitat von Hamozyten

3.1.6.1 Relativer Einfluss einer Verdnderung der Hamozytenzahl auf die durchflusszy-
tometrische Messung

Verschiedene Hamozytenzahlen wurden im Testansatz mit Mischhdmolymphe getestet und
ausgewertet.

E 100000 Hadmozytenansatz
E50000 Hamozytenansatz
025000 Hamozytenansatz
012500 Hamozytenansatz
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Abb. 72: Relativer Einfluss einer Veranderung der Hdmozytenzahl gegeniiber 50000 Hdmozyten. Die
Messungen erfolgten an 9 Versuchstagen mit jeweils 3 Parallelbestimmungen (n=27). Die Mischha-
molymphe wurde aus insgesamt 60 Muscheln der Rheinwasserhalterung entnommen.

Mit zunehmender Hamozytenzahl steigen auch die nachweisbaren Ereigniszahlen fiir Nega-
tiv-, Positiv und Totalereignisse. Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung sind ebenfalls
von der Hadmozytenzahl im Testansatz abhangig, es findet von Hamozytenzahlen 12500 bis
50000 eine kontinuierliche Steigerung der Phagozytoseaktivitat statt. Erst bei 100000 Hamo-
zyten fallt die Phagozytoseaktivitdt unter das Level von 50000 Hadmozyten im Testansatz.
Die Phagozytoseeigenschaften lassen sich durch eine Erhéhung der Hdmozytendichte im
Testansatz nicht beliebig verstarken. Eine Hdmozytenzahl von 50000 im Testansatz zeigt
optimale Phagozytoseaktivitat bei einem vetretbaren Hdmozyteneinsatz, mit 150000 H&dmo-
zyten ist eine Dreifachbestimmung mdglich, ein Wert, der bei Punktionen nahezu immer
erreicht wurde (siehe Abb. 44 und 45 in Kap. 3.1.2).

Die Ursache fiur die Reduzierung der Phagozytoseaktivitét bei geringer Hdmozytenzahl sollte
in Folgeversuchen ermittelt werden. Eine mdgliche Ursache ist eine Variation des Seruman-
teils im Testansatz, der bedingt durch die Hdmozytendichte der Hdmolymphe im Testansatz
abnimmt. Der 12500 Hamozytenansatz zeigte die geringste Phagozytoseaktivitédt und wurde
daher im Vergleich mit doppelten Serumanteil getestet. Der zuséatzliche Serumanteil konnte
zellfrei durch Zentrifugation der Hdmolymphe gewonnen werden.
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3.1.6.2 Relativer Einfluss einer Erhdhung des Serumanteils (Opsonisierung) und zu-
satzlicher Verdopplung des Beadanteils auf durchflusszytometrische Messpa-
rameter im 12500 Hamozytenansatz

E 12500 Hamozytenansatz
012500 Hamozytenansatz mit gleichen zellfreien Hamolymphanteil opsonisiert
012500 Hamozytenansatz mit gleichem zellfreien Hamolymphanteil opsonisiert und doppeltem Beadanteil
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Abb. 73: Relativer Einfluss einer Verdnderung des Serumanteils und des Beadanteils im 12500
Hamozytenansatz. Die Messungen erfolgten an 3 Versuchstagen mit jeweils 3 Parallelbestimmungen
(n=9), die Mischhamolymphe wurde aus insgesamt 19 Muscheln der Rheinwasserhélterung entnom-
men.

Eine Erhdhung des Serumanteils flihrte zu einer geringfiigigen Erhéhung der Phagozytose-
leistung und des Phagozytoseanteils. Inhaltsstoffe im Serum scheinen eine opsonisierende
Wirkung zu besitzen und férdern Phagozytoseprozesse. Wesentlich starker fallt aber zusétz-
lich eine Verdopplung der zur Verfiigung stehenden Latexpartikel im Testansatz aus, was zu
einer mehr als 80 %igen Steigerung der Phagozytoseleistung fihrte. Da die Hdmozytendich-
ten starken Schwankungen unterliegen (siehe Abb. 45 in Kap. 3.1.2), sollten auch Einflluss-
mdglichkeiten des Serumanteils auf den 50000 Hadmozytenansatz weiterfiihrend beschrieben
werden.

- 105 -



3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

3.1.6.3 Relativer Einfluss einer Erhdhung des Serumanteils (Opsonisierung) und zu-
satzlicher Verdopplung des Beadanteils auf durchflusszytometrische Messpa
rameter im 50000 Hamozytenansatz

E 50000 Hdmozytenansatz
050000 Hamozytenansatz mit gleichem zellfreien Hdmolymphanteil opsonisiert

050000 Hamozytenansatz mit gleichem zellfreien Hamolymphanteil opsonisiert und doppeltem Beadanteil
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Abb. 74: Relativer Einfluss einer Verdnderung des Serumanteils und des Beadanteils im 50000
Hamozytenansatz. Die Messungen erfolgten an 3 Versuchstagen mit jeweils 3 Parallelbestimmungen
(n=9), die Mischhdmolymphe wurde aus insgesamt 33 Muscheln der Rheinwasserhélterung entnom-
men.

Eine Erhéhung des Serumanteils fihrte zu einer Verringerung der Phagozytoseleistung und
des Phagozytoseanteils. Eine zusatzliche Verdopplung der Latexpartikelkonzentration im
Testansatz konnte dieser Reduzierung zwar entgegen wirken, aber nicht vollstandig ausglei-
chen. Die Phagozytoseeigenschaften im 50000 Hamozytenansatz lassen sich durch eine
Erhéhung des Serumanteils und der Partikelkonzentration nicht steigern. Eine mdgliche
Ursache kann sein, dass bei zu hohen Serumanteilen der Fremdcharakter des umgebenden
Milieus nicht mehr ausreichend von den Hamozyten erkannt wird und sie ihre Phagozyto-
seaktivitdt zuséatzlich steigern lassen. Der 50000 Hamozytenansatz hat sich durch hohe
Phagozytoseaktivitidten (siehe Abb. 72 in Kap. 3.1.6.1) fiir weitere Kinetikuntersuchungen
bewahrt und wurde fiir alle Folgeuntersuchungen beibehalten.
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3.1.6.4 Kinetik von Phagozytoseaktivitat und Adhasion von Hamozyten

Die folgenden Abbildungen zeigen die Kinetik von Einzelhdmolymphe von Entenmuscheln
aus der Laborhélterung bei 21 °C zu verschiedenen Versuchszeitpunkten. Die Versuche
fanden bei 25 °C in Dunkelheit statt. Die Hdmozyten wurden jedoch vor der durchflusszyto-
metrischen Messung nicht trypsiniert.
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Abb. 75 und 76: Zeitlicher Verlauf der Messparameter Phagozytoseanteil (links) und Phagozytoselei-
stung (rechts) von Einzelhdmolymphe bei 25 °C aus der Laborhélterung untrypsiniert. Die Messungen
erfolgten im Dreifachansatz, der mittlere prozentuale Vk betréagt 5% fir den Phagozytoseanteil und
14% fir die Phagozytoseleistung.

Beide Messparameter nehmen bis zum Zeitpunkt von 20 h kontinuierlich zu, was auf die
Phagozytoseaktivitdt der Hamozyten zurlickzufihren ist. Auffallend ist der unterschiedliche
Anstiegscharakter von Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung. Besonders zu den

Zeitpunkten 1 und 2 h liegen die Phagozytose-

30000 - anteile relativ gesehen hoher als die entspre-
25000 | % chenden Phagozytoseleistungen, was z.B. durch
o unspezifisch angelagerte, aber noch nicht
é 20000 - aufgenommene Partikel bedingt sein kann. In den
(3 ersten Stunden ist das Adhé&sionsverhalten
L; 15000 _|} = — | besonders stark ausgepréagt (sieche Abb. 71 in
;100007 Kap. 3.1.5), was sich an der Anzahl der
c durchflusszytometrisch nachweisbaren Menge an
< 5000 | Ereignissen im Hamozytengrofienbereich zeigen
l&sst (siehe Abb. 77).
0

1 2 4 6 20 Die Anzahl der nachweisbaren Ereignisse wird
Zeitin h durch die Versuchszeit variiert. Mit zunehmender
Versuchszeit steigt der Anteil der nachweisbaren
Abb. 77: Kinetikverlaufe des Messparame- Ereignisse, was auf eine Reduzierung der Adhé-
ters Anzahl der Ereignisse in Hdmozytengro- . . T . ..
Re von Einzelhdmolymphe bei 25 °C aus der sions-und Aggregationsfahigkeit der Hamozyten
Laborhalterung untrypsiniert. Die Messungen zuriickzufilhren ist. Von 5 x 10* eingesetzten
erfolgten im Dreifachansatz, der mittlere Hamozyten im Testansatz kénnen erst nach 20 h

rozentuale Vk betragt 9%.
P gt=e mehr als die Halfte bestimmt werden. Zu den
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3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

Zeitpunkten 1 und 2 h ist gerade ein Fiinftel nachweisbar. Fir statistisch aussagefahigere
Messungen sind langere Versuchszeiten, z.B. 20 h vorzuziehen. Trypsinisierungen der
Testansatze fuhrten zu gleichmaRigeren Anstiegen der Messparameter Phagozytoseanteil
und und Phagozytoseleistung (GE) in kiirzeren Messintervallen (siehe Kap. 3.1.6.6) und
erhéhten auch den Anteil der bestimmbaren Ereignisse.

3.1.6.5 Temperatureinfluss auf die Phagozytosekinetik von Muschelhamozyten

Die im Testansatz verwendeten Hamozyten stammen aus Organismen, die an ihre Umge-
bungstemperatur angepasst sind. Um Temperaturadaptationseinflisse der Hamozyten in
ihrer Phagozytoseaktivitdt anzuzeigen, wurden Entenmuscheln aus unterschiedlichen Halte-
rungsbedingungen punktiert und die gewonnenen Hadmozyten bei 25 °C auf ihre Phagozyto-
seaktivitat getestet.

‘D7,8 °C Rheinwasser 011,2 °C Rheinwasser @ 15,0 °C Laborhélterung B21,2 °C Rheinwasser

6,00

5,00 T
4,00 _I_

3,00 -

2,00 -

1,00 +

Phagozytoseleistung (GE) in
Beads/Hamozyt

0,00

1 2 4 6
Versuchszeit in Stunden

Abb. 78: Einfluss der Halterungswassertemperaturen auf die Phagozytoseleistung. Pro Individuum
wurde ein Dreifachansatz zu den Zeitintervallen 1, 2, 4 und 6 h.gewahlt. Der mittlere prozentuale
individuelle Vk betragt 11%.

Der zeitliche Verlauf der Phagozytoseleistung zeigt, dass die Hamozyten von Entenmu-
scheln aus Halterungen mit héheren Temperaturen eine bessere Partikelaufnahme zum
gleichem Zeitpunkt bei der Versuchstemperatur von 25 °C besitzen, als Hamoyten von
Anodonten, die an niedrigere Temperaturen angepasst waren. Je ndher die Adaptationstem-
peratur an der Versuchstemperatur lag, desto besser waren die Phagozytoseleistungen.
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Die Qqo-Werte fir unterschiedliche Halterungstemperaturen, nach der RGT-Regel bei einer
Versuchszeit von 6h wurden nach folgender Formel berechnet. :

10/(T,-T.
PL (GE)y, (T2T2)

7| PL(GE)y,

Abb. 79: Formel der Qo-Wert Berechnung

Bei einer Halterungstemperaturédnderung von 7,8 °C auf 15 °C, errechnet sich ein Qo-Wert
von 1,91. Bei einer Halterungstemperaturédnderung von 11,2 auf 21,2 °C, errechnet sich ein
Qqo-Wert von 1,48. Auch bei einer konstanten Versuchtemperatur von 25 °C fir 6h Ver-
suchszeit, ist ein Einfluss der Halterungstemperaturen zu errechnen, der ausgeprégter in
niedrigeren Temperaturbereichen ist.

0O 7,8 °C Rheinw asser O 11,2 °C Rheinw asser

@ 15,0 °C Laborhalterung @ 21,2 °C Rheinw asser

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00
60,00
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 +
10,00 -

0,00

Phagozytoseanteil in %

1 2 4 6

Versuchszeit in Stunden

Abb. 80: Einfluss der Halterungswassertemperaturen auf den Phagozytoseanteil. Pro Individuum
wurde ein Dreifachansatz zu den Zeitintervallen 1, 2, 4 und 6 h gewahlt. Der mittlere prozentuale
individuelle Vk betragt 3%.

Der zeitliche Verlauf des Phagozytoseanteils verhalt sich analog zur Phagozytoseleistung.
Die Ergebnisse fiir die Messparameter Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung wurden
anschliefend Korrelationsanalysen unterzogen.
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3.1.6.6 Korrelation der Messparameter bei unterschiedlichen Halterungstemperaturen

Die Einfihrung der Trypsinisierung der Hdmozyten als Testansatzvorbehandlung flhrte unter
allen untersuchten Halterungsbedingungen zu einer guten Korrelation der Messparameter im
Versuchszeitraum von 6h.
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Abb. 81 und 82: Korrelation zwischen den Messparametern Phagozytoseanteil und Phagozytose-
leistung (GE) zu den Zeitpunkten 1,2,4 und 6h, bei einer Halterungstemperatur von 7,8 °C (linke Abb.)
und 11,2 °C im Rheinwasser (rechte Abb.).
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Abb. 83 und 84: Korrelation zwischen den Messparametern Phagozytoseanteil und Phagozytose-
leistung (GE) zu den Zeitpunkten 1,2,4 und 6h, bei einer Halterungstemperatur von 15 °C im Labor
(linke Abb.) und 21,2 °C im Rheinwasser (rechte Abb.).

Unter ungehemmten Bedingungen und unter Berlcksichtigung der Anstiegsphasen kann
sowohl der Phagozytoseanteil als auch die Phagozytoseleistung als Mal} fir die Phagozyto-
seaktivitdt genommen werden. Die einzelnen Korrelationen lassen sich auch durch eine
lineare Gesamtkorrelation beschreiben.

-110 -



3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

7,8 °C Rheinwasserhélterung
11,2 °C Rheinwasserhélterung
21,2 °C Rheinwasserhélterung
15,0 °C Laborhalterung
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Abb. 85: Korrelation zwischen den Messparametern Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung
(GE) zu den Zeitpunkten 1,2,4 und 6h, bei verschiedenen Halterungstemperaturen mit 95 %igen
Konfidenzintervallen. Eine Korrelation kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,1% ange-
nommen werden.

Neben der Halterungstemperatur der Entenmuscheln beeinflusst die Versuchstemperatur die
Phagozytoseaktivitdt und wurde deshalb als weitere methodische Einflussgréf3e untersucht.
Unabhéngig von den den untersuchten Haélterungstemperaturen kénnen Phagozytoseanteil
und Phagozytoseleistung unter unbelasteten Bedingungen als Mal fiir die Phagozytoseakti-
vitdt verwendet werden.
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3.1.6.7 Temperatureinfluss der Versuchstemperatur auf die Phagozytoseaktivitat von
unterschiedlich adaptierten Entenmuscheln

O Mischh@amolymphe von Anodonten aus der Rheinwasserhalterung (6,2 °C)
O Mischhamolymphe von Anodonten aus der Laborhalterung (21,0 °C)
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Abb. 86: Einfluss unterschiedlicher Versuchstemperaturen auf die Phagozytoseleistung von Misch-
hamolymphe aus Entenmuscheln unterschiedlicher Halterungsbedingungen. Die Mischhamolymphe
wurde aus je vier Individuen generiert. Jede Testbedingung wurde im Vierfachansatz nach 20h Ver-
suchszeit getestet, der mittlere prozentuale Vk betragt 8%.

In einem Temperaturbereich von 4 bis 25 °C Iasst sich eine Steigerung der Phagozytoseakti-
vitdt mit zunehmender Versuchstemperatur beobachten. Das Steigerungspotenzial der
Phagozytoseleistung ist bei den Hdmozyten, die von den Muscheln aus Laborhélterung bei
21 °C gegeniber der von Versuchtieren, die aus der Rheinwasserhalterung bei 6,2 °C stam-
men, wesentlich héher. Sie erreichen eine nahezu doppelt so hohe Phagozytoseleistung bei
25 °C. Bei 25 °C wurden die héchten Phagozytoseaktivitaten gefunden, diese Versuchstem-
peratur wurde fir Folgeversuche beibehalten. Bei fir Muscheln unphysiologischen 37 °C
bricht die Phagozytoseleistung beider Mischhamolymphen ein. Erneut zeigt sich, dass Mu-
scheln, die an eine hdhere physiologisch relevante Temperatur adaptiert worden sind, bes-
sere Phagozytoseaktivitdten aufweisen (siehe Abb. 78 und 80 in Kap. 3.1.6.5). Fir weitere
Versuche wurde daher bevorzugt Hdmolymphe von Entenmuscheln aus der Laborhélterung
bei 22 + 3 °C verwendet.
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3.1.6.8 Einfluss von generellen Versuchsbedingungen auf die Phagozytoseaktivitat
von Immunzellen

Aus den Kinetik- und Temperaturversuchen mit den unterschiedlichen Immunzellen haben
sich Versuchsbedingungen der Testansatze ableiten lassen, bei denen die Phagozytoseak-
tivitdt gut bestimmt werden kann. Um eine gleichméallige Verteilung der Latexpartikel im
Testansatz und damit eine gleichmallige Aufnahmeméglichkeit der Latexpartikel zu gewahr-
leisten, wurde wahrend der Inkubation eine moderate Schittelbedingung fir die Testansatze
gewahlt. Die Dichte der Latexpartikel betragt 1,055 g/cm®, so dass eine langsame Sedimen-
tation und damit heterogene Verteilung im Testansatz stattfinden wirde. Hingegen reagierte
die adhérente Zelllinie der P388-Mausmakrophagen auf Schittelbedingungen mit einer
Verminderung ihrer Phagozytoseaktivitét.

Tab. 13: Versuchsbedingungen unterschiedlicher Immunzellen im Phagozytoseansatz

Immunzellen Typus Versuchs- | Versuchs- Reaktions- Schuttel-
temperatur zeit gefal bedingung
Differenzierte | Suspensions- 37 °C 4h 1,5 ml PE- 150 U/min,
HL 60-Zellen kultur Eppendorfgefa | Rotation,
Auslenkung
1cm
Muschel- nativ in Sus- 25°C 20h 5 ml PS- 150 U/min,
hamozyten pension, nach Réhrchen Rotation,
Punktion Auslenkung
uberwiegend 1cm
adhérent
P388- Adhasions- 37 °C 3h 6-Well- Kein Schiit-
Mausmakro- kultur Mikrotiterplatte teln
phagen fur adharente
Zellen
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3.1.7 Vitalitatsergebnisse

Neben der vitalen Hamozytendichte nach der Punktion wurde der nekrotische Zellanteil nach
dem Phagozytoseprozess als weiterer Messparameter mit Propidiumjodid und Sytox-Green-
Farbungen an Muschelhdmozyten aufgenommen, um Aussagen Uber den Vitalitatsverlust
von Hamozyten treffen zu kénnen.
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Abb. 87: Ergebnisse der Vitalitdtsfarbungen von Mischhdmolymphe mit Sytox-Green und Propidium-
jodid (PJ) nach 20h Exposition von NiCl,. Die Messungen erfolgten im Dreifachansatz, der mittlere
prozentuale VK liegt zwischen 11 und 13%.

Die Vitalitatsfarbungen beider Methoden zeigen gréRere Schwankungen als die Vitalitatsfar-
bungen von Saugerimmunzellen. Der Auflésungsbereich féllt sehr gering aus und liegt zwi-
schen 7 und 27% Nekroseanteil. Durch das wesentlich inhomogenere Ausgangsmaterial
sind nekrotische Zellanteile an Muschelhdmozyten schwerer zu bestimmen. Die Sytox-
Green-Farbung kam jedoch in vivo bei den Abwasserexpositionen zum Einsatz (siehe Kap.
3.4).

-114 -



3.1 Ergebnisse zur Entwicklung und Validierung eines In vitro-Testverahrens

3.1.8 ROS-Produktion von Muschelhamozyten

3.1.8.1 Zusammenhang zwischen H,0,-Stoffmenge im Testansatz und der Extinktion in
der Phenolrotmethode

Wasserstoffperoxid ist die stabilste unter den reaktiven Sauerstoffspezies. Die unspezifisch
wirkende Meerrettichperoxidase, die zu den Oxidoreduktasen gehdrt, oxidiert das im Testan-
satz befindliche Phenolrot in einer Dehydrogenierungsreaktion (siehe Kap. 2.4.7); dabei wird
Wasserstoffperoxid zu Wasser umgesetzt. Die Oxidation des Phenolrots bewirkt eine lineare
Extinktionserhéhung.
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H,O,-Stoffmenge in umol im Testansatz

Abb. 88: Dargestellt sind die Esqgs-Werte bei Zugabe unterschiedlicher H,O,-Stoffmengen im Testan-
satz zwischen 0,55 pmol und 15 pymol mit 95 %igen Konfidenzintervallen. Es wurden 20 Stoffmengen
in diesem Bereich doppelt bestimmt, der mittlere prozentuale Vk betragt 0,7%. Die allgemeine Funkti-
onsgleichung fir diesen Zusammenhang lautet: Esgs = 0,01146 x xumol H,O, + 0,3117. Oberhalb des
getesteten Stoffmengenbereichs verliert die Methode durch die Saurewirkung des H,O,, welches
einen Farbumschlag des Phenolrots bewirkt, ihre lineare Korrelation.

Durch den linearen Zusammenhang zwischen Wasserstoffperoxidstoffmenge und Extinktion-
sanderung kann im Testansatz mit Muschelhdmozyten bei gleichbleibendem pH-Wert aus
der Extinktionsdnderung die Produktion an H,O,-Radikalaquivalenten pro Zeiteinheit errech-
net werden. Dabei ist die Radikalproduktion von der Versuchszeit und von der Hamozyten-
zahl im Testansatz abhéngig (siehe Abb. 89 und 90 in Kap. 3.1.8.2).

Eine Erweiterung des Messbereichs fur H,O, kann zwar bis auf 60 ymoll/l im Testansatz
erfolgen [64], indem vor der Messung der pH-Wert durch Zugabe von Natronlauge angeho-
ben wird. Doch zeigten sich lineare Korrelationen der Hdmozytenzahlen und der Versuchs-
zeit mit den Extinktions&nderungen bis zu einer Versuchzeit von 16 h (siehe Abb. 90 in Kap.
3.1.8.2). Da fiir Phenolrot keine toxischen Effekte nachgewiesen sind, kann so eine kontinu-
ierliche Messung der ROS-Produktion erfolgen.
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3.1.8.2 Kinetikverlauf der ROS-Produktion in Abhangigkeit von der Hamozytenzahl im
Testansatz

-
o

© = N W A O o N ® ©
umol H,0,-Aquivalente
pro h

V j o S8
el's S 5 o5 OO
UC = OOO C)O
N p; © © o [ gaNNoN— 19
n O AN QETmne T A\
S 55 @
O_D' ‘(\01'

Abb. 89: ROS-Produktionen von Mischhdmolymphe in pymol H,O,-Radikaldquivalenten mit unter-
schiedlichen Hadmozytenzahlen im Testansatz. Jede Bedingung wurde zweimal als Doppelansatz
getestet, der mittlere prozentuale Vk betragt 1,2%. Es wurde in 30-minltigen Intervallen Gber einen

Zeitraum von 19 h gemessen.

Mit einer Reduzierung der Hadmozytenzahl im Testansatz nimmt die Radikalproduktion ab.
Der Kontrollansatz mit Anodontenpuffer zeigte in den ersten Messintervallen einen geringfii-
gigen Ausschlag, was durch die Durchmischung des Testansatzes und den erhéhten Kontakt
mit dem Luftsauerstoff zu erklaren ist. Die Radikalproduktion nimmt mit zunehmender Ver-
suchszeit ab. 50000 Hadmozyten erzeugen eine gut quantifizierbare MessgréRe fur einen
langen Versuchszeitraum. Zum Zeitpunkt von 12 h Versuchszeit wird noch Uber 1 pmol
Radikalaquivalente pro h im Testansatz produziert. In der folgenden Abbildung wurde die
Linearitat der Radikalproduktion zur Hamozytenzahl im Testansatz und zur Versuchsdauer

dargestellt.
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Abb. 90: Mittlere ROS-Produktionen von Mischhdmolymphe in pmol H,O,-Radikalaquivalenten mit
unterschiedlichen Hdmozytenzahlen im Testansatz in den Zeitintervallen 0-4 h, 4-8 h, 8-12 h und 12-
16 h.

Die ROS-Produktion ist proportional zur Hdmozytenzahl pro Kavitdt und nimmt mit zuneh-
mender Versuchzeit kontinuierlich ab. Dabei liegt die Halbwertszeit der ROS-Produktion bei
4 h bei Raumtemperatur. Von 50000 Hdmozyten im Testansatz wurden im Mittel zwischen O
und 4 h ca. 5 yumol H,O.-Radikaldquivalente/h gebildet, zwischen 4-8 h ca. 2,5, zwischen 8-
12 h ca. 1,25 und zwischen 12 und 16 h ca. 0,625.

In weiteren Versuchen wurde die Stimulationsféhigkeit der ROS-Produktion der Hamozyten
gegenliber phagozytosefdhigen Partikeln untersucht, da bekannt ist, dass ein Teil der ROS-
Antwort von Muschelhdmozyten mit Phagozytoseprozessen assoziiert sein kann [120]. Es
wurden daher fluoreszenzmarkierte Latexpartikel und mit Fluoresceinisothiocyanat konjugier-
te E. coli-Bakterien als Stimuli in unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Neben diesen
Versuchsbedingungen zeigte sich, dass Ethanol im Testansatz zu einer Erhéhung der ROS-
Produktion fUhrt.
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3.1.8.3 Stimuliversuche mit der ROS-Produktion von Hamozyten
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Abb. 91: Relative Summen der ROS-Produktionen von Mischhdmolymphe in den ersten 4 h mit
unterschiedlichen Stimuli im Testansatz (Angaben bis auf EtOH als Testansatzinhalte). Der mittlere
prozentuale Vk betragt 3,0% pro Testbedingung.

Fur eine bessere Vergleichbarkeit der Stimuliwirkung wurden die Radikalproduktions-
summen flr die ersten 4 h ermittelt und prozentual auf die Negativkontrollen bezogen. Etha-
nol zeigte die starkste stimulierende Wirkung auf die ROS-Produktion von Muschelhdmozy-
ten, gefolgt von der stimulierenden Wirkung der Latexpartikel. Die relativ niedrige phagozyto-
seassoziierte ROS-Produktion kann durch eine langsamere Antwortmdéglichkeit der Zellen
bedingt sein, da die Phagozytoseprozesse bei Anodontenhdmozyten erst kontinuierlich einen
erhéhten Radikalbedarf intrazelluldr bewirken. Eine Aufnahme des Phenolrots kann ebenfalls
nur langsam erfolgen, so dass die primar erfasste Antwort die extrazellulare ROS-Produktion
von Hamozyten war.
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Abb. 92: Relativen Summen der ROS-Produktionen von Mischhdmolymphe in den ersten 2 h mit
unterschiedlichen Ethanol-Stimuli im Testansatz. Der mittlere prozentuale Vk betrdgt 3,3% pro Test-
bedingung. Die Messungen erfolgten mit 4 Replikaten.

In Nachmessungen zeigte sich, dass Ethanol die bestimmbare ROS-Menge bis zu einer
Testkonzentration von 10% konzentrationsabhéngig steigert. Da Ethanol eine denaturieren-
de Wirkung auf Membranproteine besitzt, kann die Membranpermeabilitdt der Hamozyten
verdndert worden sein. Ein zusétzlicher Nachweis intrazellularer ROS konnte nicht ausge-
schlossen werden.
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3.1.8.4 Kinetik der ROS-Produktionen von Einzelhdmolymphen ohne Stimulus aus der
Rheinwasserhalterung

Um die individuellen Schwankungsbreiten des Messparameters zu untersuchen, wurden 10
Entenmuscheln aus der Rheinwasserhélterung punktiert und die ROS-Produktion von jeweils
50000 Hamozyten in 30 minutigen Intervallen mit der Phenolrotmethode untersucht.
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Abb. 93: ROS-Produktionen von 10 unterschiedlichen Einzelhdmolymphen in pmol H,0,-
Radikal&quivalente mit unterschiedlichen Hamozytenzahlen im Testansatz aus der Rheinwasserhélte-
rung. Jede Einzelh&molymphe wurde als Dreifachansatz getestet, der mittlere prozentuale Vk betragt
1,7%. Es wurde in 30-minitigen Intervallen Uber einen Zeitraum von 19 h gemessen.

Insgesamt 8 von 10 Hamolymphen zeigten vergleichbare ROS-Produktionskinetiken, die
auch nach 6 h gut messbare Signalstarken um 1 ymol H,O,-Radikaldquvalente/h ergaben.
Zwei Einzelhdmolymphen zeigten mehr als doppelt so hohe Radikalproduktionen in den
ersten 6 h.
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3.2 Effekte von Umweltchemikalien in vitro

3.2.1 Effekte von Schwermetallen auf die Phagozytoseleistung von P388-
Mausmakrophagen

Da die Phagozytoseleistung bezogen auf die Gesamtzellzahl, teilweise den Phagozytosean-
teil als MessgréRRe integriert, wurden die Schwermetallwirkungen prozentual auf die Phago-
zytoseleistung der Negativkontrollen bezogen. Die folgende Abbildung zeigt Beispiele fir die
Unterschiedlichkeit der konzentrationsabhdngigen Wirkungen von Schwermetallverbindun-
gen. Die Konzentrationen sind als Probenkonzentrationen aufgetragen.
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Abb. 94: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von Schwermetallen auf die Phagozytoseleistung von
P388-Mausmakrophagen. Die Messungen fanden mit drei Replikaten statt, der mittlere prozentuale Vk
betrédgt ca. 5%. Die Regression folgte mit einem 4-parametrischen logistischen Modell.

Die Schwermetallverbindungen zeigen sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen
bei logarithmischer Auftragung der Probenkonzentration. In niedrigen Konzentrationsberi-
chen kénnen Aktivivierungen der Phagozytoseleistung erfolgen, wahrend um den ECso-Wert
drastische Hemmwirkungen auftreten. Uber die Unterschiedlichkeit der Hemmwirkungen gibt
ansatzweise eine Auflistung der ECso-Werte fur die getesteten Schwermetallverbindungen
Auskunft. Die Daten wurden aus [105] entnommen.
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3.2 Effekte von Umweltchemikalien in vitro

Tab. 14: ECs-Werte flr Schwermetallverbindungen auf die Phagozytoseleistung (GE) von
P388-Mausmakrophagen nach Regression mit einem 4-parametrischen logistischen Modell

Schwermetallverbindung | ECso-Wert flir die Probenkonzentration [mol/l]

CH;HgCl 4,37 x10°
HgCl, 5,20 x 10
CdCl, 1,40 x 10*
CuSO, 6,03 x 10™
NiCl, 2,07 x 10

Die Hemmwirkungen kénnen mehr als eine Zehnerpotenz in den ECso-Werten auseinander
liegen. Auch kann die Steigung um den ECso-Wert sich deutlich voneinander unterscheiden
(siehe Abb.94 fir HgCl, und NiCl,).

