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1. Zusammenfassung

Das Ziel des vorliegenden Projektes ist die Charakterisierung des o6kologischen
Zustandes des Neckars mittels verschiedener Biomarker bei Fischen und
Wirbellosen. Das Verwenden von Biomarkern in der o6kotoxikologischen
Freilandforschung ist ein relativ neues und hochaktuelles Thema. Fir diese Studie
wurden Probestellen am Neckar bei Tubingen untersucht, an den Probestellen wurde
in Kooperation mit dem Kreisfischereiverein Tubingen Blut- und Gewebeproben von
Ddébeln (Leuciscus cephalus) entnommen. Zusatzlich wurden an allen Standorten
Flohkrebse (Gammarus sp.) gesammelt. Auf diese Weise war es maoglich, die
Okotoxikologischen Effekte auf Wirbellose und Wirbeltiere zu vergleichen. Um die
Toxizitat des Gewassers zu beurteilen, wurden Wasser- und Sedimentproben
entnommen und im Labor mit einem Entwicklungstest (Early Life Stage Test) mit
Zebrabarblingen (Danio rerio) untersucht. Durch den Einsatz von diversen
mikroskopischen (Histologie, Mikrokern Test, Early Life Stage Test) und
molekularbiologischen (Stressproteinanalyse, Komet Assay) Methoden konnten
Gentoxizitat, Gewebeschadigungen und allgemeine Stressreaktionen der
Freilandorganismen untersucht werden. Die Ergebnisse zeigen, das sowohl die
untersuchten Invertebraten, als auch die Fische empfindlich auf Umweltstressoren
reagieren. Bei den untersuchten Tieren wurden starke histopathologische Effekte
und ein hoher Stressprotein-Level beobachtet. Nach den Ergebnissen der
Gentoxizitatstests sind im Neckar keine Substanzen vorhanden, die das Erbmaterial
von Fischen massiv beschadigen wirden. Der Entwicklungstest mit dem
Zebrabarbling zeigt, dass entlang der gesamten untersuchten Neckarstrecke
saisonal toxische Potenziale auftreten kdonnen. Die vorliegende Studie liefert auf
diese Weise wichtige Informationen Uber die Wasserqualitdit des Neckars bei
TUbingen und hilft zu beurteilen, welche Biomarker zur Umweltrisikoabschatzung und
Charakterisierung des Gewassers geeignet sind.

2. Einleitung

Die Okotoxikologie beschaftigt sich mit der Analyse und dem Verstandnis der
Auswirkungen von chemischen Stoffen auf die Umwelt (Fent, 2003). Um die
vielfaltigen Fragestellungen in der Okotoxikologie bearbeiten zu konnen, wurden sehr
unterschiedliche Untersuchungsmethoden entwickelt, die teilweise im Labor, aber
auch im Freiland angewendet werden. Im Labor kdnnen standardisierte
Untersuchungen mit hoher Reproduzierbarkeit erfolgen. Dabei werden oft
verschiedene  Modellorganismen  (Zebrabarbling,  Daphnien, Gammariden,
Leuchtbakterien usw.) wie auch Zelllinien (in vitro-Studien) eingesetzt. Im Labor
ausgefuhrte okotoxikologische Tests mit Substanzen kdnnen schnelle Informationen
Uber die Geféahrlichkeit von Schadstoffen auf Lebewesen liefern. Allerdings sind
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solche Untersuchungen haufig nicht direkt mit den Verhaltnissen in der Umwelt
vergleichbar (Sibbley et. al., 1999). Die 6kotoxikologische Freilandforschung spielt
deshalb eine entscheidende Rolle in der Einschatzung mdglicher Gefahren durch
Umweltchemikalien in der Natur. Um Informationen (ber den physiologischen
Zustand von Organismen in einem bestimmten Habitat zu gewinnen und Einfllisse
von deren Stressoren nachzuweisen, kdnnen Techniken mit spezifischen Biomarkern
eingesetzt werden (Nogueira et. al., 2010). In der Okotoxikologie sind Biomarker
definiert als biologische Veranderungen von Organismen (von der molekularen Uber
die zellulare und physiologische Ebene bis zu Verhaltensdnderungen), die durch
Exposition gegentber Umweltchemikalien verursacht wurden (Peakall, 1994). Solche
sind zum Beispiel: verminderte Integritdt von DNA und Membranen, Induktion von
Stressproteinen und Biotransformationsenzymen, ultrastrukturelle Verdnderungen
von Zellen, histologische und immunologische Effekte usw. Um diese Reaktionen der
Organismen zu detektieren und zu quantifizieren ist eine Reihe von
Biomarkertechniken nétig. Dabei sollte aber beriicksichtigt werden, dass mit Hilfe von
Biomarkern meistens nur spezifische Toxizitdten abgebildet werden kdnnen, daher
ist die Etablierung einer ausgesuchten Biomarkerpalette notwendig, um 6kologisch
relevante Aussagen treffen zu kdnnen.

3. Beschreibung des Projekts

Der 367 km lange Neckar flie3t durch den zentralen Teil Baden-Wirttembergs, in
seinem Einzugsgebiet leben etwa 5 Millionen Menschen. Die vielfaltige Nutzung als
Brauchwasserressource und Wasserstral3e, sowie die Wasserkraftgewinnung und
die zahlreichen Klaranlagen bedeuten erhebliche Eingriffe in die 6kologische Balance
des Neckars (lkone, 2003). Die 6kologischen Auswirkungen auf die Organismen
dieses Flusses sind bis heute nur mangelhaft beschrieben. In dem vorliegenden
Projekt wurden die toxischen Potentiale des Neckars bei Tubingen mittels
biochemischer und physiologischer Antworten von verschiedenen vor Ort
entnommenen Organismen charakterisiert. Zu diesem Zweck wurden mehrere
Probestellen entlang des Neckars innerhalb einer 10km langen Strecke zwischen
TUbingen-Hirschau und Lustnau beprobt (Abb. 1). In Zusammenarbeit mit dem
TUbinger Kreisfischereiverein wurde die Entnahme von Blut- und Gewebeproben von
Ddébeln (Leuciscus cephalus) durchgefiihrt. Zusatzlich wurden an allen Standorten
Flohkrebse (Gammarus sp.) gesammelt, um die diversen Antworten auf Belastung
von Wirbellosen und Wirbeltieren vergleichen zu kdénnen. Um die toxischen Effekte
der Gewasser genauer zu beurteilen, wurden auch Wasser und Sedimentproben
entnommen.



Biomarkerstudien mit Fischen und Invertebraten als Werkzeuge zur Charakterisierung
des Gesundheitszustandes des Neckars bei Tiibingen

Nach den Probennahmen wurden folgende Untersuchungen durchgefuhrt:

Freilandfische:

. Histologische Untersuchung von Kieme, Leber, Gonade und Niere.
. Mikrokern-Test mit Erythrocyten zum Nachweis einer gentoxischen
Wirkung.

. Komet Assay mit Gewebeproben zum Nachweis von DNA-Schéaden.

. Quantitative Messung der Induktion des Stressproteins Hsp70.
Flohkrebse:

. Generelle Histologie.

. Quantitative Messung der Induktion des Stressproteins Hsp70.

Eier des Zebrabéarblings belastet mit Wasser/Sedimentprobe:

. Early Life Stage (ELS) Test zum Nachweis von toxischen und
teratogenen Wirkungen.

Abbildung 1: Probestellen am Neckar bei Tubingen. P1- unterhalb der Klaranlage, P2-
oberhalb der Klaranlage, unterhalb des Ammer Zufluss, P3- oberhalb des Ammer-Zuflusses,
P4- bei Hirschau.
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4. Ziele des Projektes

Das Ziel des vorliegenden Projektes ist zum einen die Beurteilung des
Gesundheitszustandes von Fischen und Wirbellosen des Neckars bei Tubingen
mittels mikroskopischer und biochemischer Techniken und zum anderen die
Evaluierung sowie der Vergleich der verschiedenen Biomarkermethoden hinsichtlich
deren Sensitivitat und Eignung fur ein umfassendes Gewassermonitoring.

Durch die vorliegende Studie sollen die folgenden Fragen beantwortet werden:

. Wie stark ist das toxische Potenzial und wie ist der Wasserqualitat der
Probestellen am Neckar?

. Welche zuséatzlichen Informationen erbringen Biomarkerstudien im
Vergleich zu etablierten Gewassergutekriterien?

