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KURZFASSUNG 

In hquarienversuchen wurden Steinbutts (Scophthalmus maximus) durch intraperitoneale Injektion drei 
ausgewahlten Chlorbiphenylen (PCBs) ausgesetzt, namlich 3,3 1 ,4,4'-Tetra-, 2,3' ,4,4' ,5-Penta- und 
2,2' ,4,4' ,5,5'-Hexachlorbiphenyl. Nach 1-7 Tagen wurden die Aktivitaten zweier hepatischer mischfunktioneller 
oxygenasen gemessen, namlich der 7-Ethoxyresorufin- (EROD) und der 7-Ethoxy-cumarin-O-deethylase (ECOD). Beide 
Honooxygenasen sind indikativ fur unterschiedliche Typen von HFO-Induktion. hls Kontrollen dienten 
unbehandelte, mit reinem Fischol (, das im iibrigen als Trager der Chlorbiphenyle eingesetzt wurde,) sowie mit 
B-Naphtho-flavon, einem Induktor beider Honoxygenasen, beimpfte Fische. Die Ergebnisse legen im Zusammenhang 
mit der Literatur zwei im Hinblick auf marine Umwelt-HeBprogramme wichtige Schlusse nahe: 

Bei der huswahl von Chlorbiphenylen, die im chemischen Monitoring erfaBt werden sollten, scheint die z. 
Zt. erkennbare Neigung zur besonderen Beachtung strukturell zur Planaritat befahigter Kongenere, die eine 
besonders hohe toxische 2,3,7,8-TCDD-hquivalenz aufweisen, wenig sinnvoll: sie treten kaum in Umweltproben auf; 
auch vermeintlich harmlose Kongenere konnen durchaus synergistische und/oder antagonistische Effekte zeitigen; 
die Toxodynamik von PCB-Gemischen ist bei aller Ahnlichkeit nicht mit derjenigen des TCDD deckungsgleich. 

In synoptischer Betrachtung mit anderen biologischen und mit chemischen HeBwerten konnen 
hktivitatsbestimmungen an (bevorzugt mehreren unterschiedlichen) hepatischen Honooxygenasen von Fischen 
durchaus aufschluBreich sein. hngesichts einer Vielzahl von Wechselwirkungen des HFO-Systems mit endogenen und 
exogenen Substraten !assen isoliert gemessene, erhohte HFO-Aktivitaten in .Fischen hochstens in husnahmefallen 
monokausale Ruckschlusse auf eine Belastung mit anthropogenen Schadstoffen zu. 

ABSTRACT 

In tank experiments, turbot (Scophthalmus maximus) were exposed to three selected chlorobiphenyls, 3,3 1 ,4,4 1 -

tetra-, 2,3 1 ,4,4 1 ,5-penta- and 2,2' ,4,4' ,5,5'-hexachlorobiphenyl, respectively, by IP-injection. hfter 1-7 
days, activities of two hepatic mixed-function oxygenases were estimated, i.e. 7-ethoxyresorufin- (EROD) and 7-
ethoxycoumarin-O-deethylase (ECOD). These monooxygenases are indicative of the major types of xenobiotics­
induceable HFOs. Untreated fish and/or fish treated with fish oil or B-naphthofla-vone in fish oil, 
respectively, served as controls. Two important conclusions are discussed with respect to marine monitoring 
programmes. 

There is recently a wide-spread inclination towards focussing efforts in chemical monitoring of PCBs to planar 
congeners of high 2,3,7,8-TCDD toxicity equivalents. It is argued that a) planar congeners rarely occur in 
environmental samples, b) putatively harmless congeners have been shown to cause synergistic and antagonistic 
effects, and c) the toxodynamics of PCB mixtures, in spite of many similarities, is not congruent with that of 
TCDD. Therefore, analysts should not conc�ntrate too exclusively on planar congeners. 

In conjunction with. other biological and chemical parameters, the estimation of activities of (favourably 
several) hepatic monooxy-genases of fish is a useful tool in biological effects monitoring. However, since 
there are a variety of interactions of the HFO system with exogenous as well as endogenous substrates, elevated 
HFO activities alone can only exceptionally allow for conclusions as to monocausal relations with anthropogenic 
contaminants. 
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1. ZIELSETZUNG

- 1 -

"Meeresverschmutzung" durch anthropogene Substanzen ist 
nach der gangigen Definition insbesondere durch schadliche 
Wirkungen auf marine Okosysteme oder individuelle Organismen 
charakterisiert. Durch eine Vielzahl nationaler und inter­
nationaler Forschungs- und Monitoringprogramme, die seit dem 
Anfang der siebziger Jahre ins Leben gerufen wurden, gibt es 
eine Flut von Oaten uber die Gehalte bestimmter Schadstoff­
gruppen in allen Matrizes, so auch in Fischgeweben. Die che­
mische Analytik wurde mit groBem Aufwand im Laufe der Jahre 
erheblich verfeinert und zunehmend verla.Blicher; die 
biologisch/(oko)toxikologische Bedeutung der Oaten bleibt 
bisher aber zumeist unklar. 

Ein besonders hohes toxisches Potential wird der Gruppe 
der hochgradig persistenten und lipophilen (und deshalb 
besonders bioakkumulativen) halogenierten Kohlenwasser­
stoff e beigemessen. Dazu gehoren neben einigen sehr 
bekannten Pestiziden, wie dem Dichlordiphenyl trichlorethan 
(DDT) , dem Hexachlorbenzol ( HCB) , den Isomeren des 
Hexachlorcyclohexan (HCH, z.B. Lindan) und den Cyclodienen 
(Aldrin, Dieldrin, Endrin), einige Produkte industrieller 
Anwendungen, wie die polybromierten und polychlorierten 
Biphenyle (PBBs, PCBs), sowie die bei der Synthese und 
unvollstandigen Verbrennung halogenierter Verbindungen 
entstehenden halogenierten Dibenzofurane und Dibenzodioxine. 

Das 2, 3, 7, 8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin ( TCDD) gilt als 
eine der giftigsten jemals vom Menschen produzierten 
Chemikalien. Aufgrund der produzierten und in die Umwel t 
gelangten und noch gelangenden Mengen wird den PCBs aber 
dennoch ein groBeres Gefahrdungspotential zugeschrieben. 

PCBs sind Gemische von theoretisch 209 Einzelkongeneren, 
von denen in den Gemischen etwa ein Drittel regelmaBig 
vertreten sind. Obwohl es nach der Entwicklung hochauflosen­
der multidimensionaler kapillargaschromatographischer Tech­
niken moglich ist, diese vollstandig zu bestimmen, ist dies 
fur den Routineeinsatz in Monitoringprogrammen zu aufwendig. 
Deshalb hat man sich in den meisten derartigen Programmen 
darauf geeinigt, eine Auswahl von Kongeneren zu messen. Das 
wesentliche Kri terium fur deren Auswahl ist die eindeutige 
Identifizierbarkeit dieser Verbindungen mittels eines 
herkommlichen Kapillargaschromatographen. DUINKER et al. 
(1988a) warfen dagegen die Frage auf, ob die individuelle 
Toxizitat der Kongenere nicht das entscheidendere Kriterium 
sein sollte. 
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Ein wesentliches Ziel dieses Vorhabens bestand in der 
Uberprufung der okotoxikologischen Relevanz von PCB­
Komponenten als Entscheidungsgrundlage fur die Auswahl im 
Rahmen des chemischen Schadstoffmonitoring. 

Die Vielzahl von Xenobiotika, die in die Meeresumwel t 
gelangen, konnte wegen der Spezifitat der spurenanalytischen 
Methoden nur unter unvertretbarem Aufwand vollzahlig 
chemisch analysiert werden. Selbst vollstandige Inventarien 
von Xenobiotika konnten aber nicht die Frage nach 
biologischen Effekten beantworten. Dara us ergibt sich die 
Notwendigkeit, ein biologisches Effekt-Monitoring einzu­
richten und durchzufuhren. Dies hatte gegenuber der 
chemischen Analytik zugleich den Vorz�g, daB die integrierte 
synergistische bzw. antagonistische Wirkung der Summe der 
einwirkenden Einzelverbindungen erfaBt wurde. 

Schadliche Wirkungen auf Okosystem- oder Populations­
Ebene sind wegen der hohen naturlichen Variabili ta.ten kaum 
jemals kausal zu erkennen. DaB gewisse Xenobiotika 
Funktionen des Gesamttieres, wie die Fortpflanzung oder das 
Immunsystem von Tieren beeintrachtigen konnen, ist 
plausibel, der kausale Nachweis ist aber sel ten eindeutig 
gelungen. Da Vergiftungen in der Regel auf molekularer bzw. 
biochemischer Ebene einsetzen, ist der EinfluB wahr­
scheinlich am ehesten auf dieser Ebene erkennbar. 

Unter den MeBgroBen, die fur ein biologisches Eff ekt­
Moni toring diskutiert werden, wird z. zt. besonders die 
Aktivitat bestimmter Monooxygenasen der Fischleber 
propagiert. Es sind dies an das endoplasmatische Retikulum 
der Zellen gebundene, Cytochrom P{50-abhangige Enzyme, die
in ihrer Gesamtheit als mischfunkt1onelle Oxygenasen (MFOs, 
MFO-System) bezeichnet werden. Dieses System, das besonders 
intensiv an Saugern untersucht worden ist, katalysiert eine 
Vielzahl von Umsetzungen korpereigener und korperfremder 
Substrate. Die besondere Bedeutung der MFOs im Abbau lipo­
philer zyklischer Fremdstoffe besteht in der hydrolytischen 
Spal tung ( Biotransformation) von aromatischen Ringen, die 
eine oftmals nachfolgende Konjugation polarer Reste 
ermoglicht. Die damit hydrophiler gewordene Verbindung ist 
reaktionsfreudiger und kann leichter ausgeschieden werden. 
Nach Zufuhr zahlreicher Xenobiotika, Pharmaka und Noxen 
steigt die Aktivitat des MFG-Systems (Induktion), so daB die 
Substanzen beschleunigt abgebaut werden ("Entgiftung"). Die 
Leber, als das zentrale stoffwechselorgan der Wirbeltiere, 
ist besonders reich an MFOs. Aus in Felduntersuchungen 
festgestellten erhohten hepatischen MFO-Aktivitaten ist von 
einigen Autoren auf Induktion durch Schadstoffe geschlossen 
worden. 
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Ein weiteres wesentliches Ziel bestand deshalb darin, 
die Aussagekraft von Monooxygenase-Akti vita.ten zur physio­
logisch/toxikologischen Bewertung im Rahmen des biologischen 
Effekt-Monitoring oder allgemein zur Erkennung der Prasenz 
umweltgefahrdender Stoffe besser beurteilen zu konnen. 

Dazu sollten einzelne in der Literatur beschriebene 
Methoden zur Bestimmung der Monooxygenase-Aktivitat auf ihre 
Handhabbarkeit, Reproduzierbarkeit und die Vergleichbarkeit 
ihrer Ergebnisse mit Literaturwerten getestet und die 
brauchbarsten Methoden fur den Routineeinsatz ubernommen und 
optimiert werden. Sodann sollten Steinbutts unter kontrol­
lierten Bedingungen mit ausgewahlten Chlorbiphenylen konta­
miniert werden, um Reaktionen des MFO-Systems zu testen. 

SchlieJ3lich sollte zu beurteilen versucht werden, ob 
freilebende Fische in der Kieler Forde (bzw. Steinbutts aus 
marinen Aquakultur an ihrem Ufer) Symptome einer negativen 
Beeinflussung aufweisen. Der Kieler Hafen wurde in der 
Vergangenheit als ein Schwerpunkt ( "hot spot") der PCB­
Verschmutzung der Kieler Bucht identifiziert. 

Dazu soll ten Fische ( Steinbutts, Scophthalmus maximus) 
aus einem an der Kieler Forde gelegenen Aquakul turbetrieb 
(Fa. Butt, Bulk) bezogen und in das Zentrallabor fur die 
Halterung von Meeresorganismen des Instituts fur Meereskunde 
uberfuhrt werden. Dort sollten die Fische definiert mit 
ausgewahlten individuellen Chlorbiphenylen kontaminiert 
werden, um die Hohe der biologisch/toxikologischen Reaktion 
(MFO-Induktion) zu ermitteln. 

Die jeweils zu applizierende Dosis sollte das ea. 
Zehnfache der "naturlichen" Gehalte der Fische in der 
Aquakulturanlage bzw. in der Kieler Forde nicht ubersteigen. 
Um die Dosis festsetzen zu konnen, sollten der durch­
schnittliche Ausgangsgehalt der steinbutts und ihres Putters 
sowie die Gehalte ausgewahlter freilebender Fische und ihrer 
Nahrtiere bestimmt werden. 

Eine enge Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. 
J. c. Duinker, Abtlg. Meereschemie, war unverzichtbar, zumal
das Vorhaben von dort angeregt worden war. Wegen der
Komplexitat toxikologisch-biochemisch-physiologischer Wech­
selwirkungen soll ten zusatzlich andere Arbei tsgruppen des
Insti tuts fur Meereskunde, insbesondere die steroidphysio­
logisch orientierte Gruppe um Pri v. -Doz. Dr. F. Buchholz,
Abtlg. Meereszoologie, sowie Mitarbeiter des Toxikologischen
Instituts der Universitat Kiel zur Bearbeitung sie inter­
essierender Teilaspekte zu gewinnen, um dadurch eine
langerfristige okophysiologisch/ okotoxikologische Zusammen­
arbeit zu begrunden.
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Die fur das Vorhaben notigen Analysen zur PCB-Belastung 
der Kieler Bucht wurden als Diplomarbei t aus dem Projekt 
ausgegliedert (REUSCH, 1991, Kurzfassung in Annex 3 .1). 
Unter Benutzung der Einrichtungen und Beratung durch 
Projekt-Mitarbeiter untersuchten SABOROWSKI et al. (1990) im 
Rahmen einer Semesterarbeit einige physiologische Reaktionen 
des Steinbutts auf Hunger- und SalinitatsstreB. (Kurzfassung 
in Annex 3.2) - An den Vergiftungsversuchen beteiligte sich 
ELNABAWI (in Vorber.), der uber die Reaktionen der K+,Na+­
ATPasen und Mg2+-ATPasen in Kiemen und Gehirn arbeitete.