3.2.2 Effekte von Schwermetallen auf die Phagozytoseleistung von Muschel-
h&mozyten

Auch bei der Verwendung von Muschelhdmozyten zeigte sich die Phagozytoseleistung,
bezogen auf die Gesamtzellzahl in vitro, als der sensitivere Messparameter gegeniber
Schwermetallverbindungen mit einem gréReren Auflésungbereich (siehe Kap. 3.2.2.1). Die
folgende Abbildung zeigt Beispiele fiir die Unterschiedlichkeit der konzentrationsabhangi-
gen Wirkungen von Schwermetallverbindungen. Die Konzentrationen sind als Probenkon-
zentrationen aufgetragen.
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Abb. 95: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von Schwermetallen auf die Phagozytoseleistung von
Muschelhdmozyten. Die Messungen fanden mit 3 Replikaten statt, der mittlere prozentuale Vk betragt
ca. 8%. Die Regression erfolgte mit einem 4-parametrischen logistischen Modell.
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3.2 Effekte von Umweltchemikalien in vitro

Die Schwermetallverbindungen zeigen sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen
bei logarithmischer Auftragung der Probenkonzentration. Die folgende Tabelle zeigt die
Unterschiedlichkeit der Hemmwirkungen anhand der ECs-Werte, die mehrere Zehnerpoten-
zen auseinander liegen kénnen.

Tab. 15: ECso-Werte flir Schwermetallverbindungen auf die Phagozytoseleistung (GE) von
Muschelhamozyten nach Regression mit einem 4-parametrischen logistischen Modell

Schwermetallverbindung | EC50-Wert flur die Probenkonzentration [mol/l]

CH3HgCl 1,89 x 10°
HgCl, 7,12 x 107
CuSO, 5,87 x 10™
CdCl, 1,95x 10
NiCl, 1,15 x 10

Bei Methylquecksilberchlorid treten in niedrigen Konzentrationsbereichen Aktivierungseffek-
te auf, hingegen zeigten sich um den ECsp-Wert drastische Hemmwirkungen.Auf die Zeitab-
hangigkeit der Hemmwirkungen sollte in weiteren Untersuchungen eingegangen werden
(siehe Kap. 3.2.3).

3.2.2.1 Effekte von Schwermetallen auf die Messparameter der Phagozytoseaktivitat
von Muschelh@amozyten

Mischhdmolymphe von Anodonten wurde 20 h mit Methylquecksilberchlorid inkubiert,
anschlielend wurden die Messparameter Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung
(GE) bestimmt und prozentual gegen die Negativkontrollen aufgetragen.
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Abb. 96 und 97: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von Methylquecksilberchlorid auf die Phago-
zytosaktivitdt von Muschelhdmozyten. Die Messungen fanden im Dreifachansatz statt, der mittlere
prozentuale Vk betragt 1,4% fiir den Phagozytoseanteil und 5,8% fir die Phagozytoseleistung (GE).
Die Regression erfolgte mit einem 4-parametrischen logistischen Modell.
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3.2 Effekte von Umweltchemikalien in vitro

In diesem Fall zeigte sich die Phagozytoseleistung (GE) mit einem ECs,-Wert von 1,89 x 10°°
mol/l gegeniiber dem ECs,-Wert des Phagozytoseanteils von 2,38 x 10 mol/l als der sensiti-
vere Messparameter.

Phagozytoseanteil

Nur ein bestimmter Prozentsatz der Hamozyten kann Phagozytoseaktivitat zeigen, was den
Aufldsungsbereich des Phagozytoseanteils nach oben limitiert. Da die Wirkung des Methyl-
quecksilberchlorids in hohen Konzentrationen nicht zu einer sofortigen Phagozytose-
hemmung fuohrt nimmt ein Teil der Hd&mozyten Latexpartikel auf und es kommt zu einer
Begrenzung des Phagozytoseanteils von unten, ca. 40% der Hdmozyten bezogen auf die
Negativkontrollen waren phagozytoseaktiv. Durch die beidseitige Limitierung bleibt ein Aufl6-
sungsbereich von ca. 60%.

Phagozytoseleistung (GE)

Der Messparameter Phagozytoseleistung besitzt einen gréReren Auflésungsbereich und
kann im Gegensatz zum Phagozytoseanteil aktivierende Effekte Uber 100% des Negativkon-
trollniveaus anzeigen. Die Phagozytoseleistung der Muschelhdmozyten konnte konzentrati-
onsabhangig stimuliert und gehemmt werden. Durch die stimulierende Wirkung des Methyl-
quecksilberchlorids in niedrigen Konzentrationen erhéht sich der Auflésungsbereich der
Phagozytoseleistung nach oben. Durch die hohe Aufnahmeleistung der Hamozyten nach 20
h Expositionszeit unter unbelasteten Bedingungen werden Hemmeffekte des Methyquecksil-
berchlorids prozentual stark deutlich, die Phagozytoseleistung fallt bei hohen Konzentratio-
nen unter 10% des Ausgangsniveaus. Insgesamt steht ein Aufldsungsbereich von Uber
120% zur Verfigung, was den Messparameter favorisiert.

Die charakteristischen Punkte dieser Konzentrations-Wirkungsbeziehung fiir das Methyl-
quecksilberchlorid lassen sich auch an den Dotplot- und Histogrammdarstellungen der Test-
ansétze ableiten, aus denen die Berechnung der Messparameter analog zu den Saugetier-
zellen hervorgeht (siehe Kap. 3.1.1.2).

-123 -



3.2 Effekte von Umweltchemikalien in vitro

Dotplot und Histogrammdarstellung der Phagozytoseaktivitat von Muschelhamozyten

unter Einfluss von Methylquecksilberchlorid
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Abb. 98 bis 107: Dotplot und Histogrammdarstellung von Muschelhdmozyten nach 20 h Inkubation
mit Methylquecksilberchlorid. Die linken Abb. zeigen Positiv-und Negativereignisse zur Berechnung
des Phagozytoseanteils. Die rechten Abb. zeigen die Fluoreszenzintensitdt der Ereignisse, woraus
sich die Phagozytoseleistung errechnet. Die Konzentrationen nehmen von den oberen Abbildungs-
reihen zu den unteren Abbildungsreihen zu. Die Darstellungen erfolgten mit FACSDiva.
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3.2 Effekte von Umweltchemikalien in vitro

Mit der Zunahme der Methylquecksilberchloridkonzentration fallt der Anteil der phagozyto-
seaktiven Hamozyten (siehe linke Abbildungsreihe), und die mittlere Fluoreszenzintensitat
der H&dmozyten nimmt ebenfalls ab (rechte Abbildungsreihe). Durch die inhomogene Zu-
sammensetzung der Hamolymphe kommt es zu einem flieRenden Ubergang im FSC von
Trimmer-und Hamozytenbereichen, die Grollenpopulationen der Hamozyten (siehe Kap.
3.1.3) kdnnen nicht unterschieden werden. Die vertikale Trennlinie im Dotplot wurde nach
Vorversuchen mit Latexpartikelldsungen als sichere Grenzlinie fir Beadaggregationen identi-
fiziert.

3.2.3 Regenerationsexperiment zur Wirkung von Schwermetallen auf die
Phagozytoseleistung von Muschelhdmozyten

In einem Folgeversuch wurde die Regeneration von der Hemmwirkung der Schwermetalle
auf die Muschelhdmozyten untersucht. Nach einer 20-stiindigen Hemmwirkung bei der ECx,-
Konzentration fiir verschiedene Schwermetalle erfolgten Waschschritte der Hdmozyten mit
Puffer und die verbleibende Hemmwirkung auf die Phagozytoseaktivitdt wurde 4, 8 und 24 h
nach der Schwermetallexposition bestimmt.

O Negativkontrolle O Nickeldichlorid 1,15 E-2 mol/l
B Methylquecksilberchlorid 1,89 E-5 mol/l @ Kupfersulfat 5,87 E-4 mol/l
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Abb. 108: Zeitabhangigkeit der Hemmwirkung von Schwermetallen auf die Phagozytoseleistung von
Muschelhdmozyten. Die Messungen fanden im Dreifachansatz statt, der mittlere prozentuale Vk
betréagt ca. 20%.

Zu den Zeitpunkten 4 h und 8 h nach dem Waschvorgang halten die Hemmwirkungen der
Schwermetallverbindungen Nickeldichlorid, Methylquecksilber und Kupersulfat noch an und
liegen unter 50% der Phagozytoseleistung der Negativkontrollen. Nach einer 24-stiindigen
Regenerationsphase zeigte sich, dass die Hemmwirkungen von Nickeldichlorid und Methyl-
quecksilberchlorid sogar noch zunehmen; die absoluten Phagozytoseleistungen haben sich
gegenliber dem 8 h-Niveau erneut halbiert. Die Hemmwirkung des Kupfersulfats kehrte sich
zum Zeitpunkt 24 h sogar in eine deutliche Aktivierung der Phagozytoseleistung um, die
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auch tUber dem Niveau der Negativkontrollen liegt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die ermit-
telten in vitro- Hemmwirkungen (siehe Kap. 3.2.2) teilweise reversibel, teilweise aber auch
irreversibel sind. In einem akuten Test, der die Modulation der Phagozytoseleistung nach 20
h Exposition der Hdmozyten anzeigt, wird die Reversibilitat der Wirkung nicht erfasst. Die
Hemmwirkung des Nickeldichlorid auf die Phagozytoseleistung von Muschelhdmozyten ist
teilweise auch auf zytotoxische Effekte zuriickzufihren (siehe Abb. 87 in Kap. 3.1.7).

3.2.4 In vitro-Effekte ausgewahlter Umweltchemikalien auf die Phagozytoselei-
stung von Muschelhamozyten

Es wurde der Einfluss von ausgewahlten Umweltchemikalien auf die Phagozytoseleistung
von Muschelhdmozyten in vitro bestimmt. Dazu wurden Vertreter der Pharmazeutika, der
polychlorierten Biphenyle (PCB) und der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe
(PAK) getestet. Die PAK und PCB wurden aufgrund ihrer geringen Wasserlgslichkeit mit
einem Loslichkeitsvermittler von 1% Ethanol Uber die Wasserl6slichkeitsgrenze hinaus
eingesetzt und zeigten keine modulierenden Wirkungen auf die Phagozytoseleistung (GE).

Tab. 16: Sensitivitadtsspektrum der Phagozytoseleistung (GE) von Muschelhdmozyten ge-
genuber ausgewahlten Umweltchemikalien

stanzen

Getestete Sub- Probenkonzentration [moI/I]| Effekt ‘ ECso liegt zwischen

[mol/l]

Minimalkonz. | Maximalkonz.
Pharmazeutika:
17-a- 1,00 E-9 1,00 E-3 ja 1,00 E-4 und 1,00 E-3
Ethinylestradiol
Amphotericin 5,00 E-7 1,00 E-4 nein
Carbamazipine 1,00 E-7 1,00 E-4 nein
Sulfamethoxazole 1,00 E-7 1,00 E-4 nein
Tetrazyklin 5,00 E-7 1,00 E-4 ja 1,00 E-5 und 5,00 E-5
PCB:
PCB 138 4,16 E-12 4,16 E-9 nein
PCB 153 2,63 E-11 2,63 E-8 nein
PAK:
Acenaphten 1,25 E-8 1,25 E-5 nein
Phenanthren 6,73 E-9 6,73 E-6 nein

Nur der Wirkstoff der Antibabypille, das 17-a-Etinylestradiol und das Antibiotikum Tetrazyklin
zeigten Uberhaupt Effekte auf die Phagozytoseleistung von Muschelhdmozyten. Doch traten
die Wirkungen wie bei den Schwermetallverbindungen (siehe Kapitel 3.2.2) in Konzentrati-
onsbereichen auf, die keine oder zumindest nur punktuelle Umweltrelevanz (z.B. im Bereich
von Emissionen) besitzen (siehe Kap. 4.2.6). Die Sensitivitdt der erarbeiteten In vitro-
Testverfahren fir Phagozytoseaktivitdt ist demnach durch In vivo-Vergleichsversuche zu
ergénzen, um eine Anwendbarkeit der Messparameter zu priufen (siehe Kap. 3.3).
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3.2.5 In vitro-Effekte von Schwermetallverbindungen auf die ROS-Produktion
von Muschelhdmozyten

Um den Einfluss von Umweltchemikalien in vitro auf die ROS-Produktion zu bestimmen,
wurden unterschiedliche Schwermetallverbindungen in jeweils 8 Konzentrationen mit Misch-
hamolymphe getestet. Es zeigten sich bei fast allen Schwermetallen niedrigere Konzentrati-
onsbereiche, in denen es zu signifikanten Stimulationen der ROS-Produktion kommt und
hdhere Konzentrationsbereiche, in denen die ROS-Produktion drastisch abnimmt.
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Abb. 109: Schwermetalleinfluss auf die ROS-Produktion von Mischhamolymphe. Jede Bedingung
wurde im Doppelansatz getestet, der mittlere prozentuale Vk betragt ca. 5%. Es wurde in 30-minitigen
Intervallen Uber einen Zeitraum von 9,5 h gemessen. Die Radikalproduktion der ersten 8h in pmol
H,O,-Radikalaquivalente wurde summiert und in Relation zum Mittelwert von 5 Negativkontrollen
gesetzt. Die Querlinien geben an, bei welcher Konzentration signifikante Aktivierungen und Reduzie-
rungen mit einer Irtumswahrscheinlichkeit < 5% eingesetzt haben.

Ein Kontrollversuch zur Peroxidase-Hemmung mit den getesteten Schwermetallkonzentra-
tionen (nach EC 1.11.1.7) ergab, dass geniigend Restaktivitat bei allen Schwermetallkonzen-
trationen zur Verflgung steht, um Oxidationsprozesse zu katalysieren. Damit sind die hier
gezeigten modulierenden Effekte der Radikalproduktion auf die Ha&mozyten zuriickzufiihren
und nicht auf eine enzymatische Hemmung der Meerrettichperoxidase im Testansatz. Aller-
dings liegen auch bei diesem Messparameter die gezeigten modulierenden Konzentrations-
bereiche weit Uber Belastungssituationen, wie sie heute in aquatischen Okosystemen anzu-
treffen sind.
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3.3 In vivo-Effekte ausgesuchter Schwermetalle auf die Phagozytoselei-
stung von Entenmuscheln

Es wurden die Schwermetallverbindungen mit der jeweils héchsten und niedrigsten In vitro-
Hemmwirkung in Expositionsversuchen getestet (siehe Kap. 3.2.2). Bei beiden In vitro-
Testverfahren zeigte sich Methylquecksilberchlorid mit der starksten Hemmwirkung und
Nickeldichlorid mit der schwachsten Hemmwirkung. Quecksilber und Nickel gehéren zu den
prioritdren Stoffen nach Artikel 16 der Europaischen WRRL.

3.3.1 In vivo-Effekte des Methylquecksilberchlorids auf die Phagozytoselei-
stung von Entenmuscheln

Ausgehend von del In vitro- Nachweisgrenze fur das Methylquecksilberchlorid, welche bei
4,25 mg/l lag, wurden Expositionsszenarien fur jeweils 16 Muscheln bei einer Konzentration
getestet. Es wurden Expositionskonzentrationen verwendet, die 1/100, 1/1000 und 1/10000
der In vitro-Nachweisgrenzkonzentration (LOEC) betragen, um Einblick auf langerfristige
Wirkungen auf die Phagozytoseaktivitdt der Organismen zu erhalten. Zu den Expositionsin-
tervallen 1,3,7 und 14 Tagen wurden je 4 Entenmuscheln punktiert und die gewonnenen
Ha&mozyten auf ihre Phagozytoseleistung (GE) im Vierfachansatz getestet. Diese Vorge-
hensweise wurde gewahlt, um den Einsatz an Versuchstieren nicht unnétig zu erhéhen, auch
wenn die Gefahr einer statistischen Uberinterpretation besteht (siehe Kap. 4.3.3).

Versuch mit Methylquecksilberchlorid bei einem 1/100 der In vitro-LOEC
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Abb. 110: Phagozytoseleistungen im Expositionsversuch mit je 4 Entenmuscheln bei 42,5 ug/l
CH3HgCI (1/100 der In vitro-LOEC). Aufgetragen wurden je 4 Replikate pro Versuchstier und mit dem
Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bei 0 d getestet (Irtumswahrschein-
lichkeiten: *< 5%,** < 1%,***< 0,1%).
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Entenmuscheln

Bei den kurzen Expositionsintervallen von 1 und 3 Tagen zeigten sich signifikante Aktivie-
rungen der Phagozytoseleistung. Hingegen wurde bei den Expostionsintervallen 7 und 14
Tagen die Phagozytoseleistung zunehmend signifikant gehemmt. Alle Versuchstiere Uberleb-
ten das Expositionsszenario, d.h. es handelt sich um subletale immunmodulierende Effekte.

Versuch mit Methylquecksilberchlorid bei einem 1/1000 der In vitro-LOEC
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Abb. 111: Phagozytoseleistungen im Expositionsversuch mit je 4 Entenmuscheln bei 4,25 ug/l
CH3HgCI (1/1000 der In vitro-LOEC). Aufgetragen wurden je 4 Replikate pro Versuchstier und mit dem
Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bei 0 d getestet (Irrtumswahrschein-
lichkeiten: *< 5%,** < 1%,***< 0,1%).

Erst bei einem Expostionsintervall von 3 Tagen zeigten sich signifikante Aktivierungen der
Phagozytoseleistung. Hingegen wurden bei den Expostionsintervallen 7 und 14 Tagen die
Phagozytoseleistung signifikant gehemmt.

-129 -



3.3 In vivo-Effekte ausgesuchter Schwermetalle auf die Phagozytoseleistung von
Entenmuscheln

Versuch mit Methylquecksilberchlorid bei einem 1/10000 der In vitro-LOEC
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Abb. 112: Phagozytoseleistungen im Expositionsversuch mit je 4 Entenmuscheln bei 0,425 ug/l
CH3HgCI (1/10000 der In vitro-LOEC). Aufgetragen wurden je 4 Replikate pro Versuchstier und mit
dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bei 0 d getestet (Irrtumswahr-
scheinlichkeiten: *< 5%, < 1%,***< 0,1%).

Erst bei einem Expostionsintervall von 14 Tagen zeigten sich signifikante Hemmungen der
Phagozytoseleistung.

3.3.2 In vivo-Effekte von Nickeldichlorid auf die Phagozytoseleistung von En-
tenmuscheln

Ausgehend von der In vitro-Nachweisgrenze fur das Nickeldichlorid, welches die schwéchste
Hemmwirkung in vitro zeigte und bei 614 mg/l lag, wurden Expositionsszenarien fur jeweils
16 Muscheln bei einer Konzentration getestet. Die Messungen und Auswertungen erfolgten
analog zu den Expositionsversuchen mit Methylquecksilberchlorid in Kapitel 3.3.1.

Im Expositionsintervall zwischen 7 und 14 Tagen verstarben die eingesetzten Versuchstiere
(siehe Abb. 113), d.h. die eingesetzte NiCl,—Konzentration kommt mit zunehmender Ver-
suchdauer in den Bereich der letalen Wirkung. Nach 7 Tagen Expositionszeit wurden die
Phagozytoseleistungen der Entenmuscheln signifikant reduziert. Das Antwortmuster, wel-
ches bei den Expositionsversuchen mit Methylquecksilberchlorid bei einem 1/100 und einem
1/1000 der In vitro-LOEC gezeigt wurde, ist hier auf die Inhibition der Phagozytoseleistung
beschrankt und zeigte sich in zeitlich komprimierter Form. Bei einer Verringerung der Exposi-
tionskonzentration trat erneut das Antwortmuster der Stressaktivierung der Phagozytoselei-
stung bei kurzen Expositionsintervallen und anschlieftender signifikanter Hemmung der
Phagozytoseleistung auf (siehe Abb. 114). Die Wirkung des NiCl, war in dieser Konzentrati-
on zu stark um subletale immunmodulierende Effekte Gber den gesamten Versuchszeitraum
von 2 Wochen anzuzeigen.
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Versuch mit Nickeldichlorid bei einem 1/100 der In vitro-LOEC
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Abb. 113: Phagozytoseleistungen im Expositionsversuch mit je 4 Entenmuscheln bei 6,14 mg/l NiCl,
(1/100 der In vitro-LOEC). Aufgetragen wurden je 4 Replikate pro Versuchstier und mit dem Mann-
Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bei 0 d getestet (Irrtumswahrscheinlichkei-
ten: *< 5%,** < 1%, ***< 0,1%).

Versuch mit Nickeldichlorid bei einem 1/1000 der In vitro-LOEC
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Abb. 114: Phagozytoseleistungen im Expositionsversuch mit je 4 Entenmuscheln bei 0,614 mg/I NiCl,
(1/1000 der In vitro-LOEC). Aufgetragen wurden je 4 Replikate pro Versuchstier und mit dem Mann-
Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bei 0 d getestet (Irrtumswahrscheinlichkei-
ten: *< 5%, * £ 1%,***< 0,1%).
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Bei einem 1/1000 der In vitro-LOEC kam es erneut zu einer signifikanten Stressaktivierung
nach einem Tag und zu signifikanten Hemmungen der Phagozytoseleistung an den folgen-
den Expositionsintervallen. NiCl, zeigt in dieser Konzentration zeitabhangige immunmodulie-
rende Effekte in beide Antwortrichtungen.

Versuch mit Nickeldichlorid bei einem 1/10000 der In vitro-LOEC
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Abb. 115: Phagozytoseleistungen im Expositionsversuch mit je 4 Entenmuscheln bei 61,4 pg/l NiCl,
(1/10000 der In vitro-LOEC). Aufgetragen wurden je 4 Replikate pro Versuchstier und mit dem Mann-
Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrolle bei 0 d getestet (Irrtumswahrscheinlichkei-
ten: *< 5%,** < 1%,***< 0,1%).

Bei einem 1/10000 der In vitro-LOEC traten nach 7 und 14 Tagen signifikante Aktivierungen
der Phagozytoseleistungen der Versuchstiere auf. Die Konzentration war zu gering, um
Hemmwirkungen der Phagozytoseleistung zu verursachen. Die Aktivierungen, die sich bei
hoheren Konzentrationen fir das Nickeldichlorid und Methylquecksilberchlorid bei kurzen
Expositionsintervallen gezeigt haben, sind bei dieser Konzentration auf die spateren Exposi-
tionsintervalle verschoben.

Schwermetallwirkungen auf die Phagozytoseleistung missen konzentrations— und zeitab-
hangig in beide Antwortrichtungen verfolgt werden, um Aussagen Uber ein immunmodulie-
rendes Potenzial geben zu kénnen. Die Expositionszeit von 14 Tagen zeigte in den gewahl-
ten Expositionsszenarien das breiteste Antwortspektrum. Einmal wurden letale und 5 mal
subletale immunmodulierende Effekte angezeigt, wovon 4 signifikante Hemmwirkungen und
eine signifikante Aktivierung als Antwortrichtung auftraten. Dieses Expostionsintervall wurde
deshalb auch bei Abwasserversuchen eingesetzt (siehe Kap. 3.4.2).

-132 -



3.3 In vivo-Effekte ausgesuchter Schwermetalle auf die Phagozytoseleistung von
Entenmuscheln

3.3.3 Verlauf der Phagozytoseleistung in vivo ohne Referenzsubstanz

Um ausschlieen zu kénnen, dass bei den Referenzsubstanzversuchen mit Methylquecksil-
berchlorid und Nickeldichlorid sich Messartefakte, die durch die Exposition der Entenmu-
scheln bedingt sind, niedergeschlagen haben, wurde das Expositionsszenario zweimalig mit
je 16 Versuchstieren ohne Referenzsubstanz wiederholt.
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Abb. 116: Phagozytoseleistungen von 2 unabhangigen Expositionsversuchen mit je 4 Entenmuscheln
ohne Referenzsubstanz (insgesamt 40 getestete Muscheln). Aufgetragen wurden je 4 Mehrfachmes-
sungen pro Versuchstier und mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Kontrol-
le bei 0 d getestet (Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%,** < 1%,***< 0,1%).

Es wurden Entenmuscheln aus zwei unterschiedlichen Lieferungen der Fischkdderzucht-
teichanlage in der N@he von Flensburg verwendet die, obwohl sie gleichsam fiir 3 Wochen
im Labor vorgehaltert wurden, recht hohe interindividuelle Schwankungen in der Phagozyto-
seleistung zeigten. Doch verschiebt sich der Median der Phagozytoseleistungen Uber die
Expositionszeit von 2 Wochen nur geringfiigig. Es kénnen auch keine signifikanten Aktivie-
rungen oder Hemmungen der Phagozytoseleistung beobachtet werden. Zu den Expositions-
intervallen bei 7 und 14 Tagen zeigt sich eine gréere Streuung der Phagozytoseleistungen
als bei den kurzen Expositionsintervallen.
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3.3.4 Bioakkumulationsergebnisse der Expositionsszenarien mit Methylqueck-
silberchlorid

Methylquecksilberchlorid wird bei allen 3 getesteten Expositionskonzentrationen mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% linear Uber die Expositionszeit aufgenommen (siehe
Abb. 117-119).

® Gewebekonzentration bei 1/100 der In vitro-LOEC
O  Bioakkumulation bei 1/100 der In vitro-LOEC
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Abb. 117: Mittlere Quecksilberkonzentrationen und Bioakkumulationsfaktoren der Muschelgewebe
aus dem Expositionsversuch mit 42,5 pg/l CHz;HgCI. Es wurde der mittlere Quecksilbergehalt von je 4
Entenmuscheln aufgetragen und linear mit 95 %igen Konfidenzintervallen korreliert. Der prozentuale
Vk der Quecksilberbestimmung liegt bei 1,1%.

® Gewebekonzentration bei 1/1000 der In vitro-LOEC
O  Bioakkumulation bei 1/1000 der In vitro-LOEC
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Abb. 118: Mittlere Quecksilberkonzentrationen und Bioakkumulationsfaktoren der Muschelgewebe
aus dem Expositionsversuch mit 4,25 ug/l CH3HgCI. Es wurde der mittlere Quecksilbergehalt von je 4
Entenmuscheln aufgetragen und linear mit 95 %igen Konfidenzintervallen korreliert. Der prozentuale
Vk der Quecksilberbestimmung liegt bei 1,1%.
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® Gewebekonzentration bei 1/10000 der In vitro-LOEC
O  Bioakkumulation bei 1/10000 der In vitro-LOEC
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Abb. 119: Mittlere Quecksilberkonzentrationen und Bioakkumulationsfaktoren der Muschelgewebe
aus dem Expositionsversuch mit 0,425 pg/l CH3HgCI. Es wurde der mittlere Quecksilbergehalt von je
4 Entenmuscheln aufgetragen und linear mit 95 %igen Konfidenzintervallen korreliert. Der prozentuale
Vk der Quecksilberbestimmung liegt bei 1,1%.

Bei genauer Betrachtung féllt auf, dass neben der linearen Korrelation Uber die Zeit, die
Expositionskonzentration Einfluss auf die Bioakkumulation besitzt (siehe Abb. 120).
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Abb. 120: Zusammenhang zwischen Expositionskonzentration und Bioakkumulation nach 14 Tagen
Expositionszeit fiir Methylquecksilberchlorid.

Insgesamt |asst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass die Entenmuscheln zeit- und kon-

zentrationsabhéangig Methylquecksilber zunehmend stark akkumulieren.
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3.3.5 Bioakkumulationsergebnisse der Expositionsszenarien mit Nickeldi-
chlorid

Im Gegensatz zur Quecksilberaufnahme durch das Methylquecksilberchlorid verlduft die
Nickelaufnahme nicht linear. Die Gewebekonzentrationen fiir Nickel steigen im Expositions-
verlauf an und fallen anschlieRend wieder ab; auch werden im Vergleich zum Methylqueck-
silberchlorid wesentlich geringere Bioakkumulationsfaktoren erreicht (siehe Abb. 120 und
Abb. 121).
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Abb. 121: Mittlere Nickelkonzentrationen und Bioakkumulationsfaktoren der Muschelgewebe aus den
Expositionsversuchen mit Nickeldichlorid. Es wurde der mittlere Nickelgehalt von je 4 Entenmuscheln
aufgetragen. Der prozentuale Vk der Nickelbestimmung liegt bei 1,4%.

Die Ergebnisse lassen auf effiziente Ausscheidungsmechanismen fir das Nickeldichlorid
schlielRen, da bei der héchsten Expositionskonzentration kaum messbare Bioakkumulation
nach 7 Tagen zu messen ist.
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Abb. 122: Zusammenhang zwischen Expositionskonzentration und Bioakkumulation nach 7 Tagen
Expositionszeit mit Nickeldichlorid.

Es wurde das Expositionsintervall von 7 Tagen gewahlt, da zum Zeitpunkt von 14 Tagen die
Versuchstiere bei der hochsten Nickelkonzentration verstorben waren. NiCl, akkumuliert in
der héchsten Konzentration nach 7 Tagen kaum, zeigt aber hoch signifikante Hemmwirkung
auf die Phagozytoseleistung (siehe Abb. 111).
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3.4 In vivo-Effekte von Abwasserproben

3.4 In vivo-Effekte von Abwasserproben

3.4.1 Abwasserversuche mit Testsystemen fir allgemein toxische Effekte

Zwei Abwasserprobenpaare aus Zu- und Ablauf einer kommunalen und einer industriellen
Kléranlage eines Metall verarbeitenden Industriebetriebes wurden fiir Versuche vom LANUV-
NRW zur Verfiigung gestellt (siehe Kap. 2.3.3.4). Das kommunale Abwasser wurde zusatz-
lich mit einer Konzentration von ca. 5,75 mg/l Carbamazipine dotiert, im Ablauf befanden
sich noch ca. 3,45 mg/l. Da mit den Muscheltestungen vornehmlich immunmodulierende
subletale Wirkungen bestimmt werden sollten, mussten Verdiinnungsstufen dieser Abwas-
serproben getestet und identifiziert werden, in denen keine allgemeintoxischen Effekte zu
erwarten waren. Ein gutes Instrument, um allgemeintoxische Wirkungen abzuschéatzen, sind
Biotestpaletten, in denen Vertreter der verschiedenen trophischen Ebenen die empfindlichste
Reaktion in einer Verdinnungsstufe anzeigen kénnen. Die limnische Biotestpalette der
Bundesanstalt fir Gewéasserkunde wurde fir diese Vorversuche eingesetzt und zeigte fol-
gende Effekte fir die Abwasserproben an.

OLeuchtbakterientest nach DIN EN ISO 11348-3 ODaphnientest-24h nach DIN 38412-L30
EDaphnientest-48 h nach DIN 38412-L30 EAlgentest nach DIN 38412-L33
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Zulauf kom. Abwasser Ablauf kom. Abwasser Zulauf ind. Abwasser Ablauf ind. Abwasser

niedrigste nichteffektive Verdiinnungsstufe

Abb. 123: pT-Werte und niedrigste nichteffektive Verdiinnungsstufen der limnischen Biotestpalette der
Bundesanstalt fir Gewasserkunde fir die neutralisierten Abwasserproben. Die Verdiinnungsstufen,
die schwarz markiert wurden, kamen fiir die Muschelexpositionsversuche zum Einsatz.