. Welche qualitativen und quantitativen Unterschiede gibt es in den
Effekten bei Invertebraten und Fischen nach einer toxischen
Belastung? Kann man die Ergebnisse vergleichen?

5. Methoden

5.1. Probenahme

An den Probestellen wurden chemische und physikalische Wasserparameter
gemessen, Wasser und Sedimentproben entnommen, gekihlt in das Labor
transportiert und gefroren gelagert. An den Standorten wurde die Entnahme von
Dobeln mittels Elektrobefischung durchgefiihrt. Die Fische wurden mit Tricaine
methansulfonat betdubt und get6tet. Fur die gentoxische Untersuchung (Mikrokern
Test) an Erythrozyten wurde Blut entnommen. Parallel dazu wurden Gewebeproben
fur histologische Untersuchungen, Komet Assay, und flr die Stressproteinanalyse
aus Kieme, Leber, Niere und Gonade entnommen, zunachst in Glutardialdehyd fixiert
(Histologie) bzw. in flissigem Stickstoff eingefroren (Stressproteinanalyse, Komet
Assay). Es wurden zusatzlich an allen Probestellen Flohkrebse gesammelt und in
Glutardialdehyd, bzw. in flissigem Stickstoff konserviert.
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5.2. Mikrokern-Test

Mit Hilfe des Mikrokern-Tests kbnnen gentoxische Einwirkungen identifiziert werden.
Wird das genetische Material im Zellkern durch Strahlung oder Chemikalien
beschadigt, entstehen wahrend der Zellteilung durch Fehlfunktionen DNA-
Fragmente, die nicht in die Tochterzellen transportiert werden, sondern im
Cytoplasma bleiben. Diese DNA-Fragmente sind die sogenannten Mikrokerne (Al-
Sabti & Metcalfe, 1995) (Abb. 2). Die zellkernhaltigen Erythrozyten von Fischen
kénnen aufgrund ihrer grof3en Anzahl sowie ihrer guten Anfarbbarkeit auch in kleinen
Blutvolumina fur okotoxikologische Untersuchungen verwendet werden (Schnurstein,
2001). Dafur wird den Fischen nach der Betaubung Blut entnommen und auf einem
Objekttrager aufgetragen. Die Blutausstriche werden vor Ort in Methanol fixiert. Im
Labor erfolgt die Farbung mit Giemsa Losung, dadurch werden die Erythrocyten blau
gefarbt und der Kern wird wesentlich starker hervorgehoben als das umgebende
Cytoplasma (Abb. 3). So sind Mikrokerne im Cytoplasma neben dem normalen Kern
relativ einfach zu erkennen. Die Auswertung des Mikrokerntests erfolgt unter dem
Lichtmikroskop. Ein erhdhtes Auftreten von Zellen mit Mikronukleus weist darauf hin,
dass die Umweltproben Fehlfunktionen bei der Zellteilung hervorrufen konnen
(Bottcher & Hollert, 2005).

Abbildung 2: Mikrokerne in Abbildung 3: Mikrokern in Débelerythrocyten,
Forellenleberzellen, gefarbt mit  gefarbt mit Giemsa-Ldsung.
Fluoreszenzfarbstoff

(Acridinorange).
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5.3. Komet Assay

Der Komet Assay (Mikrogelelektrophorese) ist eine
weitere Methode zum Nachweis von mehr oder
weniger starken DNA-Schaden (Einzel- und
Doppelstrangbriiche) (Schnurstein, 2001). Dabei
werden die einzelnen Zellen von den Geweben
durch Behandlung mit Trypsin gewonnen.
Zunachst werden sie mit flissigem Agar gemischt
und auf einen vorher mit zwei Agaroseschichten
beschichteten Objekttrager aufgetragen. Zum
Schluss wird noch eine vierte Schutzschicht
ebenfalls aus Agarose hinzugefiigt. Die
Objekttrager werden zunéchst in einer Lyselésung
inkubiert. Durch diesen Schritt wird die Membran
zerstort und die DNA freigesetzt. Die Fragmente
werden im folgenden Schritt in einem elektrischen  aAppildung 4:  Unbeschadigte
Feld aufgetrennt (Gelelektrophorese). Die DNA (oben) und Geschadigte (unten
kann sich wahrend die Elektrophorese in den Mit Komet-Schweif) Zellen von
Poren der Agaroseschicht frei bewegen. Die Forellenlebern.

negativ geladene DNA wird in die Richtung des

positiven Pols gezogen. Die kleineren DNA Fragmente bewegen sich schneller in der
Agarose, auf diese Weise werden die DNA Stiicke nach Gréf3e getrennt und bilden
den namensgebenden ,Kometen-Schweif* (Abb. 4). Durch Farbung der Objekttrager
mit Ethidiumbromid wird die Verteilung der DNA fir die Auswertung am
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Der DNA-Gehalt des Zellkerns und die
Lange des Schweifes kann durch ein Computerprogramm gemessen und quantifiziert
werden. Eine zunehmende Gentoxizitdt (Verursachung von Strangbriichen) drickt
sich in der Grol3e des Schweifs aus DNA-Fragmenten aus.

5.4. Histologie

Durch eine histologische Untersuchung ausgewahlter Organe ist es méglich, die von
der Belastung verursachten strukturellen und funktionellen Verdnderungen auf der
Organebene bzw. auf zellularer Ebene zu erforschen. Als erster Schritt werden die
Proben in Glutaraldehyd fixiert. Die Fixierung dient vor allem der strukturellen
Konservierung des natirlichen Gewebszustandes und verhindert die Autolyse. Nach
vollzogener Fixierung folgt bei Kieme und Niere der Fische sowie bei den
Gammariden ein Entkalkungsschritt, danach werden die Proben in Paraffin
(Fischgewebe) bzw. Kunststoff (Gammariden) eingebettet. Es werden zunéchst mit
dem Mikrotom Schnitte von 3-5 pm Dicke angefertigt und auf Objekttrager
aufgezogen. Die Proben werden im folgenden Schritt mit Hamatoxilyn-Eosin, bzw.
Richardson-Blau oder PAS (Periodic Acid Shiff) angefarbt. So wird es méglich, eine
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optimale Darstellung zu erhalten und die zellularen Bestandteile zu differenzieren
(Lammer, 2005). Nach der Farbung werden die Schnitte in Rothihistol eingedeckt.
Die Bewertung der Gewebeschnitte erfolgt unter dem Lichtmikroskop durch eine
mehrstufige Skala, wobei zellulare Veranderungen wie auch entzindliche
Veranderungen, Nekrosen, Zustand der Kapillaren, quantitative Verhaltnis der im
Organ vorkommenden Zelltypen, Vakuolen im Cytoplasma, Ablésung von Epithelien
usw. betrachtet werden koénnen. Auch Veranderungen der Gonaden, die
Ruckschlisse auf endokrine Potentiale geben kénnen, werden mit dieser Methode
beurteilt.

5.5. Stressproteinanalyse

Hitzeschockproteine haben eine hohe Bedeutung fir das Uberleben von Zellen und
Organismen (Edington et al., 1989), da sie bei der korrekten Faltung anderer
Proteine helfen und sie vor Denaturierung schitzen. Die Hitzeschockproteine werden
nach Molekulargewicht in Familien eingeteilt. Eine wichtige davon ist die Hsp70-
Familie. Die meisten Stressproteine in dieser Familie werden kontinuierlich
synthetisiert, ihre Konzentration kann jedoch bei Belastung oder unter extremen
Bedingungen zunehmen, dadurch ist es mdglich, Stressreaktionen von Lebewesen
nachzuweisen. Bei dieser Methode werden die Proteine nach Homogenisierung der
Gewebeproben durch Gelelektrophorese nach Molekilgewicht getrennt. Die Proteine
werden zunachst auf einem Nitrozelluloseblatt aufgetragen und mit spezifischen, an
Hsp70 bindenden Antikérpern markiert und gefarbt. Nach Messung der Farbintensitat
ist es moglich, den Stressproteingehalt und damit die toxische Einwirkung und
Schadigungen in den Geweben zu Quantifizieren.