Es war bei der Antragstellung davon ausgegangen worden, 
daB alle instrumentellen und raumlichen Voraussetzungen· fur 
das Vorhaben erfullt waren. Es stellte sich heraus, daB es 
in den temperaturkonstanten Raumen des Zentrallabors nicht 
moglich war, die Wassertemperatur im notwendigen DurchfluB 
auch nur annahernd konstant zu halten. So schlug die 
Variabilitat des Tiefenwassers der Forde am Ansaugstutzen 
bis in die Versuchsbecken durch. - Zu erheblichen Verzoge­
rungen fuhrte, bis zur zusammenarbei t mi t dem 
Toxikologischen Institut ab Sommer 1991, der Mangel des 
Insti tuts fur Meereskunde an einer leistungsfahigen Ultra­
zentrifuge (� 100. OOO * g): da das MFO-System sehr labil 
ist, kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, daB ein 
Teil der Aktivitat durch die zusatzlichen Zeitverluste beim 
Transport der Leberhomogenat- bzw. Mikrosomensuspensionen 
(im Eisbad) zwischen den Einrichtungen zusammenbrach. 

2. MATERIAL UND METHODEN 

Obwohl das Vorhaben in enger Abstimmung und Kooperation 
mi t der Abtlg. Meereschemie durchgefuhrt wurde, wird im 
Folgenden nur auf biologische und physiologische Methoden 
eingegangen. Die zur Analyse der Chlorbiphenyle herangezo­
genen Methoden sind publiziert (z.B. DUINKER et al., 1988b). 

2.1. EINRICHTUNG UND BETRIEB DER VERSUCHSAOUARIENANLAGE 

Die Versuchsaquarienanlage wurde in einem temperatur­
konstanten Raum des Zentrallabors fur die Halterung von 
Meeresorganismen des Instituts fur Meereskunde eingerichtet. 
Dieser Raum war aus Sicherheitsgrunden (Vergiftungsgefahr) 
nur fur Projekt-Mitarbeiter zuganglich. 



- 5 -

Die Anlage bestand aus 11 Glasbecken a 160 1 (Kanten­
Uinge 100 * 40 cm), die uber Polyethylenschlauche 
individuell mit gefiltertem Seewasser (ea 1 1/min) und 
Druckluft versorgt wurden. Als Ablaufe dienten u-formige 
Glasrohre, die vom Boden der Becken in Niveaurohre fuhrten. 

Es ist nicht auszuschlieBen, daB Spiegelungserschei­
nungen an den ungeschliff enen Glaswanden der Becken einen 
gewissen StreB auf die Fische ausubten; diese Gefahr wurde 
jedoch in Kauf genommen, da Kunststoffbeeken eine groBere 
Kontaminationsgefahr mit sieh gebraeht hatten. 

Nach Fertigstellung der Anlage wurde die Mehrzahl der 
Beeken zunaehst zur Spulung mit Seewasser gefullt und ea. 3 
Woehen im Durehlauf betrieben ( jeweils ea. 5 1/min) , um 
etwaige Verunreinigungen aus den Materialien zu entfernen. 
AnschlieBende Analysen dureh die Meeresehemiker von Wasser 
aus einem der Beeken ergaben einen Gesamt-PCB-Gehalt von ea. 
500 pg/1, was etwa der Konzentration im Wasser des Kieler 
Hafens zu entspreehen schien. Da in dieser Probe aber, 
anders als im Hafenwasser, keine polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffe naehzuweisen waren, entstand der 
Verdaeht, daB die Quelle der Verunreinigung im Hause liege. 

Weitere Analysen ergaben in einer direkt vor dem 
Eingangsfilter genommenen Wasserprobe eine Konzentration von 
ea. 300 pg/1 und in einer Probe direkt hinter dem Filter ea. 
30 pg/1. Somit war der Verdacht bestatigt, daB das aus dem 
Hafen geforderte Seewasser dureh das Eingangsfilter zunachst 
deutlich im PCB-Gehal t reduziert wurde, und daB es 
ansehlieBend innerhalb des IfM mit PCBs kontaminiert wurde. 
Naehfragen ergaben, daB das Seewasserversorgungssystem der 
neuen Zentrallabors des IfM uberwiegend aus Kunststoff 
gefertigt ist, und daB alle Lei tungen aus verklebten PVC­
Rohren bestehen. ( Bei der Konzeption der Wasserversorgung 
war groBter Wert darauf gelegt worden, eine Kontamination 
durch Schwermetalle zu vermeiden.) 

Aufgrund dieses Befundes wurde der fur das Vorhaben 
benutzte temperaturkonstante Raum mittels einer gesonderten 
Leitung aus kontaminationsarmem Material (Polyathylen- bzw. 
verschraubten PVC-Rohren) versorgt, die unmi ttelbar hinter 
dem Eingangskiesfilter ansetzt. Nach Installation dieser 
Leitung (Anfang Mai 1989) ergaben wiederholte Analysen des 
Wassers aus den Versuchsbecken regelma.Big Gesamt-PCB­
Konzentrationen von weniger als 10 pg/1. 

Da sich bald herausstellte, daB die Raumtemperatur wegen 
der durehfieBenden Meerwassermenge keinen merklichen EinfluB 
auf die Wassertemperatur hatte, die also uberwiegend von der 
jeweiligen Temperatur am Ansaugstutzen in der Forde abhing, 
wurde die Raumtemperatur durchgehend auf 5 °C eingestellt. 
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Es wurde gehofft, dadurch wenigstens die sommerlichen 
Temperaturspi tzen abmildern zu konnen. Die Beleuchtung des 
Raumes wurde uber den gesamten Zeitraum mittels einer 
Schal tuhr annahernd dem naturlichen Tag/Naeht-Rhythmus 
angepaBt. 

Die routinemaBige Uberwaehung von Salinitat, pH und 
Ammoniumkonzentration des Wassers zeigte aueh naeh Futterung 
keine fur die Fische ungunstigen Werte. Zwar sank der 
Sauerstoffgehalt des Hafenwassers im Sommer kurzfristig 
bedenklieh tief, in der Anlage traten jedoeh dank der 
zusatzliehen Beluftung keine Probleme fur die Fisehe auf. 

Dagegen bedeutete im Sommer die hohe Temperatur (bis zu 
23

°

C) des Fordewassers, die beim DurchfluB von ea. 1 1/min
(pro Beeken) trotz Kuhlung des Raumes auf 5 

°

C weitgehend 
erhalten blieb, einen deutlichen Stress fur die Fisehe: die 
Steinbutts lagen nurmehr trage am Beckengrund und nahmen das 
angebotene Futter nieht an. {Flundern, mit denen zu 
experimentieren kurzfristig erwogen wurde, erkrankten bei 
Temperaturen oberhalb von ungefahr 15 

° 

c groBtenteils an 
Flossenfaule und Hautlasionen und wiesen eine deutlich 
hohere Mortalitat als die steinbutts auf.) 

Die Fische nahmen insgesamt nur unregelmaBig das 
angebotene Futter auf. Das Futter wurde zusammen mi t den 
Fisehen von der Fa. Butt besehafft (s.u.!), so daB es sich 
um das fur die Fisehe gewohnte Futter handelte. 

2.2. AUSGANGSMATERIAL 

Die Grundbelastung mit PCBs· des verwendeten gefilterten 
Meerwassers in den Versuehsbecken lag bei allen Stichproben 
unter 10 pg/1 {Summe aller Kongenere). 

Die verwendeten Steinbutts waren ea. 2-jahrige, groBten­
teils juvenile Fische, die in der Bulker Anlage auf Langen 
zwisehen 25 und 29 cm und Gewichte zwischen 300 und 500 g 
herangewachsen waren. (Die Mittelwerte und Standardab­
weiehungen der Langen und Gewiehte der Fische jeder 
Versuehsserie sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.) Alle Fische 
wurden mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn zur 
Eingewohnung in die versuchsbecken im IfM uberfuhrt. 

Die Fisehe entstammten nur zu einem nieht bekannten Teil 
denselben Elterntieren, es handelte sich also nieht um gene­
tiseh einheitliches Material. Dies ist einerseits wegen der 
dadurch bedingten hoheren Variabilitat bedauerlich, anderer­
seits entspricht es eher den naturliehen Gegebenheiten, die 
in Felduntersuchungen angetroffen werden. 
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Die Grundbelastung der Fische mit PCBs lag, wie Analysen 
von Stichproben ergaben, bei durchschnittlich 35 ng/g Leber 
und 16 ng/g Muskulatur (Gesamt-PCBs, bezogen auf das 
Feuchtgewicht. Die wesentlichsten Bestandteile, die in jeder 
untersuchten Stichprobe auftraten, waren die Kongenere 101, 
118, 138, 170, 180 und 187. Dabei wurden die als besonders 
toxisch geltenden nicht ortho-substituierten Chlorbiphenyle 
77, 126 und 169 in keinem Falle nachgewiesen. 

Das fur die Fische gewohnte Futter, das von der Fa. Butt 
bezogen wurde, wies eine Gesamtbelastung von weniger als 10 
ng � PCBs I g extrahierbarer Lipide auf. Auch das marine 
Fischel (fur den pharmazeutischen Gebrauch), das in Bulk als 
Komponente_dem Fischfutter beigemengt wurde, uberstieg nicht 
diesen Wert. 

Da die Fische nur sehr unregelmaBig das Futter annahmen, 
hatte eine definierte Kontaminierung uber das Futter 
hechstens mittels einer Schlundsonde erfolgen konnen, was 
einen umso greBeren StreB fur die Ti ere bedeutet hatte. 
Zudem lagen Erfahrungen aus den Niederlanden vor, daB Fische 
mit der Schlundsonde appliziertes, kontaminiertes Futter 
haufig erbrachen {DUINKER, pers. Mittlg). Aus diesem Grunde 
wurden den Versuchsfischen die Schadstoffe intraperitoneal 
injiziert. Dies ist ein gangiges Verfahren, das zudem eine 
genaue Dosierung ermeglicht. Wegen seiner relativ hohen 
Reinhei t wurde das Fischel als Trager ( Losungsmi ttel) fur 
die intraperitoneale Injektion (s.u.) eingesetzt. 

2.3 VORARBEITEN UND METHODEN ZUR MFO-BESTIMMUNG 

Das MFO-System, das bisher besonders eingehend bei Warm­
blutern erforscht wurde, ist sehr labil, und es gibt bei der 
Bestimmung der Monooxygenase-Aktivitat diverse Meglichkeiten 
fataler Fehler. Die Erarbeitung bzw. Adaption der Methoden 
erforderte eingehende Literaturstudien und zahlreiche 
Vorversuche. Aus diesem Grunde nahm sie erheblich langere 
Zei t in Anspruch, als veranschlagt worden war. zumal die 
dabei gesammelten methodologischen Erfahrungen ein wichtiges 
Ergebnis des Vorhabens darstellen, werden die Vorversuche 
und die fur die Steinbuttleber optimierten und verwendeten 
Methoden hier ausfuhrlicher dargestellt. 

2.3.1 GRUNDSATZLICHES ZUR PROBENNAHME UND BEARBEITUNG 

Wegen der Labilitat des MFO-Systems sind grundsatzlich 
nur frisch getetete Tiere zu verwenden, und die Praparation 
der Leberprobe muB zugig bei tiefer Temperatur erfolgen. 
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Einige Autoren verwenden, insbesondere in Feldunter­
suchungen, in denen es ja kaum anders moglich ware, in flus­
sigem Stickstoff schockgefrorene und anschlieJ3end bei 
mindestens -80 °C konservierte Gewebeproben. Obwohl das MFO­
System diese Lagerung fur einige Zeit unbeschadet uberstehen 
mag, wurde in diesem Verfahren, besonders in der Auftauphase 
vor der Weiterverarbeitung, die Gefahr van deutlichen 
Aktivitatsverlusten vermutet. Inzwischen verglichen MONOD & 
VINDIMIAN (1991) die Aktivitat der 7-Ethoxyresorufin-o­
deethylase in Fischleberproben, die entweder in kleine 
Scheiben geschnitten oder in Phosphatpuffer / 20 % Glyzerin 
homogenisiert in flussigem Stickstoff gelagert warden waren: 
die Aktivitat der nur zerkleinerten Proben war gegenuber den 
mit Glyzerin versetzten Homogenaten deutlich reduziert. 

In diesem Vorhaben wurde es vorgezogen, grundsatzlich 
nur unmittelbar zuvor gewonnene Proben zu bearbeiten. 

Sowohl im Insti tut fur Meereskunde wie auch im 
Toxikologischen Institut wurden zur Tatung der Fische, 
Praparation der Leber bzw. weiteren Bearbeitung der Proben 
4-°C-Labors bereitgehalten, in denen alle verwendeten Gerate 
(Praparationsbestecke, Homogenisator, Reagenzglaser und 
andere Glasgef aBe, Pasteurpipetten, Rotor und Gef aJ3e der 
Ultrazentrifuge) und Pufferlosungen uber Nacht temperiert 
warden waren. 

Die Fische wurden nach ihrer Entnahme aus dem Becken 
durch einen Schlag auf den Schadel betaubt, durch Durch­
trennung des Ruckenmarks getotet, vermessen und gewogen. Bei 
der Herauspraparation der Leber wurde die Gallenblase mi t 
besonderer Vorsicht entfernt, da eine Kontamination der 
Probe mi t Gallenf 1 ussigkei t die Akti vi tatsbestimmungen er­
heblich gefahrdet. 

2.3.2. PRAPARATION UND LAGERUNG DER MIKROSOMEN 

Die Bestimmung von Enzymaktivitaten setzt eigentlich die 
Isolierung des reinen Enzyms voraus. Im Falle des an die 
Membranen des endoplasmatischen Retikulum gebundenen MFO­
Systems ist dies schwer moglich, da es nur in Verbindung mit 
den Bestandteilen der Membranen funktionsfahig ist. Darum 
wird ublicherweise nach der Homogenisation des Gewebes, 
wahrend derer sich aus den Bruchstilcken des ER zahlreiche 
kleine geschlossene Vesikel (Mikrosomen) bilden, zunachst 
die mikrosomale Fraktion gewonnen und zur Messung des 
Umsatzes eines geeigneten Substrates verwendet. Die 
spezifische Aktivitat wird berechnet als die Produktmenge, 
die van 1 mg mikrosomalen Proteins in der Minute unter 
annahernd optimalen Bedingungen umgesetzt wird. 
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Das gangiste Verfahren zur Isolierung der Mikrosomen ist 
die Differentialzentrifugation des mit einem Puffer ver­
dunnten Homogenats bei 4 

°
C Rotortemperatur in einer 

Ultrazentrifuge. Bei diesem Verfahren werden, jeweils in 
geeigneten Pufferlosungen, zunachst fur 10 - 20 Minuten bei 
10.000 12.000 * g die groben Zellbestandteile, wie 
Bruchstucke der Zellmembran, Zellkerne, Mitochondrien usw. 
ausgefallt. Die Pellets, die sich wahrend der anschlieBenden 
einstundigen Zentrifugation des Uberstandes, des post­
mi tochondrialen Uberstandes, bei 100. OOO - 120. OOO * g am
Boden des Zentrifugenrohres absetzen, bestehen uberwiegend 
aus Mikrosomen. Das Pellet wird von vielen Autoren, so auch 
hier, in einem Puffer geringerer Dichte resuspendiert, und 
diese Suspension wird zur Reinigung nochmals fur eine stunde 
bei 100.000 - 120.000 * g zentrifugiert. 