Die kommunalen Abwasserproben zeigten nur im Zulauf Effekte bis zu einer Verdiinnungstu-
fe von 1 zu 2. In beiden industriellen Abwasserproben konnten toxische Effekte bis zu einer
Verdinnungsstufe von 1 zu 16 gefunden werden. Die empfindlichsten Testorganismen fir
die industriellen Abwasserproben waren die Algen. Generell waren die toxischen Effekte im
Zulauf starker als im Ablauf. Ausgehend von den pT-Werten des sensitivsten Testorganis-
mus wurden die Abwasserprobenpaare des kommunalen Abwassers, sowie des industriellen
Abwassers, nochmals um den Faktor 2 fir den Muschelexpositionsversuch mit deionisiertem
Wasser verdiinnt, neutralisiert und mit essentiellen lonen aufgesalzen. Die kommunalen
Abwasserproben wurden in einer Verdinnungstufe von 1 zu 8 und die industriellen Abwas-
serproben in einer Verdiinnungsstufe 1 zu 64 im Muschelexpositionsversuch eingesetzt.
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3.4.2 In vivo-Abwasserversuche mit Anodonta anatina zur Erfassung immun-
modulierender Effekte

Die 4 Abwasserproben sowie eine Positivkontrolle mit 1,1 mg/l Nickeldichlorid und die ent-
sprechende Negativkontrolle wurden mit jeweils 6 Entenmuscheln Uber eine Expositionszeit
von 2 Wochen mit tdglichem Wasserwechsel getestet. 6 Messparameter wurden nach den
Expositionen mit den Hamolymphen der exponierten Versuchstiere erfasst: nekrotischer
Hamozytenanteil nach dem Phagozytoseansatz; vitale Hamozytendichte; ROS-Produktion in
H,O,-Radikalaquivalenten in den ersten 90 min nach der Entnahme; Phagozytoseleistung
(GE) der Gesamthamozyten; Phagozytoseanteil; Phagozytoseleistung (PE) der phagozyto-
seaktiven Hdmozyten. Von 36 eingesetzten Muscheln (berlebten 34. Es kam zu den beiden
Ausfallen der Versuchstiere in den industriellen Abwasserprobenversuchen; von diesen
Muscheln wurden keine Immunparameter bestimmt, wobei ein zusatzlicher Salinitatsstress
durch diese Proben trotz der Verdiinnungsstufe 1 zu 64 nicht auszuschlieBen war (siehe
Tab. 7 in Kap. 2.3.3.4). Alle Ergebnisse dieser Versuche wurden wie in den In vivo-
Referenzsubstanzversuchen (siehe Kap. 3.3.1 und 3.3.2) mit dem Mann-Whitney-U-Test
gegenlber den Negativkontrollen verglichen und auf statistisch signifikante Abweichungen
getestet. Die Ergebnisse sind aus den folgenden Abbildungen zu entnehmen.
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Abb. 124: Phagozytoseleistungen der phagozytoseaktiven Hamozyten von Entenmuscheln nach
zweiwo6chiger Abwasserexposition. Es wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere
prozentuale individuelle Vk betragt 9%, der mittlere prozentuale interindividuelle Vk betrdgt 40%. Die
Einzelwerte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle
bei 14 d getestet. Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 125: Phagozytoseanteile der Hdmozyten von Entenmuscheln nach zweiwdchiger Abwasserex-
position. Es wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk
betragt 2%, der mittlere prozentuale interindividuelle Vk betrdgt 10%. Die Einzelwerte wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle bei 14 d getestet. Irrtums-
wahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** £ 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 126: Phagozytoseleistungen der gesamten Hamozyten im Testansatz von Entenmuscheln nach
zweiwdchiger Abwasserexposition. Es wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere
prozentuale individuelle Vk betragt 11%, der mittlere prozentuale interindividuelle Vk betrégt 44%. Die
Einzelwerte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle
bei 14 d getestet. Irtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 127: ROS-Produktionen gemessen mit der Phenolrotmethode in den ersten 90 min in H,Oo-
Radikal&quivalenten der Hdmozyten von Entenmuscheln nach zweiwéchiger Abwasserexposition. Es
wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk betragt 5%,
der mittlere prozentuale interindividuelle Vk betragt 41%. Die Einzelwerte wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle bei 14 d getestet. Irrtumswahr-
scheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 128: Vitale Hdmozytendichten nach Trypanblaufdrbung und Zahlung in der Neubauerkammer
von H&mozyten aus Entenmuscheln direkt nach der Punktion nach zweiwdchiger Abwasserexposition.
Es wurden je 6 Individuen getestet. Der mittlere prozentuale interindividuelle Vk betragt 33%. Die
Einzelwerte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle
bei 14 d getestet. Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%,** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 129: Nekrotische Hamozytenanteile nach dem Phagozytoseansatz der Hamozyten von Enten-
muscheln nach zweiwdchiger Abwasserexposition. Es wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten gete-
stet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk betragt 9%, der mittlere prozentuale interindividuelle Vk
betrégt 39%. Die Einzelwerte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zur
Negativkontrolle bei 14 d getestet. Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.

Die Positivkontrolle zeigte immunmodulierende Effekte bei allen funktionellen Messparame-
tern an, womit die Funktionalitdt des Expositionsansatzes bewiesen wurde. Es konnten bei
der vitalen H&mozytendichte und dem nekrotischen Zellanteil unter keiner der Versuchsbe-
dingungen eine signifikante Abweichung beobachtet werden. Auch die hohe Uberlebensquo-
te von 34 von 36 eingesetzten Muscheln weist auf Uberwiegend subletale Wirkungen hin.
Auffallend sind die hohen interindividuellen Schwankungen gegenuber den individuellen
Messfehlern im Vierfachansatz. Samtliche Ergebnisse werden in Kap. 4.3.2.2 zusammenge-
fasst und abschlieRend bewertet. Die Zwischenergebnisse (Rangsummen, U-Werte, Signifi-
kanzniveaus) der statistischen Auswertung mit dem Mann-Whitney-U-Test befinden sich im
Anhang in Kapitel 6.1.
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3.4.3 Regeneration der Immunparameter nach dreiwodchiger Laborhélterung,
im Anschluss an eine zweiwdchige Abwasser- und Referenzsubstanz-
exposition

Die Entenmuscheln aus den Versuchsbedingungen mit den stérksten immunmodulierenden
Effekten (Zulauf ind. Abwasser und Positivkontrolle) wurden nach der Punktion fur 3 Wochen
in die Laborhalterung ibernommen. Anschlieliend wurden die Messparameter der Abwas-
serexposition erneut bestimmt. Da unter unbelasteten Bedingungen die Entenmuscheln nach
einem Punktionsintervall von 3 Wochen die Messparameter fiir vitale Hdmozytendichte und
Phagozytoseaktivitat (siehe Kap. 3.1.4.4) vollstdndig regeneriert sind, wurde durch diesen
Versuchsansatz die regenerative Fahigkeit der Muscheln nach Expositionsbedingungen
getestet. Zusatzlich erlaubte dieser Versuchsansatz Erkenntnisse Uber die Dauer der Wir-
kungen aus dem Expositionsversuch. Eine Muschel ist in der Regenerationsphase nach der
Exposition im Zulauf des industriellen Abwassers gestorben; der Tod konnte als Spéatfolge
der Exposition nicht ausgeschlossen werden. Aus den nachfolgenden Abbildungen sind die
Ergebnisse der Messungen der Immunparameter nach der Expositionsphase und nach der
Regenerationsphase dargestellt und statistisch ausgewertet. Die Zwischenergebnisse
(Rangsummen, U-Werte, Signifikanzniveaus) der statistischen Auswertung mit dem Mann-
Whitney-U-Test sind im Anhang in Kapitel 6.2 zu finden.
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Abb. 130: Phagozytoseleistungen der phagozytoseaktiven Hamozyten von Entenmuscheln nach
zweiwdchiger Abwasserexposition und anschlieender dreiwdchiger Regenerationsphase. Es wurden
je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk betragt 9%, der
mittlere prozentuale interindividuelle Vk betragt 40%. Die Einzelwerte aus den Ansatzen nach der
Regenerationsphase wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zu den
Ansatzen nach der Exposition getestet. Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 131: Phagozytoseanteile der Himozyten von Entenmuscheln nach zweiwdchiger Abwasserex-
position und anschlielender dreiwdchiger Regenerationsphase. Es wurden je 6 Individuen mit 4
Replikaten getestet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk betrdgt 3%, der mittlere prozentuale
interindividuelle Vk betragt 12%. Die Einzelwerte aus den Ansatzen nach der Regenerationsphase
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zu den Anséatzen nach der
Exposition getestet. Irtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 132: Phagozytoseleistungen der bezogen auf die Gesamthdmozyten von Entenmuscheln nach
zwei-wdchiger Abwasserexposition und anschlielender dreiwdchiger Regenerationsphase. Es wurden
je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk betragt 11 %, der
mittlere prozentuale interindividuelle Vk betragt 47%. Die Einzelwerte aus den Ansatzen nach der
Regenerations-phase wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zu den
Ansatzen nach der Exposition getestet. Irtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** < 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 133: ROS-Produktionen gemessen mit der Phenolrotmethode in den ersten 90 min in H,Oo-
Radikaldquivalenten der Hdmozyten von Entenmuscheln nach zweiw&chiger Abwasserexposition und
anschlielender dreiwdchiger Regenerationsphase. Es wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten gete-
stet. Der mittlere prozentuale individuelle Vk betragt 7%, der mittlere prozentuale interindividuelle Vk
betragt 55%. Die Einzelwerte aus den Ansatzen nach der Regenerationsphase wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zu den Anséatzen nach der Exposition getestet. Irrtums-
wahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** £ 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 134: Vitale Hdmozytendichten nach Trypanblaufarbung und Zahlung in der Neubauerkammer
von Hamozyten aus Entenmuscheln direkt nach zweiwdchiger Abwasserexposition und anschlie3en-
der dreiwéchiger Regenerationsphase. Es wurden je 6 Individuen getestet. Der mittlere prozentuale
interindividuelle Vk betragt 36%. Die Einzelwerte aus den Anséatzen nach der Regenerationsphase
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zu den Ansatzen nach der
Exposition getestet. Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** £ 1%, ***< 0,1%.
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Abb. 135: Nekrotische Hamozytenanteile nach dem Phagozytoseansatz von Hdmozyten aus Enten-
muscheln direkt nach zweiwdchiger Abwasserexposition und anschlielfender dreiwéchiger Regenera-
tionsphase. Es wurden je 6 Individuen mit 4 Replikaten getestet. Der mittlere prozentuale individuelle
VK betrdgt 11%, der mittlere prozentuale interindividuelle Vk betragt 37%. Die Einzelwerte aus den
Ansdtzen nach der Regenerationsphase wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante
Unterschiede zu den Anséatzen nach der Exposition getestet. Irrtumswahrscheinlichkeiten: *< 5%, ** <
1%, ***< 0,1%.

Die vitale Hdmozytendichte und der nekrotische Hadmozytenanteil haben sich nach der Re-
generation nicht signifikant veradndert. Hingegen erhdhten sich alle Messparameter der
Phagozytoseaktivitdt nach der dreiwdchigen Regenerationsphase signifikant und Gbertrafen
auch die Phagozytoseaktivitdt der Negativkontrollen nach der Exposition. Die ROS-
Produktion hat sich von einer Stimulation nach der Exposition auf das Niveau der der Nega-
tivkontrollen nach der Exposition gesenkt, was auf eine Regeneration des Messparameters
deutet. Die Ergebnislage wird in Kapitel 4.3.2.4 ausfuhrlich diskutiert.
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3.5 Saisonalitaten in der Rheinwassermuschelhdlterung

Im Jahresgang 2006 wurden mehrere abiotische und biotische Faktoren der Rheinwasser-
muschelhélterung erfasst, die auf den folgenden Abbildungen dargestellt sind.

3.5.1 Abiotische Faktoren der Rheinwasserhélterung

Fur spétere statistische Betrachtungen wurde der Temperaturverlauf in eine Anstiegsphase
(KW 13-27), eine Extremphase (KW 29-41) und eine Abklingphase (KW 43-51) unterteilt.
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Abb. 136: Temperaturverlauf der Entenmuschel-Rheinwasserhalterung (n=52).
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Abb. 137: Leitfahigkeitsverlauf der Entenmuschel-Rheinwasserhélterung (n=52). Die Leitféhigkeit
wurde vor der Entnahme der Muscheln bestimmt.
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Abb. 138: Sauerstoffgehalt und pH-Werte der Entenmuschel-Rheinwasserhélterung (n=52). Die
Messungen erfolgten vor der Entnahme der Muscheln.

Die abiotischen Faktoren der Rheinwasserhélterung im Jahresgang 2006 zeigen charakteri-
stische Verlaufe, wie sie auch fir andere Jahresgange und flieRende Gewdasser typisch sind.
Die Temperaturen steigen im Friihling und in den frihen Sommermonaten an, erreichen ein
Maximum im Sommer und klingen dann im Spatsommer, Herbst und Winter wieder ab. Die
Leitfahigkeiten zeigen in den Wintermonaten héhere Werte als in den Sommermonaten, was
z.B. durch den Einsatz von Streusalzen zu erklaren ist. Ebenfalls bilden Verdiinnungen durch
Regenfélle und Abflussmengen saisonale Einflussgrofien. Der pH-Wert schwankt nur gering-
fugig im Jahresverlauf um den Wert 8. Der O, -Gehalt ist in den Wintermonaten durch die
niedrigeren Temperaturen hoher, da die Lslichkeit fir Gase in diesem Zeitraum ebenfalls
gesteigert ist. Um die Kalenderwoche 30 fallt der O, -Gehalt auf Werte um 6 mg/l, was fir die
Muschelhalterung nicht bedenklich ist. Die erfassten abiotischen Messparameter verhalten
sich innerhalb der natiirlichen Schwankungsbreiten (Vergleich mit Aufzeichnungen der BfG).
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3.5.2 Biotische Faktoren der Rheinwassermuschelhalterung
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Abb. 139: Mittlerer Gesamtchlorophyligehalt in pg/l der Entenmuschel-Rheinwasserhélterung (n=52).
Die Mittelwerte wurden aus Einzelwerten berrechnet, die in 20-minltigen Intervallen fluorimetrisch
ermittelt wurden.
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Abb. 140: Mittlerer Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung (GE) von Hamozyten der Entenmu-
schel-Rheinwasserhalterung. Die Mittelwerte wurden aus Messungen zu 29 Untersuchungszeitpunk-
ten im Mittel mit 6 Individuen pro Zeitpunkt bestimmt (n=174). Der interindividuelle prozentuale Vk
betrégt 14% beim Phagozytoseanteil und 50% bei der Phagozytoseleistung. Der mittlere prozentua-
leVk einer Dreifachmessung der Phagozytoseleistung betragt 13% pro Individuum.
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Abb. 141: Mittlere vitale Hdmozytenzahlen nach Trypanblaufdrbung und Zahlung in der Neubauer-
kammer von Ha&mozyten der Entenmuschel-Rheinwasserhalterung. Die Mittelwerte wurden zu 29
Untersuchungszeitpunkten im Mittel mit 6 Individuen pro Zeitpunkt bestimmt (n=174). Der interindivi-
duelle Vk betragt 39%.

Der Chlorophyligehalt im Jahresgang 2006 zeigte mehrere Algenbliten im Jahresverlauf an,
dennoch wird ein unteres Level von 5 pg/l selten unterschritten, so dass fur die Muschelhéal-
terung keine dauerhafte Unterversorgung erfolgte. Der Zulauf betragt 840 I/h und es wurden
nicht mehr als 100 Teichmuscheln parallel im Rheinwasser gehéltert. Daraus folgt, dass fir
jede Muschel theoretisch mindestens 1,008 mg/d an Chlorophyll zur Verfigung standen.
Auch konnten keine Gewichtsabnahmen der Muscheln nach Halterungsintervallen von mehr
als 3 Monaten beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Die Messparameter fir die Phagozytoseaktivitdt (Phagozytoseanteil und Phagozytoselei-
stung (GE)) weisen, neben den hohen interindivuellen Schwankungen, fur die Stichproben-
zahl von 6 Individuen, saisonale Rhythmen auf. Es kommt zu zahlreichen lokalen Anstiegs-
und Abklingphasen, die grétenteils parallel verlaufen (siehe Abb. 127). Durch den parallelen
Verlauf von Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung (GE) konnte die Phagozytoselei-
stung als Mal} fir die Phagozytoseaktivitdt eingesetzt werden; zudem integriert sie rechne-
risch den Phagozytoseanteil. Auch zeigen die vitalen Hdmozytendichten neben den betracht-
lichen relativen interindividuellen Schwankungen von 39% bei 6 Individuen pro Messzeit-
punkt, eine saisonale Rhythmik, die in weiteren Korrelationsanalysen untersucht wurde. Die
Saisonalitat dieser Schwankungen wird im Kapitel 3.5.3 durch Korrelationsanalysen gestiitzt.
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3.5.3 Korrelationsananalysen der Messparameter Temperatur, Phagozytoslei-
stung und vitaler Hamozytenzahl fir die Zeitintervalle KW 13-27; 29-41
und 43-51

Die Korrelationsintervalle wurden nach dem saisonalen Temperaturverlauf gelegt. KW 13-27
entspricht der Anstiegsphase, KW 29-41 der Extremphase und KW 43-51 der Abklingphase.
Es wurden jeweils die Mittelwerte der Messparameter Phagozytoseleitung, vitale Hamozy-
tendichte und die Temperatur zum Zeitpunkt der Muschelentnahme gegenibergestellt und
auf formale Korrelation nach [115] (siehe Kap. 6.2) getestet.

Korrelationen fir die Anstiegsphase
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Abb. 142: Korrelation zwischen Wasserhalte- Abb. 143: Korrelation zwischen Wasserhalterungs-
rungstemperatur und mittlerer Phagozytoselei- temperatur und mittlerer vitaler Hdmozytenzahl (aus
stung (aus n = 49) fur die KW 13-27 mit 95 n = 49) nach Trypanblaufarbung und Zahlung in der
%igen Konfidenzintervallen. Im untersuchten Neubauerkammer fir die KW 13-27 mit 95 %igen
Zeitintervall gibt es eine Korrelation mit einem Konfidenzintervallen. Im untersuchten Zeitintervall
Korrelationskoeffizienten von 0,791. Eine Korre- gibt es eine Korrelation mit einem Korrelationsko-
lation kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit effizienten von 0,820. Eine Korrelation kann mit
von £ 1% angenommen werden. einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 1% ange-
nommen werden
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Abb. 144: Korrelation zwischen mittlerer Phagozytoseleistung (aus n=49) und mittlerer vitaler Hamo-
zytenzahl (aus n=49) nach Trypanblaufdrbung und Zahlung in der Neubauerkammer fir die KW 13-27
mit 95 %igen Konfidenzintervallen. Im untersuchten Zeitintervall gibt es eine Korrelation mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,665. Eine Korrelation kann mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <
5% angenommen werden.
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Korrelationen fur die Extremphase
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Abb. 145: Korrelation zwischen Wasserhélte- Abb. 146: Korrelation zwischen Wasserhélterungs-

rungstemperatur und mittlerer Phagozytoselei- temperatur und mittlerer vitaler Hamozytenzahl (aus

stung (aus n = 48) fir die KW 29-41 mit 95 n = 48) nach Trypanblaufarbung und Zahlung in der

%igen Konfidenzintervallen. Im untersuchten Neubauerkammer fir die KW 29-41 mit 95 %igen

Zeitintervall gibt es keine signifikante Korrelati- Konfidenzintervallen. Im untersuchten Zeitintervall

on. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,154. gibt es keine signifikante Korrelation. Der Korre-
lationskoeffizient betragt 0,345.
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Abb. 147: Korrelation zwischen mittlerer Phagozytoseleistung (aus n = 48) und mittlerer vitaler Hadmo-
zytenzahl (aus n = 48) nachTrypanblauféarbung und Zahlung in der Neubauerkammer fur die KW 29-
41 mit 95 %igen Konfidenzintervallen. Im untersuchten Zeitintervall gibt es keine signifikante Korrelati-
on, der Korrelationskoeffizient betragt 0,246.
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Korrelationen fur die Abklingphase
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Abb. 148: Korrelation zwischen Wasserhélte- Abb. 149: Korrelation zwischen Wasserhélterungs-

rungstemperatur und mittlerer Phagozytoselei- temperatur und mittlerer vitaler Hdmozytenzahl (aus

stung (aus n = 55) fir die KW 43-51 mit 95 n = 55) nach Trypanblaufarbung und Z&hlung in der

%igen Konfidenzintervallen. Im untersuchten Neubauerkammer fir die KW 43-51 mit 95 %igen

Zeitintervall gibt es keine signifikante Korrelati- Konfidenzintervallen. Im untersuchten Zeitintervall

on. Der Korre-lationskoeffizient betragt 0,348. gibt es eine Korrelation mit einem Korrelationsko-
effizienten von 0,826. Eine Korrelation kann mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 1% ange-
nommen werden
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Abb. 150: Korrelation zwischen mittlerer Phagozytoseleistung (aus n=55)und mittlerer vitaler Hdmo-
zytenzahl (aus n=55) nachTrypanblaufarbung und Zahlung in der Neubauerkammer fiir die KW 43-51
mit 95 %igen Konfidenzintervallen. Im untersuchten Zeitintervall gibt es keine signifikante Korrelati-
on,der Korrelationskoeffizient betragt 0,371.

Eine zusammenfassende Darstellung und Diskussion der Korrelationsanalysen findet in
Kapitel 4.4.2 statt. Im folgenden Kapitel wird auf die Unterschiede der Immunparameter der
vitalen Hadmozytendichte und der Phagozytoseleistung in der Rheinwasser- und der La-
borhalterung eingegangen.

- 152 -



3.5 Saisonalitaten in der Rheinwassermuschelhdalterung

3.5.4 Vergleich zwischen den Messparametern Phagozytoseleistung und
vitaler Hdmozytendichte in Labor- und Rheinwasserhélterung

Die Messparameter der Phagozytoseleistung (GE) und des Phagozytoseanteils zeigen in der
Rheinwasserhalterung parallele Verlaufe (siehe Abb. 140 in Kap. 3.5.2) und beide Messpa-
rameter besitzen eine enge Korrelation bei verschiedenen Héalterungstemperaturen der
Entenmuscheln (siehe Abb. 85 in Kap. 3.1.6.5). Demnach kann die Phagozytoseaktivitat
durch den Immunparameter der Phagozytoseleistung angezeigt werden. Im Vergleich wur-
den 21 Mittelwerte aus Phagozytoseleistungsmessungen der Laborhalterung den Messun-
gen der Rheinwasserhélterung gegenuibergestellt und mit dem Mann-Witney-U-Test auf
signifikante Unterschiede getestet.
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Abb. 151: Mittlere Phagozytoseleistungen der Phagozytosemessungen aus der Laborhalterung
gegeniber der Rheinwasserhalterung im Jahresverlauf 2006. Der Mittelwert der Phagozytoseleistung
der Laborhalterung betragt 9,37 Beads/Hamozyt mit einem prozentualen Vk von 22%. Der Mittelwert
der Phagozytoseleistung der Rheinwasserhalterung betragt 8,76 Beads/Hamozyt mit einem prozen-
tualen Vk von 50%. Die mittleren prozentualen individuellen Vk der Phagozytoseleistung betragen 10
% fur die Laborhalterung und 13% fur die Rheinwasserhélterung. Mit dem Mann-Whitney-U-Test
konnten keine signifikanten Unterschiede der Phagozytoseleistung bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
< 5% gefunden werden, eine signifikante Varianzungleicheit konnte mit dem Levene-Test bestimmt
werden.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Phagozytoseleistungsniveau gefunden
werden, die mittleren Phagozytoseleistungen liegen zwischen 8,5 und 9,5 Beads pro Hadmo-
zyt unter beiden Halterungsbedingungen. Auffallend ist eine Varianzungleichheit zwischen
den Halterungsbedingungen, der mittlere prozentuale Vk der Phagozytoseleistungen aus der
Rheinwasserhélterung liegt bei 50%, hingegen liegt er in der Laborhalterung bei 22%. Auf
den Einfluss der Temperatur und temperaturabhédngigen Bedingungen in der Rheinwas-
serhalterung wurde in Kap. 4.4.2 eingegangen, so dass die héheren Schwankungen teilwei-
se erklarbar sind. Die methodischen Fehler der Dreifachbestimmung liegen zwischen 10 und
13% und nehmen einen vergleichsweise geringen Anteil an den gezeigten Schwankungen
ein.
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3.5 Saisonalitaten in der Rheinwassermuschelhdalterung

Ein Vergleich der mittleren vitalen Hdmozytendichten zwischen beiden Halterungsbedingun-
gen zeigte, dass auch das Niveau der mittleren vitalen Hdmozytendichten in Rheinwasser-
und Laborhélterung &hnlich ist, aber gleichsam enormen Schwankungsbreiten unterliegt.
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Abb. 152: Mittlere vitale Hdmozytendichten nach Trypanblaufarbung und Neubauerzdhlung aus der
Laborhalterung gegenitber der Rheinwasserhdlterung im Jahresverlauf 2006. Der Mittelwert der
vitalen Hamozytendichte der Laborhélterung betragt 4,60 x 10° Hamozyten/ml mit einem prozentual
Vk von 48%. Der Mittelwert der vitalen Hdmozytendichte der Rheinwasserhélterung betragt 5,01 x 10°
Hamozyten/ml mit einem prozentualen Vk von 50%. Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten keine
signifikanten Unterschiede der mittleren vitalen Hdmozytendichten bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
< 5% gefunden werden.

Die enormen Schwankungsbreiten in der vitalen Hamozytendichte unter verschiedenen
Halterungsbedingungen stellen diesen Immunparameter gegeniiber den funktionellen Im-
munparametern ganzlich in Frage. Neben den saisonalen Abhangigkeiten in der Rheinwas-
serhélterungen kénnen Mehrfachpunktionen Einfluss auf die vitalen Hdmozytendichten der
Ha&molymphe gehabt haben (siehe Kap. 4.4.4).
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4.1 In vitro-Versuche mit Sdugerimmunzellen

4 Diskussion

Sowohl der Material- und Methodenteil als auch die Ergebnisteile kénnen den untersuchten
Erfassungsbenen zugeordnet werden (siehe Abb. 153). Diese Ebenen werden zunachst
einzeln und anschliel3end vergleichend diskutiert.

.
In vivo-Freilandexposition von Muscheln
(Kapitel 3.5 und 4.4)
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Abb. 153: Verwendete Erfassungsebenen der Immunparameter

4.1 In vitro-Versuche mit Sdugerimmunzellen

Es konnten verschiedene durchflusszytometrische Messparameter zur Erfassung der Pha-
gozytoseaktivitdt an HL 60-Zellen erarbeitet werden. Diese umfassten den Phagozytosean-
teil und zwei Phagozytoseleistungsparameter, bezogen auf die phagozytoseaktiven Zellen
und die Gesamtzellzahl (siehe Kap. 3.1.1.2). Die Kinetiken dieser Messparameter wurden
untersucht, und eine enge Korrelation zwischen Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung
(GE) konnte im Versuchszeitraum zwischen 0,5 bis 6 h gefunden werden. Die phagozyto-
seaktiven HL 60-Zellen eigneten sich, um die verschiedenen Messparameter fiir die Phago-
zytoseaktivitéat zu erarbeiten.

Die Phagozytoseaktivitat reduziert sich jedoch stark bei einer Unterschreitung der Versuchs-
temperatur von 37 °C (siehe Abb. 43 in Kap. 3.1.1.4). Vitalititsmessungen nach Propidium-
jodidfarbungen der HL 60-Zellen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen erméglichen eine
sehr gute ldentifizierung nekrotischer Zellanteile (siehe Kap. 3.1.1.1). Obwohl die Differenzie-
rung von HL 60-Zellen in mehreren Publikationen [119] [105] beschrieben wird, konnte je-
doch kein chemischer Stimulus identifiziert werden, der eine gleichbleibende Phagozyto-
seaktivitdt und gute Wachstumseigenschaften der Zelllinie vereinte. In der Auseinanderset-
zung mit der Differenzierungsproblematik der HL 60-Zellen in gleichbleibend phagozytosakti-
ve Formen konnte herausgefunden werden, dass durch die leichte Induzierbarkeit von Diffe-
renzierungsvorgangen durch zahlreiche Stimuli (siehe Kap. 2.2.6) die Gefahr ungewollter
spontaner Differenzierung mit zunehmender Passagenanzahl steigt [121]. Der Differenzie-
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

rungsstand der Zellkultur sollte daher standig tGberwacht werden und steht Standardisie-
rungsbestrebungen entgegen. Das fuhrte zu dem Entschluss, phagozytoseaktive HL 60-
Zellen nicht als Testverfahren zur Messung von In vitro-Effekten auf die Phagozytoseaktivitét
von Saugerimmunzellen einzusetzen.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen einer parallel durchgefiihrten Diplomarbeit [105] eine
Ubertragarkeit der Messparameter auf bereits ausdifferenzierte phagozytoseaktive P388-
Mausmakrophagen getestet. Das durchflusszytometrische Mess- und Testprinzip lie sich
auf P388-Mausmakrophagen, mit anderen Phagozytose- und Wachstumseigenschaften,
nach einer methodischen Anpassung (siehe Tab. 13 in Kap. 3.1.6.8) Ubertragen. Es konnten
die Rahmenbedingungen zur Messung der Phagozytoseaktivitat an den P388-Zellen erabei-
tet und auch Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir Schwermetallverbindungen auf die
Phagozytoseaktivitat beschrieben werden (siehe Kap. 3.2.1), in denen konzentrationsabhén-
gig stimulierende als auch hemmende Effekt angezeigt werden.

Auf Fragen der Sensitivitat der Siugetierzellen wird in Kap. 4.5.1 eingegangen. Eine Uber-
tragung der verwendeten Mess-und Testprinzipien (siehe Kap. 2.1) ist prinzipiell auf alle
phagozytoseaktive Zellen méglich und erfolgte auf Muschelhdmozyten von Anodonta anati-
na.

4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhdmozyten

Zusammenfassung

Verschiedene Methoden zur Gewinnung der Muschelhamozyten wurden getestet. Anfangli-
che Versuche, die Muschelhdamozyten in Primarkultur zu nehmen, fihrten aufgrund hoher
Verluste an Vitalitdt und Leistungsfahigkeit der Hamozyten zu dem Entschluss, die Hamozy-
ten aus Mehrfachpunktionen der Entenmuscheln zu generieren. Dabei wurden minimale
Punktionsintervalle bericksichtigt, nach denen die vitale Hamozytendichte und die Phagozy-
toseaktivitét regeneriert waren und erlaubten, je nach GroRe der Organismen und Halte-
rungsbedingungen, zwischen 3 und 5 Punktionen pro Versuchstier.

Charakteristika der Hamozyten wie Adhasionsverhalten, Temperatureinflisse durch Ver-
suchs- und Halterungstemperatur auf die Phagozytoseaktivitat und die dazugehoérigen Kine-
tiken der Messparameter wurden untersucht. Auch konnte eine weitere Methode zur Mes-
sung von extrazellularer ROS-Produktion von Muschelhamozyten etabliert und untersucht
werden. Sowohl die Halterungs- als auch die Versuchstemperatur bewirkten bis zu einem
maximalen Antwortbereich eine Steigerung der Phagozytoseaktivitdt. Im chemisch unbela-
steten Zustand korrelierten die Messparameter fir Phagozytoseanteil und Phagozytoselei-
stung (GE) bis zu einem Zeitintervall von mindestens 6 h Phagozytoseaktivitat.

Aufgrund der erarbeiteten Versuchsbedingungen konnten In vitro-Hemmversuche mit Xeno-
biotika auf die Phagozytoseaktivitat durchfiihrt werden. Mehrere Schwermetallverbindungen,
5 Pharamzeutika, 2 PCBs und 2 PAKSs, fir die in der Literatur immunmodulierende Effekte an
Muscheln beschrieben wurden, konnten in weiten Konzentrationsbereichen auf ihre Wirk-
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

samkeit getestet werden. Fir Schwermetallverbindungen zeigten sich sigmoidale Konzentra-
tions-Wirkungs-Beziehungen, die mehrere GroRenordnungen in ihrer Hemmwirkung ausein-
anderliegen konnen. In niedrigen Konzentrationen kann eine Effektumkehr (Aktivierung)
erfolgen, die auch fur Hamozyten anderer Muschelarten beschrieben wurde. Die Empfind-
lichkeit der Phagozytoseaktivitat der Muschelhamozyten von Entenmuscheln fir Schwerme-
talle ist vergleichbar mit anderen marinen und limnischen Muschelarten. Allerdings finden die
akuten Wirkungen auf die Phagozytoseaktivitéat in Konzentrationen statt, die aktuelle Bela-
stungssituationen in Oberflachegenwassern in der Regel nicht anzeigen kdnnen. Von den
anderen getesteten Xenobiotika zeigten nur das Antibiotikum Tetrazyklin und ein Wirkstoff
von Kontrazeptiva, das 17-a-Ethinylestradiol, Effekte auf die Phagozytoseleistung von Mu-
schelhdmozyten. Diese Effekte lagen aber gleichsam mehr als drei GréRenordnungen von
Umweltkonzentrationen entfernt. Ahnlich unempfindlich reagierte der Messparameter fir
ROS-Produktion mit Muschelhamozyten von Entenmuscheln im In vitro-Ansatz. Daher wurde
die Empfindllichkeit der erabeiten In vitro-Mehoden fiir Phagozytoseaktivitit und ROS-
Produktion mit In vivo-Folgeversuchen in Relation gesetzt.