5.6. Early Life Stage (ELS) Test mit dem Zebrabarbling (Danio rerio)

Der Zebrabéarbling ist ein weit verbreiteter Modellorganismus in der Biologie, denn er
ist leicht zu haltern, verfugt Gber einen kurzen Generationszyklus und pflanzt sich
Uber das ganze Jahr hinweg fort. Die Embryonen und ihre Entwicklung sind leicht zu
beobachten. Der Early Life Stage (ELS) Test mit dem Zebrabarbling ist ein sensitiver
Assay zur Abschatzung toxikologischer Wirkungen, da die ersten 14 Tage eine der
empfindlichsten Phasen im Lebenszyklus des Zebrabéarblings sind. Durch diesen
Test kann beurteilt werden, ob Schadstoffe oder komplexe Umweltproben die
Ontogenese und das Uberleben der Embryonen und Larven beeinflussen. Bei
Ausfuhrung des Tests kommen die Eier des Zebrabarblings in Petrischalen und
werden mit der zu untersuchenden Umweltprobe (Sediment und Wasser) belastet.
Als Negativkontrolle dient Kunstwasser. Die physiologischen Effekte der Schadstoffe
im Embryo werden durch ein Binokular zu festgelegten Zeitpunkten nach der
Befruchtung beobachtet und notiert. Nach 96 Stunden sind die meisten Embryonen
geschlupft. Innerhalb des Tests kénnen letale und subletale Endpunkte erfasst
werden. Letale Parameter sind (1) Koagulation, (2) nicht ausgebildete Somiten, (3)
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fehlender Herzschlag und (4) nicht abgeloster Schwanz. Die subletalen Parameter
sind z.B. fehlende Spontanbewegung, deformierter Kopf oder Somiten, generelle
Missbildung oder Unterentwicklung, Stérungen des Herzschlags bzw.
Blutkreislaufsystems und Odeme (Nagel, 2002) (Abb. 5).

Abbildung 5: Embryonen des Zebrabarblings nach Exposition mit TMDD (2,4,7,9-
Tetramethyl-5-decin-4,7-diol) (48h): Links Negativkontrolle, rechts belasteter Embryo mit
Odem, Kreislaufstérung und verminderte Pigmentierung.

6. Stand der Arbeit
Es wurden zwischen Ende 2010 und Ende 2011 drei Probenahmen durchgefuhrt:

Anfang November 2010 wurden an allen vier Standorten Wasser- und
Sedimentproben gesammelt und physiko-chemische Wasserparameter gemessen.
Es erfolgte ebenfalls die Entnahme von Flohkrebse. Die Elektrobefischung war in der
Jahreszeit aufgrund von Besatzmassnahmen im Neckar nicht mehr mdglich. Die
Analyse von Wasser- und Sedimentproben, sowie die Untersuchungen von
Stressproteinen und Histologie bei Flohkrebsen wurde bereits ausgefihrt.

Anfang Mai 2011 wurde die zweite Probenahme durchgefuhrt. Dabei wurden
Wasser- und Sedimentproben gesammelt, physikalische und chemische
Wasserparameter gemessen, und Flohkrebse gesammelt. Mit Hilfe des
Kreisfischervereins Tubingen wurden Do6bel gefischt. Die Fangzahlen waren aus
unbekannten Griinden ziemlich gering: unterhalb der Klaranlage (PS1) und oberhalb
des Ammer-Einlaufs (PS3) wurden keine Fische gefangen, unterhalb des Ammer-
Einlaufs (PS2) nur eine Dobel, in Hirschau (PS4) wurden sieben D6bel gefangen. Bei
der zweiten Probestelle erwies sich die Wassertiefe zu hoch zum Elektrofischen und
Sedimententnahme, aus diesen Grinden wurde dieser Neckarabschnitt aus dem
weiteren  Monitoring  gestrichen. Die Untersuchung von Wasser- und
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Sedimentproben, sowie die gentoxische-, histologische- und Stressprotein-Analyse
der Fische wurde durchgeflnhrt.

Anfang September 2011 wurden im Rahmen der dritten Probenahme ebenfalls
Wasser- und Sedimentproben gesammelt, physikalische und chemische
Wasserparameter gemessen und Flohkrebse gesammelt. Wegen der
Wetterbedingungen wurden noch Ende Juli mittels Elektrobefischung durch den
Kreisfischereiverein Tubingen Dobel gefangen. Die Fangzahlen waren diesmal etwas
besser: unterhalb der Klaranlage (PS1) wurden erneut keine Fische fangen, oberhalb
des Ammer-Einlaufs (PS3) drei, in Hirschau (PS4) wurden zwolf Débel gefangen. Es
wurden bis zur Berichtserstellung die Untersuchung der Wasser- und
Sedimentproben sowie die gentoxischen-, histologischen- und Stressprotein-
Analysen bei den Fischen durchgefihrt.

Die Analyse der Gammarus-Histologie und des Stressproteingehaltes der zweiten
und dritten Probenahme befindet sich in der Bearbeitungsphase. Die Untersuchung
von Wasser- und Sedimentproben durch den Early Life Stage Test mit dem
Zebrabarbling wurde von der Bachelorstudentin Katharina Graf in Kooperation mit
der Antragstellerin durchgefuhrt.

Tabelle 1: Stand der Arbeit

Probenahme November 2010 Mai 2011 September 2011
Limnologie ausgefuhrt ausgefuhrt ausgefihrt
Early Life Stage Test ausgefihrt ausgefihrt ausgefihrt
Gammarus Histologie ausgefuhrt in Bearbeitung in Bearbeitung
Gammarus Hsp70 ausgefuhrt in Bearbeitung in Bearbeitung

Dobel Histologie - ausgefuhrt ausgefihrt
Débel Hsp70 - ausgefuhrt ausgefihrt
Doébel Mikrokern Test - ausgefuhrt ausgefihrt
Débel Komet Assay - ausgefuhrt ausgefihrt

12



Biomarkerstudien mit Fischen und Invertebraten als

Werkzeuge zur Charakterisierung

des Gesundheitszustandes des Neckars bei Tubingen

7. Ergebnisse

7.1. Physikalische und chemische Wasserparameter

Die Werte der limnologischen Untersuchungen sind in der Tabelle 2-5. dargestellt:

Tabelle 2: Ergebnisse der limnologischen Messungen vom November 2010.

November 2010
Wassertemperatur
Lufttemperatur

O, [mg/l]

02 [%]

Leitfahigkeit [uS/cm]

pH

Nitrit [mg/l]

Nitrat [mg/l]
Ammonium [mg/l]
Chlorid [mg/l]

Ortho -Phosphat [ mg/I]
Gesamtharte [dH]
Karbonhérte [UH]

Probestelle 1
11,1C
16,7C
10,975

90,7

1000,5

7,96
0,18
26
0,18
75,09
0,66
33
21

Probestelle 2
11,3C

21,2C

11,65
103,6
900

8,43
0,19
22
0,35
53,75
0,35
34
24

Probestelle 3

10,3C
18,1C
12,2

108,7
900

8,5
0,05
21
0,16
52,74
0,41
33
22

Probestelle 4

9,7C
18,2C

12,08

109,5
901

8,25
0,04
26
0,01
51,83
0,4
30
18

Tabelle 3: Ergebnisse der limnologischen Messungen vom Mai 2011. Die Leitfahigkeit
konnte wegen Fehlern des Messgerates nicht bestimmt werden.

Mai 2011
Wassertemperatur
Lufttemperatur

O, [mg/l]

O2 [%]

Leitfahigkeit [uS/cm]
pH

Nitrit [mg/l]

Nitrat [mg/l]
Ammonium [mg/l]
Chlorid [mg/l]

Ortho -Phosphat [mg/l]
Gesamtharte [dH]
Karbonhérte [UH]

Probestelle 1
13,5C

8,9C
9,5
96
n.a.
8,12
0,11
5,6
0,01
88,75
0,7
29
17

Probestelle 2

13

14T
9,9C
9,3
95
n.a.
8,23
0,14
2,9
0,04
50,97
1,97
29
16

Probestelle 3

13,3C
11,7C
11,7
106
n.a.
8,21
0,14
2,1
0,04
54,81
2,28
30
16

Probestelle

14,4C
11,6
11,6
123
n.a.
8,39
0,12
5,3
0,01
58,02
3,4
30
16
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Tabelle 4: Ergebnisse der limnologischen Messungen vom September 2011.