Die Verwendung eines Glyzerin enthal tenden Puffers ( s. 
Annex 1, Tab. 1.1) zur Resuspension des mikrosomalen Pellets 
erlaubt - ohne Aktivitatsverlust - eine Lagerung bei -80

°
C

uber mehrere Wochen (vgl. FORLIN & ANDERSSON, 1985). Somit 
war es m6glich, die Mikrosomen einer Versuchsserie 
"aufzusparen" und die MFO-Aktivitaten dann parallel im 
direkten Vergleich zu bestimmen. Ohne Verwendung dieses 
Puffers ist die MFO-Aktivitat schon am folgenden Tag 
deutlich reduziert. 

Nachdem im Fruhsommer 1989 eine enge Kooperation 
Toxikologischen Institut vereinbart und dessen 
zentrifuge instandgesetzt und dort fur das Vorhaben 
gestellt worden war, konnte diese Methode ubernommen 
Der Arbeitsablauf ist in Abbildung 1 dargestellt. 

mit dem 
Ultra­

bereit­
werden. 

Bis zu dies er Zusammenarbei t berei tete der Mangel des 
IfM Kiel an einer leistungsfahigen Ul trazentrifuge ernst­
hafte Probleme. (Mit der leistungsfahigsten Zentrifuge des 
Insti tuts lieBen sich nur ea. 50. OOO * g. erreichen.) In 
dieser fruhen Phase des Vorhabens wurde die von CINTI et al. 
(197 2) entwickelte Methode der Prazipitation der Mikrosomen 
mit ca2+ bei 35.000 * g versucht. Trotz genauester Befolgung 
der Beschreibung wurden nur sehr schlecht reproduzierbare 
Ergebnisse erzielt. Zwar wiesen CINTI et. al. (1972) darauf 
hin, daB sie ihre Methode nur an Rattenlebern getestet 
hatten, aber andere Autoren (z.B. AITIO & VAINIO, 1976) 
belegen im Grunde eine uni versellere Verwendbarkei t. Die 
Ursache der Fehlversuche ist daher unbekannt. 

Eine Al ternati vmethode zur Isolierung der mikrosomalen 
Fraktion mittels Gel-Filtration (z. B. TANGEN et al., 1973) 
war hier zu dieser zei t nicht bekannt und wurde deshalb 
nicht getestet. 
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Fisch toten, vermessen, wagen, (Geschlecht bestimmen) 
I 

Leber vorsichtig herauspraparieren, 
dabei Kontamination mit Galle vermeiden 

I 
Leber spulen und perfundieren mit 0,15 M KCL 

I 
Leber wagen (Feuchtgewicht), in kleine Stucke schneiden 

I 
homogenisieren in 5ml 0,25 M Saccharoselosung / g Leber 

(Potter-Elvehjem, hochtourig, 5 Hilbe, in Eis halten: 
sorgfaltig Erhitzung der Probe vermeiden!) 

I 
zentrifugieren bei 12.000 * g, 20 Minuten, 4

°

C

I 

.J, 

Sediment 
verwerfen 

I 

.J, 

Uberstand 
verwerfen 

I 

.J, 

Uberstand 
verwerfen 

,I 

J. . . 
Uberstand (US) zentr1fug1eren bei 

105 OOO * g, 1 h, 4
°

C 

I 
I 

Sediment resuspendieren in 
5 ml Tris-HCl, 0,1 M, pH 7,6 

I 
zentrifugieren 105 OOO * g, 4

°

C, 1 h 

I 
. I . . 

Sediment resuspend1eren 1n 
"Glyzerinpuffer" (Anhang 1) 
(0,5 ml/ g Leber-Feuchtgew.) 

I 
Mikrosomen-Suspension aliquotieren 

(100-µl- und 200-µl-Aliquote) 

I 
in flilssigem Stickstoff einfrieren 

und bei -80
°

C und lagern 

r - - - J 

.J, 

(Bestimmungen des Proteingehalts und der MFO-Aktivitat 
als 7-Ethoxycumarin- und 7-Ethoxyresorufin-Deethylase) 

Abb. 1: Arbeitsgang zur Gewinnung der Mikrosomen-Suspension 
(vollstandig bei 0-4

°

C auszufuhren) 
------,. 
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Eine besonders in Felduntersuchungen verwendete Alterna­
tivmethode zur Bestimmung von spezifischen Monooxygenase­
Aktivitaten, die Bestimmung im postmitochondrialen Uberstand 
(s.o.!), wurde fur dieses Vorhaben nicht erwogen, weil 
dieser Uberstand auch nicht-mikrosomale Proteine enthalt. 

2.3.3 PROTEINGEHALT DER MIKROSOMEN-SUSPENSION 

Nach internationaler Konvention wird die Enzymaktivitat 
durch die auf das Gewicht oder Volumen bezogene Aktivitats­
einheit ausgedruckt: Eine Einheit (U) ist diejenige Enzym­
aktivitat (nicht Menge!), welche unter moglichst optimalen 
MeBbedingungen in 1 min 1 µMol Substrat umsetzt. 

Wenn, wie hier, bei der Bestimmung nicht das umgesetzte 
Substrat, sondern der entstandene Metaboli t gemessen wird, 
so wird ublicherweise die spezifische Aktivitat in µMol pro 
min angegeben. Als BezugsgroBe fur die spezifische Aktivitat 
von hepatischen cytochrom-P450-abhangigen Monooxygenasen 
verwenden einige Autoren die Feuchtgewichtseinheit der ein­
gesetzten Leber, andere beziehen auf µMol Cytochrom-P450, 
wobei dieses noch genauer spezifiziert sein kann. Die 
Mehrheit der Autoren verwendet jedoch als BezugsgroBe das mg 
mikrosomalen Proteins im Versuchsansatz. Aus Grunden der 
Praktikabilitat und der Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
wurde diese BezugsgroBe ubernommen. Somi t ergab sich die 
Notwendigkeit der Bestimmung des Proteingehalts der 
Mikrosomen-Suspension. 

Als Bestimmungsmethode wurde die Methode von BRADFORD 
(1976) ubernommen, wie sie z.B. als detaillierte 
Gebrauchsanweisung fur den Analysen-Kit der Fa. Bio-Rad 
vorliegt. Die Methode bedurfte keiner weiteren Einarbeitung, 
und die Ergebnisse sind mit denen nach anderen anerkannten 
Methoden (Lowry, Biuret) vergleichbar. 

2.3.4. MESSUNG DER MONOOXYGENASE-AKTIVITATEN 

Traditionell wird die MFO-Induktion durch Pharmaka bzw. 
Xenobiotika untergliedert in einen PAH-Typ, zumeist 3-
Methylcholanthren-(3-MC)-Typ genannt, und in einen 
Barbiturat-Typ, zumeist Phenobarbital-(PB)-Typ genannt (vgl. 
HAUX & FORLIN, 1990; Wellhoner, 1990). Die Induktion des 3-
MC-Typs kann recht spezifisch als erhohte 7-Ethoxyresorufin­
O-deethylase-( EROD) -Akti vi tat, die des PB-Typs als erhohte
7-Ethoxycumarin-O-deethylase-(ECOD)-Aktivitat gemessen wer­
den.
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Einige Verbindungen, wie auch einige PCB-Kongenere, in­
duzieren ( zurnindest irn Saugerexperirnent) beide durch diese 
Grundtypen charakterisierten Monooxygenasen-Systerne ("Misch­
Typ"). Ein in Experirnenten haufig verwendeter Vertreter des 
Misch-Typs ist das B-Naphtoflavon (BNF, B-NF). 

In diesern Vorhaben sollten die Reaktionen der EROD und 
der ECOD auf ausgewahlte Chlorbiphenyle getestet werden. 
Wahrend der Optimierung der Methoden wurde einzelnen Fischen 
3-5 Tage vor der Mikrosomen-Praparation in Speiseol gelostes
B-NF (lOOmg/ml) intraperitoneal injiziert (100 mg B-NF/kg =
1 ml 01/ kg Korpergewicht), urn die MFO-Aktivitaten zu
erhohen.

2.3.4.1 MESSUNG DER 7-ETHOXYCUMARIN-O-DEETHYLASE-AKTIVITAT 

Alle bisher bekannten Methoden der ECOD-Bestirnmung ba­
sieren darauf, daB Mikrosornen-Suspension in einem geeigneten 
Puffer bei optimal er Temperatur fur eine def inierte 
Zeitspanne rnit NADPH bzw. einem NADPH-regenerierenden System 
und dern Substrat 7-Ethoxycumarin versetzt und der nach einem 
definierten Zeitraum entstandene Metabolit (Produkt), das 7-
Hydroxycurnarin (Urnbelliferon), fluorirnetrisch gernessen wird. 

Da nach der Inkubation sowohl das Substrat (7-
Ethoxycumarin) wie das Produkt (Urnbelliferon) irn Ansatz 
vorhanden sind, die beide fluoreszieren, wurden zunachst 
Excitations- und Emissionsspekren von Losungen beider 
Substanzen aufgenornrnen. Dadurch wurde errnittelt, daB (bei pH 
10,3) bei einer Excitationswellenlange von 380 nm und einer 
Emissionswellenlange von 460 nm das Umbelliferon irn 
Maximalbereich emittiert, wahrend das 7-Ethoxycurnarin dort 
fast kein Signal hervorruft. 

In der ersten Jahreshalfte wurden zahlreiche ( fehlge­
schlagene) Versuche unternornrnen, die von PROUGH et al. 
(1978) beschriebene direkte Bestimmungsrnethode (Enzym-Ansatz 
in der fluorimetrischen Kiivette) zu ubernehrnen. Es ist 
nachtraglich sehr wahrscheinlich, daB die Fehlschlage nicht 
auf die Methode von PROUGH et al.(1978), sondern auf die zu 
dieser Zeit noch unzureichende Mikrosomen-Praparation 
zuriickgefuhrt werden rnussen. 

Zunachst ebenfalls fehlgeschlagene Versuche rnit der von 
PALSSON (1981) rnodifizierten Methode von AITIO (1978) 
erbrachten irn Grundsatz sinnvolle Ergebnisse, sobald 
Mikrosomensuspensionen nach der in Abbildung 1 beschriebenen 
Methode verwendet wurden. 
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Da PALSSON mi t Rat ten gearbei tet hatte, und da mi t 
artspezifischen Unterschieden in den optimalen Bedingungen 
fur die Enzymbestimmung zu rechnen war, wurden diese fur die 
Steinbuttleber uberpruft und angepaBt. Der schlieBlich 
verwendete, hinsichtlich Temperatur, pH sowie Konzen­
trationen an mikrosomalem Protein und Substrat optimierte 
Ansatz zur Bestimmung der ECOD-Aktivitat ist in Abbildung 2 
dargestellt. 

(in Eis ansetzen!) 

NADPH-regenerier. System (RS) 
Tris-HCl 0,1 M, pH 7,6 
7-Ethoxycumarin, 1 mM

Probe 

200 µl 
200 µl 
50 µl 

�� mischen, 5 min auf 30
°

C vorwarmen 

Mikrosomen-suspension (MS) 
(10 mg mikrosom. Prot. / ml) 50 µl 

�� mischen, 10 min bei 30
°

C inkubieren 

Trichloressigsaure (TCA) 
5% I 4 ° c 

Mikrosomen-suspension (s.o.!) 
500 µl 

Blank 

200 µl 
200 µl 
50 µl 

500 µl 
50 µl 

�� (hier Unterbrechung fur mehrere Stunden moglich, 

Tris
-P

uff
e

:�
z

:
H

i
:

a
::

hlschrank Tbew:h::n! l 4 m

l I
I 

�� mischen, 10 Min 20
°

c 3000 UPM zentrifugieren; 
sofort im Fluorometer messen! 
(Excitation 380 nm, Emission 460 nm) 
Umbelliferon ist bei pH 10,3 instabil! 

Eichen mit 7-Hydroxycumarin-Standard 
(1,5 µM/1 = 100% relative Fluoreszenz) 

Abb. 2: Inkubations-Ansatz zur Bestimmung der Aktivitat der 
7-Ethoxycumarin-deethylase (ECOD), modifiziert nach
AITIO (1978) und PALSSON (1981)

II 

II 

II 

--- --- --
i_ 
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Die Reagenzien und deren Losungen (wie das NADPH­
regenerierende System), die schlieBlich fur die ECOD­
Bestimmung verwendet wurden, sind in Annex 1, Tab. 1.2 auf­
gelistet. Die Ergebnisse der einzelnen Versuche zur 
Methodenoptimierung wurden ausfuhrlich im Zwischenbericht 
1989 dargestellt. 

2.3.4.2 MESSUNG DER 7-ETHOXYRESORUFIN-O-DEETHYLASE-AKTIVITAT 

AuBer der van KLOTZ et al. ( 1984) beschriebenen spek­
tralphotometrischen Methode basieren auch alle bisher 
bekannten Methoden zur EROD-Bestimmung auf der fluori­
metrischen Bestimmung des Metaboliten, Resorufin. Auch fur 
dieses Substrat (7-Ethoxyresorufin) und seinen Metaboliten 
(Resorufin) wurden zunachst die Excitations- und Emissions­
spekren aufgenommen. Als gunstigste Wellenlangeneinstellung 
wurde fur die Excitation 550 nm und fur die Emission 585 nm 
ermittelt, da bei diesen Wellenlangen das Resorufin im 
Maximalbereich emittiert, wahrend das 7-Ethoxyresorufin dart 
kaum fluoresziert. 

Fur die Bestimmung der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase­
Aktivitat wurden im ersten Halbjahr zahlreiche fehlge­
schlagene Versuche unternommen, die van BURKE & MAYER (1974) 
und in leicht modifizierter Form van PROUGH et al. ( 1978) 
beschriebene direkte Bestimmungsmethode zu ubernehmen. Es 
ist sehr wahrscheinlich, daB diese Fehlschlage auf die zu 
der Zei t unzureichende Mikrosomenpraparation zuruckgefilhrt 
werden milssen. 

Wie im Falle der ECOD-Bestimmung, so wurde eine EROD­
Aktivitat prinzipiell erkennbar, sobald Mikrosomen­
suspensionen verwendet wurden, die nach dem in Abbildung 1 
dargestell ten Schema zuberei tet warden waren. Die Methode 
zur Bestimmung der EROD-Akti vi tat wurde van POHL & FOUTS 
(1980) ilbernommen, durch Teilkomponenten van PALSSON (1981) 
modifiziert und filr die Steinbuttleber optimiert. Abbildung 
3 zeigt das Schema des schlieBlich angewendeten 
Bestimrnungsansatzes. 