4.2.1 Phagozytoseaktivitat von Muschelhamozyten

Auch fur Muschelhdmozyten konnten die Messparameter flir Phagozytoseaktivitdt Ubertra-
gen werden, doch mussten zuvor mehrere methodische Einflussgréfien auf die Phagozyto-
seaktivitat identifiziert und bewertet werden. Diese umfassten:

e Adhéasions-und Aggregationsverhaltens (Kap. 3.1.5)

e Hamozytenzahl im Testansatz (Kap. 3.1.6.1)

e Serumanteil und der Latexpartikelzahl im Testansatz (Kap. 3.1.6.3)

e Testansatzvorbehandlungen, wie Trypsinisierung (Kap. 3.1.6.4)

e Versuchtemperatur und Schittelbedingungen (Kap.3.1.6.5 und 3.1.6.8)

¢ Ermittlung der Phagozytosekinetiken (Kap. 3.1.6.6)

e Halterungsbedingungen der Muscheln (Kap. 3.1.6.7)

e Regenerationsfahigkeit der Hamolymphfunktionen nach der Punktion von Muscheln

(Kap. 3.1.4.4)

Aus den Ergebnissen dieser Versuche konnten optimale Versuchsbedingungen fiir alle
weiteren Phagozytoseaktivitdtsmessungen abgeleitet werden.

4.2.2 Gewinnung der Hamozyten

Primarkulturversuche

Anfangliche Versuche, Hadmozyten in eine Primarkultur zu nehmen zeigten (siehe Kap.
3.1.4.3), dass die vitale Hdmozytendichte 3 Tage nach der Entnahme auf 35% zum Aus-
gangshiveau und nach 6 d auf 15% abnimmt. Die Phagozytoseaktivitat fallt auf unter 20%
nach 6 d Standzeit. Zytotoxische Effekte nach der Entnahme verringern Vitalitdt und Lei-
stungsfahigkeit der Hdmozyten. Die ROS-Produktion der Hamozyten ist direkt nach der
Entnahme maximal (siehe Abb. 89 In Kap. 3.1.8.2 und Abb. 93 in Kap. 3.1.8.4) und signali-
siert einen moglichen ,Alarmzustand® der Hadmozyten, der zu Zytotoxizitat gefiihrt haben
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

kann. Auch kénnen Unterversorgungen der Hamozyten einen Teil dieser Vitalitdtsabnahme
erklaren, da keine zuséatzlichen Nahrstoffe durch Mediumzugaben zur Verfiigung standen.
Die Vitalitdt von Hamozyten 24 h nach der Entnahme unterliegt artspezifisch groflen
Schwankungen [78], was moglicherweise auf unterschiedliche Verteidigungsstrategien der
Hamozyten zuriickzufiihren ist. Da einige Aspekte zu den Hamozyten von Muscheln noch
unklar sind, z.B. ob die Hamozyten generell teilungsfahig sind oder aus einem hdmatopoeti-
schen Gewebe kontinuierlich nachgebildet [25] werden und es verschiedene Differenzie-
rungsmodelle fir Hamozyten in Bivalvia gibt [27] [25], wurde der Ansatz eine Primé&rkultur zu
etablieren nicht weiter verfolgt. In einer Primarkultur hatten teilungsfédhige Hdmozytenpopula-
tionen wie neoplastische Hamozyten einen Selektionsvorteil, aber es ware weiterhin unklar,
ob diese Zellen auch ein naturnahes Abbild der Hamolymphfunktionen geben kénnten.
Besonders fiir den verwendeten limnischen Testorganismus Anodonta anatina existiert noch
zu wenig Wissen Uber die einzelnen Hdmozytenpopulationen und deren spezifische Funktio-
nen. Eine Generierung der Hdmozyten kann auch durch mehrfache Punktion der Muscheln
erfolgen.

Punktionen von Entenmuscheln

Im Methodenaufbau wurden haufig Punktionen an Muscheln zur Hamolymphgenerierung
durchgefuhrt. Obwohl diese Technik der Hamolymphentnahme fiir andere SuR3wassermu-
scheln (Elliptio complanata) als nicht letale und minimal invasive Methode bewertet wurde
[122], kam es zu erheblichen Degenerationserscheinungen am vorderen Schliellmuskelge-
webe der Entenmuscheln (siehe Kap. 3.1.4.1). Diese Degenerationserscheinungen waren in
der Rheinwasserhélterung der Entenmuscheln wesentlich ausgepragter (siehe Kap. 4.4.4)
als in der Laborhélterung. In der Laborhélterung der Muscheln konnten Bedingungen defi-
niert werden (Halterung in limnischem Rekonstitutionswasser, Fltterung der Versuchstiere
mit Desmodesmus subspicatus, wochentliche Wasserwechsel bei gleichbleibender Tempe-
ratur, ndheres in Kap. 2.3.3), die mehrmonatige Halterungen von Muscheln gewé&hrleisten
kénnen und auch besser vergleichbare Phagozytoseaktivitaten als in der Rheinwasserhélte-
rung bewirkten (siehe Kap. 3.5.4). Unter Berlcksichtigung der Regenerationsintervalle von 3
Wochen, nach denen die vitale Hdmozytendichte und Phagozytoseaktivitdt der Hdmozyten in
Entenmuscheln regeneriert sind (siehe Kap. 3.1.4.4), sind so zwischen 3 und 5 Punktionen je
nach GréRe der Testorganismen moglich, die eine kontinuierliche Generierung von Hamozy-
ten erlauben.

4.2.3 Adhasionsverhalten der Hamozyten

Das Adhésions- und Aggregationsverhalten von Muschelhdmozyten direkt nach der Ent-
nahme ist fir mehrere Muschelarten [23] [52] beschrieben. Dabei handelt es sich um spon-
tane Ereignisse [53], was auch an den Hdmozyten von Entenmuscheln beobachtet werden
konnte. Direkt nach der Entnahme ist das Adhasions- und Aggregationsverhalten der Hdmo-
zyten von Teichmuscheln in Einzel- und in Mischhdmolymphe besonders stark ausgepréagt
und auch materialabhdngig (siehe Kapitel 3.1.5). Erst 6 h nach der Entnahme werden die
messbaren Ausgangshamozytendichten zum Zeitpunkt der Entnahme erreicht. Nach 24 h
findet man sogar noch héhere Hamozytendichten, als zum Zeitpunkt nach der Entnahme;
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was darauf schliel3en lasst, dass ein Teil der Hdmozyten schon wéhrend der Punktion und
vor der Zahlung durch Aggregations- und Adhasionsverhalten nicht erfasst werden kann. Es
handelt sich bei der Adh&sion der Anodontenhdmozyten um einen relativ schnellen Prozess.

Diese Ergebnisse sind von messtechnischer Relevanz, da erst nach ladngeren Versuchszei-
ten, z.B. nach 20 h wesentlich mehr Hdmozyten aus dem Testansatz durchflusszytometrisch
erfasst werden (siehe Abb. 75 in Kap. 3.1.6.4) und eine sicherere statistische Basis bieten.
Auch kénnen ungleichmalliige Anstiege von Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung
durch das Adhasions- und Aggregationsverhalten der Hdmozyten bedingt sein. Unspezifisch
angelagerte Latexpartikel erzeugen in den kurzen Messintervallen falsch positive Ereignisse
im Phagozytoseanteil, hingegen wird der Messparameter Phagozytoseleistung schwacher
beeinflusst (siehe Abb. 75 und 76 in Kap. 3.1.6.4). Deshalb wurden bei weiteren Untersu-
chungen die Hdmozyten vor der Messung fiir 1 min trypsiniert und dabei 3 x fir 5 s bei 2500
U/min geschittelt, um den Anteil unspezifisch angelagerter Partikel bei der Messung zu
minimieren. Die Versuchsparameter zeigten nach der Veranderung der Testansatzvorbe-
handlung gleichmaRigere Anstiege in Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung in den
kurzeren Messintervallen (siehe Kap. 3.1.6.6) sowie eine bessere Korrelation. Auch fuhrte
die Trypsinisierung zu einer Erhdhung der Ereignisausbeute. In anderen Publikationen mit
durchflusszytometrischen Untersuchungen der Phagozytoseaktivitat, z.B. [49] [561] wird
teilweise dieses Adhésionsproblem bei der Bestimmung eines Phagozytoseindex umgangen.
Der Phagozytoseindex bertcksichtigt nur Hdmozyten, die 3 oder mehr Latexpartikel aufge-
nommen haben. Anlagerungen von ein oder zwei Latexpartikeln werden damit nicht berlck-
sichtigt.

Die Verwendung von Mischhdmolymphe fiihrt in Folge einer Interimmunreaktion zu verstark-
tem Aggregationsverhalten der Hamozyten. Das Adh&sionsverhalten ist mit dem von Einzel-
hamolymphe vergleichbar (siehe Abb. 71 in Kap. 3.16.5). Eine Verwendung von Mischhdmo-
lymphe, die aus mehreren Individuen gewonnen wurde, ist eine gangige Methode, um inter-
individuelle Schwankungen bei Bestimmungen von Wirkungen auf die Phagozytoseaktivitat
von Hamozyten zu minimieren [82] [35] und kam bei den In vitro-Versuchen fiir Xenobiotika
zum Einsatz. Das Adhé&sionsverhalten von Hamozyten wird in anderen Studien sogar als
eigenstandiger Immunparameter fir eine Bewertung von immuntoxischen Potienzialen
diskutiert [53] [55]. Da die Phagozytose die Adhasion von Fremdpartikeln involviert, wurde
auf eine separate Betrachtung der Adhasionsfahigkeit als Immunparameter in dieser Arbeit
verzichtet.

4.2.4 Temperatureinfluss auf die Phagozytoseaktivitat

Temperatureinfliisse kdnnen die Phagozytoseantwort in Muscheln direkt [47] [49] oder auch
indirekt durch Veranderung der Sensitivitat fir Xenobiotika [76] modulieren. Die Temperatur
beeinflusst die Phagozytoseaktivitat von Hamozyten auf mehrere Weisen: Einerseits beein-
flusst die Versuchstemperatur direkt die Phagozytoseaktivitdt der Hdmozyten (siehe Kap.
3.1.6.7); da es sich auch um einen aktiven Transportprozess handelt. Andererseits nimmt die
Halterungstemperatur der Entenmuscheln bei der Verwendung einer konstanten Versuch-
temperatur Einfluss auf die Phagozytoseaktivitédt der Hdmozyten (siehe Kap. 3.1.6.5), was
auf Anpassungsvorgénge der Muscheln schliel3en lasst.
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Einfluss der Versuchstemperatur

In einem Temperaturbereich von 4 bis 25 °C Iasst sich eine Steigerung der Phagozytoseakti-
vitdt mit der Versuchtemperatur feststellen (siehe Abb. 86 in Kap. 3.1.6.7), hingegen bricht
bei fur Muschelhdmozyten unphysiologischen 37 °C die Phagozytoseaktivitat ein. Muscheln,
die an eine héhere physiologisch relevante Temperatur (21,0 °C) angepasst sind zeigten
bessere Steigerungsraten als Muscheln, die an niedrigere Temperaturen (6,2 °C) angepasst
wurden. Da es sich bei der Phagozytose um eine Abfolge aktiver Prozesse handelt, lasst
sich die Steigerung bis zum optimalen Temperaturbereich wie bei anderen physiologisch
relevanten GréRen gut herleiten. So korrelieren die Filtrationsraten von Teichmuscheln mit
der Wassertemperatur [108], oder der Energiestoffwechsel der Kérbchenmuschel (Corbicula
fluminea) kann temperturabhangig erhéht werden [123]. Eine Versuchstemperatur von 25 °C
wurde als optimale Temperatur fir Phagozytosemessungen verwendet, da diese auch bei
verschiedenen Hélterungsbedingungen der Entenmuscheln eine hdéhere Phagozytoseaktivi-
tat zeigt und unter Laborbedingungen gut einzuhalten ist.

Einfluss der Halterungstemperatur

Phagozytoseanteil und Phagozytoseleistung der Hdmozyten steigen mit zunehmender Halte-
rungstemperatur in einem Temperaturbereich zwischen 7,8 und 21,2 °C bei gleichen Messin-
tervallen (siehe Kap. 3.1.6.5) an, was auf Adaptationsvorgénge schlielRen lasst. Je ndher die
Halterungstemperatur an der Versuchstemperatur lag, desto héher war die Phagozytoseakti-
vitdt. Wechselwarme Organismen verfligen jedoch (ber eine Reihe von Kompensationsme-
chanismen, die Adaptationsprozesse steuern und nicht immer einen Verlauf der Stoffwech-
selsteigerung nach der van't Hoff ' schen Regel bewirken [124]. So scheinen auch Teichmu-
scheln ihre Phagozytoseaktivitdt bei einer Temperaturerhéhung partiell kompensieren zu
kénnen. Der Steigerungsfaktor bei 10 °C Temperaturdifferenz von 11,2 °C auf 21,2 °C der
Halterungstemperatur liegt unter 1,5 nach 6 h Versuchszeit. Bei niedrigeren Anpassungs-
temperaturen, wie von 7,8 °C auf 15 °C, errechnet sich ein héherer Qq-Wert von 1,9, was
ein geringflgig gréReres Steigerungspotenzial anzeigt. Die Halterungstemperatur von 21,2
°C ist physiologisch fur Muscheln recht hoch (siehe Abb. 136 in Kap. 3.5) und liegt nah an
Bedingungen bei denen sich eine positive Korrelation von Halterungstemperatur und Phago-
zytoseaktivitdt in der Rheinwasserhéalterung verliert, sieche Kap. 4.4.2. Die Muscheln errei-
chen bei héheren Temperaturen den Maximalbereich ihrer Phagozytoseantwort.

Phagozytosekinetiken

In einem Temperaturbereich zwischen 7,8 und 21,2 °C steigen die Messparameter Phagozy-
toseanteil und Phagozytoseleistung (GE) linear in einem Zeitraum bis 6 h (siehe Kap.
3.1.6.6), mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,1 % an. Beide Messparameter erhéhen sich
temperaturabhangig. Unter chemisch unbelasteten Bedingungen kann sowohl der Phagozy-
toseanteil als auch die Phagozytoseleistung (GE) als Mal} fur die Phagozytoseaktivitat be-
nutzt werden. Die Messparameter der Phagozytoseaktivitdt aus den Versuchen mit Sauger-
zelllinien sind auf Muschelhdamozyten von Anodonta anatina Ubertragbar und untereinander
vergleichbar.
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4.2.5 Vitalitadtsmessungen von Muschelh&mozyten

In der vorliegenden Arbeit wurde die Vitalitat der Hamozyten zu zwei Zeitpunkten festgestellt,
bei der Entnahme und nach dem Phagozytoseansatz. So wurden die mittleren vitalen Hamo-
zytendichten der durch Punktion gewonnenen Hamolymphen durch eine Zéhlung in der
Neubauer-Zahlkammer nach Trypanblaufarbung bestimmt. Im Anschluss an den Phagozyto-
seansatz standen zwei durchflusszytometrische Methoden mit den DNA Farbstoffen Sytox-
Green und Propidiumjodid zur Verfligung, die nekrotische Zellanteile, also spéate zytotoxische
Effekte, anzeigen konnten. Die durchflusszytometrischen Vitalitdtsbestimmungen wurden in
vitro und nach den In vivo-Expositionen von Teichmuscheln mit Referenzsubstanzen und
Abwasserproben durchgefiihrt. Die Methoden werden in Kap. 4.5.1 vergleichend diskutiert.

4.2.6 Versuche mit Xenobiotika

Modulierende Effekte von unterschiedlichen Xenobiotika auf die Phagozytoseaktivitdt von
Muschelhdmozyten konnten in vitro nachgewiesen werden [35] [82] [84] [78] [89] [95] [97]
[85] [94].

Auch fur Hdmozyten aus dem verwendeten Testorganismus Anodonta anatina konnten
modulative Wirkungen von Xenobiotika auf die Phagozytoseaktivitit gemessen werden
(siehe Kap. 3.2.2 bis 3.2.4). Mit den gemischten Hamolymphen mehrerer Individuen aus der
Laborhalterung war es mdglich, In vitro-Versuchen mit Schwermetallverbindungen, diversen
Pharmazeutika, PAK und PCB auf die Phagozytoseaktivitdt durchzufuhren. Die Auswahl
erfolgte aus dem Spektrum an Xenobiotika, fir die immunmodulative Effekte an Muscheln
nachgewiesen wurden (siehe Tab. 3 in Kap. 1.2.5). Schwer wasserl6sliche Verbindungen
wie PAK und PCB wurden mit Ethanol als L&slichkeitsvermittler bis zur Wasserl6slichkeits-
grenze der Substanzen getestet; dabei blieben die Negativkontrollen mit entsprechendem
Ethanolanteil (Testkonzentration 0,2%) unbeeinflusst.

Schwermetallwirkungen auf die Phagozytoseaktivitat

Die Schwermetallverbindungen zeigten sigmoidale Konzentrations-Wirkungsbeziehungen in
der Phagozytoseleistung (GE) bei logarhithmischer Auftragung der Probenkonzentration
(siehe Kap. 3.2.2), die mit einem 4-parametrischen logistischen Modell beschrieben und
ausgewertet werden kénnen. Der mittlere prozentuale Variationskoeffizient bei einer Drei-
fachbestimmung liegt bei ca. 8%. Die Hemmwirkungen der unterschiedlichen Schwermetalle
kénnen mehrere Zehnerpotenzen in der Stoffmengenkonzentration auseinander liegen. Die
héchste Hemmwirkung zeigte das CH3;HgCI, und die geringste Hemmwirkung wurde durch
das NiCl, erreicht, wobei die ECso-Werte der Konzentration um den Faktor 600 differierten.
Die Hemmwirkung nahm in folgender Reihenfolge ab: CHs;Hg >Hg >Cu >Cd >Ni. Diese
Reihenfolge stimmt mit anderen Literaturquellen Uberein, so wird z.B. in [78] eine durch-
schnittliche Reihenfolge der Hemmwirkung bei 6 verschiedenen Muschelarten von CH;Hg >
Hg > Ag > Cd > Zn beschrieben. Die ECso-Werte sind ebenfalls fir CHz;Hg, Hg und Cd ver-
gleichbar (siehe Tab. 17) und wurden aus durchflusszytometrischen Messungen mit einem
gleichem Bead zu Hadmozyten-Verhaltnis von 100 zu 1 bestimmt.
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

Tab. 17: Speziesbedingte ECso-Werte von Schwermetallen der In vitro-Phagozytoseaktivitat
von Muschelhdmozyten. Vergleichswerte wurden aus [78] entnommen, Angaben in mol/l
Probenkonzentration.

Spezies CH3Hg ‘ ‘
[mol/l moI/I moI/I

Cyrtodaria siliqua 2,4x107 | 6,0x10° n.b.
Dreissena polymporpha | 1,8 x 10° | 7,9x10° 47 x10™
Elliptio complanata 1,8x10° | 2,9x10° 1,2x107°
Mactromeris polynyma 1,1%x10° | 1,1x10™ > 107
Mya arenaria 26x10° | 52x10° > 10~
Mya truncata 6,4x10° | 3,4x10° n.b.
Mytilus edulis 1,3x10> | 7,3x107 > 10~
Serripes groenlandicus n.b. 1,9 x 107 n.b.
Mittelwert 1,9x10° | 69x10°| 84x10*
Anodonta anatina 1,9 x 107° 7,1x 107 2,0 x 107

Die Tabelle 17 zeigt, dass Muschelhdmozyten des gewahlten Testorganismus Anodonta
anatina fir Schwermetallverbindungen eine vergleichbare Sensitivitdt wie andere marine und
limnische Muschelarten aufweisen. Prinzipiell eignen sich daher Muschelhdmozyten von
Anodonta anatina fir ein In vitro-Testverfahren mit Indikatorwirkung fiir akute Effekte auf die
Phagozytoseaktivitat von Muschelhdmozyten, da sie vergleichsweise weder zu sensitiv noch
zu unempfindlich reagieren. Allerdings finden akute Wirkungen auf die Phagozytoseaktivitat
in Konzentrationen statt, die aktuelle Belastungssituationen in Oberflichengewdassern in der
Regel nicht anzeigen kénnen.

In einem akuten Test, der die Modulation der Phagozytoseleistung erfasst, wird zudem die
Reversibilitat der Wirkung nicht bestimmt. Eine Nachhaltigkeitsaussage zu den bestimmten
Wirkungen ist daher ohne Nachversuche unzulassig und kann zu falsch positiven Aussagen
Uber das immuntoxische Potenzial von Substanzen fuhren, wenn die zeitliche Belastungssi-
tuation ungeklart ist. Versuche zur Hemmwirkung von Schwermetallen auf die Phagozyto-
seaktivitdt ergaben, dass die Wirkungen irreversibel oder reversibel sein kdnnen (siehe Abb.
108 in Kap. 3.2.3). Fir Nickel und Methylquecksilber konnte eine irreversible Wirkung nach-
gewiesen werden, hingegen bewirkten Kupferexpositionen eine Regeneration der Phagozy-
toseaktivitédt von Muschelhdmozyten 24 h nach der Exposition.

Bei einigen Schwermetallverbindungen, z.B. bei Methylquecksilberchlorid und Quecksilber-
dichlorid, traten in niedrigen Konzentrationsbereichen starke Aktivierungseffekte (bis zu 30%
gegenlber den Negativkontrollen) auf. Hingegen zeigen sich um den ECsp-Wert drastische
Hemmwirkungen. Aufgrund der gezeigten prozentualen Variationskoeffizienten, die zwischen
5 und 8% im Dreifachansatz lagen, kann ein 20%iger Effekt (EC,,) als sichere Nachweis-
grenze bei einer Normalverteilung der Daten angenommen werden, da Uber 95% der Daten
innerhalb von 2 Standardabweichungen um den Mittelwert liegen [115].
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

Ahnliche Aktivierungen der Phagozytoseaktivitat werden mit In vitro-Testverfahren an ver-
schiedenen Muschelarten in niedrigen Konzentrationsbereichen fur verschiedene Schwerme-
tallverbindungen beschrieben [78]. Diese Effektumkehr bei niedrigen Konzentrationen ist
nicht auf Muscheln begrenzt, sondern wurde z.B. bei Reptilien, Fischen, Végeln, Nagern und
Primaten berichtet [35].

Dieses konzentrationsabhangige Verhalten der Phagozytoseaktivitat wird, z.B. in [19] mit
dem Begriff von ,biphasischen Antwortmustern der Phagozytoseaktivitdt belegt oder als
Beispiel fir ein Hormesis- ahnlichen Effekt diskutiert [19] [26]. Die biochemischem Ursachen
fur die Aktivierungen der Phagozytoseaktivitdt kdnnen hier nicht ergriindet werden, doch tritt
diese Art ,Stressaktivierung“ sowohl auf der In vitro-, als auch auf der In vivo-Ebene mit
Referenzsubstanzen (siehe Kap. 4.3.1) auf und wird im Folgenden als Begriff bevorzugt. Es
ist anzunehmen, dass die Phagozytose einen adaptiven Prozess innerhalb der allgemeinen
Stressantwort darstellt. Auf die Sensitivitdtsgrenzen der getesten In vitro-Methoden mit
Muschelhdmozyten und Saugerimmunzellen wird ausfihrlich in Kap. 4.5.2 eingegangen,
doch liegen diese weitgehend Uber umweltrelevanten Konzentrationsbereichen.

Sensitivitatsspektrum der Phagozytoseaktivitat fir andere Xenobiotika

Mit Muschelhdmozyten wurden jeweils 2 umweltrelevante PAK und der PCB sowie 5 Phar-
mazeutika, fur die immunmodulierende Effekte beschrieben sind (siehe Tab. 3 in Kap. 1.2.4),
im In vitro-Ansatz auf Ihre Wirksamkeit getestet. Dabei wurden Konzentrationen eingesetzt,
die weit Uber den Belastungssituationen von kommunalem Abwasser und Oberfdchenwdas-
sern liegen (siehe Kap. 3.2.4). Nur ein Wirkstoff von Kontrazeptiva, das 17-a-Ethinylestradiol
und das Antibiotikum Tetrazyklin zeigten Effekte auf die Phagozytoseleistung von Muschel-
hamozyten. Doch traten die Wirkungen wie bei den Schwermetallverbindungen (siehe Kapi-
tel 3.2.2) in Konzentrationsbereichen auf, die keine oder zumindest nur punktuelle Umweltre-
levanz besitzen.

In FlieRgewdassern ist 17-a-Ethinylestradiol in der Regel nicht tber der Bestimmungsgrenze
von 0,5 ng/l nachweisbar, und die in Klaranlagenabldufen gemessenen Konzentrationen
liegen im unteren ng/l Bereich [125]. Der gefundene ECs-Wert liegt zwischen 0,1 und 1
mmol/l, also liegt die Massenkonzentration zwischen 29,6 und 296 mg/l und ist mehr als 6
GréRenordnungen von in der Umwelt auftretenden Konzentrationen entfernt. Das 17-a-
Ethinylestradiol wurde gegenuber dem naturlich vorkommenden 17-B-Estradiol bevorzugt, da
es wesentlich l&ngere Halbwertszeiten in Kldranlagen besitzt und seine estrogene In vivo-
Aktivitat ca. 25fach hdher liegt als beim 17-p-Estradiol [1] .

Die Belastung kommunaler Abwésser mit Tetrazyklinen wird mit ca. 0,2 pg/l angegeben, was
ca. 0,43 nmol/l entspricht [95], wobei der gefundene ECs,-Wert zwischen 10 und 50 pmol/I
liegt und mehr als 3 Zehnerpotenzen von Umweltkonzentrationen entfernt ist. Die Empfind-
lichkeit fir Umweltprobenuntersuchungen der erarbeiteten In vitro-Testverfahren fir Phago-
zytoseaktivitat ist demnach anzuzweifeln und wurde mit In vivo-Folgeversuchen mit Refe-
renzsubstanzen in Relation gesetzt .(siehe Kap. 4.5.3)
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

4.2.7 Die ROS-Produktion der Hamozyten

Muschelhamozyten sind in der Lage, verschiedene ROS intra- und extrazellulér zu bilden
(siehe Kap. 1.2.4.2). In vitro-Ansatze zur Messung der ROS-Produktion wurden schon mehr-
fach an Muschelhdmozyten angewendet [86] [89] [94] [97] [65] [23] [46] [39] [63] und konnten
z.B. modulierende Wirkungen auf die ROS-Produktion von Organozinnverbindungen [86],
Benzo(a)pyren [89], Flammenschutzmittel [94] und hormonaktive Substanzen [97] nachwei-
sen. Dabei wurden unterschiedliche methodische Anséatze verfolgt. So kann die Superoxid-
aniongenerierung extrazellular durch Oxidation von Cytochrom ¢ angezeigt werden [97] [94],
die intrazelluldare Produktion, z.B. durch den NBT-Assay (nitroblue tetrazolium reduction
assay) [89] [97]. Gangige Verfahren sind auch die Chemilumineszenz von oxidativen Pro-
zessen, z.B. durch die Zugabe von Luminol zu verstdrken und nachzuweisen [86] oder
Fluoreszenzmessungen an Substraten wie Dichlorofluoresceindiacetat (DCFH-DA) oder
1,2,3 Dihydrorhodamin (DHR) durchzufiihren, die nach Oxidation mit H,O, fluoreszent wer-
den [63] [39].

Phenolrotmethode

Eine andere Methode, die ROS-Produktion zu bestimmen, ist die Messung der Extinktions-
zunahme von oxidierten Phenolrot (siehe Kap. 2.4.7.1). Diese Methode wurde urspriinglich
an Saugerzellkulturen entwickelt [64], wurde dann aber von Pipe [65] auf Muschelhdmozyten
von Mytilus edulis Ubertragen. Phenolrot wird bei vielen Zellkultivierungen eingesetzt, da fur
einen weiten Konzentrationsbereich keine toxischen Effekte nachgewiesen wurden. Es ist
anzunehmen, dass Phenolrot auch keine immunmodulativen Wirkungen besitzt, zumal es
von Zellen nicht aufgenommen wird. Die Phenolrotmethode konnte in dieser Arbeit auch auf
die vergleichsweise geringen Hdmozytendichten von Anodonta anatina (die um den Faktor 5
bis 10 geringer liegen als bei Mytilus edulis) Ubertragen werden und hat den Vorteil, dass sie
nun eine kontinuierliche photometrische Messung reaktiver Sauerstoffspezies mit Anodon-
tenhdmozyten erlaubt und nur einen geringen Einsatz an Hamozyten erfordert.

Da der pH-Wert durch den Anodontenpuffer im Testansatz mit Muschelhdmozyten normiert
und Wasserstoffperoxid durch die Meerrettichperoxidase abgefangen wird, kann auf dieser
Grundlage eine Anderung der optischen Dichte in eine Radikalproduktion an H,0,-
Aquivalenten pro Zeiteinheit umgerechnet und angegeben werden. Phenolrot besitzt fast
keine Membrangéngigkeit, damit wird vorwiegend extrazelluldre H,O,-Produktion erfasst.
Durch die kurze Lebensdauer von Superoxidanionen und deren spontane Zerfallsmdglichkeit
(siehe Kap. 1.2.4.2) zu H,0,, bestimmt die Phenolrotmethode auch einen Teil der dispropor-
tionierten Superoxidanionen der ROS-Produktion mit. Die Phenolrotmethode kann extrazellu-
lare ROS-Produktionen anzeigen und bietet eine sinnvolle Erweiterung des Messparameters
der intrazelluldren Phagozytoseaktivitat.

Kalibrationsmessungen

In Konzentrationsbereichen bis 15 umol H,0, im Testansatz zeigt die Methode eine hohe
lineare Korrelation zu getesteten H,O,-Konzentrationen im Testansatz (siehe Abb. 86 in Kap.
3.1.8.1). Doch verliert sich diese Korrelation durch die zunehmende S&urewirkung des H,0,.
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

Der Messbereich hatte durch Normierung des pH-Wertes durch Zugabe von NaOH erweitert
werden kénnen [64].