September 2011 Probestelle 1 Probestelle 3  Probestelle 4
Wassertemperatur 17,2C 17,9C 18,2C
Lufttemperatur 15,3C 18,7C 19,9C
O, [mg/l] 7,83 9,22 9,38
O, [%] 83,2 99,1 99
Leitfahigkeit [uS/cm] 901 930 904
pH 8,05 8,34 8,39
Nitrit [mg/l] 0,04 0,05 0,05
Nitrat [mg/l] 4,2 3,3 3,0
Ammonium [mg/l] 0,18 0,17 0,17
Chlorid [mg/1] 58 60 50
Ortho-Phosphat [mg/l] 0,17 0,25 0,14
Gesamtharte [dH] 26 27 28
Karbonhérte [dH] 13 14 16

Die gemessenen Werte liegen, verglichen mit der Trinkwasserverordnung von 2011
(DVGW, 2011) zu allen drei Zeitpunkten im normalen Bereich. Es gibt keinen grof3en
Unterschied zwischen den einzelnen Probestellen.

7.2. Early Life Stage Test (ELS) mit dem Zebrabarbling

Die Neckarproben wurden in zwei Replikaten getestet. Bei jedem Test wurden pro
Probestelle Wasser und Sediment zusammen in je funf Glaspetrischalen verteilt. In
die Schalen wurden funf frisch befruchtete Zebrabarblingseier gegeben, die wéahrend
der Onthogenese beobachtet wurden. Die Mortalitdt und Fehlbildungsraten wurden
aufgenommen und in SAS JMP 9. mittels des Wilcoxon-Tests statistisch analysiert.
Die Signifikanzlevel wurden nach Bonferroni korrigiert. Die signifikanten Unterschiede
zwischen den Ergebnissen der einzelnen Probestellen und der Kontrolle sind in den
Abbildungen durch Sterne markiert.

7.2.1. Probenahme im November 2010

Die Wasser- und Sedimentproben aus dem Neckar haben vielfaltige Effekte wahrend
der Entwicklung der Zebrabarblingsembryonen hervorgerufen (Abb. 6). Wahrend der
ersten 72 Stunden der Ontogenese hatten die Fische bei allen Probestellen
Entwicklungsdefizite wie eine niedrigere Herzschlagfrequenz, Odeme, schwéachere
Pigmentierung sowie Schwanz- und Augendeformationen. Nach 72 Stunden traten
Erholungseffekte auf, die Fehlbildungen wurden auf unter 20% reduziert. Die
starksten Effekte traten bei der ersten und dritten Probestelle auf. Es ergaben sich
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auch bei der Mortalitat Unterschiede (Abb. 7) im Vergleich zur Kontrolle. Hier
koagulierten die meisten Eier bei Exposition gegentiber Proben der ersten und dritten
Probestelle. Nach dem Schlupf (72-96h) stieg der Anteil der gestorbenen Tiere. Dies
kann durch die Permeabilitat der Eihulle erklart werden, grof3e Molekile kommen in
der Regel nicht durch die Poren der Eihdlle. Nach dem Schlupf werden die Larven
auch gegenuber diesen exponiert.
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Abbildung 6: Fehlbildungen im ELS-Test bei Proben vom November 2010.
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7.2.2. Probenahme im Mai 2011
Im Fall der Maiproben traten bei der ersten und vierten Probestelle Fehlbildungen wie
niedrigere Herzschlagfrequenz, Odeme, schwéchere Pigmentierung, Schwanz- und
Augendeformationen auf (Abb. 8). Die Embryonen haben sich jedoch nach 72
Stunden normal weiterentwickelt, die Fehlbildungsrate lag unter 10%. Uber die
hochste Mortalitatsraten verfiigen ebenfalls die Probestellen eins und vier.
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Abbildung 8: Fehlbildungen im ELS-Test mit Proben vom Mai 2011.
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7.2.3. Probenahme im September 2011
Bei dieser Probenahme waren vor allem bei der vierten Probestelle deutliche Effekte
zu beobachten (Abb. 10). Die Wasser- und Sedimentproben verursachten Odeme,
schwache Pigmentierung, Entwicklungszégerungen und eine erhdhte Mortalitatsrate
(Abb. 11) im Vergleich zur Kontrolle. Die anderen Proben der Probenahme fihrten zu
keinen signifikanten Effekten. Eine interessante Frage ist, woher das saisonal
wechselnde toxische Potenzial der vierten Stelle stammt. Eine Mdglichkeit ist, dass
es mit landwirtschaftlichen MalBhahmen zusammenhangt, da sich neben diesem
Neckarabschnitt Getreidefelder befinden.
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Abbildung 10: Fehlbildungen im ELS-Test bei Proben vom September 2011.
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17



Biomarkerstudien mit Fischen und Invertebraten als Werkzeuge zur Charakterisierung
des Gesundheitszustandes des Neckars bei Tubingen

7.3. Ergebnisse der histologischen Untersuchungen bei Flohkrebsen
Es wurden an allen Probestellen zusatzlich
zu den Tieren fur die Histologie flnfzig
Flohkrebse gesammelt, um die
Artzusammensetzung in den
Neckarabschnitten zu beurteilen. Dabei
stellte sich heraus, dass bei den ersten
drei  Probestellen  Uberwiegend der
Flussflohkrebs (Gammarus roeseli) (Abb.
12) und bei der vierten Probestelle
ausschlie8lich der Gemeine Flohkrebs
(Gammarus pulex) vorkommt. FUr die
histologische Analyse wurden jeweils 20
Tiere pro  Stelle  bearbeitet und
ausgewertet. Dabei wurde bei allen Tieren die Ldnge gemessen, die Art und das
Geschlecht bestimmt und weiterhin  makroskopisch nach einer eventuellen
Parasitierung geschaut. Es wurden an allen Probestellen mit Kratzern
(Acanthocephala) parasitierte Tiere gefunden. Diese sogar makroskopisch
erkennbaren Organismen nutzen Gammariden als Zwischenwirt und entwickeln sich
in deren Leibeshéhle (Abb. 13) (Lucius & Loos-Frank, 2008). Der Parasitenbefall
bedeutet eine erhebliche Belastung fur den Wirt, daher war der Zustand solcher
Flohkrebse generell schlecht.

Abbildung 12: Aufnahme eines fixierten
Flussflohkrebses (Gammarus roeseli).

Abbildung 13: Gammarus roeseli parasitiert mit zwei Acanthocephalen
(Pfeile). Gefarbt mit Richardson-Blau.
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Bei der Bestimmung des Gesundheitszustandes wurden die generelle
Gewebeorganisation sowie Mitteldarmdriuse, Mitteldarm und Anhange, und die
Gonade untersucht. Es wurde grofR3er Wert auf die Mitteldarmdrise als wichtiges
Entgiftungsorgan bei Flohkrebsen und auf die Gonade gelegt, die Rickschlisse tber
endokrine Wirkungen geben kdnnen (Schirling, 2005). Die beobachteten Organe
wurden auf einer funf- (1: sehr gut, 5: sehr schlecht), bzw. bei der weiblichen Gonade
sechsstufigen (Reifezustand der Eier) Skala bewertet. Die Daten wurden in SAS JMP
9. mittels des Wilcoxon-Tests statistisch analysiert. Die Signifikanzlevel wurden nach
Bonferroni korrigiert. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Bewertungen der
einzelnen Probestellen sind in den Abbildungen durch Sterne markiert.

7.3.1. Histologische Untersuchung der Mitteldarmdrise bei Gammarus sp.

In der Mitteldarmdrise waren z.T. starke Effekte zu erkennen (Abb. 14). Dieses
Organ verfugt Uber zwei Blindsacke und wird von vier verschiedenen Zelltypen
(Blasen- (B), Resorptions- (R), Fibrillése- (F) und Embryonale (E) -Zellen) aufgebaut
(Correia et al., 2002). Durch Belastung zeigte sich verstarkte Vakuolisierung und
Ablosung des Mikrovillisaumes der B- R- und F-Zellen, deformierte Zellkerne und
teilweise Karyolyse bei allen Zelltypen, weiterhin waren Ablésungen der Zellen von
der Basallamina zu beobachten (Abb.15). Im Mitteldarm und seinen Anhangen traten
ebenfalls ahnliche Effekte auf, wobei diese nicht so deutlich waren, wie in der
Mitteldarmdruse.
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Abbildung 14: Bewertung der Mitteldarmdriise von Gammariden. Probenahme im
November 2010.
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Abbildung 15: Unbeschadigte (links) (Photo: Johnas Geburzi) und beschadigte (rechts)
Mitteldarmdrise von Gammarus roeseli. Auf dem rechten Bild ist eine Hypertrophie von
B-Zellen, Nekrose und Ablosungen des Mikrovillisaumes zu beobachten (Pfeile).