In Annex 1, Tab. 1. 3 sind die Reagenzien und deren 
Losungen aufgelistet, die fur die EROD-Bestimmung verwendet 
wurden. Probleme bereitet die Tatsache, daB das 7-Ethoxy­
resorufin nahezu unloslich in wassriger Losung ist. Deshalb 
wird die Stammlosung ilblicherweise in Ethanol angesetzt, und 
das Substrat wird mit Ethanol in den Inkubationsansatz 
eingebracht; dabei ist ein Minimum an Alkohol notwendig, 
damit das Substrat nicht spontan ausfallt. Leider hemmt 
Ethanol jedoch die EROD, so daB die Ethanol-Konzentration im 
Ansatz auf das absolut notige Minimum zu begrenzen ist. 



Reagenzien 
(kuhl ansetzen!) 

Glucose-6-Phosphat (0,1 M) 
Natrium-Phosphat-

Puffer, pH 7,8 
Glucose-6-Phosphat-D 

Dehydrogenase, 1,75 u

Ethoxyresorufin in 
Athanol (15 µM) 

Mikrosomen (10 mg/ml Prot) 

- 15 -

Probe 

50 µl 

ad 1 ml 

10 µl 

25 µl 
10 µl 

Blind­
probe 

50 µl 

ad 1 ml 

10 µl 

25 µl 
10 µl 

· 5 Min. bei 30
°

C auf Inkubationstemperatur 

NADPH (1 mM) II 10 

µl I 
mischen 

.j. 

10 Min . bei 30
°

C inkubieren 
.j. 

mit 2,5 ml Methanol vermischen 

NADPH ( 1 mM) II 10 µl 

mischen 

zentrifugieren 10 Min., 20 c, 3000 UPM 

messen be Ext. 550nm, Emiss. 585 nm 
eichen mit 1 µM Resorufin = 100 % 
Eichkurve immer vorher messen! 

Konz. im 
ml Ansatz 

5 mM 

1,75 U 

375 nM 
100 µg 

bringen! 

II 10 µM

II 10 µM 

Abb. 3: Inkubationsansatz zur Bestimmung der Aktivitat der 
7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD), modifiziert 
nach POHL & FOUTS (1980) und PALSSON (1981) 

- II II 

--- 1 
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2.4 VERSUCHE UND VERSUCHSBEDINGUNGEN 

Es ist bekannt, daB die Aktivitat von hepatischen Mono­
oxygenasen der Fische u.a. von der Wasserternperatur und vorn 
Ernahrungszustand beeinfluBt werden kann (ANDERSSON & 
KOIVUSAARI, 1985; ANKLEY & BLAZER, 1988; JIMENEZ et al., 
1988a, b, 1989), Da sich schon die Wasserternperatur in der 
bestehenden Aquarienanlage nicht von Versuch zu Versuch 
konstant halten lieB (die Ternperaturen und Salinitaten 
wahrend der Versuche sind in den Versuchsbeschreibungen 
aufgefiihrt), und da die Fische das angebotene Futter sehr 
ungleichrnaBig aufnahrnen, wurde bei den Versuchen parallel je 
eine Gruppe mi t B-Naphthof lavon und dem reinen, sonst als 
Chlorbiphenyl- bzw B-Naphthoflavon-Trager eingesetzten 
Fischel beirnpft. Darnit sollte ein Vergleich zwischen den 
einzelnen Versuchen errnoglicht werden. 

Wie unter 2.3.1 begriindet wurde, konnten zur Aktivitats­
bestirnrnung nur Lebern unrnittelbar zuvor getoteter Tiere 
verwendet werden, aus denen schnellstrnoglich die rnikrosornale 
Fraktion zu isolieren war. Es wurde eine Zei tspanne von 
maximal 2 h von der Tatung des 1. Tieres bis zur 
Zentrifugation all er Homogenate eines Versuchstages 
eingehalten. Deshalb konnten pro Tag maximal 4 Tiere 
bearbeitet werden, eine fur die statistische Auswertung 
problernatisch geringe Anzahl. 

2.4.1 VERSUCH "OLE" 

Von vielen Autoren wurde in vergleichbaren Versuchen als 
Trager (Losungsmittel) fur den MFO-Induktor (bei dem es sich 
in aller Regel urn eine hochgradig hydrophobe Substanz 
handelt), ein pflanzliches 61 verwendet, fast ausnahrnslos 
Maisel (corn oil). Hier stand das Fischel rnarinen Ursprungs 
relativ hoher Ruckstandsfreiheit (s.o.) zur Verfugung, und 
es bot sich an, dieses 01 als Trager zu verwenden. Es wurde 
davon ausgegangen, daB ein Fischel von seiner Zusarnrnen­
setzung her besser fur die Resorption aus der Leibeshohle in 
den Fischkorper hinein geeignet sein konnte als ein 01 
pflanzlichen Ursprungs. Eine rasche, vollstandige Resorption 
des Oles ist fur den Versuch unabdingbare Voraussetzung, 
weil der in die Leibeshohle injizierte MFO-Induktor andern­
falls nur langsarn aus dern 01 in das Gewebe diffundieren 
wilrde. Anderersei ts birgt die Verwendung von F ischol mi t 
seinen enthaltenen Verbindungen angesichts der zentralen 
Rolle des Cytochrorn P450-systerns irn Stoffwechsel vieler
endogener Substrate (z.B. Steroide) die Gefahr, daB dieses 
01 evtl. selbst rnassiv auf die Aktivitat des MFO-Systerns und 
seine Reaktion auf Xenobiotika einwirken konnte. 
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Im letzten Vorversuch, zugleich dem ersten Parallel­
versuch mit mehreren Fischen, sollte deshalb geprilft werden, 
ob die Applikation des reinen Fischels die Akti vita.ten der 
beiden Monooxygenasen relati v zu unbehandel ten Kontrollen 
beeinfluBt, und ob die eventuelle Beeinflussung mit 
derjenigen durch ein pflanzliches Speiseel (Distelel "aus 
kontrolliert biologischem Anbau", Fa. Rapunzel) vergleichbar 
ist. 

Je 4 Tieren wurde dazu jeweils 1 ml Fischel/kg stein­
butt bzw. 1 ml Distelol/kg Steinbutt intraperitoneal appli­
ziert. Beide Gruppen wurden zusammen mit einer unbehandelten 
Kontrollgruppe von 4 Tieren nach 5 Tagen untersucht. Diese 
Versuchsdauer wurde gewahlt, weil sie nach der Literatur in 
Versuchen zur MFO-Induktion allgemein verwendet wurde. Die 
Tiere waren ilber ea. 3 Monate an die Versuchsaquarien 
adaptiert. Wahrend des Versuchs lag die Wassertemperatur im 
Mittel bei 13,3 (± 0.9) °C und die Salinitat bei s = 14,7 (± 
0,6). 

2.4.2 VERSUCH "CB 77/1 11

Nachdem alle Bestimmungsmethoden erarbeitet und an 
einzelnen Proben optimiert waren, sollten sie in einem 
ersten Versuch unter Routinebedingungen angewendet und 
erprobt werden. Um ggf. nicht unnotig viele Fische fur einen 
Fehlversuch zu opfern, wurde nur jeweils 1 Fisch pro 
Zeitpunkt und Ansatz entnommen. 

Mit diesem Versuch sollte eine Vorstellung uber die 
Toxokinetik, speziell den zeitlichen Verlauf des Auftretens 
der Verbindung in der Leber gewonnen werden. Es war 
unsicher, ob das injizierte Fischol sehr schnell aus der 
Leibeshohle resobiert oder ob es dort langere Zei t 
verbleiben wilrde. Im letzteren Falle war damit zu rechnen, 
daB auch das Chlorbiphenyl langere Zeit im 01, seinem 
Losungsmittel, verbleiben wurde, ohne in die Gewebe zu 
diffundieren (s.o.). Es bot sich an, den Versuch mit einem 
Chlorbiphenyl durchzufuhren, dessen enzyminduzierende 
Wirkung an Fischen bereits gut belegt war. 

Nach einer umfassenden Ubersicht von KLEINOW et al. 
(1987) haben bisher nur wenige Arbeiten eine Induktion des 
PB-Typs in Fischen durch PCB-Kongenere nachweisen konnen. Es 
lag also nahe, fur diesen Versuch einen sicheren Induktor 
des 3-MC-Typs zu verwenden, ein nicht ortho-substituiertes, 
zur koplanaren Konfiguration befahigtes PCB. 
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Aus mehreren pragmatischen Grunden wurde fur den Versuch 
das Chlorbiphenyl 77 (IUPAC-Nr.), also 3,3' ,4,4'-Tetrachlor­
biphenyl, ausgewahlt: 

- aus Sicherheitsgrunden, da diese Verbindung unter den
drei nicht ortho-substituierten Chlorbiphenylen als 
fur den Menschen relativ harmloseste, leichtest 
eliminierbare gilt; 

- es spiel t in den meisten technischen PCB-Gemischen
(vgl. SCHULTZ et al., 1989) und Umweltproben (vgl. 
McFARLAND & CLARKE, 1989) unter den planaren 
Kongeneren die mengenmaBig groBte Rolle; (es muB

jedoch daran erinnert werden, daB das CB Nr. 77 
weder in den Steinbutts noch in einer der Wasser­
oder Futterproben nachgewiesen wurde (s.o.); 

- es waren gerade zwei Arbeiten von erschienen, die die
MFO-induzierende Wirkung insbesondere des CB Nr. 77 
in einem marinen Fisch ( Stenotomus chrysops) zum 
Thema hatten (GOOCH et al., 1989a,b); 

- zufallig stand diese Verbindung in der groBten Menge
( 100 mg) zur Verfugung, da jeweils die kleinste 
Verpackungseinheit einiger ausgewahlter Verbindungen 
beschafft worden war. 

GOOCH et al. (1989a) hatten ihren Versuchsfischen Chlor­
biphenyl-Dosen von 100 µg bis 10 mg/kg Fisch intraperi­
toneal verabreicht und gefunden, daB die 100 µg-Dosis die 
maximale EROD-Induktion zur Folge hatte, wahrend bei den 
hohen Dosen eine Hemmung auftrat. Deshalb wurde die zu 
injizierende Dosis fur diesen Versuch auf 50 µg/kg 
Fischgewicht festgesetzt. 

GOOCH et al. (1989a,b) hatten ihren Versuchsfischen nach 
5 Tagen die Leber entnommen. Andere Autoren arbeiteten, ohne 
die Versuchsdauer zu begrunden, mit Versuchszeiten zwischen 
3 und 7 Tagen. Dadurch werden Vergleiche erschwert. Wenn die 
maximale Induktion (bzw. Hemmung) verschiedener Verbindungen 
erfaBt werden soll, so muB die Beprobungszeit an der 
spezifischen Kinetik des Fremdstoffes orientiert werden. 
FORLIN et al. (1984) und ANDERSSON & KOIVUSAARI (1985) 
ermittelten den zeitlichen Verlauf der MFO-Aktivitaten in 
der Forellenleber nach Verabreichung von B-Naphthof lavon. 
Danach erreichten die ECOD- und die EROD-Aktivitat ihre 
Maxima zwischen 3 und 7 Tagen; die zeitliche Entwicklung der 
B-NF-Gehal te wurde dabei jedoch nicht ermi ttel t. Deshalb
soll te in diesem Versuch uber ea. einen Monat die 
Entwicklung der 3,3' ,4,4'-TCB Gehalte und der MFO­
Aktivitaten verfolgt werden. Es wurde davon ausgegangen, daB 
das Induktionsmaximum zwischen 3 und 7 Tagen liegen durfte, 
so daB in dieser Zeitspanne die Beprobungsfrequenz am 
hochsten angesetzt wurde. 
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Die verwendeten Steinbutts waren ilber 3 Monate an die 
Versuchsaquarien gewohnt warden. Die Temperatur variierte 
wahrend der Versuchsdauer zwischen 6, O und 10, 3 ° c 
(Mittelwert 8,4 °C) und die Salinitat zwischen 16,5 und 19,2

(Mittelwert 18,5). 

Bei diesem Versuch ergab sich auch die Gelegenheit, die 
Cortisolspiegel im Blutserum mi ttels RIA zu bestimmen. Da 
Cortisol als Steroidhormon in enger Wechselbeziehung mit dem 
MFO-System steht, wurde diese Gelegenheit wahrgenommen. 
Dieses Hermon spielt in Fischen, zusatzlich zu seinen 
vielfaltigen Funktionen in allen Wirbeltieren, auch eine 
wichtige Rolle in der Steuerung der Osmoregulation. 

2.4.3 VERSUCH "CB 77/2 " 

Die Ergebnisse des 
notwendig, den Versuch 
Fischgewicht und mit 
(jeweils 4 Tiere pro 
wiederholen. 

obigen Versuches ( s. u. ) machten es 
mit erhohter Dosis (100 µg CB 77/kg 
hoherer Anzahl von Versuchstieren 

Behandlung und Versuchsdauer) zu 

Da das Induktionsmaximum nach 3 5 Tagen erwartet 
wurde, wurden diese Versuchsdauern gewahlt. Die zusatzliche 
Probennahme nach schon einem Tag wurde durchgefilhrt, weil 
durch den Kooperationspartner (Elnabawi, Toxikologisches 
Institut) am gleichen Material die Aktivitaten der K+ ,Na+­
und Mg2+-ATPasen in Kiemen und Gehirn bestimmt werden 
sollten; die ATPasen sprechen bereits innerhalb der ersten 
Stunde, auf die Behandlung an (Elnabawi, pers. Mittlg). 

Erst bei der Offnung der Leibeshohlen zur Praparation 
der Gewebe wurde deutlich, daB drei der Steinbutts fast 
flieBend reife ovarien entwickelt hatten; zufallig war dies 
nach den drei Versuchsdauern bei jeweils einem der mit 
Chlorbiphenyl Nr. 77 beirnpften Tiere der Fall. 

Dieser Versuch wurde in der zweiten Julihalfte 1990 
durchgefilhrt, und die Tiere waren ilber rnehr als 3 Monate an 
die Halterungsbecken adaptiert, also wegen ihrer sehr 
unregelmaBigen Annahrne des Futters in einern recht schlechten 
Ernahrungszustand. Wahrend des Versuchszeitraurnes stieg die 
Wassertemperatur langsarn und kontinuierlich von 15,5 auf 
16,7 °c, wahrend die Salinitat nur geringfilgig zwischen 14,2

und 14,5 schwankte. 
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2.4.4 VERSUCH 113 CBs" 

Mit diesem letzten im Projektzeitraum moglichen Versuch 
sollte parallel die Reaktion der beiden Monooxygenasen (EROD 
und ECOD) auf drei unterschiedliche Chlorbiphenyle studiert 
werden. 