Kinetik der Radikalproduktion

Im Testansatz mit Muschelhdmozyten konnte mit Einzel- und Mischhdmolymphe die Kinetik
der Radikalproduktion verfolgt werden. Kurz nach der Entnahme der Hamolymphe befindet
sich die Radikalproduktion auf einem Maximum und verringert sich mit zunehmender Ver-
suchszeit (siehe Abb. 89 und 93 in Kap. 3.1.8). Fur Mischhdmolymphe konnte eine Halbie-
rung der Radikalproduktion in Zeitabstdnden von jeweils 4 h mit 50000 Hdmozyten im Test-
ansatz gemessen werden. Auch nach 10 h Versuchszeit waren mehr als 1 pmol/h H,O,
Radikalaquivalente in Mischhdmolymphe zu messen. Die Radikalproduktion im Testansatz
steigt mit zunehmender Hamozytenzahl (siehe Abb. 89 in Kap. 3.1.8.2) proportional, daraus
konnte eine optimale Hamozytenzahl von 50000 bestimmt werden. Die Kinetiken der Einzel-
hamolymphen von Entenmuscheln aus der Rheinwasserhalterung (siehe Abb. 93 in Kap.
3.1.8.4) zeigten in 8 von 10 Fallen vergleichbare Verlaufe. 2 Einzelhdmolymphen zeigten
eine mehr als doppelt so hohe Radikalproduktion. Ursachen oder eine methodische Fehler-
quelle konnten fir diese Aktivierung nicht gefunden werden. Es kam auch zu keinen pH-Wert
bedingten Farbumschldgen des Phenolrots wie bei den Kalibrationstestungen mit héheren
H,O, Konzentrationen (siehe Kap. 3.1.8.1). Auch fuhrte der Einsatz von nur 50000 Hamozy-
ten aus Anodontenhdmolymphe gegeniiber den vergleichsweise hohen Hamozytenzahlen
von Mytilushamolymphe (mit ca. 400000 Hdmozyten im Testansatz [65]) zu geringerer Was-
serstoffperoxid-Produktion, die aber noch gut messbhare Signalstérken erzeugten (siehe Abb.
89 in Kap. 3.1.8.2).

Ob die Entenmuscheln in der Laborhélterung eine homogenere Radikalproduktion zeigen,
wurde im Rahmen der Abwasserversuchen untersucht (siehe Kap. 3.4). Als geeignete Mess-
grole zur Bewertung der Radikalproduktion hat sich die Bildung von Radikalsummen Gber
ein Zeitintervall bewahrt und wurde fur Stimuliversuche, In vitro-Hemmversuche und In vivo-
Abwasserversuche als Bewertungskriterium der Radikalproduktion eingesetzt.

Stimuliversuche der ROS-Produktion von Muschelhamozyten

Hamozyten anderer Muschelarten (Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Crassostrea
virginica, Crassostrea gigas und Geukensia demissa) benétigen, z.B. einen Stimulus durch
Zymosan (Zellwandbestandteile von Hefen), um ROS generieren zu kénnen [61] [65] [86]
[89]. Bei anderen Muschelarten (Mya arenaria und Mercenaria mercenaria) zeigt Zymosan
kaum Effekte auf die ROS-Produktion der Hamozyten [61]. Die Mechanismen der ROS-
Stimulation scheinen artspezifisch variieren zu kénnen.

Ob sich auch die extrazellulare ROS-Produktion von Anodontenhdmozyten durch vergleich-
bare Stimuli erh6hen lasst, sollte ein Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen an E.
coli-Bakterien und Latexpartikeln ergeben. Um individuelle Schwankungen zu nivellieren und
eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden die Stimulitestungen
mit Mischhdmolymphe durchgefuhrt. Das Ausgangslevel der ROS-Produktion wurde durch
die Verwendung von Mischhdmolymphe im Vergleich zu Einzelhdmolymphen als Folge einer
Interimmunreaktion angehoben (siehe Abb. 89 und 93 in Kap. 3.1.8).
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4.2 In vitro-Versuche mit Muschelhamozyten

Die ROS-Produktion der Mischhamolymphe konnte in den ersten 4 h durch Latexpartikel um
ca. 20% gegeniber den Negativkontrollen stimuliert werden (siehe Abb. 91 in Kap. 3.1.8.3).
Hingegen fuhrten die verwendeten E. coli-Konzentrationen zu keiner Steigerung der ROS-
Produktion. Wahrscheinlich waren die gewahlten Konzentrationen der E. coli-Bakterien zu
gering oder wurden durch die Interimmunreaktion Uberlagert.

Unerwartet zeigte sich 1% Ethanol im Testansatz als wesentlich starkerer Stimulus und
bewirkte eine Steigerung von mehr als 40% in der ROS-Bestimmung. Die Wirkung wurde
daraufhin nachgetestet und zeigte eine Konzentrationsabhéngigkeit zwischen 0,25 bis 10%
Testansatzkonzentration (siehe Abb. 92 in Kap. 3.1.8.3). Als mdgliche Ursachen kénnte ein
zusatzlicher Stressfaktor der Hdmozyten und eine Erhéhung der Membrangéngigkeit durch
Ethanol fir Radikale und Phenolrot zu nennen sein, die eine zusatzliche Erfassung der
intrazelluldaren ROS ermdéglicht und das Antwortsignal verstarkt. Eine direkte Stimulation der
fur die Radikalproduktion verantwortlichen NADPH-Oxidasen durch Ethanol ist in der Litera-
tur nicht beschrieben. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass in kurzen Messintervallen
Uberwiegend extrazelluldre Radikalproduktionen bestimmt werden, die von Phagozytosepro-
zessen nur geringfligig gesteigert werden kdnnen. Das Phenolrot muss erst durch Endozyto-
se aufgenommen werden, um Radikalbildungen in den Phagosomen anzuzeigen. Die relativ
niedrige phagozytoseassoziierte ROS-Produktion kann auch durch eine langsamere Ant-
wortmaoglichkeit der Zellen bedingt sein, da die Phagozytoseprozesse bei Anodontenhamo-
zyten erst kontinuierlich einen erhéhten Radikalbedarf intrazellulér bewirken. Damit bietet die
Phenolrotmethode bei einem konstanten pH-Wert eine gute Méglichkeit, kurzfristige extrazel-
lulare Veranderungen der ROS-Produktion anzuzeigen ,und kann als erganzender Immunpa-
rameter zur Phagozytosemessung herangezogen werden. In kurzen Messintervallen wird
vornehmlich nicht die phagozytoseassoziierte intrazelluldre Radikalbildung angezeigt. Die
Hamozyten von Anodonta anatina geraten wenige Minuten nach der Entnahme in einen
»LAlarmzustand“ und zeigen maximale ROS-Produktion. Zusatzliche Stimuli sind fur eine
Messung der ROS nicht notwendig.

Schwermetalleinfluss auf die ROS-Produktion

In vitro-Einflisse von Xenobiotika auf die ROS-Produktion wurden mehrfach beschrieben
[86] [89] [94] [97] und sollten auch an Anodontenhamozyten getestet werden. Da sich fir alle
getesteten Schwermetallverbindungen (siehe Kap. 3.2.2) Hemmwirkungen auf die Phagozy-
toseaktivitat nachweisen lieRen, wurden diese Substanzen auch mit der Phenolrotmethode
getestet.

Die In vitro-Versuche der ROS-Produktion mit Schwermetallen ergaben Aktivierungen der
Radikalproduktion in niedrigeren Konzentrationsbereichen, gefolgt von Hemmungen der
ROS-Produktion bei héheren Konzentrationen (siehe Abb. 109 in Kap. 3.2.5), &hnlich der
~Stressaktivierung“ der Phagozytoseaktivitdt. Solche Aktivierungen der ROS-Produktion
werden auch in vitro fir Xenobiotika, z.B. Benzo(a)pyren, in nicht zytotoxischen Konzentrati-
onsbereichen beschrieben [89]. Kontrollversuche zur Hemmwirkung der Schwermetalle auf
die Meerrettichperoxidase zeigten, dass auch bei den hdchsten Schwermetallkonzentratio-
nen genlgend Restaktivitdt der Meerrettichperoxidase vorhanden war, um Oxidationspro-
zesse zu katalysieren. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen ergeben sich daher aus
der Schwermetallwirkung. Die hoéchsten getesteten Schwermetallkonzentration von
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4.3 In vivo-Laborexposition mit Entenmuscheln

CH3HgCI, HgCl, und CdCl, fiihrten durch pH-Wert Beeinflussung zu Farbumschlagen des
Phenolrots (siehe Abb. 28 in Kap. 2.4.7.4) was durch entsprechende Blindproben bertck-
sichtigt werden konnte.

Der In vitro-Ansatz zur Messung von Schwermetallwirkungen auf die ROS-Produktion (siehe
Abb. 109 in Kap. 3.2.5) zeigte sich aber noch unempfindlicher als der Messparameter der
Phagozytoseaktivitat (siehe Kap. 3.2.2 und 4.2.6). Es uUberlagern sich zytotoxische und
immuntoxische Effekte (siehe Kap. 3.1.7 fir NiCl,). In vitro-Versuchen mit Muschelhamozy-
ten von Anodonta anatina eignen sich nicht, um xenobiotische Einfliisse auf die Immunpa-
rameter Phagozytoseaktivitdt und ROS-Produktion in umweltrelevanten Konzentrationsbe-
reichen zu erfassen.

Die In vitro-Versuche sind wahrscheinlich nur auf hochbelastete Abwasserproben oder
dhnliche Matrixes anwendbar und zeigen keine spezifische Hemmwirkung auf die Phagozy-
toseaktivitdt oder ROS-Produktion durch xenobiotische Einflisse an.

4.3 In vivo-Laborexposition mit Entenmuscheln

Zusammenfassung

Die Phagozytoseaktivitdt nach In vivo-Expositionen von Muscheln stellt wohl den am besten
untersuchten Immunparameter dar. Zahlreiche immunmodulierende Einflisse von diversen
Xenobiotika konnten an der Phagozytoseaktivitat nach In vivo-Expostionen nachgewiesen
werden [43] [79] [76] [81] [83] [88] [90] [77] [51] [91] [92] [96] [97] [98].

Durch die relative Unempfindlichkeit der erarbeiteten In vitro-Methoden fur akute immuntoxi-
sche Wirkungen, die zwar teilweise auch fir andere Muscheln belegt werden kann (siehe
Tab. 17 in Kap. 4.2.6), wurden in der nachsten Erfassungsebene (siehe Abb.153 in Kap. 4)
In vivo-Expositionen von Entenmuscheln untersucht.

Ausgehend von den Erfahrungen der In vitro-Versuche mit Schwermetallen wurden Expositi-
onsszenarien mit 1/100, 1/1000 und 1/10000 der In vitro-Nachweisgrenzen fiir die Schwer-
metallverbindungen mit der geringsten (NiCl, mit 614 mg/l) und der héchsten (CH3zHgCI mit
4,25 mg/l) Hemmwirkung durchgefiihrt. Es wurden Immunmodulationen der Messparameter
fur Phagozytoseaktivitat zu den Expositionsintervallen 0, 1, 3, 7 und 14 d erfasst. Von insge-
samt 128 eingesetzten Muscheln verstarben nur 4 nach 7tagiger Exposition mit der hdchsten
Nickeldichlorid-Konzentration von 6,14 mg/l. Eine zweiwdchige Exposition mit taglichem
Wasserwechsel ist geeignet, um subletale Effekte an Entenmuscheln anzuzeigen. Bei bei-
den Schwermetallverbindungen zeigten sich signifikant stimuliernende undt hemmende
Effekte auf die Phagozytoseaktivitat. Es traten charakteristische Antwortmuster bei beiden
Schwermetallexpositionen auf, bei denen die Aktivivierungen der Phagozytoseaktivitat meist
bei den kurzen Expositionsintervallen (1 d und 3 d) und die Hemmwirkungen bei den lange-
ren Expositionsintervallen (7d und 14 d) einsetzten. Die Empfindlichkeit der Expositionsant-
wort lag mindestens um 3 Zehnerpotenzen in der Konzentration hoher, als bei den In vitro-
Versuchen mit Muschelhamozyten.

Zusatzlich wurde das bioakkumulative Verhalten der Entenmuscheln wahrend der Expositi-
onsversuche untersucht. Fur Methylquecksilberchlorid konnten konzentrationsabhangig
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lineare Korrelationen zur Expositionszeit gefunden werden. Nach 14 d Expositionszeit wur-
den Bioakkumulationsfaktoren zwischen 400 und 1600 gefunden. Die Bioakkumulation von
Nickel verlief nicht linear zur Expositionszeit, und es wurden im Vergleich zur Methylqueck-
silber-Exposition wesentlich geringere Bioakkumulationfaktoren erreicht. Insgesamt eignen
sich die Bioakkumulationsergebnisse nicht, um Aussagen uUber das immunmodulierende
Potenzial treffen zu kénnen. NiCl, akkumuliert in der héchsten Konzentration nach 7 Tagen
kaum, zeigt aber hoch signifikante Hemmwirkung auf die Phagozytoseleistung. Der immuno-
logische Belastungszustand ist generell nicht am bioakkumulativen Verhalten der Testorga-
nismen fur Referenzsubstanzen zu bestimmen.

Eine Ubertragbarkeit der Expositionsbedingungen der Entenmuschelversuche wurde auf
Umweltproben getestet. Zwei Abwasserprobenpaare aus Zu- und Ablauf einer kommunalen
und einer industriellen Klaranlage eines metallverarbeitenden Industriebetriebes wurden vom
LANUV-NRW fir Versuche zur Verfiigung gestellt und mit Algen-, Daphnien- und Leuchtbak-
terientest auf allgemeintoxische Potenziale untersucht. Ausgehend von den Verdinnungs-
stufen der Abwasserproben, in denen kein toxischer Effekt mehr nachzuweisen war, wurden
Muschelexpositionen durchgefiihrt und die Immunparameter der Phagozytoseaktivitat (PL
(GE), PA, PL (PE)), der ROS-Produktion, der vitalen Hamozytendichte und nekrotische
Zellanteile erfasst. Diese Vorgehensweise sollte einen Vergleich erméglichen, ob allgemein-
toxische Potenziale und immuntoxische Potenziale verschiedener Abwasserproben in ge-
trennten Konzentrationsbereichen erfasst werden kdnnen. Die 4 Abwasserprobenverdiin-
nungen sowie eine Positivkontrolle mit 1,1 mg/l Nickeldichlorid und die entsprechende Nega-
tivkontrolle wurden mit jeweils 6 Entenmuscheln tber eine Expositionszeit von 2 Wochen mit
taglichem Wasserwechsel getestet. Alle 4 funktionellen Immunparameter der Phagozyto-
seaktivitdt und der ROS-Produktion wurden durch die Positivkontrolle verandert, was die
Funktionalitat des Ansatzes, bzw. eine wiederholt induzierbare Immunmodulation durch
Nickeldichlorid, unterstreicht. In den Zuldufen wurden jeweils gréRere immunmodulierende
Potenziale gefunden, als in den entsprechenden Ablaufen. Das industrielle Abwasser zeigte
fur den Zu- und Ablauf gréBere Immunmodulation, als das entsprechende kommunale Ab-
wasser, was trotz der unterschiedlichen Verdinnungsstufen von 1 zu 8 gegeniber 1 zu 64
die hohe Belastungsqualitéat der industriellen Abwasserproben anzeigt. Durch die Verwen-
dung mehrerer funktioneller Immunparameter lasst sich das immunmodulierende Potenzial
auch in Verdunnungsstufen klassifizieren und vergleichen, in denen keine allgemeintoxi-
schen Effekte zu bestimmen sind. Die Entenmuscheln der Versuchsbedingungen mit den
starksten immunmodulierenden Effekten (Zulauf ind. Abwasser und Positivkontrolle) wurden
nach der Punktion fiir 3 Wochen in die Laborhélterung tibernommen. AnschlieRend wurden
die Messparameter der Abwasserexposition erneut bestimmt. Es zeigte sich, dass die ROS-
Produktion der Entenmumuscheln nach 3 Wochen Regenerationszeit auf das Ausgangsnhi-
veau vor den Expositionsversuchen zuriickgegangen war. Allerdings hatte sich die durch die
Exposition signifikant gehemmte Phagozytoseaktivitat auf ein Niveau Uber den unbelasteten
Ausgangszustand angehoben. Eine immunmodulatorische Stimulation der Phagozytoseakti-
vitdt als verspatete Stressantwort nach der Exposition und anschlieRender Regenerations-
phase kann nicht ausgeschlossen werden. Ahnliche Effekte wurden auch bei geringeren
Expositionsintervallen und Referenzsubstanzkonzentrationen als sogenannte ,Stressaktivie-
rung“ mit Referenzsubstanzen (Nickeldichlorid und Methylquecksilberchlorid) beobachtet.
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4.3.1 In vivo-Versuche mit Referenzsubstanzen

Bevor Expositionen mit Entenmuscheln durchgefiihrt wurden, fand mindestens eine dreiwo-
chige Laborhalterung der Muscheln statt, um eine Temperaturadaptation und eine teilweise
Entgiftung zu erméglichen. Innerhalb von 3 Wochen kann eine vollstdndige Regeneration der
vitalen Hamozytendichten und der Phagozytoseaktivitat erfolgen (siehe Kap. 3.1.4.4). Aus-
gehend von den Erfahrungen mit den In vitro-Versuchen mit Schwermetallen wurden Exposi-
tionsszenarien mit 1/100, 1/1000 und 1/10000 der In vitro-Nachweisgrenzen fir die Schwer-
metallverbindungen mit der geringsten (NiCl, mit 614 mg/l) und der héchsten (CH3zHgCI mit
4,25 mg/l) Hemmwirkung durchgefiihrt (siehe Tab. 6 in Kap. 2.3.3.3). 4 Expositionsintervalle
in den Abstanden 1 d, 3 d, 7 d und 14 d wurden vom Ausgangszeitpunkt getestet. Dabei fand
ein taglicher Wasserwechsel statt, um eine Selbstvergiftung der Muscheln durch Ausschei-
dungsprodukte zu minimieren und die Expositionskonzentrationen wéhrend des Versuchs-
zeitraumes annahernd konstant zu halten. Diese Versuche hatten die Ermittlung geeigneter
Expositionsintervalle fiir die Bestimmung subletaler immunmodulierender Potenziale zum
Ziel.

Mortalitat wahrend der Exposition

Von insgesamt 128 eingesetzten Entenmuscheln verstarben nur 4 Muscheln in der héchsten
NiCl,-Konzentration von 6,14 mg/l nach 7 d Exposition (sieche Tab.6 in Kap. 2.2.3.3). Eine 2-
wochige Exposition mit taglichem Wasserwechsel ist geeignet, um subletale Effekte an
Entenmuscheln anzuzeigen.

Immunmodulationen wahrend der Expositionen

Die Phagozytoseaktivitdt wurde durch den Messparameter Phagozytoseleistung (GE) darge-
stellt, da dieser teilweise die Messparameter Phagozytoseleistung (PE) und den Phagozyto-
seanteil integriert.

Es zeigten sich wahrend der Exposition sowohl signifikant stimulierende, als auch signifikant
hemmende Effekte auf die Phagozytoseaktivitdt bei beiden Schwermetallverbindungen
(siehe Kap. 3.3). Dabei traten charakteristische Antwortmuster auf, bei denen Aktivierungen
meist bei kurzen Expositionsintervallen (1 d, 3 d) und Hemmungen meist bei ldngeren Expo-
sitionsintervallen (7 d, 14 d) stattfanden (siehe Kap. 4.6). Hingegen wies die niedrigste NiCl,-
Konzentration signifikante Aktivierungen (,Stressaktivierung®) bei den langeren Expositions-
intervallen und keine Hemmungen der Phagozytoseaktivitat auf. Da das Expositionsintervall
von 14 d beide Antwortrichtungen der Phagozytoseaktivitat und starker subchronische Effek-
te anzeigen kann, wurde es als geeignetes Expositionsintervall fir Immunmodulationen
identifiziert.

Diese konzentrationsabhéangige biphasische Antwort der Phagozytoseaktivitat auf Schwer-
metallexposition wurde z.B auch bei Mytilus edulis nach 7 tagiger Exposition mit Kupferl&-
sungen beschrieben [43]. Bei niedrigeren Konzentrationen wurde die Phagozytoseaktivitat
stimuliert, bei hohen Konzentrationen gehemmt. Dieses Antwortmuster muss aber nicht bei
allen Muschelarten auftreten, so wird z.B. in [83] von Mya arenaria nach Exposition mit
CH3HgCI in einer Konzentration von 10 mol/l eine tber die Zeit kontinuierlich abnehmende
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Phagozytoseantwort zu den Zeitpunkten 7, 14, und 21 d berichtet. Niedrigere Konzentratio-
nen (107 bis 10 mol/l) zeigten keine Effekte, eine héhere Konzentration (10°° mol/l) fiihrte
zum Tod der Versuchstiere nach 7 d. Die hier gefundene Nachweisgrenze von 10° molll
entspricht einer Expositionskonzentration von ca. 251 pg/l an CH3;HgCI. Mit Anodonta anati-
na konnte eine signifikante Hemmung der Phagozytoseantwort bei 4,25 ug/l nach 7d und bei
0,425 ug/l nach 14 d gefunden werden (siehe Abb. 109 und 110 in Kap. 3.3.1). Damit rea-
gierte Anodonta anatina erheblich empfindlicher auf Methyquecksilberchlorid als Mya arena-
ria. Eine artspezifische Unterschiedlichkeit von mehreren Immunreaktionen (u.a. Phagozyto-
seaktivitdt, ROS-Produktion, Hdmozytendichten) konnte auch zwischen den marinen Mu-
schelarten Mytilus edulis, Cerastoderma edule und Ensis siliqua nach Phenanthren-
Exposition bechrieben werden [88], wobei die unterschiedliche Physiologie der Versuchstiere
das bioakkumulative Verhalten, die Metabolisierung und Detoxifikationen und letztendlich die
Sensitivitdt der Versuchstiere bestimmt. Bei geschlossenen Schalen kénnen Muscheln auf
anaerobe Stoffwechselprozesse umschalten. Diese anaeroben Stoffwechselprozesse haben
einen erhohten Substratbedarf bei gleichem Energiegewinn zur Folge. Deshalb missen
Muscheln fir die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten (z.B. Propionat und Acetat) die
Schalenschlusszeiten verringern [123] und sind verstarkt den Referenzsubstanzen ausge-
setzt, was die Empfindlichkeit der Organismen bei langeren Expositionsintervallen ebenfalls
steigert.

Expositionsbedingungen und physiologische Charakteristika der Muscheln kénnen Einfluss
auf die Immunparameter haben. So konnte in [76] nachgewiesen werden, dass sich die
Stressaktivierung der Phagozytoseaktivitat bei Mytilus edulis im biphasischen Antwortmuster
bei einer Temperaturerhéhung von 10 °C auf 15 °C verstarkt. Die Exposition von Entenmu-
scheln fand bei einer Raumtemperatur von 22 + 3 °C statt, hingegen wurde Mya arenaria bei
7 bis 8 °C exponiert [83]. Hohere Temperaturen erhéhen in der Regel die Stoffwechselaktivi-
tat von Organismen, was auch zu Veranderungen der funktionellen Immunparameter Phago-
zytoseaktivitat, der ROS-Produktion und humoralen Aktivitat fhren kann (siehe Kap. 1.2.4).
Eine temperaturabhangige Veranderung der Empfindlichkeit dieser Immunparameter fir
Xenobiotika ist ebenfalls anzunehmen.

Da nur 4 Individuen pro Konzentration und Expositionsintervall getestet wurden, konnten
aufgrund der Datensatzgréfe keine signifikanten Veranderungen der vitalen Hdmozytendich-
te nach den Expositionsintervallen gefunden werden. Andere In vivo-Studien berichten auch
von Schwermetalleinflissen auf die Hdmozytendichten [43] [36] [76] [81], doch ging es in
dem verwendeten Ansatz primar um die Identifizierung geeigneter Expositionsintervalle. Fir
die statistische Auswertung der Modulationen der Phagozytoseaktivitdt mussten die Einzel-
werte der Mehrfachmessungen der Individuen berlcksichtigt werden, auch wenn diese
Vorgehensweise die Gefahr einer statistischen Uberinterpretation birgt (siehe Kap. 4.3.3).
Die Kontrollversuche wurden mit Entenmuscheln aus zwei unterschiedlichen Lieferungen
einer Fischkdderzuchtteichanlage in der Nahe von Flensburg verwendet, die obwohl sie
gleichsam fiir 3 Wochen im Labor vorgehaltert wurden, recht hohe interindividuelle Schwan-
kungen in der Phagozytoseleistung zeigten (siehe Abb 116 in Kap. 3.3.3). Der Median der
Phagozytoseleistungen verschob sich in den Kontrollansétzen (ber die Expositionszeit von 2
Wochen nur geringfligig. Es konnten auch keine signifikanten Aktivierungen oder Hemmun-
gen der Phagozytoseleistung beobachtet werden. Zu den Expositionsintervallen bei 7 und 14
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Tagen zeigte sich eine groRRere Streuung der Phagozytoseleistungen als bei den kurzen
Expositionsintervallen. Eine mdgliche Erkldrung kann der zunehmende Hungerstress der
Muscheln liefern, da diese Uber die gesamte Expositionszeit nicht gefiittert wurden.

Insgesamt ist nicht davon auszugehen, dass die gezeigten Aktivierungen und Hemmungen
mit den Referenzsubstanzen durch Artefakte der Expositionsdurchfiihrung tberlagert wur-
den, da ohne Referenzsubstanz keine signifikanten Effekte auftraten und sich auch keine
Tendenzen der Antwortrichtung beobachten lief3en.

Unter Referenzsubstanzexposition konnten signifikante subletale Modulationen der Phagozy-
toseaktivitat in beide Antwortrichtungen konzentrations- und zeitabhéngig beobachtet wer-
den. In vivo-Expositionszenarien mit Entenmuscheln kénnen immunmodulative subchroni-
sche Wirkungen anhand von Referenzsubstanzen anzeigen. Ein Modell fir einen méglichen
zeitlichen Verlauf einer Immunmodaulation wird in Kap. 4.6 dargestellt. Die Empfindlichkeit der
Expositionsantworten liegt um mindestens 3 Zehnerpotenzen in den Konzentrationen héher
als fir die entsprechenden In vitro-Versuche mit Muschelhdmozyten (siehe Kap. 4.5.3). Ob
sich der immunologische Belastungszustand auch an dem bioakkumulativen Verhalten der
Anodonten abzeichnet, sollten Schwermetallanalysen der exponierten Muscheln beantwor-
ten.

4.3.1.1 Bioakkumulation von Schwermetallen

Muscheln wurden schon haufig als Indikatororganismen fir Schwermetallbelastungen und
Umweltverschmutzungen eingesetzt [16] [51] [C126] und zeigten dies durch entsprechende
Bioakkumulation an. Teilweise konnten die Bioakkumulation auch mit Immunomodulationen
im Freiland in Zusammenhang gebracht werden [51] [24], doch gibt es eine Reihe anderer
Faktoren, die Einfluss auf die Immunfunktionen und Bioakkumulation nehmen kénnen. So
unterliegen die Immunparameter von Muscheln beispielsweise saisonalen Schwankungen
[49], oder das Alter von Entenmuscheln ist ein wesentlicher Faktor fir die Bioakkumulation
von Schwermetallen [126].

In Laborversuchen mit Muscheln konnten Schwermetallwirkungen auf die Phagozytoseaktivi-
tat [83] [43] [76] und auf die ROS-Produktion nachgewiesen werden [80] [66]. In Expositions-
versuchen mit HgCl, und CH3;HgCI konnte sich die Bioakkumulation in Mya arenaria kontinu-
ierlich mit der Expositionszeit steigern [83], wobei sich die Phagozytosaktivitét kontinuierlich
reduzierte. Bei einer konstanten Expositionszeit von 7d steigt die Bioakkumulation fur CdCl,
in Mytilus edulis konzentrationsabhangig [81]. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass fiur einige Umweltchemikalien die Bioakkumulation und die Immunmodulation gleichzei-
tig und vielleicht stellvertretend Belastungssituationen in Expositionsszenarien anzeigen
kénnen. Um dieser These nachzugehen und auch die Aufnahmefahigkeit fir Schwermetalle
zu untersuchen, wurden die exponierten Muscheln, nachdem sie zur Bestimmung der Im-
munparameter punktiert worden waren, eingefroren und auf Bioakkumulation untersucht. Es
wurde jeweils das gesamte Weichkérpergewebe aller exponierter Muscheln pro Bedingung
untersucht, um interindividuelle Einflisse zu minimieren. Schwermetallkonzentrationen
kénnen gewebespezifisch in Entenmuscheln variieren, doch kénnen diese Belastungen im
Gesamtgewebe nachgewiesen werden [126].
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Bioakkumulation von CH3zHgCI

Fur Methylquecksilberchlorid konnten konzentrationsabhé&ngig lineare Korrelationen zur
Expositionszeit gefunden werden (siehe Kap. 3.3.4). Nach 2-wdchiger Expositionszeit wur-
den Bioakkumulationsfaktoren zwischen 400 und 1600 gefunden, doch zeigte die niedrigste
Expositionskonzentration die héchsten Bioakkumulationsfaktoren, was eventuell auf Schwel-
lenwertkonzentrationen deutet, bei denen Entgiftungssysteme der Muscheln, z.B. Gber Me-
tallothioneine, erst angeregt werden missen. Meidungsmechanismen wie verlangere Scha-
lenschlusszeiten sollten bei l&ngeren Expositionsintervallen eine untergeordnete Rolle ein-
nehmen.

Metallothioneine konnten in nahezu allen eukaryotischen Organismen wie Vertebraten,
Invertebraten, Pflanzen, Hefen, aber auch in einigen prokaryotischen Organismen charakte-
risiert werden und besitzen als komplexbildende Proteine eine wichtige Rolle in der Schwer-
metall-Detoxifizierung [127]. Fir Anodonta anatina ist aufgrund der phylogenetischen Kon-
servierung der Entgiftungsmechanismen eine Entgiftungsfunktion tber Metallothioneine zu
vermuten. Eine Metallothionein-Aktivitat konnte auch in Muschelhdmozyten von Crassostrea
virginica nachgewiesen werden [20] und kann durch Schwermetalle induziert werden.

Unter der Annahme, dass Entgiftungsmechanismen bei einem mittlerem Belastungszustand
arbeitsféhig sind und einen Teil der Schwermetalle ausschleusen kdnnen, lasst sich der
niedrige Bioakkumulationsfaktor bei mittlerer Expositionskonzentration erkldren (siehe Abb.
120 in Kap. 3.3.5). Mdglicherweise gelangen die Entgiftungsmechanismen bei hdheren
Konzentrationen an ihre Kapazitatsgrenzen, was zu einer erneuten Erhéhung der Bioakku-
mulationsfaktoren fuhrt. Die absoluten Gewebekonzentrationen steigen geringfligig nach 2-
wochiger Expositionszeit mit der nominalen Expositionskonzentration an, was eine Zunahme
der Belastungssituation anzeigt. Wesentlich starker wurde diese Belastungssituationen durch
die Modulationen der Phagozytoseaktivitat angezeigt (siehe Kap. 3.3.1).

Bioakkumulation von NiCl,

Im Gegensatz zur Quecksilberaufnahme durch das Methylquecksilberchlorid verlduft die
Nickelaufnahme nicht linear (siehe Kap. 3.3.5). Die Gewebekonzentrationen fur Nickel stei-
gen im Expositionsverlauf an und fallen anschlieRend wieder ab, auch werden im Vergleich
zum Methylquecksilberchlorid wesentlich geringere Bioakkumulationsfaktoren erreicht (siehe
Abb. 120 und Abb. 121). Die Ergebnisse lassen auf eine geringere Aufnahme und bzw. oder
auf effiziente Ausscheidungsmechanismen fiir das Nickeldichlorid schlieRen, da bei der
héchsten Expositionskonzentration kaum messbare Bioakkumulation nach 7 Tagen zu mes-
sen war. Wahrscheinlich bedingen Schwellenwertkonzentration sowie eine bestimmte Expo-
sitionsdauer die Aktivitdt der Entgiftungsmechanismen, was die hohen Bioakkumulationen
bei niedrigen Konzentrationen erklart. Das bioakkumulative Potenzial vom Nickeldichlorid ist
jedoch gegenliber dem Methylquecksilberchlorid als wesentlich geringer zu bewerten. Die
Bioakkumulationsergebnisse eignen sich auch nicht, um Aussagen Uber das immunmodulie-
rende Potenzial treffen zu kénnen. NiCl, akkumuliert in der héchsten Konzentration nach 7
Tagen kaum, zeigt aber hoch signifikante Hemmwirkung auf die Phagozytoseleistung (siehe
Abb. 111 in Kap. 3.3.2). Der immunologische Belastungszustand ist nicht am bioakkumulati-
ven Verhalten der Testorganismen flir Referenzsubstanzen zu bestimmen.
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In vivo-Expositionen von Entenmuscheln wurden mit Schwermetallverbindungen als Refe-
renzsubstanzen in unterschiedlichen Konzentrationen und unterschiedlichen Expositionsin-
tervallen durchgefiihrt. Dabei traten charakteristische Antwortmuster in der Phagozytoseakti-
vitdt der Versuchstiere auf, die immunmodulative Wirkungen anzeigten. Ob die Expositions-
bedingungen sich auch fir Umweltprobenversuchen, z.B. an unterschiedlich belasteten
kommunalen und industriellenAbwasserproben eignen, um Immunodulationen an mehreren
Messparametern anzuzeigen, sollte ein Folgeversuch klaren.