7.3.2. Histologische Untersuchung der weiblichen Gonade bei Gammarus sp.

Als wichtigen Monitororgane dienen auch die Gonaden. Die Gonaden befinden sich
an der dorsalen Seite entlang des Korpers und sind meist gut erkennbar. Das
weibliche Geschlechtsorgan der Gammariden eignet sich besonders zum Nachweis
von Schadstoffbelastungen und endokrinen Wirkungen (Schirling, 2005). Man kann
sechs Reifestadien der Oozyten unterschieden: Vorvitellogenes-, Frihvitellogenes-,
Spatvitellogenes-, Reifes-, Ruhe- und Intermedidres Stadium. Im Fall der
untersuchten Probestellen kamen Uberwiegend Friih- oder Vorvitellogene Stadien
und atretische (in Resorption befindliche) Oocyten vor (Abb. 16). Nach statistischer
Analyse ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen der ersten und dritten,
weiterhin zwischen der ersten und vierten Probestelle. Die erste Probestelle
(unterhalb der Klaranlage) wies die hochste Zahl vorvitellogener Eier auf. Atretische
Oocyten kamen bei den Probestellen kaum vor. Die meiste Ovarien wiesen
vorvitellogene und fruhvitellogene Eier auf, was sich durch das Ende der
Paarungszeit gut erklaren lasst. Endokrine Effekte wurden bei keiner Probstelle
detektiert.
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Abbildung 16: Bewertung der weiblichen Gonade von Gammarus sp.
Proben vom November 2010.

7.4. Analyse des Stressproteins Hsp70 bei Gammarus sp.

Es wurden an allen Probestellen 20 Flohkrebse fir Stressproteinanalysen gesammelt
und untersucht. Wahrend der Analyse stellte sich heraus, dass Hsp70 bei
Gammariden relativ instabil ist und leicht zerbricht, was die Antikbrpermarkierung
schwierig macht. Aus diesem Grund sind die Endzahlen fir die statistische Analyse
niedriger als geplant (n=10-15). Da die Daten nicht normal verteilt waren, wurden sie
nichtparametrisch in SAS JMP 9. mittels Wilcoxons Mehrfachvergleich getestet (Abb.
17). Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Probestellen. Ein Grund dafir kdnnte der durchgehend hohen Parasitierungsgrad der
Tiere sein, welcher durch die starke Belastung einen Einfluss auf die
Stressproteinlevel haben kann (Sures, 2008).
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Abbildung 17: Ergebnisse der Hsp70 Analyse bei Gammarus sp.. Proben vom
November 2010.
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7.5. Gentoxizitatsuntersuchungen bei Dobeln

7.5.1. Mikrokern-Test mit Erythrozyten

Bei der Auswertung der Blutaufstriche wurden jeweils tausend Zellen pro
Objekttrager auf das Vorhandensein von Mikrokernen untersucht. Die prozentuale
Anzahl der Mikrokerne bei der Probestellen der zweite und dritte Probenahme ist auf
Abbildung 18 dargestellt. Da bei den ersten drei Probestellen die Endzahlen fir eine
statistische Bewertung nicht ausreichen, entféllt diese. Die Ergebnisse zeigen bei
allen Probestellen eine relativ geringe Mikrokernanzahl (0-2%) in den Blutproben. Als
eine Referenz dient die Publikation von Al-Sabti & Metclafe (1994), dort liegen die
Kontrollwerte fir Fische zwischen 0 und 3 Prozent. Daher kann man davon
ausgehen, dass die Probestellen am Neckar keine solche hohen toxischen
Potenziale haben, dass sie die Zellteilung bei Fischen nachhaltig storen.
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Abbildung 18: Anteil der Zellen mit Mikrokernen bei Débeln aus dem Neckar.
Probenahmen Mai und Juli 2011.
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7.5.2. Komet-Assay mit Fischgeweben

Es wurden bis zur Berichtserstellung die Débelproben der Probenahme vom Mai und
Juli 2011 analysiert. Die Auswertung erfolgte an der Universitdt Heidelberg in
Kooperation mit der Abteilung Aquatische Okologie und Toxikologie. Mit Hilfe einer
spezieller Software (Kinetic 5.5) wurden bei hundert Zellen pro Objekttrager
verschiedene DNA-Schadigungsparameter gemessen. Eine wichtige davon ist der
sogenannte “Tail Moment*, welcher die Lange und Intensitat des Kometen-Schweifes
charakterisiert. Eine weitere ist die “Head DNA®, die der nach der Elektrophorese im
Zellkern erhaltenen DNA entspricht. Da nur fur die vierte Probestelle eine gentigend
groR3e Probenanzahl vorlag, wurde nur diese statistisch analysiert. Dabei wurden die
Daten der verschiedenen Organe in JMP 9. mittels Wilcoxon-Test miteinander
verglichen. Die weibliche Gonade wurden nicht analysiert, da die Oozyten im reifen
Stadien keine Zellkernmembran und keine kompakte DNA besitzen (Takashima &
Hibiya, 1995). Es ergaben sich signifikante Unterschiede in der DNA-Stabilitat der
Organe, sowohl hinsichtlich der Head-DNA, als auch beim Tail Moment. Eine starke
Schadigung war im Mai und Juli 2011 bei der Hoden zu beobachten (Abb. 19). Die
Zellen der mannlichen Geschlechtsorgane verfigen einen gro3en Kometen-Schweif,
wéahrend die Zellen von Kieme, Niere und Leber relativ unbeschéadigt sind und
kompakte Zellkerne besitzen. Dieser Unterschied kann wahrscheinlich durch den
unterschiedlichen Zellteilungsmechanismus erklart werden. Bei der mannlichen
Gonade entstehen die Spermien durch Meiose der Spermatocyten. Bei den andern
Organe teilen sich die Zellen durch Mitose. Die statistische Analyse zeigte auch
Unterschiede bei den Effekten auf Kieme, Leber und Niere (Abb. 20-21, Tab. 5-6).

Abbildung 19: Unbeschadigte Zellen der Niere (links) und Spermien mit Kometen-
Schweif (rechts) von Ddbeln der vierten Probestelle der zweite Probenahme (Mai
2011).
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Abbildung 20: DNA- Schadigungen in vier verschiedenen Organe bei Dobeln der vierten
Probestelle (Mai 2011).

Tabelle 5: Signifikante Unterschiede beim Komet-Assay zwischen den Organen der Ddébel
der vierten Probestelle (Mai 2011).

Level - Level p-Value Head DNA p-Value Tail Moment
Niere Hoden <,0001* <,0001*
Kieme Hoden <,0001* <,0001*
Leber Hoden <,0001* <,0001*
Niere Leber <,0001* <,0001*
Niere Kieme 0,2418 <,0001*
Leber Kieme 0,0024* <,0001*
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Abbildung 21: DNA- Schadigungen in vier verschiedenen Organe bei Ddbeln der vierten

Probestelle (Juli 2011).

Tabelle 6: Signifikante Unterschiede beim Komet-Assay zwischen den Organen der Ddbel

der vierten Probestelle (Juli 2011).

Level - Level p-Value Head DNA p-Value Tail Moment
Niere Hoden <,0001* <,0001*
Kieme Hoden <,0001* <,0001*
Leber Hoden <,0001* <,0001*
Niere Leber <,0001* <,0001*
Niere Kieme <,0001* <,0001*
Leber Kieme 0,3726 0,2254

25




Biomarkerstudien mit Fischen und Invertebraten als Werkzeuge zur Charakterisierung
des Gesundheitszustandes des Neckars bei Tiibingen

7.6. Histologische Untersuchung der Ddbel

Alle gefangenen Fische wurden gemessen und gewogen. Nach Anasthesie und
Totung wurden Kieme, Leber, Niere und Gonade herausprapariert. Wahrend des
Praparierens wurde bei beiden Probenahmen eine hohe Parasitierungsrate der
Dobel festgestellt. Alle entnommenen Fische waren mit Kratzern (Acanthocephala
sp.) infiziert (Abb. 22.). Diese Parasiten werden von den Fischen durch die Nahrung
(Wirbellose) aufgenommen. In dem Korper des Endwirtes leben sie hauptséchlich im
Verdauungssystem und nehmen durch ihr Synzytium Nahrstoffe auf (Lucius & Loos-
Frank, 2008). In den Organen der Freilandfische wurden diverse histopathologische
Effekte beobachtet. Die Bewertung des Gesundheitszustandes erfolgte durch eine
funfstufige Skala bei Kieme, Leber und Niere, wo die Kategorie 1 den
Kontrollzustand, der Kategorie 5 Destruktionszustand entsprach. Bei der Gonade
wurde eine dreistufige Skala verwendet, wobei die Kategorie 1 unreifen, Kategorie 3
reife Geschlechtsorgane bedeuteten. Da wegen der kleinen Probenanzahl keine
befriedigende statistische Analyse ausgefiihrt werden kann, entféllt diese.