Zur Auswahl der zu applizierenden Kongenere wurde die 
Arbeit von McFARLAND & CLARKE (1989) herangezogen. Diese 
Autoren hatten aus umfangreichen Datensatzen uber das 
Vorkommen von Chlorbiphenyl-Kongeneren in marinen Umwelt­
proben und uber ihre Toxizitaten eine Prioritatenliste fur 
das PCB-Monitoring zusammengestellt und vorgeschlagen. 

Die hochste Prioritat kommt demnach aufgrund ihrer hohen 
Toxizitat den nicht ortho-substituierten Kongeneren zu, 
obwohl sie in Umweltproben selten nachgewiesen wurden. Diese 
Gruppe umfaBt Induktoren des reinen 3-Methylcholanthren-Typs 
( s. 2. 3. 4) . Von diesen Verbindungen gilt IUPAC-Nr. 77 als 
die in Umweltproben verbreitetste. 

In die nachste Gruppe ordnen McFARLAND & CLARKE die 
Kongenere 105, 118, 128, 138, 156 und 170, die in marinen 
Organismen relativ oft in nennenswerten Konzentrationen 
nachgewiesen wurden und die als Induktoren des Misch-Typs 
gelten. Fur diesen Versuch wurde das monoortho-substituierte 
Chlorbiphenyl Nr. 118 (2,3' ,4,4',5-Pentachlorbiphenyl) wegen 
seiner neben Nr. 105 groBten strukturellen Ahnlichkeit mit 
Nr. 77 ausgewahl t; die anderen Verbindungen dieser Gruppe 
sind Hexa- und Heptachlorbiphenyle. 

Die nachste Prioritat geben obige Autoren den Kongeneren 
Nr. 87, 99, 101, 153, 180, 183 und 194. Diese Verbindungen 
gelten als MFO-Induktoren des Phenobarbital-Typs, die 
zugleich relativ oft und in relativ hohen Konzentrationen in 
Umweltproben nachgewiesen wurden. Unter diesen Verbindungen 
wurde das Chlorbiphenyl Nr. 153 ( 2, 2', 4, 4', 5, 5 '-Hexachlor­
biphenyl) als diortho-substi tuierte ausgewahl t. ( Neben CB 
Nr. 138 ist CB 153 das quantitativ wichtigste Chlorbiphenyl 
in antarktischen Robben und Vogeln (SCHNEIDER, eingereichtes 
Manuskript). 

Die Strukturformeln der drei ausgewahlten Chlorbiphenyle 
sind in Abb. 4 dargestellt. Die Abbildung zeigt, daB sich 
diese Kongenere nur in der Anzahl der in der ortho-Position 
substituierten Chloratome unterscheiden. Die fiberlagerung 
der beiden Chloratome in ortho-Position am CB 153 verdeut­
licht die sterische Behinderung der freien Rotation der 
Phenylreste um die Achse ihrer gemeinsamen Bindung, die 
Behinderung der koplanaren Konfiguration des Molekuls. 
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a) 3,3· ,4.4"-Tetrachlorbiphenyl (CB 77) 

b) 2,3",4,4",5-Pentachlorbiphenyl (CB 118) 

c) 2.2·,4,4·,s.s·-Hexachlorbiphenyl (CB 153) 

Abb. 4: Struktur der im Versuch 11 3 CBs" hinsichtlich ihrer 
MFO-Induktion verglichenen drei Chlorbiphenyle. 
( Weder die Bindungslange noch der Durchmesser der 
Chloratome sind maBstabsgetreu zum Phenylrest.) 



Datum Injektion 

Mo, 01.10.90 CB 118 
8 Fische 

Di, 02.10.90 CB 77 
8 Fische 

Mi, 03.10.90 CB 153 
8 Fische 

Do, 04.10.90 Fischel 
8 Fische 

Fr, 05.10.90 13-NF
4 Fische

Sa, 06.10.90 
So, 07.10.90 

Mo, 08.10.90 

Di, 09.10.90 

Mi I 10.10.90 

Do, 11.10.90 

.Fr, 12.10.90 
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Praparation der Lebern und 
mikrosomalen Fraktion nach 

der 

1 Tag 7 Tagen 

(4 unbehandelte Tiere, 0 Tage) 
(0 - Kontrolle) 

CB 118 
4 Fische 

CB 77 
4 Fische 

CB 153 
4 Fische 

Fischel 
4 Fische 

CB 118 
4 Fische 

CB 77 
4 Fische 

CB 153 
4 Fische 

Fischel 
4 Fische 

13-NF
4 Fische

Abb. 5: Zeitlicher Ablauf des Versuchs 11 3 CBs" 

Da maximal 4 Tiere pro Tag aufgearbeitet werden konnten, 
muBte der Versuchsansatz zeitlich gestaffelt werden; Abb. 5 
zeidt den Zeitplan. 
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Die verwendeten Fische waren 2 Wochen vor Versuchsbeginn 
aus Bulk geholt und seitdem an die Versuchsbecken adaptiert 
worden. Wegen dieser im Vergleich zu den anderen Versuchen 
relativ kurzen Halterung im IfM kann angenommen werden, daB 
diese Tiere vergleichsweise einheitlich und gut genahrt 
waren. Wahrend der Versuchsdauer sank die Temperatur 
kontinuierlich von 14,3 auf 13,4 °c (im Mittel 13,9 °c), und 
die Salinitat schwankte zwischen 14,7 und 16,1 (im Mittel 
15,5). 

2.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG 

Fur die Oaten aller einheitlich behandelten und zum 
gleichen Zeitpunkt getoteten Tiere wurden die arith­
metrischen Mi ttelwerte und Standardabweichungen berechnet. 
Diese sind zwar streng genommen nur fur Normalverteilungen 
charakteristisch, die Standardabweichung kann jedoch nach 
SACHS (1978) als allgemeines, von der Normalverteilung 
unabhangiges StreuungsmaB dienen. (Fur den letzten Versuch, 
"3 CBs", wurden zusatzlich die geometrischen Mittel errech­
net und graphisch dargestellt. Die Unterschiede zwischen den 
arithmetrischen und den geometrischen Mittelwerten betrugen 
bei den Monooxygenase-Aktivitaten bis zu ea. 20 %.) 

Aus methodischen Grunden (s. 2.4) muBte die GruppengroBe 
auf jeweils 4 Tiere beschrankt bleiben. Durch diese geringe 
Zahl von MeBwerten bedingt, ware eine Angabe statistisch 
signifikanter Unterschiede zwischen den Gruppen ohnehin nur 
bei hohen Irrtumswahrscheinlichkeiten moglich. Zudem weisen 
teilweise erhebliche individuelle Unterschiede innerhalb 
einzelner Versuchstiergruppen auf moglicherweise physio­
logisch bedingte statistische AusreiBer hin (s. 3.1), d.h. 
einzelne Tiere sind moglicherweise gar nicht mit den anderen 
vergleichbar. Es erscheint wenig sinnvoll, angesichts der 
geringen Anzahlen AusreiBer zu eliminieren, um auf die dann 
noch geringeren Anzahlen statistische Vergleichsverfahren 
anzuwenden. Diese Problematik verdeutlichen z. B. die ECOD­
Akti vi taten [pMol / mg Protein * min] der mit Fischel 
beimpften Tiere im versuch "Ole" (Tab. 2 .1, Annex 2), von 
denen 50 % als statistische AusreiBer zu behandeln waren. 

Aus diesen Grunden beschranken sich Vergleiche zwischen 
den Versuchsgruppen in der nachfolgenden Diskussion der 
Ergebnisse auf den Vergleich der Position der Mittelwerte 
und auf das Kriterium, ob sich die Bereiche der 1-fachen 
standardabweichungen vom Mittelwert uberschneiden. Wenn sich 
die Bereiche nicht uberschnitten, wird im Folgenden ein 
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen angenommen. 
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3.1. ERGEBNISSE UNO DISKUSSION DES VERSUCHS "OLE" 

Die einzelnen MeBwerte sind in Tab. 2.1 (Annex 2) 
ausgedruckt. In Abb. 6a und b sind zur Charakterisierung der 
jeweils 4 unbehandelten bzw. mit Fischel oder Distelel 
beimpften Fische die ari thmetrischen Mi ttel und Standard­
abweichungen ihrer Langen und Gewichte sowie ihrer Leber­
gewichte und Leber-Somatischen Indices zusammengef aBt. 
Wahrend die Langen der Fische aller drei Gruppen recht 
identisch waren, deutet sich eine Tendenz zu einem heheren 
mi ttleren Gewicht, also einem heheren Kandi tionsf aktor der 
beiden beimpften Gruppen an. Uber den Versuchszeitraum war 
keine Veranderung der Langen und Gewichte meBbar; deshalb 
kennen etwaige Unterschiede nicht auf die Beimpfung zurilck­
gefuhrt werden. 

Die Lebergewichte der mit den Olen beimpften Tiere lagen 
im Mittel unterhalb derer der unbehandelten Kontrollen. 
Hehere Lebergewichte bei geringeren Konditionsfaktoren sind 
plausibel, weil bekannt ist, daB Hunger zur Leberverfettung 
filhren kann. Es kann also angenommen werden, daB die 
behandel ten Gruppen im Mi ttel geringfugig besser genahrt 
waren. Auch der Vergleich der Leber-Somatischen Indices 
zeigt keinen ausgepragten Unterschied. 

Tendenziell lagen die Gehalte der Leber an mikrosomalem 
Protein (Abb. 6c) in den unbehandelten Kontrollen etwas 
heher als in den beimpften Tieren, deren Mittelwerte unter­
einander gleich waren. ANDERSSON et al. (1985) fanden 
zwischen den Gehalten der Leber van gefutterten und 
ungefiltterten Regenbogenforellen an mikrosomalem Protein 
einen signifikanten Unterschied, dieser trat jedoch erst 
nach 12 Wochen auf, wahrend nach 6 Wochen noch kein 
Unterschied festzustellen war. Da die Steinbutts untereinan­
der das gleiche Nahrungsangebot gehabt hatten, uberrascht 
die hier in den Mittelwerten angedeutete Tendenz. Der 
Vergleich der Streubereiche weist jedoch nicht auf einen 
wirklichen Unterschied zwischen den drei Gruppen hin. 

In Abb. 6d sind die auf mikrosomales Protein bezogenen 
ECOD- und EROD-Akti vita.ten nebeneinandergestell t. Wahrend 
die EROD-Aktivitaten relativ einheitlich sind, zeichnet sich 
ein deutlicher Unterschied zwischen den ECOD-Aktivitaten ab: 
Sie lagen in der Kontrollgruppe deutlich heher als in der 
mit Fischel beimpften Gruppe. Aus Tab. 2.1 ist ersichtlich, 
daB dieser Unterschied besonders durch zwei mit Fischel 
beimpfte Fische hervorgeruf en wird, van denen einer auch 
eine besonders niedrige EROD-Aktivitat aufwies. 
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Versuch 110le11 

I KorpermaBe und Ergebnisse-1 
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Somatische Indices sowie Gehalt der Leber an mikro­
somalem Protein und ECOD/EROD - Verhaltnis van je 4 
Steinbutts im Versuch "Ole" 
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Versuch "Ole" I Ergebnisse-2 

d) ECOD und 6ROD (Protein-bez.)
(Mittelwerte und Standardabweichungen
von jeweils 4 Fischen I Gruppe)
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Abb. 6 (d-e): Auf mikrosomales Protein bzw. auf die gesamte 
Leber bezogene Aktivitaten der 7-Ethoxycumarin- und 
der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase mit Fischel und 
Distelol beimpfter sowie unbehandelter steinbutts 
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Eine Erklarungsmoglichkeit fur die deutlich niedrigeren 
Monooxygenase-Aktivitaten dieses Fisches (des ersten der 
Fischol-Gruppe) konnte sein, daB es sich um ein unerkannt 
heranreifendes Weibchen handel te. Die weiblichen Ti ere im 
Versuch 11CB 77 /2 11 zeigten ahnlich niedrige Monooxygenase­
Aktivi taten, und es ist bekannt, daB weibliche Geschlechts­
hormone, insbesondere Estradiol, einen hemmenden EinfluB auf 
diese Monooxygenasen haben (s. 3.3). Andererseits enthielt 
die Leber dieses Fisches deutlich mehr mikrosomales Protein 
als alle anderen. Auch die ebenso niedrige ECOD-Aktivitat 
des dri tten Fisches dieser Gruppe bei eher durchschni tt­
licher EROD-Akti vi tat deutet eher auf andere, unbekannte 
Ursachen der Variabilitat hin. 

Da die injizierte Olmenge auf das Fischgewicht bezogen 
wurde, muBte der Leber-Somatische Index zwangslauf ig die 
proportionale Verteilung etwaiger MFO-wirksamer Bestandteile 
im Fisch und damit die wirksame Dosis in der Leber beein­
flussen. Zudem wilrde, gleichen proportionalen Enzymgehalt 
der Leber vorausgesetzt, eine groBere Leber mit geringerer 
Protein-bezogener MFO-Aktivitat auskommen, um insgesamt die 
gleiche metabolische Leistung zu erbringen. Deshalb wurden 
die (auf mikrosomales Protein bezogen ermittelten) MFO­
Aktivitaten uber den mikrosomalen Proteingehalt und das 
Gewicht der Leber umgerechnet auf die MFO-Akti vita ten der 
ganzen Leber (Abb. 6 e): Auf dieser Basis lagen die 
Aktivitaten beider Monooxygenasen in den mit den Olen 
behandelten Tieren deutlich unter denen in den unbehandelten 
Kontrollen. Besonders ausgepragt war der EinfluB des 
Fischels auf die ECOD-Aktivitat. 

Leider gibt es uber den EinfluB der reinen Pflanzen­
bzw. Fischol-Injektion auf die Monooxygenase-Aktivitat in 
der Fischleber keine Hinweise in der Li teratur, da alle 
Autoren mi t reinem 61 behandel te Ti ere als Kontrollgruppe 
verwenden, nicht unbehandelte. 

Es ist f estzuhal ten, daB in derartigen Versuchen mog­
licherweise die Reaktion des MFO-Systems auf den getesteten 
Induktor ( B-NF, PCB-Kongenere o. a.) gegenuber natiirlichen 
Umweltbedingungen nicht nur durch den mit BehandlungsstreB 
verbundenen Applikationsmodus, sondern auch durch eine 
Reaktion auf das als Trager des Induktors verwendete 61 
verfalscht werden kann. 
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3.2. ERGEBNISSE UND DISKUSSION DES VERSUCHS "CB 77/1" 

Die KerpermaBe der einzelnen Steinbutts aus diesem Ver­
such sind Tab. 2.2 (Annex 2) zu entnehmen. 