4.3.2 In vivo-Versuche mit Abwasserproben

Die Inhaltsstoffe von Umweltproben sind meist vielféltig in ihrer Zusammensetzung und in
ihren Wirkrichtungen (siehe Abb. 2 in Kap. 1.1.3). Mit biologischen Testverfahren kénnen
sowohl 6kotoxikologische Wirkungen von Einzelstoffen als auch Kombinationswirkungen
(agonistische, antagonistische, additive, synergistische, inhibitorische, kompetitive, usw.)
aller vorhandenen Kontaminanten erfasst werden. Diese integrale Erfassung von Schad-
stoffwirkungen macht die 6kotoxikologische Untersuchung als Entscheidungshilfe fiir ein
Umweltmanagment unentbehrlich [3] und erweitert den chemisch-numerischen Ansatz zur
Erfassung von Belastungen (siehe Kap. 1.1.2). Dass kommunale Abwasserproben immunto-
xische Effekte auf limnische Muscheln besitzen kénnen, wurde in [95] [19] an Elliptio com-
planata nachgewiesen. Niedrige Konzentartionen flihrten zu einer Stimulation der Phagozy-
toseaktivitat, hdhere Konzentrationen verursachten eine Hemmung der Phagozytoseaktivitat
(biphasische Antwort). Eine vollstdndige Bewertung des immuntoxischen Potenzials von
Schadstoffen sollte durch die Verwendung von zelluldren und humoralen Parametern der
Immunfunktion erfolgen [36], da diese unterschiedlich in ihrer Antwortrichtung und Empfind-
lichkeit sein kénnen.

Aus diesen Grinden wurden unterschiedlich belastete kommunale und industrielle Abwas-
serproben in ihrer ,allgemeintoxischen Wirkung“ und in ihrer immuntoxischen Wirkung mit
einem multiparametrischen Ansatz getestet. Die allgemeintoxische Wirkung wurde zunachst
mit einer limnischen Biotestpalette, bestehend aus Algen-, Daphnien- und Leuchtbakterien-
test (siehe Abb. 21 bis 24 in Kap. 2.3.3.4 und [111] [112] [113]) untersucht, die auch in der
Abwasserabgabeverordnung [128] rechtlich verankert ist. Ausgehend von den Verdinnungs-
stufen der Abwasserproben, in denen kein toxischer Effekt mehr nachzuweisen war, wurden
Muschelexpositionen durchgefiihrt und die Immunparameter der Phagozytoseaktivitat (PL
(GE), PA, PL (PE)), der ROS-Produktion, der vitalen Hamozytendichte und nekrotische
Zellanteile erfasst. Diese Vorgehensweise sollte einen Vergleich ermdglichen, ob allgemein-
toxische Potenziale und immuntoxische Potenziale verschiedener Abwasserproben in ge-
trennten Konzentrationsbereichen erfasst werden kénnen. Zwei Abwasserprobenpaare aus
Zu- und Ablauf einer kommunalen und einer industriellen Kldranlage eines metallverarbei-
tenden Industriebetriebes wurden vom LANUV-NRW fir Versuche zur Verfligung gestellt
(siehe Kap. 2.3.3.4). Das kommunale Abwasser wurde zuséatzlich mit einer Konzentration
von ca. 5,75 mg/l Carbamazipin dotiert, im Ablauf befanden sich ca. noch 3,45 mg/l. Die
Proben stammten aus einer Versuchsklaranlage in Neuss. Bei den industriellen Abwasser-
proben handelte es sich um stark schwermetallhaltige Abwasser einer industriellen Klaranla-
ge eines metallverarbeitenden Industriebetriebes in Nordrhein-Westfalen.
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4.3.2.1 Biotestergebnisse der limnischen Biotestpalette

Die kommunalen Abwasserproben zeigten nur im Zulauf Effekte bis zu einer Verdinnungs-
stufe von 1 zu 2 mit dem Leuchtbakterientest an. In beiden industriellen Abwasserproben
konnten toxische Effekte bis zu einer Verdiinnungsstufe von 1 zu 16 gefunden werden (siehe
Abb. 123 in Kap. 3.4.1). Die empfindlichsten Testorganismen fiir die industriellen Abwasser-
proben waren die Algen. Auffallig waren die hohen Leitfahigkeiten der industriellen Abwas-
ser (siehe Tab. 7 in Kap. 2.3.3.4), die sich durch Behandlungsschritte mit S&uren und Lau-
gen der Metall verarbeitenden Industrie ergaben, aber dennoch mit der limnischen Biotestpa-
lette untersucht wurden, da es sich um allgemeintoxische Potenziale fir ein limnisches
Bezugssystem handelt. Die ermittelten toxischen Effekte setzten sich daher aus Salinitats-
und Schadstoffwirkung zusammen. Generell waren die toxischen Effekte im Zulauf starker
als im Ablauf. Ausgehend von den pT-Werten [114] des sensitivsten Testorganismus wurden
die Abwasserprobenpaare des kommunalen Abwassers sowie des industriellen Abwassers
nochmals um den Faktor 2 flr den Muschelexpositionsversuch mit deionisiertem Wasser
verdunnt, neutralisiert und mit essentiellen lonen aufgesalzen. Die kommunalen Abwasser-
proben wurden in einer Verdinnungsstufe von 1 zu 8 und die industriellen Abwasserproben
in einer Verdinnungsstufe 1 zu 64 im Muschelexpositionsversuch eingesetzt. Der pT-Wert
eignete sich in besonderem Male, um das toxische Potenzial der Proben abzubilden.

4.3.2.2 Immunmodulierende Effekte der In vivo-Abwasserversuche mit Anodonta
anatina

Die 4 Abwasserprobenverdiinnungen sowie eine Positivkontrolle mit 1,1 mg/l Nickeldichlorid
und die entsprechende Negativkontrolle wurden mit jeweils 6 Entenmuscheln Uber eine
Expositionszeit von 2 Wochen mit taglichem Wasserwechsel getestet. 6 Messparameter
wurden nach den Expositionen mit den Hamolymphen der exponierten Versuchstiere erfasst.
Die Positivkontrolle hatte signifikanten Einfluss auf alle gemessenen funktionellen Immunpa-
rameter (ROS, PL(GE), PA und PL(PE)), aber keinen signifikanten Einfluss auf die vitale
Hamozytendichte nach der Punktion sowie dem nekrotischen Anteil nach dem Phagozyto-
seansatz (siehe Abb. 154).
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Abb. 154: Darstellung der erfassten Messparameter nach der Muschelexposition mit den Abwasser-
proben. Die Signifikanzniveaus wurden nach Mann-Whitney-U-Test Auswertung der Einzelwerte
gegeniber der Negativkontrolle ermittelt. Das Signifikanzniveau von 1 entspricht einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit < 5%, 2 entspricht o < 1% und 3 entspricht o < 0,1%.

Alle anderen untersuchten Proben hatten ebenfalls keine signifikanten Einflisse auf die
Vitalitat der Hdmozyten. Jeweils eine von 6 Anodonten verstarb im Zu- und Ablauf des ver-
dinnten industriellen Abwassers, was eventuell auch auf eine Restsalinitdt zurickzufiihren
ist (siehe Tab. 7 in Kap. 2.3.3.4). Doch weist die hohe Uberlebensquote von 34 von 36 expo-
nierten Muscheln auf Uberwiegend subletale Wirkungen. Der Zulauf der industriellen Klara-
nalage zeigte in 2 Phagozytoseparametern und dem ROS-Parameter immunmodulierende
Effekte. Hingegen wies der Ablauf der industriellen Kléranlage nur bei der ROS-Produktion
eine signifikante Stimulation auf, doch blieb er aber bei den Phagozytoseparametern unauf-
fallig. Der Zulauf der kommunalen Klaranlage hatte im Phagozytoseanteil und in der ROS-
Produktion eine signifikante stimulierende Wirkung, nicht aber in den Phagozytoselei-
stungsparametern. Dies zeigt moéglicherweise die Notwendigkeit, die Phagozytoseaktivtat
unter Belastungssituationen doch mit mehreren Immunparametern zu erfassen, da die Pha-
gozytoseleistung (GE) rechnerisch zwar den Phagozytoseanteil integriert, aber an dieser
Stelle keine signifikante Veranderung anzeigte.

In dem Abwasserversuch mit dem Ablauf der kommunalen Klaranlage waren keine immun-
modulierenden Wirkungen nachzuweisen. Die aus den Expositionsszenarien ermittelten
Versuchsbedingungen lieRen sich auf belastete Abwasserproben mit allen Messparametern
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Ubertragen. Die Zwischenergebnisse der statistischen Auswertung mit dem Mann Whitney-
U-Test sind Tab. 20 aus Kap. 6.1.1 zu entnehmen.

Insgesamt lieRen sich immunmodulierende Effekte in 3 von 4 Abwasserproben in Verdin-
nungsstufen ableiten, in denen mit den Testsystemen der allgemeinen Okotoxikologie keine
Effekte mehr angezeigt werden konnten (siehe Abb. 123 in Kap. 3.4.1). Die Ergebnisse der
Muschelexposition zeigten neben einer zusatzlichen Wirkrichtung der Immunmodulation
gegeniiber den klassischen Endpunkten der Okotoxikologie aus der limnischen Biotestpalett-
te der BfG auch eine héhere Empfindlichkeit. Mit den Messparametern fiir Phagozytoseakti-
vitdt und ROS-Produktion kann aber auch durch die Messung subletaler subchronischer
immunmodulierender Effekte ein Stresspotenzial fir das Immunsystem identifiziert werden,
dessen 6kotoxikologische Bedeutung und Funktion noch erfasst und bewertet werden sollte.
Da ein weiterer Immunparameter (ROS-Produktion) in die Abwasserbewertung aufgenom-
men wurde, der zuvor in den Referenzsubstanzexpositionen nicht zum Einsatz kam, soll
dieser gesondert diskutiert werden.

Messung der ROS-Produktion in vivo nach erfolgter Abwasserexposition

Fir die In vivo-Versuche mit Abwasserproben wurde ein noch kirzeres Zeitintervall von nur
90 min Radikalsummenproduktion gewéhlt, um eine mdglichst geringe Interferenz der Im-
munparameter extrazelluldare ROS-Produktion und der intrazelluldren Phagozytoseaktivitat
zu messen. Es kam bei den In vivo-Versuchen zu einer kontinuierlichen Oxidation des Phe-
nolrots, pH-Wert Schwankungen, wie sie sich unter dem Schwermetalleinfluss in vitro zeig-
ten, (siehe Abb. 30 in Kap. 2.3.7.4) blieben aus. Die Radikalproduktion der Sauerstoffspezies
konnte kontinuierlich bestimmt werden. Auch zeigte die Anwendung der Phenolrotmethode
auf in vivo exponierte Entenmuscheln mit verdinnten Abwasserproben &hnlich hohe Sensiti-
vitdten wie die Phagozytoseaktivitdt. Im Gegensatz zu den gemessenen Phagozytoseaktivi-
taten wurden mit der Phenolrotmethode Uberwiegend stimulierende Effekte in den Abwas-
serproben angezeigt (sieche Abb. 133 in Kap. 3.4.2). Die direkte Antwortmdéglichkeit in den
ersten 90 min nach der Entnahme erganzt die langere 20 h Messung der Phagozytoseaktivi-
tat als einen weiteren funktionellen Immunparameter.

Die Methode zeigte mit einem prozentualen interindividuellen Variationskoeffizient von tber
40% bei 6 Individuen &hnlich hohe Schwankungen wie der Messparameter Phagozytoselei-
stung bezogen auf die Gesamthamozytenzahl, wobei die relativen Fehler beider Methoden
im Vierfachansatz mit zwischen 5 und 11% vergleichsweise geringen Anteil haben (siehe
Abb.157 in Kap.4.3.2.5).

Insgesamt wurden 6 Bedingungen getestet, wovon unter 4 Bedingungen immunmodulieren-
de Potenziale gemessen wurden (siehe Abb. 154). In 3 von 4 Féllen wurden gemeinsame
Modulationen der Phagozytoseaktivitdt und der ROS-Produktion gemessen, was trotz der
Unterschiedlichkeit der Antwortrichtung und Antwortzeit der Hdmozyten auf Belastungspo-
tenziale hinweist, die mehrere Funktionsparameter zu &ndern vermégen. Die Abwasserun-
tersuchungen zeigen, dass die Belastungspotenziale aber nicht ausschlief3lich durch die
Wahl eines Immunparameters angezeigt werden kénnen. Der multifaktorielle Ansatz einer
Bewertung der Immunantwort ist daher bei zukiinftigen Abwasserbewertungen vorzuziehen.
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4.3.2.3 Fazit des Muschelexpositionsversuchs

Alle 4 funktionellen Immunparameter wurden durch die Positivkontrolle verandert, was die
Funktionalitdt des Ansatzes, bzw. eine wiederholt induzierbare Immunmodulation durch
Nickeldichlorid, unterstreicht.

e In den Zuldufen wurden jeweils gréRere immunmodulierende Potenziale gefunden als
in den entsprechenden Ablaufen.

e Das industrielle Abwasser zeigte fur den Zu- und Ablauf grélere Immunmodulation
als das entsprechende kommunale Abwasser, was trotz der unterschiedlichen Ver-
diinnungsstufen von 1 zu 8 gegeniiber 1 zu 64 die hohe Belastungsqualitat der indus-
triellen Abwasserproben anzeigt.

e Durch die Verwendung mehrerer funktioneller Immunparameter I&sst sich das im-
munmodulierende Potenzial auch in Verdinnungsstufen klassifizieren und verglei-
chen, in denen keine allgemeintoxischen Effekte zu bestimmen sind.

Positivkontrolle 1,1 mg/l NiCl,,
industrieller Zulauf
kommunaler Zulauf
industrieller Ablauf

kommunaler Ablauf / Negativkontrolle

Immunmodulierendes
Potential

Abb. 155: Immunmodulierendes Potenzial der verdiinnten Abwasserproben

Auch andere Studien belegen Abwassereinflisse auf mehrere Immunparameter [95]. Durch
multifaktorielle Ansétze kann die dkotoxikologische Relevanz von Untersuchungsergebnis-
sen detaillierter abgebildet werden und erlaubt Bewertungen chemischer Belastungssituatio-
nen [22].

4.3.2.4 Regeneration der Immunparameter nach erfolgter Exposition

Die Entenmuscheln der Versuchsbedingungen mit den starksten immunmodulierenden
Effekten (Zulauf ind. Abwasser und Positivkontrolle) wurden nach der Punktion fir 3 Wochen
in die Laborhalterung Ubernommen. AnschlieRend wurden die Messparameter der Abwas-
serexposition erneut bestimmt. Da unter unbelasteten Bedingungen die Muscheln nach
einem Punktionsintervall von 3 Wochen die Messparameter fiir vitale Hdmozytendichte und
Phagozytoseaktivitat (siehe Kap. 3.1.4.4) vollstédndig regeneriert sind, wurde durch diesen
Versuchsansatz das Erholungspotenzial der Versuchstiere unter Expositionsbedingungen
getestet. Zusatzlich erlaubte dieser Versuchsansatz Erkenntnisse Uber die Dauer der Wir-
kungen aus dem Expositionsversuch.
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Die Entenmuscheln konnten sich nach einer zweiwéchigen Exposition mit dem Zulauf der
industriellen Klaranlage und der Positivkontrolle (1,1 mg/l NiCl,) von einer signifikanten
Reduktion in den gemessenen funktionellen Phagozytoseparametern (PL (PE), PA und PL
(GE)) nicht nur erholen, sondern zeigten auch eine Steigerung gegeniiber dem Phagozyto-
seleistungslevel der Negativkontrollen nach der Exposition (Abb. 156). Die Steigerungsten-
denz bei den Phagozytoseparametern ist sowohl bei den Muscheln der Abwasserexposition
(die Steigerung betrdgt mehr als 45% gegeniiber dem Expositionslevel und mehr als 20%
gegenlber der NK), als auch bei den Versuchstieren nach der Referenzsubstanzexposition
zu erkennen (die Steigerung betragt mehr als 60% gegeniiber dem Expositionslevel und
mehr als 30% gegeniber der NK).

200

180 OPhagozytoseleistung in Beads/PE

B Phagozytoseanteil in % T -

160 . . T
OPhagozytoseleistung in Beads/GE

140 - T T

120 T—
100 -

80 -

60 -
40 -
20 -

0 - —
PK nach Exp. Zulauf ind. NK nach Exp. PK nach Reg. Zulauf ind.
Abw.nach Exp. Abw.nach Reg.

mittlere realtive Phagozytoseparameter bezogen
auf die Negativkontrollen in %

Abb. 156: Prozentuale relative Veranderung der mittleren Phagozytosemessparameter nach der
Expositionsphase und anschlieBender Regenerationsphase, bezogen auf die Negativkontrolle nach
der Exposition. Der mittlere prozentuale interindividuelle Vk pro Ansatz betragt 33%.

Die Steigerung ist statistisch nur signifikant bei den Muscheln der Referenzsubstanzexpositi-
on fir die Phagozytoseleistungsparameter (siehe Tab. 21 in Kap. 6.1.2). Die Produktion an
ROS hat sich nach der Regenerationsphase auf das Niveau der Negativkontrollen gesenkt,
was auf eine Regeneration des ,Oxidative Burst® deutet (sieche Abb. 133 in Kap. 3.4.2).
Leider konnten die Versuchstiere aus der Negativkontrolle nicht nach der Regenerationspha-
se getestet werden, so dass sich der Vergleich nur auf die Level der Funktionsparameter
nach der Exposition an den gleichen Individuen stitzt.

Eine immunmodulatorische Stimulation der Phagozytoseaktivitat als verspéatete Stressant-
wort nach der Exposition und anschlie®ender Regenerationsphase kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, wie in Abb. 154 dargestellt ist. Ahnliche Effekte wurden auch bei geringe-
ren Expositionsintervallen und Referenzsubstanzkonzentrationen als sogenannte ,Stressak-
tivierung“ mit Referenzsubstanzen (Nickeldichlorid und Methylquecksilberchlorid in Kapitel
3.3.1 und 3.3.2) beobachtet. Sowohl mit den Expositionsversuchen mit Referenzsubstanzen
als auch mit den verdliinnten Abwasserproben lief3en sich trotz interindividueller Schwankun-
gen immunmodulierende Potenziale ableiten. Die Immunmodulationen normalisierten sich
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nur teilweise und zeigten 3 Wochen nach der Exposition noch Abweichungen von den Nega-
tivkontrollen aus dem Expositionsversuch. In vivo-Expositionsszenarien mit Entenmuscheln
eignen sich, um subletale subchronische immunmodulierende Potenziale anhand mehrerer
Messparameter anzuzeigen.

Sollten sich diese Befunde nach weiteren Expositionsversuchen bestétigen lassen, so wére
ein Uber die Expositionszeit andauerndes immuntoxisches Potenzial nachgewiesen und es
ware zu klaren, wann eine vollstdndige Regeneration der Immunparameter nach Bela-
stungssituationen stattfindet. In der Umwelt sind Muscheln dauerhaft geringen Konzentratio-
nen von Xenobiotika ausgesetzt, so dass Regenerationsintervalle aus Laborversuchennur
bedingt auf Freilandexpositionen Ubertragbar sind. Zuséatzlich kénnen in der Umwelt auch
stoRweise Belastungen toxikologische Konsequenzen bewirken, deren Wirkungen zur Zeit
nur mit Modellen abgeschatzt werden kénnen. Die ersten Ergebnisse dieser Regenerations-
versuche geben jedoch Anhaltspunkte, dass ein immunmodulatorisches Potenzial eine Gber
mehrere Wochen nach der Belastungsituation anhaltende Wirkung auf die Phagozytosaktivi-
tat von Muscheln ausiiben kann und eine Stérung des Immunstatus darstellt (siehe Abb. 3 in
Kap. 1.2.1).

4.3.2.5 Fehlerdiskussion der Abwasserversuche

Auffallend sind die hohen interindividuellen Schwankungen gegeniiber den individuellen
Messfehlern im Vierfachansatz fir die untersuchten Messparameter, was zwar die Qualitat
der Methoden, aber auch die interindividuelle Variabilitdt der Entenmuscheln in den verwen-
deten Messparametern zeigt (siehe Abb. 157).
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Abb. 157: Variationskoeffizienten der Messparameter im Abwasserexpositionsansatz

Der Phagozytoseanteil besitzt die geringsten individuellen und interindividuellen Variations-
koeffizienten, doch zeigt der Messparameter auch nur einen schmalen Antwortbereich, so
dass er alleinig nicht Modulationen der Phagozytoseaktivitdt anzeigen kann. Trotz einer
dreiw6chigen Vorhalterung der Versuchstiere im Labor ist es méglich, dass andere biometri-
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sche Faktoren sowie unterschiedliche Altersklassen im Testansatz das Expositionsverhalten
beeinflusst haben.

Weitere StandardisierungsmalRnahmen, z.B. beziiglich der Temperatur oder der Individuen-
auswabhl in der Labor- und Expositionshélterung kénnen ebenfalls interindividuelle Variabilita-
ten reduzieren.

Die Mann-Whitney-U-Testergebnisse (siehe Tab. 20 in Kap. 6.1.1) der statistischen Auswer-
tung mit den der Daten aus der Abwasserexpositionen zeigt die gute Klassifizierbarkeit der
immunmodulierenden Potenziale durch die Verwendung mehrerer Messparameter. Auch die
relativ geringe Anzahl von 36 Individuen fiir 6 Bedingungen reichte zwar fiir eine Abbildung
immunmodulierender Potenziale aus, die jedoch sicherlich durch einen erhéhten Versuch-
tiereinsatz verbessert werden kénnte.

4.3.3 Statistik der Expositionsmessparameter

Es musste ein Verfahren ausgesucht und angewendet werden, das sowohl mit den biologi-
schen Variabilitdten der Versuchstiere als auch mit unterschiedlichen Verteilungsformen der
Messergbnisse der verschiedenen Messparameter operieren kann. Alle erhobenen Messda-
ten aus den Expositionversuchen wurden mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-
Test gegeniiber den Negativkontrollen getestet. Das Testverfahren ist das verteilungsunab-
hangige Gegenstiick zum parametrischen t-Test fir den Vergleich zweier Mittelwerte stetiger
Verteilungsfunktionen [115]. Voraussetzungen fiir den U-Test sind zumindest ordinal skalier-
te Zahlenwerte (Rénge) und eine &hnliche bis gleiche Verteilungsform. Der U-Test reagiert
auf Unterschiede der Rangsummen von unabhangigen Stichproben. Dazu mussten die
Einzelmesswerte aus den Mehrfachbestimmungen der Individuen mit verwendet werden.
Dieses Verfahren birgt die Gefahr einer statistischen Uberinterpretation der Messwerte, doch
hatten sonst aufgrund der interindividuellen Schwankungsbreite der Messparameter und aus
Praktikabilitatsgriinden keine immunmodulierenden Potenziale abgeleitet werden kdnnen.
Eine Erh6hung der Individuenzahl um das Vierfache, um eine vergleichbare Datenbasis aus
Mittelwerten zu erhalten, hatte dazu gefiihrt, dass statt 128 Muscheln in den Referenzsub-
stanzexpositionen (fir 8 Bedingungen mit je 4 Zeitintervallen) 512 Muscheln eingesetzt
werden missen und statt 36 Muscheln (6 Bedingungen) in den Abwasserversuchen 144
Muscheln und dessen Vertretbarkeit unter Tierschutzaspekten nachteilig beeinflusst. Da mir
nur 36 Expositionsplatze parallel fir jeweils 2 Wochen zur Verfiigung standen, héatte sich die
Gesamtversuchsdauer ebenfalls vervielfacht. Aus den Ergebnissen der Abwasserexpositio-
nen kann jedoch geschlossen werden, dass eine Probenbewertung mit jeweils 10 Individuen
fur eine Ableitung starker immunmodulierender Potenziale zwischen den Individuen méglich
sein sollte und wird fiir folgende Untersuchungen empfohlen.
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4.4 In vivo-Frei(land)exposition mit Muscheln

Bei anderen Muschelarten wurden Einflisse von Geschlecht, Fortpflanzungsperiode und
Wassertemperatur auf die Phagozytoseaktivitat berichtet [76] [47] [48] [19] [49]. So wurden in
Laborversuchen mit Mytilus edulis, bei einer Temperaturerh6hung von 10 auf 15 °C, eine
Aktivierung der Phagozytoseaktivitit, aber eine Hemmung der ROS-Produktion nachgewie-
sen [76]. In der temperatursensitiven Chamelea gallina fiihrte eine Temperaturerh6hung von
20 auf 30 ° C zu einem Rickgang der Phagozytoseaktivitdt aber zu einem Anstieg in der
Hamozytendichte [47]

In Freilandhélterungen wurden bei Mytilus edulis im Hochsommer signifikante Reduzierun-
gen der Phagozytoseaktivitdt beobachtet, die mit dem Schwéarmverhalten der Muscheln in
Zusammenhang gebracht werden kénnen [48]. Auch bei Elliptio complanata wurde von
jahreszeitlichen Schwankungen der Phagozytoseaktivitat, besonders in den Sommermona-
ten berichtet [19]. Bei Austern (Crassostrea gigas) wurde ein Rickgang der Phagozytoseak-
tivitdt und H&mozytenvitalitdt in den Sommermonaten Juni bis August beschrieben, der mit
dem Schwarmverhalten korreliert [49]. Zusatzlich wird ein Einfluss von Geschlecht und
endogenem Status diskutiert.

Insgesamt kommt es also in Freilandhalterungen zu saisonalen Schwankungen der Immun-
funktionen in Muscheln. Das Immunsystem steht dabei im Mittelpunkt einer Reihe von Fakto-
ren (confounding factors oder Stérfaktoren), die Immunantworten modulieren kénnen und
eine direkte Zuordnung der Immunantwort zu Umweltbelastungen erschweren (Abb. 158).

Gl - Cepiainins - Qs>

Abb. 158: EinflussgréRen auf das Immunsystem, veréndert nach [75].

Trotz der Variabilitat dieser Faktoren und Einflussméglichkeiten wird die Phagozytose als
einer unter mehreren Immunparametern bewertet, der Aussagen Uber Umweltbelastungen
an Expositionsstandorten erlaubt [50] [19] und eine Schllsselrolle fiir den Nachweis immun-
toxischer Potenziale besitzt. Ob dieses auch im Freiland fir Entenmuscheln zutrifft, sollte die
Erfassung der Immunparameter fir Phagozytoseaktivitat und der vitalen Hdmozytendichten
in der Rheinwasserhélterung im Jahresgang 2006 beantworten (siehe Kap. 4.4.1). Zusétzlich
fand ein Vergleich zwischen den Immunparametern der Labor- und Rheinwasserhélterung
statt (siehe Kap. 4.4.3).
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4.4.1 Schwankungen der Immunparameter im Jahresgang

Zu 29 Messzeitpunkten im Jahr 2006 wurden jeweils 6 Individuen punktiert und die Immun-
parameter der vitalen Hdmozytendichte und der Phagozytoseaktivitat untersucht (siehe Kap.
3.5.2). Die Messparameter der Phagozytoseaktivitat (Phagozytoseanteil und Phagozytose-
leistung (GE)) und der vitalen Hadmozytendichte weisen neben den hohen interindivuellen
Schwankungen fir 6 Individuen saisonale Rhythmen auf. Es kommt wahrend des Unter-
sungszeitraumes zu zahlreichen lokalen Anstiegs-und Abklingphasen (siehe Abb. 140 und
141 in Kap. 3.5.2). In den KW 24-30 steigt die Himozytendichte und in den KW 18 bis 27 die
Phagozytoseaktivitat an, doch reduzieren sich beide Immunparameter anschliefend. Beson-
ders in den spaten Sommermonaten (Mitte August und September, siehe Abb. 139) bricht
die vitale Hdmozytendichte ein. Einige Wochen spater kommt es auch zu einer Reduzierung
der Phagozytoseaktivitét (siehe KW 39 in Abb. 140). Die Saisonalitat dieser Schwankungen
wurde im Kapitel 3.5.3 durch Korrelationsanalysen gestiitzt, doch sollte erwahnt werden,
dass der Anteil an interindividuellen Schwankungen in den Messparametern der Rheinwas-
serhélterung bei nur 6 Individuen pro Messintervall recht hoch ist und einen saisonalen
Verlauf verzerren kann.

4.4.2 Saisonale Korrelationen der Immunparameter in der Rheinwasserhalte-
rung

Es wurde ein saisonaler Verlauf fur den Jahresgang 2006 mit einem Ausschnitt an erfassba-
ren biotischen und abiotischen Faktoren untersucht. Ob ein weiterer Jahresverlauf &hnliche
Korrelationen aufweist, bleibt zu Gberprifen. Doch konnten mehrere formale Korrelationen in
einzelnen Temperaturverldufen gefunden werden (siehe Abb. 159).
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Abb. 159: Korrelationsergebnisse fiir unterschiedliche Temperaturbereiche der Rheinwasserhalte-
rung. Alle formalen Korrelationen konnten mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% angenom-
men werden. Aklrzungen: T= Temperatur, HD= vitale Hdmozytendichte, PL(GE) = Phagozytoselei-
stung der gesamten Hamozyten
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Dennoch sollten daraus keine kausalen Korrelationen abgeleitet werden, da es eine Reihe
nicht erfasster temperaturabhangiger Faktoren gibt, die ebenfalls Einfluss auf die Immunpa-
rameter genommen haben kénnten wie der Pathogeneinfluss oder das Schwarmverhalten
der Muscheln. Auch kann die Wasserqualitat, z.B. durch unterschiedliche Schwebstoffanteile
und chemische Parameter variieren und die Sensitivitdt der Muscheln fir diese Faktoren
ebenfalls temperaturbeeinflusst sein [76]. Die gefundenen formalen Korrelationen geben
jedoch Aufschluss, dass die Temperatur fur die Messparameter der Phagozytoseaktivitat und
der vitalen Hdmozytendichte direkt oder indirekt beeinflusst und im ansteigenden Tempera-
turbereich die Immunparameter auch untereinander korrelieren kénnen. Die Phagozytoseak-
tivitdt und die vitale Hamozytendichte von im Rheinwasser exponierten Entenmuscheln
unterliegt saisonalen Schwankungen, die in Zusammenhang mit Umweltfaktoren gebracht
werden kdnnen. Auch der ermittelte Einfluss von Hélterungs-und Versuchstemperaturen auf
die Phagozytosekinetik von Hamozyten und Entenmuscheln (siehe Kapitel 3.1.6.5 bis
3.1.6.7) legt eine direkte Abhangigkeit zur Temperatur nahe und erklart zumindest die gefun-
denen Korrelationen im ansteigenden Temperaturbereich. Die regulativen Mechanismen der
Immunparameter kbnnen aus den erfassten Daten nicht bestimmt werden.