Abbildung 22: Kratzer im Magen eines Ddbels (Pfeile).
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7.6.1 Histopathologische Untersuchungen der Kieme

Der Kieme von Fische ist ein besonders empfindliches Monitororgan. Es wird von
Priméar und Sekundarlamellen aufgebaut, die Sekundarlamelle besteht aus Pflaster- ,
Pfeiler-, Chlorid- (an der Basis der Lamelle) und Schleimzellen (Amin et al., 1992).
Die gefangenen Dobel weisen starke Effekte in der Kieme auf: Bei allen Probestellen
sind Fusionen von Sekundarlamellen, Hyperplasie von Pflasterzellen, Hypertrophie
und Hyperplasie von Schleimzellen und teilweise die Nekrose von Chloridzellen zu
beobachten. Diese Fische befinden sich daher in einem Reaktions-, bzw.
Destruktionsstadium (Abb. 23). Im Mai wiesen die Fische starkere Schadigungen auf
als im Juli. Auf Abb. 24-27. ist der Unterschied zwischen unbelasteten Fischen und
Dobeln aus dem Neckar gut zu erkennen.
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Abbildung 23: Histopathologische Bewertung der Kieme.
Probenahme im Mai und Juli 2011.
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Abbildung 24: Kontrollkieme eines Ddbels. Gefarbt mit Hamatoxilin-
Eosin. Herkunft: Argen. (Diana Maier)

Abbildung 25: Kieme eines Ddbels aus dem Neckar (PS4,
Probenahme Mai 2011). Gefarbt mit Hamatoxilin-Eosin. Auf dem Bild
sind Nekrosen und Epithelzellen-Hyperplasie zu erkennen (Pfeile).
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Abbildung 26: Kontrollkieme eines Dobels. Gefarbt mit PAS.
Herkunft: Argen. (Diana Maier)

Abbildung 27: Kieme eines Dobels aus dem Neckar (PS4,
Probenahme im Mai 2011). Durch die PAS-Farbung sind die
Schleimzellen gut zu beobachten. Es sind Schleimzellen-Hyperplasie
und Nekrosen zu erkennen (Pfeile).
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7.6.2 Histopathologische Untersuchungen der Leber

Die Leber ist der zentrale Stoffwechselorgan. Sie verfugt tber eine lobulére Struktur,
ihre Bausteine sind die Hepatozyten die sich konzentrisch entlang der Sinusoide
(Blutkapillaren) befinden. Die Hepatozyten haben eine wichtige Funktion in der
Detoxifikation, dem Protein-, Lipid- und Kohlenhydrat- Metabolismus, Speichern von
Energiereserven (Fett und Glykogen) und in der Bildung von Galle (Takashima und
Hibiya, 1995). Bei Stresseinflissen kénnen in der Leber diverse Veranderungen
auftreten. Bei aus dem Neckar gefangenen Fischen konnte man deutliche Effekte
beobachten (Abb. 28). In den Proben waren haufig Entzindungsherde,
Veranderungen des Zellkerns und des Nukleolus, Nekrosen und dilatierte Kapillaren
zu beobachten (Abb. 29-30). Durch die PAS-Féarbung ist es moglich, den
Glykogengehalt gut sichtbar zu machen (Abb 31). Die weiblichen Fische verfligen in
der Regel Uber mehr Fett, wahrend Mannchen eher mehr Glykogen speichern. Die
Menge der Energiereserven kann auch von der Jahreszeit abhangig sein. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich die Neckarfische in der Reaktionsphase befinden. Bei
der vierten Probestelle wurden die D6bel von Juli etwas schlechter bewertet als im
Mai. Deutliche Destruktion war aber bei keinem Fisch zu beobachten.
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Abbildung 28: Histopathologische Bewertung der Leber. Probenahme
im Mai und Juli 2011.
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Abbildung 29: Leber eines Kontrolldébels. Gefarbt mit Hamatoxilin-
Eosin. Herkunft: Argen. (Diana Maier)

Abbildung 30: Leber eines Dobels aus dem Neckar (PS4,
Probenahme im Mai 2011). Auf dem Bild sind dilatierte Kapillaren,

Vakuolisation und Lymphozyten-Aggregation (Entziindungshinweis)
zu erkennen (Pfeile).
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Abbildung 31: Leber eines Dobels aus dem Neckar gefarbt mit PAS.
Durch die Farbung wurde der Glykogen-Gehalt der Hepatocyten
sichtbar gemacht. PS4, Probenahme von Juli 2011
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7.6.3. Histopathologische Untersuchungen der Niere

Die Niere der Fische besteht aus mehrere Gewebetypen: das sogenannte
Hamatopoetische Gewebe ist fir die Bildung von Blutzellen verantwortlich, wahrend
das aus den Nephronen aufgebaute Gewebe fur die Ausscheidung sorgt. Die
Nephrone sind aus zwei Hauptteilen aufgebaut: in der Bowmann-Kapsel wird das
Blutplasma filtriert, im Tubulus (proximal und distal) werden Ionen und Flussigkeit
resorbiert (Takashima & Hibiya, 1995). Die Fischniere reagiert auf Schwermetalle
besonders empfindlich, bei Belastung kann es zu die Auflésung und Nekrose von
Tubulizellen, und zu Dilatierung von Bowmann-Kapseln fihren. Im
Hamatopoetischen Gewebe kdnnen Entziindungen und Macrophagenaggregationen
entstehen. Die Niere der Dobel aus dem Neckar zeigt ein grolRes
Schadigungsspektrum (Abb. 32). Es wurden Entziindungen, starke Vakuolisation und
teilweise Nekrosen in den Tubuli, und Dilatierungen der Bowmann-Kapsel
beobachtet (Abb. 33-34). Zwischen den Probestellen gibt es wenig Unterschiede. Die
meisten Fische befinden sich in der Reaktionsphase, es kommen jedoch auch sehr
geschadigte Exemplare vor. Im Mai wurden bei den Fischen der vierten Probestelle
starkere Effekte detektiert als im Juli.
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Abbildung 32: Histopathologische Bewertung der Niere. Probenahme
im Mai und Juli2011.

Abbildung 33: Ungeschadigte Niere eines Dobels. Gefarbt mit
Hamatoxilin-Eosin. Herkunft: Argen. (Diana Maier)
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Abbildung 34: Niere eines Débels aus den Neckar. (PS4, Probenahme
Juli) Gefarbt mit Hamatoxilin-Eosin. Auf dem Bild ist die Destruktion
einer Bowmann-Kapsel und Ablésungen bei den Tubuli zu beobachten.
(Pfeile)

7.6.4 Histopathologische Untersuchungen von mannlichen Gonaden

Der Hoden der Fische weist eine tubulare Struktur auf. Es besteht hauptsachlich aus
Bindegewebe, germinativem Epithel und aus Spermatogonien und Spermatocyten,
die nach der Meiose Spermatiden und schlie3lich Spermien bilden. Durch endokrine
Einwirkung von 6strogenéhnlichen Substanzen kann es zu einer Verweiblichung der
mannliche Gonade kommen (Leino et al., 2005). In diesem Fall kommen Oozyten im
spermatogenen Gewebe vor. Die Bewertung erfolgte diesmal auf einer dreistufigen
Skala, wobei der Anteil an reifen Spermien betrachtet wurde. Diese variiert nach
Jahreszeit und Alter. Die untersuchten Gewebeproben der Freilandfische zeigen
keine endokrinen Veranderungen (Abb. 35). Die Gonaden waren kompakt und es
wurden keine Schadigungen beobachtet (Abb. 36). An den ersten zwei Probestellen
wurden keine mannlichen Dobel gefangen, die Probestellen drei und vier zeigten im
Juli unreifere Gonaden als im Mai. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die
Paarungszeit von D6bel im Juli schon zum Ende kommit.
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Abbildung 35: Histopathologische Bewertung der mannlichen Gonade von Dobeln
der zweiten und dritten Probenahme (Mai und Juli 2011).
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Abbildung 36: Hoden eines Ddbels. (PS4, Probenahme im Mai 2011)
Gefarbt mit Hamatoxilin-Eosin. Auf dem Bild sind Spermatocyten als

grol3e lila Zellen, Spermien als kleine dunkelblaue Zellen zu erkennen
(Pfeile).
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7.6.5. Histopathologische Untersuchungen der weiblichen Gonaden