Abb. 7a veranschaulicht die Entwicklung der Gehalte an 
Chlorbiphenyl Nr. 77 in der Leber der Ti ere, und Abb. 7b 
zeigt (zur besseren Ablesbarkeit der niedrigeren Werte) 
denselben Sachverhal t in logari thmischer Darstellung. Auch 
wenn in Rechnung gestellt wird, daB es sich um jeweils nur 
einen MeBwert handel t, so deutet sich doch an, da.B die 
maximale Konzentration in der Leber der mit diesem PCB 
beimpften Fische nach 4 - 5 Tagen erreicht war und daB sie 
dann bis zum 15. Tag relativ konstant blieb. Der extrem hohe 
Wert am dri tten Tag kann als Ausrei.Ber betrachtet werden. 
Ein Analysenfehler ist auszuschlieBen, da eine Wiederholung 
der Analyse dieser Probe das Ergebnis bestatigte. Die Probe 
wurde vermutlich im Zuge der Praparation oder Aufarbeitung 
kontaminiert. 

Nach der allgemeinen Tendenz des Konzentrationsverlaufes 
uber die Zei t erscheint der vollstandige Ruckgang der CB­
Komzentration am 38. Tag in den Bereich der Grundbelastung 
(� 10 ng/g Leber), der durch die mit Fischel bzw . .B­
Naphthoflavon + Fischel beimpften Tiere reprasentiert wird, 
zu diesem Zeitpunkt als eher unwahrscheinlich. Unter den mit 
Chlorbiphenyl beimpften Fischen lagen in dieser Leber die 
Aktivitaten beider Monooxygenasen geringfugig uber dem 
Bereich der Aktivitaten der nur mit Fischel behandelten 
Tiere (Abb. 7c,d), die EROD-Aktivitat deutlicher als die 
ECOD-Akti vi tat. Dies laBt - bei aller gebotenen Vorsicht 
gegenuber Einzelwerten - darauf schlieBen, daB um diese Zeit 
die Eliminationsrate fur das Chlorbiphenyl Nr. 77 erheht 
war, und daB der Induktor inzwischen eliminiert worden war. 

Wahrend GOOCH et al. (1989a) 5 Tage nach der Injektion 
von B-NF eine fast zehnfache Steigerung der EROD-Aktivitat 
der Leber von Stenotomus chrysops fanden, war die Steigerung 
hier deutlich geringer. Im Gegensatz zu deren Ergebnissen, 
die nach 100 µg CB 77 / kg Fisch eine etwa doppelt so hohe 
EROD-Akti vi tat wie nach 20 mg .B-NF aufwiesen, zeigten die 
Ergebnisse dieses Versuchs (mit Ausnahme der letzten Probe, 
fur die leider keine Kontrolle vorliegt) keine klare 
Steigerung der EROD-Aktivitat durch CB 77 gegenuber der 
Kontrolle. Das mag einerseits an der geringeren von uns 
verabreichten Dosis liegen, andererseits konnte die Ursache 
z.B. in artspezifischen Unterschieden in der Induzierbarkeit
der MFO-Systeme liegen. Daneben kommen weitere Faktoren in
Betracht, wie die Verfugbarkeit von Bausteinen zur synthese
von MFOs (z.B. Ernahrungszustand, zusammensetzung der
Nahrung) oder die Anwesenheit anderer MFO-wirksamer stoffe.
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Versuch "CB 77/1" I Ergebnisse 1 
a) Chlorbiphenyl Nr 77 - Konzentration
in der Leber der Versuchstiere
[ng/g Feuchtgewicht] I lineare Skala

CB 77 (ng I g Leber] 
1000����������������� 
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Versuchsdauer [Tage] 

- CB 77 in Fl1chol 

D Fischel 

� 8·NF in Fischel 

Versuch "CB 77 /1": CB-Konzentrationen I 

0,05 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF und 
1 ml Fischel I kg Fisch (einmal. lnj.) 

37 

c) EROD-Aktivitat in der Leber der Tiere
in Abhangigkeit von Versuchsdauer und
intraperitoneal injizierter Substanz

EROD (pMol I mg Protein • mini 400����������������� 

350 
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1 h 3 4 5 6 7 14 

Versuchsdauer (TageJ 

- CB 77 in Flachol 

D Flachill 

� 8-NF in Fiachill 

Versuch "CB 77/1": EROD - Ak tivitiit, 
0,05 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF bzw. 
1 ml Fischel I kg Fisch 

37 

b) Chlorbiphenyl Nr 77 - Konzentration
in der Leber der Versuchstiere
(ng/g Feuchtgewicht) I logar. Skala

CB 77 [ng I g Leber) 
1000���������������----, 

100 i= 

10 � 

3 4 5 6 7 14 

Versuchsdauer [Tage) 

- CB 77 in Fischill 

D Fischel 

� 8-NF in Flachol 

Versuch "CB 77 /1": CB-Konzentrationen I

0,05 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF und 
1 ml Fischel I kg Fisch (einmal. lnj.) 

37 

d) ECOD-Aktivitat in der Leber der T iere
in Abhangigkeit von Versuchsdauer und
intraperitoneal injiz ierter Substanz

ECOD (pMol I mg Protein .. mini 
300����������������� 

250 
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100 
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1 h 3 4 5 6 7 

Versuchsdauer [Tage) 

- CB 77 in Fiachill 

c:J Flachill 

� 8-NF in Fi1chol 

Versuch "CB 77 /1": ECOD - Ak tivitiit, 
0,05 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF bzw. 
1 ml Fischel I kg Fisch 

Abb. 7a-d: Entwicklung der Chlorbiphenyl-77-Konzentration, der 
EROD- bzw. ECOD-Aktivitat in der Steinbuttleber uber die Zeit 
irn Versuch "CB 77/1" 

3 4 5 6 7 

14 37 
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Fur die ECOD-Aktivitat war durch CB 77, das ja nach der 
Literatur ein Induktor des reinen 3-MC-Typs ist, keine 
Steigerung erwartet warden. 

Anders als die Tiere, die mi t CB 77 beimpft warden 
waren, wiesen die mit B-Naphthoflavon behandelten Tiere 
zwischen dem 2. und 8. Tag (Ende der Bestimmungen) deutlich 
erhohte EROD-Aktivitaten (3-4fach) und etwas schwacher 
erhohte ECOD-Aktivitaten auf. Eine unterschiedliche steige­
rung der beiden Monooxygenasen durch B-NF steht im Einklang 
mit der Literatur. Das AusmaB der EROD-Induktion blieb 
allerdings deutlich hinter den Erwartungen zuruck. 

ZHANG et al. (1990) stellten nach intraperitonealer In­
jektion einer geringeren Dosis (50 µg B-NF / kg Regenbogen­
forelle bereits nach 12 Stunden eine signifikante Induktion 
der hepatischen EROD-Aktivitat fest, die jedoch nur bis nach 
9 6 Stunden, nicht mehr nach 19 2 Stunden nachweisbar war. 
Eine hohere Dosis van 50 mg B-NF / kg Regenforelle fuhrte 
bei diesen Autoren zu einer EROD-Induktion, die bis zum 
Versuchsende nach 59 Tagen andauerte. Die ECOD-Aktivitat der 
Fischleber wurde auch bei ZHANG et al. schwacher induziert 
als die EROD-Aktivitat: nach einmaliger Dosis van 50 µg / kg 
Fisch war die Induktion nur nach 48 h, aber weder nach 24 
noch nach 96 h nachzuweisen. 

Die wenigen Daten uber den Cortisolspiegel im Blutserum 
lass en nur einige vage Anmerkungen zu: Die anf angs hohen 
Cortisolspiegel der mit CB 77 behandelten Tiere durften auf 
den durch die Injektion verursachten Behandlungsstress 
zuruckzufuhren sein. Anderersei ts waren die Fische, denen 
nur das Fischel injiziert wurde, demselben Behandlungsstress 
unterworfen, so daB deren stets niedrigeres Niveau erstaun­
lich ist. Es kann anhand der drei Werte auch nicht entschie­
den werden, ob die klare Steigerung der Cortisolspiegel der 
mi t B-NF beimpften Tiere vom 4. zum 8. Tag eine zufallige 
Verteilung innerhalb der naturlichen Variabilitat darstellt 
oder ob sie evtl. eine Falge der induzierten MFOs dieser 
Tiere war. Es war im Rahmen dieses Vorhabens leider nicht 
mehr moglich, dieser Frage experimentell nachzugehen. 

Zwei positive Ergebnisse dieses Versuchs bleiben zu 
erwahnen; die kontaminierten Fische erschienen uber den 
Versuchszeitraum durch die Injektion nicht beeintrachtigt 
(weder langerfristige Auffalligkeiten im Verhalten noch 
Entzundungen), und das Ziel der Praxiserprobung der Methoden 
konnte erfolgreich abgeschlossen werden. 
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Versuch 1

1CB 77 /1 11 

I Ergebnisse 2 

e) Cortisol - Spiegel im Blutserum
der Versuchstiere [ng I ml]
nach Behandlung und Versuchsdauer

Cortisol-Spiegel [ng I ml Serum] 
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Versuch "CB 77 /1": Cortisol-Spiegel 
0,05 mg CB 77 bzw. 20 mg B-NF und 
1 ml Fischol I kg Fisch (einmal. lnj.) 

Abb. 7 e: Cortisolgehalte im Blutserum der Fische im Versuch 
"CB 77/1 11 nach Behandlung und Versuchsdauer 

1 
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3.3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION DES VERSUCHS "CB 77/2" 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind zusammen mi t den 
KorpermaBen der verwendeten Steinbutts in Tab. 2.3 (Annex 2) 
aufgelistet. Die drei bei der Praparation der Lebern als 
Weibchen erkannten Fische sind darin gesondert aufgefi.ihrt, 
weil sie sich in einigen Parametern sehr deutlich von den 
juvenilen Fische unterschieden: Bei vergleichbaren Langen 
und Gewichten hatten die Lebern der weiblichen Tiere 
ubereinstimmend annahernd das doppelte Gewicht, wie auch in 
den Leber-Somatischen Indices zum Ausdruck kommt. Wahrend 
sich die mikrosomalen Proteingehalte ihrer Lebern durchaus 
im Bereich derer der Juvenilen bewegten, wiesen die Weibchen 
vom 1. Tag an drastisch geringere EROD- und ECOD-Aktivitaten 
auf. Der Unterschied wird einem hemmenden EinfluB der 
weiblichen Sexualsteroide auf das MFO-System zugeschrieben, 
insbesondere des Estradiol-1 7 B ( z. B. STEGEMAN & CHEVION, 
1980; FORLIN & HANSSON, 1982). Der Vergleich der ECOD/EROD­
Verhaltnisse der drei Weibchen mit denen der drei Juvenilen 
nach 1 Tag, deren MFO-Aktivitaten als noch kaum induzierte 
Referenz dienen konnen, legt den SchluB nahe, daB die EROD 
der Weibchen deutlich starker gehemmt wurde als ihre ECOD. 

Wahrend die Langen aller verwendeten juvenilen Tiere 
untereinander gut vergleichbar waren (Abb. 8a), wiesen die 
Gewichte der mit CB 77 beimpften Tiere leichte Unterschiede 
auf, wobei der Gesamtbereich jedoch innerhalb des Bereichs 
der Gewichte der mit B-NF behandelten Fische lag (Abb 8b). 
Annahernd gilt dies auch fur die Lebergewichte (Abb 8c). 
Auch die Leber-Somatischen Indices wiesen - bei z.T. groBer 
individueller Streuung insgesamt i.iber den Versuchs­
zeitraum keine deutlichen Unterschiede auf (Abb. 8d). Eine 
sich andeutende, sinkende Tendenz der Gehal te an mikroso­
malem Protein (Abb. 8e) wird durch besonders niedrige Werte 
nach 3 Tagen relativiert; mit einsetzender MFO-Induktion 
ware auch eher ein Anstieg des mikrosomalen Proteingehalts 
zu erwarten (z.B. ADDISON et al., 1978). 

Wahrend die 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase-Aktivitat der 
juvenilen Fische sowohl durch 3, 3', 4, 4 '-Tetrachlorbiphenyl 
als auch durch B-Naphthoflavon bis zum 5. Tag nach der 
Injektion eindeutig induziert wurde (Abb. 8 g,i,k), war eine 
Induktion der 7-Ethoxycumarin-O-deethylase nur durch B-NF

eindeutig nachweisbar (Abb. 8 h,j,l). Zwar scheint sich auch 
bei den mit CB 77 behandelten Steinbutts tendenziell eine 
leichte ECOD-Induktion anzudeuten; diese ist aber nicht 
uberzeugend und sti.inde uberdies im Widerspruch zur Litera­
tur, nach der CB 77 ein Induktor des reinen 3-MC-Typs ist. 
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Versuch "CB 77 /211
: Morphometrische Merkmale 

a) Lange der Fische
(Mittelwerte und Standardabweichungen
von jeweils 3 juvenilen Fischen)

Fischlangen [cm] 

1 3 5 6-NF, 5d (Tage) 

600 

600 

400 

300 

200 

100 

b) Gewicht der Fische
(Mittelwerte und Standardabweichungen
von jeweils 3 juvenilen Fischen)

Fischgewichte [g] 

1 3 5 6-NF, 5d [Tage)

Versuch ·cB 77 /2": Versuch "CB 77 /2": 

14 

12 

10 
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4 

2 

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

c) Lebergewicht der Fische
(Mittelwerte und Standardabweichungen
von jeweils 3 juvenilen Fischen)

Lebergewichte (g) 

1 3 5 B-NF, 5d [Tage)

Verauch "CB 77 /2": 
0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch 

2,5 

2 

1,5 

0,5 

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

d) Leber-Somatischer index
(Mittelwerte und Standardabweichungen
von jeweils 3 juvenilen Fischen)

LSI (Lebergew ... 100 I Fischgew.] 