Da sich die Korrelationen in dem ,extremen® Temperaturbereich auflésen, ist anzunehmen,
dass diese regulativen Mechanismen nur innerhalb eines bestimmten Bedingungsbereichs
wirksam sind. Ab einer bestimmten Temperaturschwelle bricht der korrelative Zusammen-
hang zusammen und bendétigt langere Zeit, sich teilweise erneut zu etablieren. Die Einbruch-
phasen der Immunparameter in den spaten Sommermonaten werden, z.B. auch in [48] und
[49] flr andere Muscheln beschrieben. Ob die Abnahme der Immunparameter durch ein
Schwarmverhalten der Muscheln ausgeldst wurde bleibt ungeklart.

Die gemessenen interindividuellen Schwankungen und saisonalen Rhythmen zeigen, dass
eine Einschatzung immunmodulierender Potenziale im Freiland mit Entenmuscheln wesent-
lich komplexer als in einer Laborhéalterung ist. In vivo-Expositionen von Entenmuscheln im
Freiland kénnen in der Regel keine immunmodulierenden Potenziale anzeigen. Nur in Fallen
einer extremen Modulation der Phagozytoseaktivitdt und der vitalen Hadmozytendichte kann
bei den gezeigten Schwankungsbreiten im Freiland ein immuntoxisches Potenzial ermittelt
werden und dies auch nur bei einem hohen Einsatz an Versuchstieren. Als problematisch
erweist sich auch der Einsatz von Kontrollgruppen in Freilanduntersuchungen, da lokale
Beeinflussungen schwer abzuschétzen sind.
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4.4.3 Vergleich von Immunparametern zwischen Labor- und Rheinwasser-
halterung

Vergleich der Phagozytoseleistung

Im Vergleich wurden 21 Phagozytoseleistungen von Entenmuscheln aus der Laborhalterung
den 174 Messungen der Rheinwasserhalterung gegeniibergestellt (siehe Kap. 3.5.4) und mit
dem Mann Witney-U-Test auf signifikante Unterschiede getestet. Es konnten keine signifi-
kanten Unterschiede im Phagozytoseleistungsniveau gefunden werden, die mittleren Phago-
zytoseleistungen liegen zwischen 9 und 10 Beads pro Hdmozyt unter beiden Hélterungsbe-
dingungen. Auffallend ist eine Varianzungleichheit zwischen den Hélterungs-bedingungen.
Wahrend der mittlere prozentuale interindividuelle Vk der Phagozytoseleistungen aus der
Rheinwasserhélterung bei 50% liegt, ergibt sich in der Laborhélterung ein Wert von 22%. Die
methodischen Fehler der Dreifachbestimmung liegen zwischen 10 und 13% und nehmen
einen vergleichsweise geringen Anteil an den gezeigten Schwankungen ein. Der gréfite
Anteil wird vermutlich durch interindividuelle Schwankungen und saisonale EinflussgréRen in
der Rheinwasserhdlterung verursacht. Modulationen der Phagozytoseleistungen kénnen
daher wesentlich besser unter Laborbedingungen erfasst werden, da der Antwortbereich
enger ausfallt und weniger stark durch "confounding factors oder Stérfaktoren" beeinflusst
wird (siehe Abb. 158 in Kap. 4.4). Auch zeigen die in vivo-Versuche mit Referenzsubstanzen
und Abwasserproben unter Laborbedingungen, dass signifikante Modulationen der Phagozy-
toseleistung ausgelost werden kdnnen (siehe Kap. 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.2). Die Laborhélte-
rung ist gegeniber der Rheinwasserhalterung bei einer Erfassung immunmodulierender
Potenziale auf die Phagozytoseaktivitdt zu bevorzugen.

Vergleich der vitalen Himozytendichten

Im Vergleich wurden 74 vitale Hdmozytendichten von Entenmuscheln der Laborhélterung
den 174 Messungen der Rheinwasserhélterung gegenibergestellt (siehe Kap. 3.5.4) und mit
dem Mann Witney-U-Test auf signifikante Unterschiede getestet. Der Vergleich zwischen
beiden Halterungsbedingungen zeigte, dass auch das Niveau der mittleren vitalen Hdmozy-
tendichten in Rheinwasser- und Laborhélterung &hnlich ist, aber gleichsam enormen
Schwankungen unterliegt (Vk der Laborhalterung = 48%, Vk der Rheinwasserhalterung =
50%). Ein Teil dieser Schwankungen kann durch die Punktionsfolgen erklért werden, die mit
der Hamolymphgewinnung einhergeht (siehe Kap. 3.1.4), da fir die Datengenerierung Mehr-
fachpunktionen notwendig waren. Eine Regeneration der vitalen Hdmozytendichte konnte fur
zweimalige Punktionen nachgewiesen werden, bisher aber nicht fir héhere Anzahlen an
Punktionen (siehe Kap. 3.1.4.4). Allerdings treten hohe Schwankungen der Hdmozytendichte
auch in den In vivo-Abwasserversuchen auf (siehe Kapitel 3.4.2), in denen nur eine einmali-
ge Punktion erfolgte (der mittlere VK fur 6 Individuen betragt dort 33%). Signifikante Modula-
tionen der vitalen Hamozytendichte konnten aufgrund der geringen Datendichten und der
hohen Schwankungen auch in den Abwasserexpositionen nicht ermittelt werden. Da saiso-
nale temperaturbedingte Einflisse auf die vitalen Hdmozytendichten in der Rheinwasserhal-
terung durch formale Korrelationen nachgewiesen werden konnten (siehe Kapitel 4.4.2), ist
die Laborexposition als Teststrategie fir eine Erfassung immunmodulierender Effekte vorzu-
ziehen.
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4.4.4 Punktionsfolgen

Obwohl die Punktion des vorderen Schlielmuskels zur Hdmolymphentnahme als relativ
nicht-invasive und nicht-letale Technik an StiBwassermuscheln evaluiert wurde [122], kam es
nach mehrmaligen Punktionen zu erheblichen Degenerationserscheinungen am vorderen
SchlieBmuskelgewebe der Entenmuscheln in Rheinwasser- und Laborhélterung (siehe Kap.
3.1.4.1). Alternative Entnahmetechnicken an verschiedenen Muschelarten werden, z.B. in
[30] beschrieben. Doch wurden andere Entnahmetechniken aus dem Herz oder aus dem
hinteren SchlieBmuskel nicht erprobt, da diese einen wesentlich starkeren Eingriff flr die
Tiere bedeuten und eine mehrmalige Punktionsmdglichkeit angestrebt wurde.

Plattierungsversuche zum Mikroorganismeneintrag wahrend der Punktion erharteten die
These (siehe Kap. 3.1.4.2), dass die ausgeprédgten Degenerationserscheinungen der
SchlieBmuskeln nicht mit einer alleinigen mechanischen Schadigung zu erklaren sind. Durch
die Punktion kommt es zum Eintrag von Mikroorganismen und zur Entnahme der zu Im-
munabwehr befahigten Hadmozyten. Neben dem Wundverschluss, sowie der Fixierung der
Pathogene durch Adhé&sionsverhalten der Hamozyten [25], kann auch weder Phagozytose
noch eine ROS-Produktion um die Entnahmestelle stattfinden, bis weitere Hdmozyten in die
geschadigte Geweberegion eintreffen, um diese Aufgaben zu Ubernehmen. Andere wichtige
Aufgaben der Hamolymphe als zirkulatorische Flissigkeit in Muscheln, wie der Transport
von Nahrstoffen, Atmungsgasen, Enzymen, Stoffwechselprodukten und Giftstoffen werden
durch die Entnahme der Hamolymphe fiir bestimmte Zeit unterbunden.

Mit zunehmender Degeneration des SchlieBmuskelgewebes in der Rheinwasserhalterung
war die Mortalitdtsrate in den Wintermonaten héher; besonders in den kalteren Monaten kam
es haufig zu Ausféllen der Versuchstiere. Niedrige Temperaturen kénnen sich sowohl
nachteilig auf Regenerationsfahigkeit, aber auch auf die Phagozytoseaktivitat (siehe Kap.
3.1.6.5) auswirken, was die Eliminierung von eingetragenen Pathogenen erschwert. Eine
Versuchsgruppe von 43 Entenmuscheln wurde von KW 16 bis KW 52 im Jahr 2006 im Mittel
3,7mal unter Berlcksichtigung der minimalen Regenerationsintervalle punktiert. 58% der
Versuchstiere fielen in diesem Zeitraum fir die Hdmolymphgewinnung aus, und 47% waren
nach der KW 52 verstorben. Es konnten Bedingungen in der Laborhalterung gefunden wer-
den, die mehrmonatige Halterungen von Entenmuscheln gewdahrleisten und auch besser
vergleichbare Phagozytoseaktivitdten als in der Rheinwasserhélterung bewirkten (siehe
Kap. 3.5.4). Die Muscheln in Laborhélterung erméglichten je nach GréRe 3-5 Punktionen.
Méglichkeiten, die Punktionsfolgen zu minimieren, bestehen in einer Limitierung der Punkti-
onsvolumina auf 0,5 bis 1 ml Hdmolymphe je nach Gewicht und Gréfe der Muscheln und in
einer Erhéhung der zeitlichen Abstande der Punktion. Die Untersuchungen zur Phagozyto-
seaktivitdt auf den unterschiedlichen Erfassungsebenen (siehe Abb. 153 in Kap. 4) belegen,
dass ein kontinuierlicher Bedarf an Hamolymphe, wie zum Methodenaufbau, auch nicht
gegeben ist, sondern dass die In vivo-Labor-Exposition mit einmaligen bis zweimaligen
Punktionen ausreicht, um immunmodulierende Potenziale zu bestimmen. Damit kommt es zu
einem erhdhtem Bedarf an Versuchstieren, aber die Punktionsfolgen werden minimiert.
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Zusammenfassung

Es wurden die strukturellen Vitalitatsparameter der vitalen Hamozytendichte und des nekroti-
schen Anteils von Entenmuscheln mit den Vitalitdétsparametern anderer Muschelarten vergli-
chen. Dabei zeigten sich, neben den hohen interindividuellen Schwankungen, auch starke
Variabilitaten zwischen verschiedenen Muschelarten. Die beiden Messparameter reagierten
auch in den In vivo-Abwasserversuchen nicht auf Belastungspotenziale, bei denen die funk-
tionellen Messparameter flr Phagozytoseaktivitat und ROS-Produktion signifikant verandert
wurden. Dennoch sollten sie fur einen Nachweis starker zytotoxischer Belastungen weiterhin
miterfasst werden, da die durchgefihrten Abwasserversuche in subletalen Verdinnungsstu-
fen durchgefiihrt wurden, in denen auch keine allgemeintoxischen Potenziale mit Algen-,
Daphnien- und Leuchtbakterientest zu bestimmen waren. Fur die verwendeten In vitro-
Ansatze mit Muschelhdmozyten aus Entenmuscheln konnte keine getrennte Erfassung von
zytotoxischen und immuntoxischen Effekten erreicht werden.

Die Sensitivtatsmuster fur die Wirkung verschiedener Schwermetalle auf die Phagozytoseak-
tivitat von Muschelhdmozyten aus Entenmuscheln und P388-Mausmakrophagen wurden
verglichen. Es konnte trotz der phylogenetischen Distanz der verwendeten Zelltypen eine
ahnliche Sensitivitdt mit einem vergleichbarem Muster bestimmt werden. Auch ein Literatur-
Vergleich der ECso-Werte unter der Wirkung von Methylquecksilberchlorid auf die In vitro-
Phagozytoseaktivitat von Blutzellen aus Entenmuscheln und verschiedener S&augerorgan-
weist vergleichbare Hemmwirkungen auf. Die Mechanismen der Phagozytosehemmung
scheinen in Saugerblutzellen und Muschelhdmozyten ahnlich zu sein, was auf eine Konser-
vierung der grundlegenden Immunfunktionen schlie3en lasst.

Die In vitro-Empfindlichkeit des Messparameters der Phagozytoseaktivitat flr die Schwerme-
tallverbindung mit der geringsten (NiCl,) und der starksten Hemmwirkung (CH3;HgCI) auf die
Phagozytoseaktivitat von Muschelhamozyten wurde mit den In vivo-Nachweisgrenzen aus
den Expositionsversuchen mit Entenmuscheln verglichen. Die In vivo-Expositionen von
Entenmuscheln waren in der Lage, Hemmwirkungen auf die Phagozytoseaktivitat fur das
NiCl, in einer 2300fach niedrigeren Konzentration und fir das CH3;HgCI in einer 11000fach
niedrigeren Konzentration anzuzeigen. Zusatzlich wurde der toxikologische Endpunkt flr
Mortalitdt aus der Okotoxikologischen Datenbank der US-EPA fir Mollusken dargestellt.
Dabei zeigte sich, dass Hemmwirkungen auf die Phagozytoseaktivitat mit den verwendeten
In vitro-Verfahren ausschlieB3lich in letalen Konzentrationen fir Mollusken zu erfassen sind,
hingegen die In vivo-Exposition von Entenmuscheln in der Lage ist, in subletalen Konzentra-
tionen immuntoxische Effekte anzuzeigen.
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4.5.1 Vitalitat von Muschelhamozyten in vitro und nach In vivo-Expositionen
von Entenmuscheln

Die Vitalitdt der Hamozyten ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Erfiillung von Immunfunk-
tionen und kann frilhe oder spate zytotoxische Effekte anzeigen. Daher werden Vitalitatspa-
rameter haufig in vitro [35] [78] [19] [95] und nach In vivo-Expositionen von Muscheln [83]
[51] [96] [19] parallel zu den Immunfunktionen bestimmt (siehe Tab. 3 in Kap. 1.2.5). Die
haufigsten Vitalitdtsbestimmungen erfolgten durch Trypanblaufarbung und PJ-Farbungen
von Hamozyten und zeigen spate zytotoxische Effekte durch den Verlust der Membraninte-
gritdt an (siehe Kap. 2.4.1.1 und Kap. 2.4.6). Friihere zytotoxische Effekte k&énnen, z.B.
durch den Messparameter der Esteraseaktivitdt von Hamozyten [19] angezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Vitalitat der Hdmozyten zu zwei Zeitpunkten festgestellt,
bei der Entnahme und nach dem Phagozytoseansatz. So wurden die mittleren vitalen Hamo-
zytendichten der durch Punktion gewonnenen Hamolymphen durch eine Z&hlung in der
Neubauer-Zdhlkammer nach Trypanblaufarbung bestimmt. Im Anschluss an den Phagozyto-
seansatz standen zwei durchflusszytometrische Methoden mit den DNA Farbstoffen Sytox-
Green und Propidiumjodid zur Verfiigung, die nekrotische Zellanteile, also spéate zytotoxische
Effekte anzeigen konnten. Die durchflusszytometrischen Vitalitatsbestimmungen wurden in
vitro und nach den in vivo-Expositionen von Entenmuscheln mit Referenzsubstanzen und
Abwasserproben durchgefiihrt.

Vitale Hamozytendichten nach Trypanblaufarbung

Die vitale Hamozytendichte unterliegt sowohl in der Rheinwasserhélterung als auch in der
Laborhélterung groRen Schwankungen (siehe Kap. 3.5.4). Der Grofteil wird durch interindi-
viduelle Schwankungen verursacht, ein weiterer Anteil konnte mit dem ansteigenden und
abfallenden Temperaturverlauf in der Rheinwasserhélterung in Zusammenhang gebracht
werden (siehe Kap. 3.5.3). Eine mégliche Ursache fir die Saisonalitat der Schwankungen ist,
dass Muscheln bei héheren Temperaturen auch erhéhter mikrobieller und pathogener Aktivi-
tét ausgesetzt sind, auf die sie mit einer Erhéhung der Anzahl ihrer verteidigungsfahigen
Hamozyten reagieren muissen. In extremen Temperaturbereichen verliert sich dieser Zu-
sammenhang. Generell ist aufgrund der Schwankungen eine Anwendbarkeit dieses Messpa-
rameters nur bei ausreichend hoher Individuenzahl denkbar. In den Abwasserversuchen
konnten unter 6 Bedingungen mit 6 Individuen keine signifikanten Veranderungen der vitalen
Hamozytendichte gefunden werden, obwohl in 4 von 6 Versuchsbedingungen immunmodu-
lierende Potenziale nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 154 in Kap. 4.3.2.2).

Durchflusszytometrische Vitalitatsfarbungen

Die durchflusszytometrischen Vitalitdtsfarbungen mit PJ und Sytox-Green wurden nach den
Phagozytoseansatzen in vitro und nach In vivo-Expositionen von Entenmuscheln angewen-
det und konnten nekrotische Zellanteile anzeigen. Beide durchflusszytometrischen Methoden
zeigten In vitro eine gute Ubereinstimmung im Nachweis zytotoxischer Effekte von NiCl,
(siehe Kap. 3.1.7). Der Aufldsungsbereich fiel sehr gering aus und lag zwischen 7 und 27%
Nekroseanteil. Die H&dmozyten waren vermutlich in der Lage, wahrend des 20-stiindigen
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Schittelprozesses Trimmer- und nekrotische Zellanteile zu phagozytieren, womit der mess-
bare Bereich begrenzt wurde.

Eine Zunahme der nekrotischen Zellanteile konnte in einem Konzentrationsbereich zwischen
10 und 10 mol/l an NiCl, bestimmt werden, hingegen kam es bei htheren Konzentrationen
zu einem Rickgang der nekrotischen Zellanteile. Hohe Schwermetallkonzentrationen fihrten
zur Denaturierung der Membranen, was eine Konservierung der Zellen bewirkt und nur
geringe nekrotische Anteile anzeigt, obwohl die Zellen keine Vitalitdt mehr besitzen. Solche
Effekte sind durch Schwermetallwirkung beschrieben, so kommt es unter Cadmiumeinfluss
zum Rickgang von Memranpotenzialen an Muschelhdmozyten [80]. Auch werden Quecksil-
berlésungen zu Inaktivierungen von biologischen Systemen benutzt, z.B. wenn der chemi-
sche Sauerstoffbedarf in Umweltproben bestimmt werden soll.

Bei den In vivo-Versuchen von Entenmuscheln mit Abwasserproben kam die Sytox-Green-
Farbemethode zum Einsatz (siehe Abb. 127 in Kap. 3.4.2), doch konnten aufgrund der
Schwankungen in der Negativkontrolle keine signifikant abweichenden nekrotischen Zellan-
teile bestimmt werden. Auch hier fiel der Auflésungsbereich sehr gering aus und lag zwi-
schen 7 und 36% in den nekrotischen Zellanteilen. Generell 1asst sich aus den Abwasserun-
tersuchungen ableiten (siehe Abb. 154 in Kap. 4.3.2.2), dass die funktionellen Immunpara-
meter fir Phagozytoseaktivitdt und ROS-Produktion empfindlicher als die Vitalitatsparameter
der vitalen Hamozytendichte und der nekrotischen Zellanteile reagierten. Da die Versuche in
fur die Organismen subletalen Konzentrationen und Verdiunnungstufen durchgefiihrt wurden,
kann dieses Ergebnis auch auf unterschiedliche Wirkungslevel fiir spezifische immmuntoxi-
sche und allgemeine zytotoxische Effekte zuriickzufiihren sein (siehe Abb. 2 Kap. 1.1.3),
was im Sinne einer Erfassung von subchronischen immuntoxischen Effekten steht. Bei der
Verwendung anderer Muschelarten wie der Sandklaffmuschel (Mya arenaria) [83] wurden bei
in vivo-Versuchen mit Quecksilber- und Methylquecksilberchlorid zytotoxische Effekte mit der
PJ-Methode bei Expositionskonzentrationen ab 10 mol/l, doch setzten bei dieser Konzen-
tration auch erst hemmende Effekte auf die Phagozytoseaktivitat ein. Eine getrennte Erfas-
sung von zytotoxischen und immuntoxischen Effekten scheint nicht bei allen Muschelarten
mdglich zu sein. Dass Muschelhdamozyten artspezifisch sehr unterschiedliche Vitalititslevel
nach PJ-Bestimmung in ihrem Hamolymphsystem haben kénnen zeigt [78]. Die Anteile an
vitalen Zellen schwanken zwischen 45,9 + 6,4% bei Dreissena polymorpha und 96,4 + 8,7%
bei Cyrtodaria siliqua, in insgesamt 12 untersuchten Muschelspezies. Damit ist dieser Mess-
parameter nur schwer auf andere Muschelarten Ubertragbar. Durch das wesentlich inhomo-
genere Ausgangsmaterial und die langere Versuchszeit sind nekrotische Zellanteile an
Muschelhamozyten von Entenmuscheln schwerer als in Sdugerzellkulturen zu bestimmen.
Von einer direkten In vitro-Verwendung der durchflusszytometrischen Farbemethoden an
Muschelhamozyten ist aufgrund des geringen Auflésungsbereichs und der Uberlappung mit
immuntoxischen Effekten abzusehen. Fir In vivo-Ansétze sollten die Vitalitatsparameter als
zusatzliche Kontrollfunktion fur zytotoxische Effekte beibehalten werden.
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4.5.2 Phagozytoseaktivitat in vitro fir Schwermetallverbindungen

An Muschelhdmozyten konnten in vitro schon haufig immunmodulierende Effekte auf die
Phagozytoseaktivitat nachgewiesen werden [35] [82] [84] [78] [89] [95] [97] [85] [94]. Dass
Muschelhamozyten von Anodonta anatina eine vergleichbare Sensitivitat fir Schwermetall-
verbindungen wie andere limnische und marine Muschelarten besitzen wurde in Tab. 17 in
Kap. 4.2.6 demonstriert. Dennoch konnte auch aus den Versuchen mit anderen Xenobiotika
abgeleitet werden (siehe Kap. 3.2.4 und Kap. 4.2.6), dass eine generelle Sensitivitat fur
immuntoxische Wirkungen in heutigen Umweltkonzentrationen mit Muschelhdmozyten nicht
erreicht werden kann und fir Einzelsubstanzen mehr als drei Gréflenordnungen von Bela-
stungssituationen abweicht. Durch die Verwendung unterschiedlicher In vitro-Testverfahren
in dieser Arbeit stellt sich die Frage nach Sensitivitatsunterschieden zwischen Saugetierzell-
linien und Muschelhdmozyten. Fir eine Beantwortung wurden die aus den Schwermetallver-
suchen ermittelten ECso-Werte der Phagozytoseleistung logarhithmisch gegeneinander
aufgetragen (Abb. 160).

(OMuschelhamozyten
v P388-Mausmakrophagen
Mittelwert v—O Mittelwert
cdcl, VA O CcdCl,
CuSO, ¥ CusO,
NiCl, v— NiCl,
HgCl, N2 HgCl,
CHsHgCl oV CHsHgCl
1e-7 1e-6 1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0
ECgg[mol/l]

Abb. 160: Sensitivitdtsmuster der Phagozytoseleistung von Muschelhdmozyten und P388-
Mausmakrophagen gegeniiber Schwermetallverbindungen

Trotz der phylogenetischen Entfernung der verwendeten Zelltypen und der unterschiedlichen
Expositionszeiten von 3 h bei Mausmakrophagen und 20 h bei Muschelhdmozyten zeigte
sich ein vergleichbares Sensitivitdtsmuster beider Testverfahren. Die Hemmwirkungen der
unterschiedlichen Schwermetalle im jeweiligen Testsystem kénnen mehrere Zehnerpotenzen
in der Konzentration auseinanderliegen, was den Bedarf einer integralen Erfassung von
Schwermetallwirkungen anzeigt. Dabei ist die Unterschiedlichkeit der Hemmwirkungen bei
den Muschelhdmozyten ausgepragter als bei den P388-Zellen. Methylquecksilberchlorid
zeigt bei einer 600fach niedrigeren Konzentration die gleiche Hemmwirkung wie das Nickel-
dichlorid, was z.B. durch die langere Versuchszeit (20 h vs 3 h) gegeniber den P388-
Mausmakrophagen zu erklaren ist. Der Konzentrationsfaktor der ECsp-Werte liegt bei den
P388-Zellen nur bei ca. 48.
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Generell zeigte sich eine vergleichbare Sensitivitat beider Testsysteme, nur beim Cadmium-
dichlorid lagen die ECs-Werte mehr als eine Zehnerpotenz auseinander. Die P388-
Mausmakrophagen hatten im Mittel geringfugig héhere Sensitivitdten fir Schwermetalle,
doch ist der Konzentrationsbereich, in dem die Muschelhamozyten Hemmwirkungen anzei-
gen, bei den gleichen Schwermetallen breiter, was auf einen besseren Auflésungsbereich
hinweist. Die Mechanismen der Phagozytosehemmung scheinen in Muschelhdmozyten und
Saugerzelllinien ahnlich zu sein, was auf eine Konservierung der Immunfunktionen schlieen
lasst, wie sie auch in anderen Quellen berichtet wird [58] [23]. Ein weiteres Beispiel flr eine
ahnliche In vitro-Sensitivitdt der Phagozytosaktivitat in héheren Organismen bietet [129] fur
die Hemmwirkung des Methylquecksilberchlorids (Tab. 18).

Tab. 18: Speziesbedingte ECsp-Werte der In vitro-Phagozytoseaktivitat von Blutzellen nach
Methylquecksilberchlorid-Exposition, verandert nach [129].

Spezies ECso-Wert flr CHz;HgCI | Standardabweichung
[mol/l]
Moschusochse 1,0x 10 1,1x10 4
Hund 25x10° 3,3x 107 4
Lama 1,8x107° 2,1x107 3
Schaf 3,5x 107 45x107 5
Pferd 1,4 %107 5,1 x 10° 9
Katze 2,6x107 8,3x 10 5
Huhn 1,1x107° 6,4 x 10° 8

Die mittleren ECso-Werte der Phagozytoseaktivitat differieren meist weniger als eine Zehner-
potenz in der Konzentration und liegen vergleichbar mit dem Wert von Muschelhdmozyten
von Anodonta anatina mit 1,9 x 10° mol/l fir Methylquecksilberchlorid. Eine vollstiandige
Bewertung von immuntoxischen Potenzialen erfordert jedoch die Erfassung von zelluldren
und humoralen Aspekten der Immunfunktion [36]. Neben der zelluldren Phagozytoseaktivitat
wurde die extrazelluldre ROS-Produktion in vitro an Muschelhdmozyten untersucht und in
Kap. 4.2.7 diskutiert.
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4.5.3 Phagozytoseaktivitat in vivo, in vitro und im Vergleich zum toxikologi-
schen Endpukt fir Mortalitat von Mollusken

Mollusken kdnnen effektive multidisziplindre Modelle der Umwelttoxikologie sein, da sie
ubiquitar vorkommen, hoch konservierte Kontroll-und Regulationsmechanismen besitzen, die
haufig Homologien zu Vertebraten-Systemen besitzen und sensitiv fur anthropogene Einflls-
se sind [21].

Als phylogenetisch relativ alte Organismen verfugen Muscheln hauptséchllich tber angebo-
rene unspezifische Immunfunktionen, die ihren Schwerpunkt auf der zellvermittelten Immun-
antwort haben [11]. Nicht zuletzt deshalb konnten zahlreiche immunmodulierende Einfliisse
von diversen Xenobiotika an der Phagozytoseaktivitat nach In vivo-Expostionen von Mu-
scheln nachgewiesen werden [43] [79] [76] [81] [83] [88] [90] [77] [51] [91] [92] [96] [97] [98].
Die zentrale Rolle der Phagozytose in der Immunabwehr und ihre Sensitivitdt gegenlber
xenobiotischen Umweltchemikalien in mehreren Spezies machen sie vielleicht zum idealen
biologischen Endpunkt fir Muscheln [51].

Um dieser These auch fiir unseren Testorganismus Anodonta anatina nachzugehen, wurden
Expositionsszenarien mit Muscheln und Schwermetallverbindungen, die die geringste (NiCl,)
und die stérkste Hemmwirkung (CH3;HgCI) auf die Phagozytoseaktivitat der Muschelhdamozy-
ten besalen (siehe Abb. 160 in Kap. 4.5.2 und Kap. 3.3), durchgefihrt. Bei den In vivo-
Expositionen konnten fur das Nickeldichlorid Effekte in einer Uber 2300fach niedrigeren
Konzentration und beim Methylquecksilberchlorid sogar Effekte in einer Gber 11000fach
niedrigeren Konzentration gegeniber den In vitro-Versuchen mit Muschelhdmozyten nach
einem Expositionsintervall von 2 Wochen gefunden werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass bei
dem Testorganismus Anodonta anatina die In vivo-Laborexposition fir Umweltprobenunter-
suchungen aufgrund ihrer wesentlich héheren Sensitivitat zu bevorzugen ist.

Ob der Testorganismus Uberhaupt empfindlich genug mit den Immunparametern fir Phago-
zytoseaktivitét reagiert, sollte ein Datenbankvergleich mit der ékotoxikologischen Datenbank
der US-amerikanischen Environmental Protection Agency (EPA) zeigen. Dazu wurden die In
vitro- und In vivo-Nachweisgrenzen fiir signifikante Verdnderungen der Phagozytoseaktivitat
anderen Mollusca-Biotestergebnissen (ECso-Werte) der Datenbank fir den Endpunkt Mortali-
tat gegenibergestellt (siehe Abb. 161).

Die In vitro-Nachweisgrenzen der Phagozytoseaktivitat liegen Uber den Mortalitdtsbereich
anderer Mollusken und wirden erst in letalen Konzentrationen Effekte anzeigen. Um spezi-
fische Wirkungen nachzuweisen, sollte es méglich sein, allgemeine zytotoxische und toxi-
sche Wirkungen von den spezifischen Wirkungen getrennt voneinander auflésen zu kénnen,
auch wenn es einen Uberlappungsbereich gibt. Dieses gelingt mit den verwendeten In vitro-
Methoden nicht. Die Methoden eignen sich also nicht, um subletale Wirkungen anzuzeigen.
Hingegen liegen die In vivo-Nachweisgrenzen der Phagozytoseaktivitdt weitgehend unter-
halb des Mortalitatsbereichs anderer Mollusken und kénnen eine spezifische subletale Wirk-
richtung (siehe Abb. 2 in Kap. 1.1.3) mit hoher Sensitivitat anzeigen (siehe Abb.161).

-191 -



4.5 Sensitivitatsvergleiche

1000
——= ECy-Datenbankwerte fur Mortalitat
’ mmmm | vivo-Nachweisgrenze der Muschelexposition
100 [ ] e |n vitro-Nachweisgrenze der Muschelhdmozyten

| 1

0
1 n=39 T

>
E
=)
T Hemmung
-U .
S 0.1 - E 3 n=145
= n=6
Aktivierung
0,01 ~
0,001 ~ [
— ?
0,0001 T T T T T
NiClp CH3HgClI HgClo

Abb. 161: Empfindlichkeitsvergleich In vivo- und In vitro-Versuche fir Phagozytoseaktivitat mit ande-
ren Mollusca-Biotestergebnissen (ECsy-Werte der Mortalitat) der US-EPA fur Nickeldichlorid, Queck-
silberdichlorid und Methylquecksilberchlorid.

Leider waren nicht gentigend Mollusca-Biotestergebnisse fiir das Methylquecksilberchlorid
(n=6) vorhanden, so dass die Biotestergebnisse fir das Quecksilberdichlorid zusétzlich
dargestellt wurden, obwohl noch keine In vivo-Expositionsversuche mit der Substanz durch-
gefuhrt wurden. Das Verhdltnis der Nachweiskonzentrationen von organischem und anorga-
nischem Quecksilber in vitro liegt unter 4. Nimmt man eine 10- oder sogar 50fach niedrigere
In vivo-Wirksamkeit des anorganischen Quecksilbers gegenliber dem organischem Queck-
silber an, so liegt diese ebenfalls im nichtletalen Bereich.