Das Ovar der Fische ist eine paarige Struktur das sich dorsal entlang des Kérpers
zieht. Es besteht aus Bindegewebe, germinativem Epithel, Oogonien und Oocyten.
Die Oogonien befinden sich peripher und bilden durch Meiose Oocyten (Eizellen).
Durch die Reifung wird in die primaren Oocyten Vitellogenin, Fett und Dotter in die
Eizellen eingelagert, wahrend sich die Zellkernmembran auflést und sich zu den
sogenannten Germinalen Vesikeln umwandelt. Auf diese Weise entstehen
sekundéare Oocyten. Die nicht abgelegten reifen Eierzellen werden atretisch und
anschliessend abgebaut. Dotter, Fett und weitere Nahrstoffe werden von dem Korper
wieder aufgenommen (Takashima & Hibiya, 1995). Bei Belastung kann die Anzahl
von atretischen Oocyten zunehmen. Durch Einwirkung von androgendhnlichen
Substanzen kénnen Mischgonaden vorkommen. Das Ovar der Neckarfische hat
keine Schadigungen aufgewiesen (Abb. 37-39). Atretische Eierzellen kamen kaum
vor. Es war ein saisonaler Unterschied zwischen den Reifungsstufen zu erkennen: im
Mai verfligten die Fische tber mehr reife Oocyten als im Juli, was auch auch mit der
Reife der mannlichen Gonade korreliert.
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Abbildung 37: Histopathologische Bewertung der weiblichen Gonade von
Doébeln der zweiten und dritten Probenahme (Mai und Juli 2011).
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Abbildung 38: Primare und sekundare Oocyten im Ovar eines Ddbels.
(Pfeile)(PS4, Probenahme im Mai 2011) Geféarbt mit PAS.

Abbildung 39: Sekundare Oocyten im Ovar eines Dobels. Germinale
Vesikel und Dotter sowie Vakuolen sind auf dem Bild gut zu

beobachten.(Pfeile) (PS4, Probenahme im Mai 2011) Gefarbt mit
Hamatoxilin-Eosin.
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7.7. Analyse des Stressproteins Hsp70 bei Débel

Die Stressproteinanalyse erfolgte bisher sowohl fiir die Fische der zweiten, als auch
der dritten Probenahme. Da die Fangzahlen bei den ersten drei Probestellen zu
gering waren, konnte eine statistische Analyse nur im Fall der vierten Probestelle
ausgefihrt werden. Statistisch wurden die jahreszeitlichen Unterschiede der Effekte
in den Organen paarweise durch Wilcoxons Methode in JMP 9. verglichen. Die
signifikanten Unterschiede sind auf der Abbildung 40 durch Sterne markiert. Die
Ergebnisse zeigen die Tendenz, dass die Organe der DObel im Mai ein hoheres
Stressproteinlevel besitzen als im Juli. Ein signifikanter Unterschied wurde nur im Fall
der Niere nachgewiesen.
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Abbildung 40: Stressproteinanalyseergebnisse (Hsp70) bei Dobeln der vierten
Probestelle (Probenahmen vom Mai und Juli 2011).

8.0. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde eine Batterie von Biomarkern eingesetzt um den
Gesundheitszustand der Neckar zu charakterisieren. Die diversen Methoden haben
eine unterschiedliche  Empfindlichkeit und detektieren unterschiedlichen
Schadigungsarten. Die Messung von chemischen und physikalischen
Wasserparameter lieferte Grundlageninformationen Uber die Wasserqualitat. Die im
Neckar gemessenen Werte liegen bei allen Probestellen in jeder Jahreszeit unter den
Grenzwerten (DWGV, 2011). Der Early Life Stage Test mit dem Zebrabarbling liefert
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Ergebnisse Uber die toxischen Potenziale des Wassers und Sediments. Der Test
zeigte, dass bei alle Probestellen teratogene Effekte auftreten kénnen, nicht nur bei
der erste Probestelle, die sich unterhalb der Tudbinger Klaranlage befindet. Die
beobachteten Entwicklungsdefizite waren niedrige Herzschlagfrequenz, Odeme,
schwache Pigmentierung, Schwanz- und Augendeformation, viele Embryonen
konnten sich jedoch innerhalb der ersten drei Tage erholen und normal
weiterentwickeln. Man konnte auch saisonale Aspekte in der Belastung beobachten.
Eine mogliche Erklarung dafir koénnten die Witterungbedingungen und die
landwirtschaftliche Aktivitat im Bereich der vierten Probestelle sein. Bei niedrigem
Pegel (November 2010) hat man vor allem unterhalb der Klaranlage starkere Effekte
gemessen, da in diesem Fall das Abwasser nicht besonders stark durch Regen
verdinnt wurde. Im Herbst 2011 gab es starken Regen, welcher eventuell bei der
vierten Probestelle Rickstdnde aus der Landwirtschaft in den Neckar waschen
konnte. Die Empfindlichkeit des ELS-Test ist relativ hoch, es besteht allerdings
wegen der Barrierfunktion der Eihille die Besonderheit, dass manche Substanzen
den Organismus erst nach den Schlupf erreichen (Henn & Braunbeck, 2011). Zudem
ist der Zebrabarbling ein Modellorganismus welcher in warmen Gewasser Indiens
heimisch ist, insofern kbnnen Unterschiede in der Reaktion auf Belastung zwischen
diesen Labortiere und einheimischen Fische existieren. Aus diesem Grund war es
wichtig auch die Freilandorganismen zu untersuchen. Eine interessante Frage war,
wie Invertebraten wie Flohkrebse auf Umweltstress reagieren.

Die Arbeiten mit Gammariden zeigen, dass diese Tiere als Indikatoren zur
Okotoxikologischen Gewassercharakterisierung dienen kénnen, da sie eine hohe
Sensitivitat und gut erkennbare physiologische Antworten auf unterschiedliche
Belastung zeigen. Bezuglich der Stressproteinanalysen zeigten die Gammariden an
jeder Probestelle ein ahnliches HSP70-Level. Man hatte unterhalb der Klaranlage
einen Effekt erwarten kdnnen, aber anscheinend sind die Flohkrebse an allen
Probestellen einer &hnlichen Gesamtbelastung ausgeliefert. Saisonale Effekte
konnten bisher leider nicht untersucht werden, da die Proben von 2011 noch in
Bearbeitung sind. Um zu beurteilen, ob die gemessenen Stressproteinwerte héher
oder niedriger sind als die von unbelasteten Flohkrebse, wurden ab November 2011
an der Universitat Tubingen Flohkrebse unter Kontrollbedingungen gehalten, die
Bearbeitung der Proben steht noch aus. Da der Stressproteinlevel der Organismen
bei Destruktion abnehmen kann, kénnen sowohl im Kontrollzustand als auch unter
starker Belastung niedrige Werte gemessen werden. Aus diesem Grund sind neben
der Stressproteinanalyse zusatzliche Biomarkermethoden wie die Histopathologie
notwendig, um umweltrelevante Aussagen treffen zu koénnen. Durch die
histopathologische Untersuchungen konnten bei Gammariden aus dem Neckar
starke Schadigungen festgestellt werden. Es war sowohl oberhalb, als auch
unterhalb der Tubinger Klaranlage eine deutliche Belastung festzustellen, insofern
unterstitzen diese Ergebnisse die Stressproteinresultate. Die Mitteldarmdrise und
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die weibliche Gonade erwiesen sich dabei als sensitive Monitororgane. Bei der
Mitteldarmdrise wurden allerdings starkere Effekte detektiert als bei weiblicher
Gonade, diese ist durch die Funktion der Mitteldarmdruse als Metabolismuszentrale
zu erklaren. In der Literatur gibt es bisher nur wenige 6kotoxikologischen Studien mit
Gammariden aus dem Freiland. Diese Tiere verfligen nicht nur Uber eine hohe
Bedeutung als Fischnahrtiere, sondern sie konnen auch Zwischenwirte von
Fischparasiten wie z.B. Kratzern sein. Aus diesen Grinden ist es wichtig zu wissen,
was fur einen Gesundheitszustand diese Tiere aufweisen. Die angewandten
Biomarkertests eignen sich daflr, diese zu charakterisieren und weisen auch eine
entsprechende Sensitivitdt auf, daher ist es zu empfehlen, Biomarkertests mit
Flohkrebsen bei 6kotoxikologischen Freilandstudien einzusetzen.