1 3 5 6-NF, 5d (Tage ]

versuch ·cs 77 /2": 
0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch 

Abb. 8a-d): Langen, Fischgewichte, Lebergewichte bzw. Leber­
Somatische Indices der steinbutts im Versuch "CB 77/2" 
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Versuch 11CB 77/2
11

: Effekte in der Leber/ 1 

e) Gehalt an mikrosomalem Protein
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)
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mikrosomales Protein [mg I g Leber} 

1 3 5 B-NF, 5d [TageJ

Versuch ·ea 77 /2": 
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0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

g) EROD-Aktivitat I mikros. Prot.
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

EROD [pM I mg Protein * mini 

1 3 5 B-NF, 5d [Tage)

Versuch "CB 77 12·, 

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch 

2,5 
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1,5 

0,5 

f) ECOD/EROD-Verhaltnis
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

[ECOD I EROD) 

1 3 5 8-NF, 5d [Tage)

Versuch "CB 77 /2": 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

h) ECOD-Aktivitat I mikros. Prot.
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

ECOD (pM I mg Prat. * Min) 

1 3 5 B-NF, 5d (Tage)

Versuch "CB 77 12·, 

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

Abb. 8e-h): Mikrosomale Proteingehalte, ECOD/EROD-Verhaltnisse und 
auf mikrosomales Protein bezogene EROD- bzw. ECOD-Akti vita.ten 
in den Lebern der juvenilen Steinbutts im Versuch "CB 77/2" 
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Versuch 11CB 77/211
: Effekte in der Leber I 2 

i) EROD-Aktivitat I g Leber
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

EROD [nM I g Leber • h] 

1 3 5 6-NF, 5d [Tage)

5 

4 

3 

2 

j) ECOD-Aktivitat I g Leber
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

ECOD lnM I g Leber • h] 

1 3 5 0-NF, 5d [Tage]

Versuch 'CB n 12•, Versuch 'CB 77 /2': 
0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

k) EROD-Aktivitat I ganze Leber
(Mittelwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

EROD [nM I Leber • h) 

1 

Versucl\ 'CB 77•, 

3 5 6-NF, 5d [Tage}

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

50 

40 

30 

20 

10 

0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

I) ECOD-Aktivitat I ganze Leber
(Mittetwerte und Standardabweichungen
aus den Lebern von je 3 Juvenilen)

ECOD [nM I Leber • h) 

1 3 5 8-NF, 5d (Tage]

Versuch ·ce 77 /2': 
0,1 mg CB 77 bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch 

Abb. 8 i-1: Auf 1 g Leber bzw. die ganze Leber bezogene EROD- bzw. 
ECOD-Akti vita ten in den Lebern der juvenilen Steinbutts im 
Versuch "CB 77/2" 



- 36 -

Eine EROD-Induktion muB bei unveranderter ECOD-Aktivitat 
zwangslaufig zur Senkung des ECOD/EROD-Verhaltnisses fuhren. 
Es konnte also erwartet werden, daB eine Induktion des 
reinen 3-MC-Typs (CB 77) zu niedrigeren ECOD/EROD-Verhalt­
nissen fuhren wurde als eine Induktion des Mischtyps (B-NF). 
Die Tatsache, daB die ECOD/EROD-Verhaltnisse 5 Tage nach CB 
77- bzw. B-NF-Injektion untereinander sehr ahnlich waren
(Abb. 8 f), scheint damit im Widerspruch zu stehen. Es ist
jedoch zu bedenken, daB B-NF eine deutlich starkere
Induktion bewirkte als CB 77 und daB gleichzeitig B-NF die
EROD deutlich starker induziert als die ECOD (vgl. 3.2), so
daB diese Ahnlichkeit eine zufallige Folge der applizierten
(fur CB 77 und B-NF unterschiedlichen) Dosen und der
Induzierbarkeit der beteiligten Isozyme sein durfte.

sowohl im ECOD/EROD-Verhaltnis wie in der EROD-Aktivitat 
zeigten die mi t CB 77 beimpften Ti ere nach 3 Tagen die 
groBte Variationsbreite. Da die Variationsbreite nach einem 
Tag ( eher noch unveranderte Akti vi tat) wie nach 5 Tag en 
( eher maximale Induktion) geringer war, mag dies auf eine 
individuell verschiedene Geschwindigkeit des Ubergangs 
(Raten der Aufnahme des Induktors in die Leber, der Bindung 
an den Ah-Rezeptor, Transskription, Enzymsynthese usw.) hin­
weisen; andererseits wies diese Fischgruppe auch die groBte 
Variationsbreite im Leber-Somatischen Index auf, so daB in 
den Lebern dieser Tiere auch die effektiven Chlorbiphenyl­
Konzentrationen am ungleichmaBigsten gewesen sein dilrften. 

Die applizierten Dosen von CB 77 und B-NF waren an der 
Arbeit von GOOCH et al. (1989) orientiert worden, und diese 
Autoren hatten ihre Versuche mit Stenotomus chrysops eben­
falls nach 5 Tagen beendet. Daher bietet sich ein Vergleich 
des Induktionsverhaltens an: Ihre mit 20 mg B-NF/kg Fisch 
behandelten Tiere hatten nach 5 Tagen eine im Mittel 
gegenuber den nur mi t Mai sol beimpften Tieren um das ea. 
7fache gesteigerte hepatische EROD-Aktivitat (0,34 bzw. 2,29 
nMol/mg Protein * min); dies entspricht recht genau dem 
Faktor zwischen den PCB-behandel ten Steinbutts nach 1 Tag 
(noch kaum induziert) und den B-NF beimpften Tieren nach 5 
Tagen. Wahrend aber bei GOOCH et al. die O,l mg Dosis CB 77 
die EROD-Aktivitat auf das 2-3fache der B-NF-Behandlung 
steigerte, bewirkte sie bei den Steinbutts nur eine 
Steigerung auf rund die Halfte des durch B-NF erreichten 
Ni veaus. Zur Interpretation dieses Unterschiedes ist 
einerseits anzumerken, daB die Werte von GOOCH et al. 
zeitlich getrennten Versuchen entstammten, wahrend die 
Steinbutts parallel in einer Versuchsserie bearbei:tet 
wurden. Anderersei ts konnte der Unterschied auf art- und 
induktorspezifische Unterschiede in der Reaktion der MFO­
Systeme hinweisen, und es muB auf den schlechten 
Ernahrungszustand der Steinbutts hingewiesen werden. 
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3.4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION DES VERSUCHS 11 3 CBs" 

Einen Uberblick uber die arithmetrischen Mittelwerte und 
Standardabweichungen der KerpermaBe und MFO-Aktivitaten der 
nach Behandlung und Versuchsdauer sortierten Gruppen von 
Versuchstieren bietet Tab. 2.4 (Annex 2). 

Die Langen und Gewichte (Abb. 9 a,a' bzw. b,b') aller 
Versuchstiergruppen waren untereinander gut vergleichbar. 
Dagegen unterschieden sich die Lebergewichte und folglich 
auch die Leber-Somatischen Indices ( Abb. 9 c, c' bzw d, d' ) 
der nur mit dem Fischel beimpften Tiere zwischen den beiden 
Probennahmen deutlich, indem sie nach 1 Tag besonders tief, 
nach 7 Tagen besonders hoch waren. Es ist unwahrscheinlich, 
daB dieser Unterschied eine Folge der Behandlung ist, weil 
er dann unter den mi t Fischel + Chlorbiphenyl bzw. B-NF

beimpften Fischen ebenfalls hatte auftreten mussen. Es ist 
daher anzunehmen, daB es sich um einen zufalligen 
Unterschied handel t, der der zu geringen Stuckzahl ( je 4) 
zuzuschreiben ist. 

Dies gilt auch fur Unterschiede in den mikrosomalen 
Proteingehalten der Lebern (Abb. 9 e,e'), die z.B. zwischen 
den beiden Probennahmen der mit Fischel beimpften Tiere 
auftraten: beide Wertebereiche lagen innerhalb der Bereiche, 
die fur die mikrosomalen Proteingehal te der unbehandel ten 
Kontrollen wie auch der mit B-NF beimpften Fische, die 
uberdies untereinander fast deckungsgleich waren, ermittelt 
wurden. 

In Abb. 9 g,g' und 9 i.i' sind die auf mikrosomales Pro­
tein bzw. auf die gesamte Leber bezogenen EROD-Aktivitaten 
dargestellt. Die 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase der Lebern 
wurde, wie im vorangegangenen Versuch, durch B-NF eindeutig 
induziert und durch das reine Fischel leicht abgesenkt. 
Wahrend der Faktor zwischen den EROD-Akti vita.ten nach der 
Fischel- bzw. B-NF-Beimpfung im Mittel ea. 7 war, betrug er 
in diesem Versuch nur ea. 2,5. Als Ursachen fur diese 
geringere Steigerung kommen z.B. die Umstande in Frage, daB 
die Versuchsdauer dort 5 Tage, hier 7 Tage betrug, und daB 
die Ausgangsaktivitat in diesem Versuch aus unbekannten 
Grunden etwa 3mal so hoch war wie im vorangegangenen. 

Fur die hehere Ausgangsaktivitat mag es eine Rolle 
spielen, daB diese Ti ere erst 2 Wochen vor Versuchsbeginn 
aus Bulk geholt worden waren (TransportstreB, besserer 
Ernahrungszustand, Reste einer Induktion in Bulk durch 
andere Substanzen als Chlorkohlenwasserstoffe o. a.). Die 
Temperatur- und Salini tatsunterschiede zwischen den beiden 
Versuchen waren relativ geringfugig (s. 2.4.3. bzw. 3.4.4.), 
so daB sie als Ursache ausscheiden. 
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Versuch "3 CBs" I Morphometrische MerkmaJe 1 
a) Lange der Fische
Versuch ·3 CBs": 1 ml Fischel und
0,1 mg CB bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch
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Versuch ·3 CBs": 1 ml Fischel und
0,1 mg CB bzw. 20 mg 6-NF I kg Fisch
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Abb. 9 {a,a'.b.b'): Arithmetrische Mittel (± Standardabw.) bzw. 
geometrische Mittel der Langen bzw. Gewichte der Steinbutts 
im Versuch "3 CBs" 
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Versuch "3 C8s 11 

I Morphometrische Merkmale 2 

10 

8 
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4 

2 

0 

c) Lebergewicht der Fische
Versuch ·3 CBs": 1 ml Fischel und
0,1 mg CB bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch

Lebergewicht (g] 
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x Mlttelwert 

(Mittelwerte und Standardabweichungen 
aus jeweils 4 juvenilen Steinbutts) 

d) Leber-Somatischer Index (LSI)
Versuch ·3 CBs": 1 ml Fischel und
0, 1 mg CB bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch

Leber-Somatischet' Index
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Abb. 9 (c,c'.d,d'): Arithmetrische Mittel (± Standardabw.) bzw. 
geometrische Mittel der Lebergewichte bzw. Leber-Somatischen 
Indices der Steinbutts im Versuch "3 CBs" 
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Versuch 113 CBs" I Effekte in der Leber - 1 

e) Mikrosomales Protein der Leber
Versuch •3 CBs": 1 ml Fischol und
0,1 mg CB bzw. 20 mg 8-NF I kg Fisch
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Abb. 9 (e.e'.f.f'): Arithmetrische Mittel (± Standardabw.) bzw. 
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Versuch 113 CBs" I Effekte in der Leber - 2 

g) EROD - Aktivita t I Protein
Versuch ·3 CBs", 1 ml Fischel und 
0,1 mg CB bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch 

EROO-Aktivitiit [pMol/mg Protein • mini
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deethylase der Steinbuttlebern im Versuch "3 CBs" 

... 



- 42 -

Versuch "3 CBs" I Effekte in der Leber - 3

i) EROD - Aktivitat I Leber
Versuch ·3 CBs": 1 ml Fischol und ·
0,1 mg CB bzw. 20 mg B-NF I kg Fisch
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1600 r-��������������� 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

O 1 - 7 1 - 7 1 - 7 1 - 7 7 ITageJ 

Kontr. Fischel CB77 CB118 CB153 8-NF 

1600 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

x Mittelwert 

(Mittelwerte und Standardabweichungen 
aus jeweils 4 juvenilen Steinbutts) 

j) ECOD - Aktivita t I Leber
Versuch ·3 CBs": 1 ml Fischol und
0,1 mg CB bzw. 20 mg 6-NF I kg Fisch

ECOD-Aktivitat [nMol/ganze Leber • hi 

I 

0 1 - 7 1 - 7 1 - 7 1 - 7 7 (Tagel 

Kontr. Flechol CB77 CB118 CB153 8-NF 

X Mlttelwert 

(Mittelwerte und Standardabweichungen 
aus jeweils 4 juvenilen Steinbutts) 

1600 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200' 

0 

1600 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

0 

i') EROD - Aktivitat I Leber 
geometrisches Mittel 

EROD [nMol I Leber • h] 

0 i Tage 

D unbeh. D Fischol � CB 77 

� CB 118 - CB 153 - 6-NF

j') ECOD - Aktivitat I Leber 
geometrisches Mittel 

ECOD [nMol I Leber • h] 

0 7 Tage 

D unbeh. D Fischol � CB 77 

iilmJ CB 118 - CB 153 - 6-NF 

Abb. 9 (i,i'.j,j'): Arithmetrische Mittel (± Standardabw.) bzw. 
geometrische Mittel der auf die ganze Leber bezogenen 
Aktivitat der 7-Ethoxycumarin- bzw. 7-Ethoxyresorufin-o­
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Zwar dl'.irften sich andeutende Unterschiede zwischen den 
auf mikrosomales Protein bezogenen EROD-Aktivitaten der mit 
den drei Chlorbiphenylen beimpften Steinbutts (Abb. 9 g,g'), 
paarweise betrachtet, einer strengen statistischen Prufung 
kaum standhalten - vielleicht mit Ausnahme des Unterschiedes 
zwischen den beiden Probennahmen der mit CB 153 beimpften 
Ti ere; die Gesamtubersicht zeigt jedoch einige Tendenzen, 
deren Zufalligkeit bezweifelt werden kann: 

Wie schon im Versuch "6le" (s.o.), wiesen die mit reinem 
Fischel beimpften Tiere sowohl nach einem wie nach sieben 
Tagen gegenuber den unbehandelten Kontrollen abgesenkte 
EROD-Aktivi ta ten auf. Dieser hemmende Einf lu.13 des Fischels 
war an beiden Tagen durch 3,3',4,4'-Tetrachlorbiphenyl, das 
als EROD-Induktor bekannt ist, vermindert, so da.13 annahernd 
das Niveau der unbehandelten Kontrollen erhalten blieb 
(Induktion). 2,2',4,4' ,5,5'-Hexachlorbiphenyl, als Induktor 
des reinen Phenobarbital-Typs bekannt, hatte nach 7 Tagen 
keinen Einflu.13 auf die EROD-Aktivitat, die auf dem Niveau 
der nur mi t Fischel beimpften Tiere lag. Der Einflu.13 des 
2,3' ,4,4' ,5-Pentachlorbiphenyl, einem Induktor des Misch­
Typs, lag nach 7 Tagen im Mittel zwischen denen der beiden 
erstgenannten PCBs, so da.13 eine Induktion (wenn auch 
schwacher als durch CB 77) angenommen werden kann. Eine 
EROD-induzierende Wirkung von CB 118 stellten auch SKAARE et 
al. ( 1991) in der Regenbogenforellenleber fest. Sie inji­
zierten eine Dosis von 30 mg/kg Fischgewicht und fl'.ihren den 
Widerspruch zu GOOCH et al. ( 1989), die keine Induktion 
durch CB 118 erzielten, auf deren geringere injizierte Dosis 
oder artspezifische Unterschiede zurl'.ick. 