Uber die Ursachen fiir diesen erheblichen Sensitivitatsunterschied von In vitro- und In vivo-
Testsstrategien kann weitgehend nur spekuliert werden, doch sollen zumindest einige Erkla-
rungsansétze genannt werden. Immuntoxine haben im gesamten Organismus wesentlich
mehr Angriffsflachen als auf isolierte Zellen, und die von Immuntoxinen ausgelésten Wirkun-
gen besitzen langere Manifestationszeiten, die sich in ihrer Auspragung verstarken kénnen.
So kann, z.B. ein Immuntoxin sich negativ auf die Hdmatopoese auswirken und die Reifung
von Hamozyten und deren Funktionalitdt nachhaltig stéren. Bioakkumulationen von Xenobio-
tika kénnen in Muscheln lokale Konzentrationen verursachen, die um den Faktor 10° bis 10°
héher liegen (siehe Kap. 3.3.4) als entsprechende Umweltkonzentrationen, und vermdgen
die lysosomale Stabilitdt herabzusetzen, was zu Schadigungen der Hdmozyten fiihren kann
(siehe Kap. 1.2.4.2).
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Die komplexen Regulationsmechanismen der Immunabwehr bieten ebenfalls weitere An-
griffsflichen. Da die grundlegenden Mechanismen der immunologischen Phagozytoseaktivi-
tat durch das Tierreich von den Mollusken bis zu den Saugetieren stark konserviert [58] [23]
sind, ist von einer 6kotoxikologischen Relevanz organismenibergreifend auszugehen. Der
Vorteil von in vivo-Tests ist, dass sie direkt letale und chronische oder subchronische Effekte
anzeigen kénnen und damit auch 6kotoxikologisch relevantere Aussagen erlauben. Zudem
kénnen alle relevanten Zellen des exponierten Organismus abgefragt werden. Dieser Vorteil
wird auf Kosten einer niedrigeren Praktikabilitat, interindividueller FehlergréRen und mit
einem hoéheren Zeitaufwand erkauft. Nachteile der In vitro-Methoden sind, dass sie nur
Potenziale abbilden und auch verstarkt mit der von Gefahr falsch positiven Testergebnissen
unzuverlassig reagieren kénnen. Auf die Schwéachen der statistischen Auswertungsméglich-
keit der Expositionsversuche wurde bereits in Kap. 4.3.3 eingegangen.

Die in vivo-Ergebnisse der Referenzsubstanzversuche und auch der Abwasserversuche
(siehe Kap. 4.3.1 und 4.3.2) zeigen deutlich, dass immunmodulierende Wirkungen auf die
Phagozytoseaktivitdt mit Entenmuscheln in Konzentrationsbereichen zu bestimmen sind, in
denen keine allgemeintoxischen Effekte zu erwarten sind.

Aufgrund der erheblichen Sensitivitdtsunterschiede zwischen der In vitro- und In vivo- Erfas-
sungsebene und auch basierend auf der Mdéglichkeit, Abwassertestungen mit mehreren
Immunparametern (Phagozytoseaktivitdt, ROS-Produktion, vitale Hamozytendichte und
nekrotische Zellanteile) durchzufiihren, die ein gutes Spektrum der Immunfunktionen abbil-
den, ist der Testorganismus Anodonta anatina geeignet, integrativ immuntoxische Effekte
unter Laborbedingungen anzuzeigen.

4.6 Mogliche Antwortmuster der funktionellen Immunparameter in vivo

Jede biologische Antwort auf eine 6kotoxikologische Wirkung besitzt nach Wahl der Organi-
sationsebene und der entsprechenden Bestimmungsmethode eine eigene Kinetik (siehe
Abb. 1 in Kap. 1.1.1). Mit den hier verwendeten In vitro-Testverfahren kénnen nur akute
Effekte angezeigt werden, bei den In vivo-Testverfahren steht ein viel gréRerer Zeitraum bis
zur Manifestation von Effekten zur Verfiigung, wobei das entsprechende Antwortmuster auf
eine Belastungssituation Berlicksichtigung finden muss. Sowohl fiir die In vitro- als auch fir
die In vivo-Erfassungsebene konnten konzentrationsabhangig stimulierende und hemmende
Antworten in den Funktionsparametern der Phagozytoseaktivitdt und der ROS-Produktion
gefunden werden (siehe Kap. 3.2.2, 3.2.5, 3.3 und 3.4.2), wobei sich nur die In vivo-
Versuche mit Anodonta anatina als ausreichend sensitiv erwiesen.

Nicht nur fir die Phagozytoseaktivitat, sondern auch fiir die ROS-Produktion wurden konzen-
trationsbedingt in den Referenzsubstanz- und Abwasserversuche sich wiederholende Ant-
wortmuster gefunden, die vereinfacht dargestellt werden sollen (Abb. 162).

-193 -



4.6 Mogliche Antwortmuster der funktionellen Immunparameter in vivo

Antwort in %

A

Immuntoxischer Beginn ® Messpunkt aus Expositionsversuch

1004-  Modulator Regeneration Lo
> — = =- Méoglicher Verlauf der ROS-Antwort
x
< 80T - - -- Méglicher Verlauf der Phagozytoseaktivitat
o - -~
= 60 + - S P
S L - S~o —— Verlauf der Phagozytoseaktivitat
@« 40 T e RS

e ~
, So 2
20 1 <7
// /‘ ~ S .
0 i ! i < B » Antwortzeit in Wochen
e
204 0 1 2 3 .4 5
//

40 1~ e
I ///
® 60 1~
3 - ‘
§ 80 T~
3
@ 1001~

v

Abb. 162: Modell der Antwortmuster der funktionellen Immunparameter aus den In vivo-
Expositionsversuchen

ROS-Produktion

Die In vivo-Antwort der ROS-Produktion auf Schwermetall- und Abwasserexposition von
Anodonten zeigte eine dhnliche Empfindlichkeit wie die Phagozytoseaktivitat, doch trat eine
entgegengesetzte Antwortrichtung zur Phagozytoseaktivitdt auf. Aktivierungen der ROS-
Produktion kénnen auch durch andere Literaturquellen an anderen Muschelarten belegt
werden. So erhéhen niedrige Kupferexpositionskonzentrationen die intra-und extrazellulare
ROS-Produktion an Superoxidanionen in Mytilus edulis, doch flihren héhere Konzentrationen
zu Hemmungen der ROS-Produktionen [43]. Fir Schwermetalle wie Cd und Cu konnten in
vivo an Ostrea edulis stimulierende Effekte auf die ROS-Produktion in niedrigen Konzentra-
tionen (1 bis 10 uM Cd) nachgewiesen werden; bei héheren Konzentrationen (50 uM Cd)
bricht die ROS-Produktion ein [80]. Dass Muscheln nicht nur artspezifisch unterschiedlich in
ihren Immunparametern reagieren, sondern die Immunparameter auch unterschiedlich
sensitiv in der gleichen Art sein kénnen, wurde in [88] beschrieben. Es ist mdglich, dass die
ROS-Antwort in Anodonta anatina nach einer zweiwéchigen Exposition stimuliert, aber der
Messparameter der Phagozytoseaktivitédt aufgrund einer héheren Sensitivitdt schon ge-
hemmt vorliegt. Da neben Ausgangs-, Belastungs- und Regenerationszustand keine weite-
ren Messpunkte zur Verfiigung standen, ist der Antwortsverlauf fir die ROS-Produktion
leider nur spekulativ. Auch bleibt unklar, ob dieses Antwortmuster fiir andere immuntoxische
Umweltchemikalien, z.B. Pharmazeutika oder PAK und PCB eingehalten wird oder konzen-
trationsabhéngig variiert.

Phagozytoseaktivitat

Die Phagozytoseaktivitdt von Andonta anatina wurde wahrend kurzer Expositionintervalle mit
hohen Schwermetallkonzentrationen kurzfristig erhéht, es kam zu einer ,Stressaktivierung®.
Hohere Konzentrationen der getesteten Schwermetalle flhrten in der Regel zu signifikanten
Hemmungen der Phagozytoseaktivitdt nach l&ngerer Exposition (7d, 14d), hingegen zeigten
niedrigere Konzentrationen auch signifikante Aktivierungen (nicht in Abb. 162 gezeigt).
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Dieses Ergebnis steht auch im Einklang mit Laborversuchen von anderen Muschelarten, in
denen sich die Phagozytosaktivitdt von Mytilus edulis in kurzzeitigen Expositionen und nied-
rigem Belastungsgrad erhéht, sich aber bei ldngerer Expositionszeit und héheren Konzentra-
tionen reduziert [36]. Ein dhnliches Antwortmuster (biphasische Antwort) ergab sich auch
nach Abwasserexposition mit Elliptio complanata, bei denen 10%ige Abwasserkonzentratio-
nen zur Erhdhung der Phagozytoseaktivitat fihrten und 25 und 50%ige Abwasserkonzen-
trationen signifikante Reduzierungen der Phagozytoseaktivitdt nach 4 Tagen zeigten [19].
Wie in Kapitel 1.2.1 erldutert, kbnnen beide Formen der Dysregulation (Immunosupresssion
und —stimulation) toxikologische Konsequenzen bewirken. Eine Immunosuppression kann
beispielsweise die Anfélligkeit gegenliber Pathogenen und Tumorzellen erhéhen, eine Im-
munstimulation kann, z.B. durch dauerhafte Generierung von oxidativem Stress die Cance-
rogenese durch Tumorinitiation und Tumorpromotion férdern [56]. Der im Modell gezeigte
mdgliche Belastungszustand nach 2 Wochen Exposition besitzt demnach ein erhéhtes can-
cerogenes Potenzial, da durch die Stimulation des oxidative Burst die Cancerogenese gefor-
dert wird, aber gleichzeitig durch die Suppression der Phagzytoseantwort die Verteidigungs-
fahigkeit gegentiber Tumorzellen herabgesetzt wird.

Eingriffe in die Integritdt des Organismus, z.B. nach einer Punktion, zeigen nach dreiwd&chi-
ger Regeneration keine messbaren Verénderungen in den vitalen Hamozytendichten und der
Phagozytoseaktivitdt. Nach einer zweiwdchigen Exposition mit Immuntoxinen und einer
anschlieRenden dreiwdchigen Regenerationsphase ist die Phagozytosaktivitdt weiterhin
leicht stimuliert, was ein anhaltendes immunmodulatives Potenzial anzeigt (siehe Abb. 156 in
Kap. 4.3.2.4). Diese Aktivierung trat nach NiCl,- und Abwasserexposition auf, obwohl keine
nennenswerte Bioakkumulation fiir NiCl, nach einer zweiwdchigen Exposition nachgewiesen
werden konnte (siehe Abb. 121 in Kap. 3.3.5). Sicherlich wirft dieses Modell eine Reihe
weiterer Fragen auf, und so muss auch seine Stichhaltigkeit in gréReren Nachversuchen
noch belegt werden. Doch ldsst sich ableiten, dass Immunfunktionen einem zeitlichen Ver-
lauf folgen, der in subletalen Konzentrationsbereichen aktivierende und hemmende Antwor-
ten bewirkt.

4.7 Funktionelle Immuntoxizitat

Das Immunsystem ist essentiell fir das langerfristige Uberleben von Organismen. Seine
Komplexitat ist derzeitig nur teilweise verstanden, gleichsam bilden spezifische und unspezi-
fische Immunfunktionen eine ausschlaggebende Rolle in der Aufrechterhaltung der Homdo-
stase und Immunregulation [15]. Schadigungen des Immunsystems kdnnen alle Aspekte
einer Immunabwehr von der ersten Erkennung der Fremdstoffe, Uber die intrazellularen
Signalkaskaden zur Ausschittung von Signalstoffen bis hin zur endgultigen Eliminierung von
Fremdkérpern betreffen [130]. Es werden zwei grundlegende Antwortrichtungen bei der
Beeinflussung (Modulation) der Immunfunktionen beschrieben, die Immunostimulation und
die Immunsuppression (siehe Abb. 3 in Kap. 1.2.1).

Durch die strukturelle und organisatorische Komplexitat und Variabilitdt des Immunsystems
mit seinen verschiedenen Funktionen sind die Wirkungen von Umweltbedingungen und
Umweltchemikalien schwer vorherzusagen, da meist verschiedene Modulatoren (siehe Abb.
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158 in Kap. 4.4) zusammenwirken und sich gegenseitig beeinflussen kénnen. Bei der Viel-
zahl der Beeinflussungsmdglichkeiten des Immunsystems wird klar, dass eine realistische
Bewertung von immuntoxischen Effekten nur auf einer Batterie von Testverfahren mit ver-
schiedenen immunologischen Endpunkten beruhen kann [13] [76]. Eine vollstandige Bewer-
tung der immuntoxischen Potenziale von Schadstoffen sollte durch die Verwendung von
zelluldren und humoralen Aspekten der Immunfunktionen erfolgen [36]. Die Verwendung von
mehreren immuntoxikologisch relevanten Endpunkten minimiert das Risiko falsch negativer
oder positiver Aussagen Uber immuntoxische Wirkungen in Organismen.

Dennoch besteht ein grolRes Ungleichgewicht bei der Betrachtung von funktionellen und
strukturellen immuntoxikologischen Endpunkten in S&ugetieren und Invertebraten, welches
nicht zuletzt durch die Unterschiedlichkeit der Komplexitatsgrade der Immunsysteme verur-
sacht wird auch wenn gleichsam homologe Funktionen (z.B. Phagozytoseaktivitdt und ROS-
Produktion) vorhanden sind (siehe Abb. 4 in Kap. 1.2.1).

Die funktionellen Aspekte der Immuntoxikologie besitzen nur untergeordneten Stellenwert
bei den Standard-Toxizitatsstudien der Industrie fir humane Pharmazeutika [131]. In dieser
wird Immuntoxizitat als unbeabsichtigtigte Immunosuppression und —stimulation verstanden,
wobei pharmazeutisch induzierte Hyperimmunitdt und Autoimmunitét ausgeschlossen wer-
den.

Tab. 19: Standard-Toxizitdtsstudien der Industrie zur Erfassung immuntoxischer Effekte von
humanen Pharmazeutika, aus [131].

Parameter Spezifische Komponenten
Hamatologie totale und absolute differentielle Leukozytenzéhlungen
Klinische Chemie Globulin-Level, bzw. Immunglobuline und Antikdrper-

verhéltnisse
Pathologie lymphoide Gewebe und Organe
Organgewichte Thymus, Milz, optional Lymphknoten

Histologie Thymus, Milz, Lymphnknoten, optional Konochenmark,

diverse lymphoide Gewebe

Diese Studien werden standardisiert an Nagern nach 28tagiger Exposition durchgefiihrt und
beruhen verstarkt auf struktureller Immuntoxizitat (siehe Tab. 19). Nur einige funktionelle
Immunparameter, wie Phagozytoseaktivitdt und ROS-Produktion, Killerzellenaktivitat u.a.
werden unter den zuséatzlichen Immuntoxizitdtsstudien gefuhrt und kommen zum Einsatz
falls Ergebnislagen unschlissig sind. In toxikologischen Ringtests konnten sich in der huma-
nen Immuntoxikologie aufgrund der Komplexizitdt und der vielfaltigen strukturellen Angriffs-
flachen des Sauger-Immunsystems Immunparameter etablieren und durchsetzen, die leider
nicht auf Organismen mit einem weniger komplexen Immunsystem Ubertragbar sind und
verstarkt auf struktureller Immuntoxizitat basieren.

Ziel dieser Untersuchungen ist es, spezielle Gefdhrdungspotenziale fir den Menschen abzu-
bilden, dabei stellen die Granulozyten im menschlichen Organismus mehr als 60% der im
Blut zirkulierenden Leukozyten dar und sind neben der Haut als erste Barriere des zellularen
Immunsystems zu verstehen. Granulozyten sind bei bakteriellen Infektionen als schnellste
Zellen durch eine ausgepragte Chemotaxis vor Ort [14]. Zusammen mit den Monozy-
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ten/Makrophagen sind sie zur Phagozytose befahigt. Neben diesem intrazelluldarem Verteidi-
gungsmechanismus sind Granulozyten, Monozyten und Makrophagen auch zu extrazellula-
ren Verteidigungsaufgaben durch die  Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS-
Produktion, oxidative Burst) in der Lage. Die Durchflusszytometrie bietet heutzutage die
Mdglichkeit diese Zellpopulationen getrennt voneinander zu bestimmen und deren Funktio-
nalitat simultan zu testen.

Wichtige Ansatzpunkte fiir eine Verstandnisentwicklung des Immunstatus diverser Organis-
men sind daher die Entwicklung von wirkungsbezogenen Testverfahren fiir elementare
evolutiondr konservierte Funktionsweisen, um Einblick in 6kotoxikologische Zusammenhén-
ge hoherer Relevanz zu erhalten. Auch wenn spezifische Funktionen und der Gedachtnis-
charakter der adaptiven Saugerimmunitat nicht erfasst werden [77], wird eine Erfassung von
Gefadhrdungspotenzialen fir den Menschen damit nicht ausgeschlossen, selbst wenn sie
nicht im Mittelpunkt der Betrachtungen steht.

Daher wurden die intrazelluldren und extrazelluldren Verteidungsfunktionen durch Phagozy-
tose und ROS-Produktion, die sowohl bei Invertebraten und Vertebraten angeboren und
relativ unspezifisch vorkommen, bei einem 6kotoxikolgischen Ansatz bevorzugt. Der Vorteil
der funktionellen Immunparameter liegt in der leichten Ubertragbarkeit auf unterschiedliche
Zelltypen, die eine gleiche oder &hnliche Funktion austiben. Die in dieser Arbeit verwendeten
Mess- und Testprinzipien (siehe Kap. 1.3.2) kénnen sowohl an Zellkulturen als auch an
Organismen angewendet werden. Besonders effektiv kann die Phagozytoseaktivitdt von
Immunzellen durchflusszytometrisch bestimmt werden, da man gegeniber Mikrotiterplatten-
methoden weniger stark auf minimale Zelldichten angewiesen ist und mehrere Messparame-
ter gleichzeitig Auskunft Gber Phagozytoseaktivitdt und Vitalitdt der Zellen geben kénnen.
Eine gleichwertige Aussagequalitat kann nur mit zeitaufwandigen mikroskopischen Untersu-
chungen derzeitig erreicht werden.

Zell- oder Gewebeschadigungen gehen oft auch mit dem Verlust der Funktion einher, daher
sind wahrscheinlich die Funktionsparameter des Immunsystems besser geeignet, immun-
modulative Wirkungen anzuzeigen, da sie systemische Fehlfunktionen in beiden Antwortrich-
tungen zuséatzlich und eventuell friher erfassen kénnen. S6 kénnen, z.B. Immunosuppres-
sionen auch ohne echte strukturelle Veranderungen einsetzen, wenn Signalkaskaden gestort
werden [26]. Im angelséchsischen Sprachraum hat sich der Begriff "Immunocompetence” fir
die funktionellen Aspekte der Immunabwehr verbreitet und steht den strukturellen Verande-
rungen bzw. der "Immunopathology" gegeniber.

Der Begriff der funktionellen Immuntoxizitat wurde in dieser Arbeit gewahlt, da die funktionel-
len Immunparameter sich in vitro durch ahnliche Sensitivitdtsmuster trotz phylogenetischer
Distanz auszeichnen (siehe Abb. 160 und Tab.18 in Kap. 4.5.2) und mit geringem Anpas-
sungsaufwand auf die In vivo-Ebene mit hohem Sensitivitdtsgewinn (bertragbar waren
(siehe Abb. 161 in Kap. 4.5.3). Die funktionellen Immunparameter kénnen eine gemeinsame
Schnittflache fur die organismenlbergreifende Darstellung und ldentifizierung immuntoxi-
scher Effekte bieten, hingegen sind die strukturellen Immunparameter starker von der jewei-
ligen Komplexizitat des Immunsystems der Organismen abhangig.
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4.8 Ausblick

Obwohl der Testorganismus Anodonta anatina in den Abwasserversuchen immuntoxische
Potenziale in Verdinnungsstufen anzeigen und klassifizieren konnte, in denen mit den klas-
sischen Testsystemen der aquatischen Okotoxikologie keine toxischen Effekte mehr nach-
zuweisen waren, bleibt zu Uberpriifen, ob die In vivo-Laborexpositionsversuche auch auf ein
breites Spektrum von immuntoxischen Xenobiotika reagiert. Bisher konnte dies nur in Refe-
renzsubstanzversuchen mit Nickel- und Methylquecksilberchlorid (siehe Abb. 161 in Kap.
4.5.3), die auch zu den prioritdren Schadstoffen der europdischen WRRL gehéren, demon-
striert werden. Dabei sollte Uberprift werden, ob die Antwortmuster (siehe Kap. 4.6) auch bei
anderen immuntoxischen Substanzgruppen auftreten und sich ein einheitliches Expositions-
intervall ableiten lasst,in dem zuverldssig immuntoxische Potenziale nachgewiesen werden
kénnen. Ebenfalls ist zu Uberpriifen, ob die prozentualen Variationskoeffizienten der funktio-
nellen Immunparamter sich durch eine Erhéhung der Versuchstieranzahl oder durch veran-
derte Auswahlkriterien (z.B. durch engere Altersklassen) reduzieren lassen und der Ver-
suchsaufwand in praktikablen Rahmen bleibt. Die Ergebnisse lassen auf eine hohe Sensitivi-
tat der erarbeitenden Immunparameter fiir Phagozytoseaktivitdt und ROS-Produktion schlie-
Ren, die um mindestens 3 Zehnerpotenzen in der Konzentration héher liegt, als in den In
vitro-Ansatzen mit getesteten Schwermetallverbindungen. Eine Ubertragbarkeit der Halte-
rungs-, Expositions- und Messmethoden auf andere Laboratorien ist ebenfalls eine noch
ausstehende Notwendigkeit fiir eine Validierung der Methoden. Weitere Ansatzpunkte fiir
eine Erfassung immuntoxischer Potenziale und Effekte der Okotoxikologie sollten gesucht
und gefunden werden, damit die anthropogenen Einflisse auf die Umwelt quantifizierbar,
bewertbar und steuerbar werden und Vorsorge- und Nachhaltigkeitskriterien entsprechen
kénnen.
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6 Anhang

6 Anhang

6.1 Statistikanwendungen und -ergebnisse

6.1.1 Messparameter nach zweiwdchiger Abwasser- und Schwermetall-
exposition

Tab 20: Mann-Whitney-U-Testergebnisse des Einzelwertvergleichs der Messparameter der
Abwasser- und Schwermetallexposition von Entenmuscheln. Abkirzungen: RS = Rangsum-
me; NK = Negativkontrolle; PK = Positivkontrolle, ROS = Reactive Oxygen Species; p-
Niveau = Irrtumswahrscheinlichkeit fir signifikante Unterschiedlichlichkeit der Datenreihen; x
< 5%, xx £ 1%, xxx < 0,1%)

Phagozvtose Phado Phagozvtose ROS-Prod o ale ekro e
e ain Bead ose e q der ersten 90 ozvte amozvtenante
o phago e- | anteil in9 Beads p 0 pro dem Phago
e AmMo alia der P 0sea %
Ablauf kom. Abw. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 24
Messwertanzahl Probe 24 24 24 24 24
RS NK 564 594 579 555 32 570
RS Probe 612 582 597 621 46 606
U-Wert 264 282 279 255 11 270
p-Niveau 0,620691 0,901539 0,85277 0,49617 0,26233 0,710523
Zulauf kom. Abw. n.s. XXX n.s. XXX n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 24
Messwertanzahl Probe 24 24 24 22 24
RS NK 597 394 569 333 46 601
RS Probe 579 782 607 748 32 575
U-Wert 279 94 269 33 11 275
p-Niveau 0,852777 0,000063 0,695218 0,000001 0,26233 0,788657
Ablauf ind. Abw. n.s. n.s. n.s. XXX n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 24
Messwertanzahl Probe 20 20 20 18 5 20
RS NK 473 496 477 319 31 570
RS Probe 516 494 513 584 35 420
U-Wert 173,5 196 177 19 10 210
p-Niveau 0,117732 0,299695 0,137551 0,000001 0,361311 0,479501
Zulauf ind. Abw. n.s. XXX X XX n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 24
Messwertanzahl Probe 20 20 20 20 20
RS NK 619 698 643 424 40 622
RS Probe 371 292 347 566 26 368
U-Wert 161 82 137 124 11 158
p-Niveau 0,062597 0,000196 0,01519 0,006255 0,465209 0,053267
Positivkontrolle X XXX XXX XXX n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 24
Messwertanzahl Probe 24 24 24 24 24
RS NK 712 761 765 390 30 508
RS Probe 464 415 411 786 48 668
U-Wert 164 115 111 90 9 208
p-Niveau 0,010563 0,000361 0,000263 0,00045 0,14952 0,099031
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6.1.2 Messparameter nach Regenerationsphase nach Abwasser-und Schwer-
metallexposition

Tab. 21: Mann-Whitney-U-Testergebnisse des Einzelwertvergleichs zwischen den Messwer-
ten nach der Regenerations- und Expositionsphase der Entenmuscheln. Abkirzungen: RS =
Rangsumme; NK = Negativkontrolle; PK = Positivkontrolle, ROS = Reactive Oxygen Spe-

cies; p-Niveau = Irrtumswahrscheinlichkeit fur signifikante Unterschiedlichlichkeit der Daten-
reihen; x < 5%, xx < 1%, xxx < 0,1%)

Phagozytose-

Phago-

Phagozytose- ROS-Produktion vitale nekrotischer
leistung in Beads zytose- leistung der ersten 90 min | H&mozytenzahl | Hamozytenanteil
pro phagozytose- | anteil in% | in Beads pro in umol H,O,- pro ml nach nach dem Phago-
aktiver Hamozyt Hamozyt Radikalaquivalente | der Punktion | zytoseansatzin %

Zulauf ind. Abw. Exp. vs. Reg. X XX X X n.s n.s.
Messwertanzahl nach Exp. 20 20 20 20 5 20
Messwertanzahl nach Reg. 16 16 16 16 4 16

RS nach Exposition 301 283 294 442 18 328
RS nach Regeneration 365 383 372 224 27 338
U-Wert 91 73 84 88 3 118
p-Niveau 0,028045 0,005611 0,015544 0,021896 0,086412 0,181191
PK Reg. vs Exp. XXX XXX XXX n.s. n.s. n.s.
Messwertanzahl nach Exp. 24 24 24 24 6 24
Messwertanzahl nach Reg. 24 24 24 24 6 24
RS nach Exposition 357 395 348 650 43 660
RS nach Regeneration 819 781 828 526 35 616
U-Wert 57 95 48 226 14 216
p-Niveau 0,000002 0,000069 0,000001 0,201103 0,52184 0,137647
Zulauf ind. Abw. vs NK n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 24
Messwertanzahl nach Reg. 16 16 16 16 4 16
RS NK 429 497 454 545 24 528
RS nach Regeneration 391 323 365 275 31 292
U-Wert 129 187 154 139 3 156
p-Niveau 0,081984 0,890209 0,300532 0,143409 0,05501 0,32028
PK vs NK XX n.s. X n.s. n.s. n.s.
Messwertanzahl NK 24 24 24 24 6 24
Messwertanzahl nach Reg. 24 24 24 24 6 24
RS NK 447 526 464 597 37 536
RS nach Regeneration 729 650 712 579 41 640
U-Wert 147 226 164 279 16 236
p-Niveau 0,003645 0,201103 0,010562 0,852777 0,748774 0,283621
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6.2 Statistik der Korrelationsanalysen

Tab. 22: Prifung des Korrelationskoeffizienten r auf Signifikanz gegen Null, aus [115]. Die
Nullhypothese wird zugunsten der Alternativhypothese abgelehnt, wenn |r|den fur die
geeignete Fragestellung, die gewahlte Irrtumswahrscheinlichkeit und den vorliegenden
Freiheitsgrad (FG = n-2) tabellierten Wert erreicht oder tberschreitet. Beispiel: Ein auf 60 FG
(n = 62) basierender Wert r = 0,25 ist auf dem 5%-Niveau statistisch signifikant.

Iweiseitiger Test Einseitiger Test
FG

557 1% 0,1 % 5 % 1% 0,1 %

1 0,9969 A% B* 0,9877 0,9995 c*
2 0,9500 0,9900 0,9990 0,9000 0,9800 0,9980

3 0,8783 0,9587 0,9911 0,805 0,934 0,986

4 0,811 0,917 0,974 0,729 0,882 0,963

5 0,754 0,875 0,951 0,669 0,833 0,935

6 0,707 0,834 0,925 0,621 0,789 0,905

7 0,666 0,798 0,898 0,582 0,750 0,875

8 0,632 0,765 0,872 0,549 0,715 0,847

g 0,602 0,735 0,847 0,521 0,685 0,820
10 0,576 0,708 0,823 0,497 0,658 0,795
11 0,553 0,684 0,801 0,476 0,634 0,772
12 0,532 0.661 0,780 0,457 0,612 0,750
13 0,514 0,641 0,760 0,441 0,592 0,730
14 0,497 0,623 0,742 0,426 0,574 0,711
15 0,482 0,606 0,725 0,412 0,558 0,694
16 0,468 0,590 0,708 0,400 0,543 0,678
17 0,456 0,575 0,693 0,389 0,529 0,662
18 0,444 0,561 0,679 0,378 0,516 0,648
19 0,433 0,549 0,665 0,369 0,503 0,635
20 0,423 0,537 0,652 0,360 0,492 0,622
21 0,413 0,526 0,640 0,352 0,482 0,610
22 0,404 0,515 0,629 0,344 0,472 0,599
23 0,396 0,505 0,618 0,337 0,462 0,588
24 0,388 0,496 0,607 0,330 0,453 0,578
25 0,381 0,487 0,597 0,323 0,445 0,568
26 0,374 0,478 0,588 0,317 0,437 0,559
27 0,367 0,470 0,579 0,311 0,430 0,550
28 0,361 0,463 0,570 0,306 0,423 0,541
29 0,355 0,456 0,562 0,301 0,416 0,533
30 0,349 0,449 0,554 0,296 0,409 0,526
35 0,325 0,418 0,519 0,275 0,381 0,492
40 0,304 0,393 0,490 0,257 0,358 0,463
50 0,273 0,354 0,443 0,231 0,322 0,419
60 0,250 0,325 0,408 0,211 0,295 0,385
70 0,232 0,302 0,380 0,195 0,274 0,358
80 0,217 0,283 0,357 0,183 0,257 0,336
90 0,205 0,267 0,338 0,173 0,242 0,318
100 0,195 0,254 0,3zl 0,164 0,230 0,302
120 0,178 0,232 0,294 0,150 0,210 0,277
150 0,159 0,208 0,263 0,134 0,189 0,249
200 0,138 0,181 0,230 0,116 0,164 0,216
250 0,124 0,162 0,206 0,104 0,146 0,194
300 0,113 0,148 0,188 0,095 0,134 0,177
350 0,105 0,137 0,175 0,0878 0,124 0,164
400 0,0978 0,128 0,164 0,0822 0,116 0,154
500 0,0875 0,115 0,146 0,0735 0,104 0,138
700 0,0740 0,0072 0,124 0,0621 0,0878 0,116
1000 D,0619 0,0813 0,104 0,0520 0,0735 0,0975
1500 0,0505 0,0664 0,0847 0,0424 0,0600 0,0795
2000 0,0438 0,0575 0,0734 0,0368 0,0519 0,0689

A = 0,999877 B* = 0,99999877 C* = 0,999995]

# Bei Bedarf a6t sich die 5%-Schranke durch 2/V v+ 2 mit
v = FG approximieren, z.B. v = 14, 2/‘1'[14 +2 =10,5.
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