Bei der Freilandfischen gibt es mehr Untersuchungsoptionen als bei Flohkrebse, da
die moglichen zu untersuchenden Zielorgane zahlreicher sind als bei Gammariden.
Die histologische Untersuchungen zeigten bei den meisten Fischen aus dem Neckar
starke Effekte, dabei waren Kieme, Niere und Leber besonders empfindlich, bei der
Gonade wurden keine Schadigungen und keine endokrine Effekte festgestellt. Diese
Ergebnisse liefern genauere Informationen Uber die toxischen Potenziale des
Gewassers als die Studien mit Flohkrebsen, die Vergleichbarkeit ist aber bei den
zwei Organismen noch immer relativ gut, sowohl im Bezug auf endokrine Potenziale,
als auch bei generellen Schadigungen. Wegen der geringen Fangzahlen war bei den
Neckarfischen leider der Vergleich der Probestellen nicht mdglich, es wurde aber
festgestellt, dass der Gesundheitszustand der Fische im Frihling schlechter war als
im Herbst. Diese Beobachtung wird auch durch die Stressproteinanalyse
unterschiedlicher Fischorgane unterstitzt. Es ist schwer zu sagen warum sich diese
Unterschiede ergaben, der Stressproteinlevel und Organintegritdt der Fische kann
durch viele biotische und abiotische Parameter wie Paarungszeit, Temperatur,
Nahrungsangebot usw. beeinflusst werden, es ist aber auch nicht auszuschliel3en,
dass im Friuhling die Wasserqualitdt des Neckars schlechter war und die Effekte
durch Umweltbelastung verursacht wurden. Ein gentoxischer Einfluss liegt im Fall
des Neckars allerdings nach unseren Untersuchungen nicht vor.
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Die zwei angewandten Assays konnen unterschiedliche Erbmaterial-
Schéadigungsmechanismen detektieren, beim Mikrokern ~ Test  kdnnen
Zellteilungsfehler  identifiziert ~ werden, wéahrend  beim Komet  Assay
Chromosomenbriche nachgewiesen werden. Die zwei Tests lieferten &hnlichen
Ergebnissen. Es waren lediglich bei der méannlichen Gonade Chromosomenbriiche
zu sehen, alle anderen Organe wiesen eine kompakte DNA auf. Dieses Phanomen
kann wahrscheinlich durch die unterschiedliche Zellteilungsmechanismen erklart
werden: im Gegensatz zu Mitose erfolgt bei der Entstehung von Gameten wahrend
der Meiose in der Prophase die Austausch von DNA-Fragmente zwischen der
Chromatiden (Crossover).

Als Fazit zeigt sich, dass im Neckar die Organismen an allen untersuchten
Abschnitten belastet sind. Die Biomarkeruntersuchungen zeigen, dass sich diese
Tiere bereits im Reaktionszustand befinden. Die Belastungsquelle ist nicht nur die
Klaranlage, da die Tiere auch weiter oberhalb deutliche Effekte zeigen. Die
angewandten Methoden ergénzen sich sehr gut, mit ihrer Hilfe kbnnen kurz- und
langfristige Schadigungen sowohl bei Invertebraten, als auch bei Vertebraten
detektiert werden. Im Gegensatz zu etablierten Gewassergutekriterien wie die
Messung von physikalischen und Strukturparametern oder Makrozoobenthos-
Untersuchungen, liefern die Studien mit Biomarkern detaillierte Informationen tber
den Gesundheitszustand von Organismen und tUber mdgliche toxische Potenziale im
Gewasser. Auf diese Weise ist es maoglich, chronische Effekte rechtzeitig zu
detektieren und dadurch komplexe Umweltprobleme besser zu verstehen. Das
Verwenden von Biomarker in der Umweltforschung ist ein relativ neues Thema, aber
zurzeit hochaktuell, und auf jedem Fall empfehlenswert.

9.0. Zusammenfassung der Arbeit

Ziele des Projektes:

* Charakterisierung des Gesundheitszustandes des Neckars durch
Biomarkertests mit Fischen und Invertebraten.

* Bewertung und Vergleich der angewandten Biomarkermethoden.
Untersuchungsmethoden:
* Limnologische Messungen.

* Untersuchung von Wasser und Sedimentproben durch einen Entwicklungstest
mit dem Zebrabarbling.

» Histologische und Stressproteinanalyse bei Flohkrebsen aus dem Neckar.

» Histologische, gentoxische und Stressproteinanalyse bei D6beln aus dem
Neckar.
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Evaluierungstabelle der Probestellen:

gut: *** mittel:**, schlecht:*, leere Zellen: keine, oder unbearbeitete Proben
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Ergebnisse:

» Der Neckar weist bei Tubingen toxischen Potenziale auf.

« Die Belastung ist an allen Probestellen vorhanden, nicht nur unterhalb der
Tubinger Klaranlage, die untersuchten Flohkrebse und Fische befanden sich
im Reaktionszustand.

» Es ergaben sich saisonale Unterschiede im Gesundheitszustand der
Freilandorganismen, im Mai 2011 war er schlechter als im Juli 2011.

» Die angewandte Biomarkerbatterie war effektiv, sowohl bei Labor- als auch
bei Freilandorganismen.

» Die Ergebnisse von Tests mit Wirbellosen und Wirbeltieren sind vergleichbar,
obwohl die Wirbeltiertests mehr Informationen Giber eine mogliche
Umweltbelastung liefern.

* Die Methoden mit Biomarkern haben mehrere Vorteile im Vergleich zu
etablierten Gewassergutetests: sie sind sensitiver, spezifischer, effektbezogen
und ermdglichen die friihzeitige Detektion von chronischen Wirkungen.

» Der Einsatz von Biomarkertests zur 6kotoxikologischer Charakterisierung des
Gesundheitszustandes der Gewasser ist in jedem Fall empfehlenswert.

10.0 Ausblick

Das Monitoring des Neckars wird auch im Jahr 2012 fortgesetzt. Es werden im
Frahling und im Herbst limnologische Parameter gemessen, fur den ELS-Test
Wasser und Sedimentproben gesammelt und es erfolgt ebenfalls die Stressprotein-
und histopathologische Analyse an Flohkrebsen. Die drei Probestellen bleiben die
gleichen wie im Jahr 2011, so erhalt man wichtige Daten Uber einen langeren
Zeitraum. Die niedrige Fanganzahl unterhalb der Klaranlage wie auch an Probestelle
3 ist ein groRes Problem im Rahmen der bisherigen Projektplanung. Wéahrend der
Elektrobefischung hat man bei dieser Probestelle fast keine Fische gefangen, obwohl
die Stromung- und Strukturbedingungen auch fur Weildfische geeignet sind. Um
dieses Problem zu umgehen, ist fir die Fische statt des passiven Monitorings
(Entnahme von vorhandenen Fischen) ein aktives Monitoring (einsetzten von Fischen
in durchstrombare Kafige an zumindest zwei Probestellen) geplant. Im Rahmen des
Projektes werden mannlichen Bachforellen (Salmo trutta fario) in Schwimmkéafigen
(Abb. 41-42) oberhalb und unterhalb der Klaranlage Tubingen exponiert um den
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Einfluss des Klarwassers auf den Gesundheitszustand der Fische abzuschatzen und
in Folge ggf. erklaren zu kdnnen, weshalb im Neckar unterhalb der Klaranlage nur
noch sehr wenige Fische leben. Geplant ist eine achtwochige Exposition. Um
maogliche toxischen Effekte des Gewassers zu beurteilen, werden die Forellen
mithilfe der oben beschriebenen Biomarkern untersucht. Der Bau der
Expositionskafige ist bereits erfolgt, eine Genehmigung fur die Studie liegt ebenfalls
vor.

Befestigungsringe

Klap% ffnunE

Plastikrohr

Wasserspiegel 5

S50em

Abbildung 41: Entwurf der Schwimmkafige.

Abbildung 42: Schwimmkafig.
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