Wahrend die bislang beschriebenen Tendenzen im Grundsatz 
im Einklang mit der vorliegenden Literatur zum Einflu.13 von 
Chlorbiphenylen auf die EROD-Aktivitat in der Fischleber 
sind, steht eine weitere Tendenz, namlich die Steigerung der 
EROD-Aktivitaten in der Reihenfolge CB 77, 118, 153 in den 
Tieren, die 1 Tag nach der Beimpfung dem Versuch entnommen 
wurden, im scheinbaren Widerspruch zur Literatur. Dieses 
Ergebnis bedarf einer eingehenden Uberprufung, da eine 
Steigerung der EROD-Aktivitat gerade durch Chlorbiphenyl 153 
(reiner PB-Typ, s.o.) bislang nicht beobachtet wurde. Zwar 
wird die Tendenz der auf mikrosomales Protein bezogenen 
Aktivitaten durch eine eher gegenlaufige Tendenz der auf die 
gesamte Leber bezogenen Aktivitaten (Abb. 9 i, i') relati­
viert; es ist aber zu berl'.icksichtigen, da.13 in vergleichenden 
Untersuchungen zur Ermittlung von quantitativen Struktur­
Aktivitats-Beziehungen (QSAR) die Aktivitaten ebenfalls auf 
mikrosomales Protein bezogen wurden, und da.13 dabei 1'.iberwie­
gend mit heheren Chlorbiphenyl-Dosen (um maximale Induktion 
zu erreichen) und langeren Versuchsdauern (zwischen 3 und 7 
Tagen) gearbeitet wurde. 
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Die ECOD-Aktivitaten (Abb. 9 h,h',j,j') lassen, bedingt 
durch die sehr groBen Streuungen, keine Tendenzen erkennen. 
Selbst das B-NF rief in diesem Versuch keine deutlich 
erkennbare ECOD-Induktion hervor. Dies laBt in Verbindung 
mi t der relati v hohen Variabili tat innerhalb der Gruppen 
darauf schlieBen, daB die Fische noch nicht lange genug in 
den Versuchsbecken gelebt hatten, so daB sie noch aus Bulk 
oder vom Transport her Einf liissen ausgesetzt waren, die 
starkeren EinfluB auf die ECOD-Aktivitat hatten als die 
applizierten Induktoren. Auch die ECOD/EROD-Verhaltnisse 
(Abb. 9 f,f') zeigen keine klare Tendenz, mit Ausnahme des 
Verhal tnisses in den Lebern der mi t B-NF beimpften Ti ere, 
das erwartungsgemaB besonders niedrig war: 8-Naphthoflavon 
induziert bekanntlich die EROD starker als die ECOD. Dagegen 
gibt es keine plausible Erklarung fur das genauso niedrige 
mittlere ECOD/EROD-Verhaltnis in den Lebern der mit CB 118 
beimpften Tiere nach einem Tag; es muB als weiteres Beispiel 
dafur gewertet werden, daB der Zufall wegen der zu geringen 
Anzahl von Versuchstieren eine zu erhebliche Rolle spielte. 

4. ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION UND FOLGERUNGEN

Die Ergebnisse der im Projekt durchgefuhrten Versuche 
bestatigen zwar im wesentlichen aus der Literatur bekannte 
Sachverhalte, einzelne Befunde machen jedoch im Zusammenhang 
mi t widerspruchlichen Angaben in der Li teratur eine 
kritische Auseinandersetzung mit gangigen Vorstellungen 
notig. 

Die Basisaktivitat der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase in 
der Steinbuttleber durfte in der Gro8enordnung zwischen 20 
und 50 pMol Resorufin / mg mikrosomalen Proteins und Minute 
liegen, wie sie in den Lebern der unbehandelten (und der mit 
Fischel bzw. Distelol beimpften) Tiere im Versuch "0le" 
ermittelt wurde. In dieser GroBenordnung lagen auch die 
Aktivitaten einen Tag nach der Injektion von CB 77 (Versuche 
"CB 77/1" und "CB 77/2"). Dies ist genau der Bereich, den 
PLUTA {1991) fur unbelastete Regenbogenforellen und Karpfen 
feststellte. (Leider gibt es bisher keine Angaben iiber MFO­
Aktivitaten des steinbutts.) Die hohere Aktivitat der 
Kontrollen im Versuch "3 CBs" wird auf die kUrzere 
Adaptationszeit im IfM zuruckgefilhrt (vgl. 3.4.4). 

Die MFO-Aktivitaten der fast flie8end reifen weiblichen 
Fische waren auf deutlich unter 10 pMol Resorufin bzw. auf 
ea. 20 pMol Hydroxycumarin/ mg Protein Minute herabge­
senkt, und ihre EROD wurde auch durch Chlorbiphenyl 77 nicht 
gesteigert (Versuch "CB 77/2"). 
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Es ist bekannt, daB weibliche Fische, insbesondere kurz 
vor dem Ablaichen, geringere hepatische MFO-Aktivitaten als 
juvenile und mannliche aufweisen (z.B. STEGEMANN & CHEVION, 
1980; KOIVUSAARI et al., 1981; PLUTA, 1991). Der Unterschied 
betrifft nicht nur die Basisakti vita ten, sondern auch das 
AusmaB der Induktion durch Schadstoffe (FORLIN, 1980; FORLIN 
et al., 1984). Dies kann darauf zuruckgefi.ihrt werden, daB 
Estradiol die MFO-Aktivitat absenkt, wahrend Testosteron sie 
- wenn i.iberhaupt - eher steigert (FORLIN & HANSSON, 1982;
STEGEMAN et al. 1982, VODICNIK & LECH, 1983, ANDERSSON,
1990). Umgekehrt wurden auch stimulierende Einfli.isse durch
PCB-Gemische auf den Geschlechtssteroidmetabolismus von
Fischen nachgewiesen (ANDO & YANO, 1982, YANO & MATSUYAMA,
1986).

Eine wechselseitige Beeinflussung der durch MFOs vermit­
telten Metabolismen von Steroiden und Induktoren des 3-MC­
Typs ist plausibel, da die Wirkungsmechanismen (zumindest im 
Sauger) frappierende Parallelitaten zeigen: Bindung an einen 
cytosolischen Receptor, Wanderung des Ligand-Receptor­
Komplexes zum Kern, dort Ubertragung auf einen zweiten 
Receptor und Bindung des Ko,plexes mit der Proteinseite an 
die DNA, Erhohung der Transskription der DNA, dadurch 
Multiplikation der mRNA fur wenigstens einige Cytochrom P-
450-Isoenzyme (BRESNICK, 1978; WELLHONER, 1990).

Es ist demzufolge auch mi t Wechselwirkungen nicht nur
zwischen Geschlechtshormonen, angef angen beim Progesteron, 
sondern auch zwischen dem steroiden StreBhormon Cortisol und 
Xenobiotika zu rechnen. So fanden BYRNE et al. (1988) nach 
chronischer Belastung durch PCBs und PBBs eine Reduktion des 
Corticosteronspiegels im Rattenblut, die mit einer Schadi­
gung der Nebennierenrinde einherging. Dagegen beobachteten 
ENGELHARDT et al. (1982) in Robben, deren Futter (Fische) 
kilnstlich mit Rohal versetzt war, neben der zu erwartenden 
Induktion der Arylkohlenwasserstoffhydroxylase (AHH) eine 
deutliche Erhohung der Cortisolspiegel. Dabei sank die 
Halbwertzeit des Cortisols von 13;4 auf 1 Stunde. Weiterhin
stellten ILAN & YARON (1982) in Regenbogenforellen bei o,p­
DDD-Exposition eine langfristige Erhohung des Cortisol­
spiegels fest, der i.iber dem kurzfristig durch Fang und 
Blutabnahme verursachten StreB-Ni veau lag. Die biologische 
Halbwertzeit des Cortisols war gegenilber den Kontrollen um 
370% verlangert, und noch nach 120 Tagen erhohte neuerlicher 
StreB den Cortisolspiegel nicht weiter. Die beobachtete 
Steigerung der Cortisolspiegel im Blut der mit B-NF

beimpften Steinbutts ( Versuch "CB 77 /1") ist demnach trotz 
der statistisch kaum beweiskraftigen Anzahl von Versuchs­
tieren durchaus ernstzunehmen. 
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Fische sind poikilotherrne Tiere; deshalb ist ihr Stoff­
wechsel in starkerern MaBe als derjenige der Saugetiere von 
der Urngebungsternperatur abhangig, und es ist dern Urnstand 
zuzuschreiben, daB die Versuche in der warrneren Jahreszeit 
durchgefilhrt wurden (min. 6

°

C, rnax. 16,7
°

C), daB ein 
TernperatureinfluB auf die Monooxygenase-Aktivitaten bzw. auf 
deren Induktion durch Xenobiotika hier nicht deutlich wurde. 
Derartige Einflilsse sind oft in Laborversuchen (z.B. 
STEGEMAN, 19 7 9 ; KOIVUSAARI , 19 8 3 ; GURUMURTHY & MANNER ING, 
1985; ANDERSSON & KOIVUSAARI, 1985; JIMENEZ, et al., 1987, 
1988; JIMENEZ & BURTIS, 1988, 1989) und in Feld­
untersuchungen festgestellt worden (z.B. ERNST et al., 1986; 
PLUTA, 1991). 

Die MFO-Aktivitat ist .�uch vorn Alter der Fische abhangig
(CHEVION et al., 1977; FORLIN, 1980; PLUTA, 1991). Dieser 
Faktor wurde hier bewuBt elirniniert, indern nur Fische einer 
Alters- und GroBengruppe verwendet wurden. 

Die beobachtete, sehr groBe Variabilitat der MFO­
Aktivitaten innerhalb einzelner Versuchsgruppen konnte teil­
weise auf genetische Heterogenitat der Tiere zurilckzufilhren 
sein. So stellten PEDERSEN et al. (1975) erhebliche Unter­
schiede zwischen den Monooxygenase-Aktivitaten geographisch 
und genetisch distinkter Starnrne der Regenbogenforelle fest. 
Die Autoren schranken jedoch ein, daB die Unterschiede nicht 
zwangslaufig genetisch bedingt gewesen sein rnussen, sondern 
daB Unterschiede in der Halterungsgeschichte der Fische, 
z.B. in der Nahrung, eine hinreichende Erklarung boten.

Die Ernahrung ist, wie wiederholt angedeutet wurde, eine 
wei tere wichtige Einf luBgroBe fur die MFO-Akti vi tat. Dies 
belegen nicht nur Hungerexperimente (KATO & GILLETTE, 1965; 
ANDERSSON et al., 1985; JIMENEZ & BURTIS, 1988, 1989), 
sondern auch Versuche, in denen Einflilsse unterschiedlicher 
Futterzusarnrnensetzungen getestet wurden ( ANKLEY & BLAZER, 
1988). CAMPBELL & HAYES ( 1974) geben einen Uberblick uber 
die Rolle wichtiger Nahrungsbestandteile (Proteine, Lipide, 
Kohlenhydrate, Vitarnine, Spurenelernente) auf das MFO-Systern. 

Zwei in den Versuchen beobachtete, nicht irn Einklang rnit 
der Li teratur stehende Tendenzen, die fur sich betrachtet 
nicht einrnal signifikant sind, narnlich leichte Erhohungen 
der Aktivitaten beider MFOs nach 37 Tagen des rnit CB 77 
beirnpften Fisches irn Versuch "CB-77 /1" und die nach einern 
Tag erhohte EROD-Aktivitat der rnit CB 153 beirnpften Fische 
(Versuch 113 CBs"), regen an zu einer kritischen Betrachtung 
der Versuche, aus denen die wei tgehend akzeptierten 
quantitativen Struktur-Aktivitats-Beziehungen (QSAR) und 
entsprechend die Berechnung von 2,3,7,8-TCDD-Toxizitats­
aquivalenten abgeleitet wurden (4.1). 
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4.1 ZUR AUSWAHL VON PCB-KONGENEREN FUR DAS CHEMISCHE 
SCHADSTOFFMONITORING 

Das ursprunglichste Ziel des Vorhabens bestand darin, 
die 6kotoxikologische Relevanz von PCB-Kongeneren zu uber­
prufen, um eine Entscheidungsgrundlage zu gewinnen, welche 
Kongenere im Rahmen des chemischen Schadstoffmonitoring mit 
hochster Prioritat zu erfassen sind. 

Neuere okotoxikologische Betrachtungen zur Bedeutung 
individueller Chlorbiphenyle basieren einerseits auf der 
Haufigkeit und Gr6Benordnung des Auftretens der Kongenere in 
marinen Matrizes, andererseits auf Daten uber deren 
toxisches Potential (z.B. McFARLAND & CLARKE, 1989): 

Als Datenbasis zur relativen mengenmaBigen Bedeutung von 
PCB-Kongeneren in marinen Matrizes kann die parallel zu 
diesem Vorhaben durchgefuhrte Untersuchung von REUSCH (1991) 
zur PCB-Belastung der Kieler Bucht naturgemaB nicht mit der 
computergestutzten Auswertung von zahlreichen entsprechenden 
Angaben in internationalen Li teratur konkurrieren, wie sie 
McFARLAND & CLARKE (1989) vornahmen. Die Ergebnisse stimmen 
dennoch in den Grundzugen recht gut uberein. 

Die gangigen QSARs fur PCBs ( z. B. POLAND & KNUTSON I 

1982; SAFE, 1984 und SAFE et al. 1982, 1985, 1986) basieren 
weitgehend auf der Bindungsaffinitat an einen cytosolischen 
Ah-Receptor (auch "TCDD-Receptor" genannt) und auf der durch 
aquimolare Dasen nach 5-7 Tagen verursachten Induktion der 
AHH und/oder EROD in Hepatozyten von Laborstammen von Klein­
saugern ( Rat ten, Maus en, Meerschweinchen) relati v zu den 
entsprechenden Werten fur 2,3,7,8-TCDD. Die ermittelten 
Faktoren sind bei diesen Tieren relativ gut mit den 
Unterschieden im Auftreten TCDD-typischer Vergiftungs­
symptome korreliert, so daB sie zur Berechnung von 2,3,7,8-
TCDD-Toxizitatsaquivalenten vorgeschlagen wurden. Das 
Produkt der Konzentration eines Kongeners mit seinem spezi­
f ischen TCDD-Vergleichsfaktor soll das toxische Potential 
dieses Kongeners, deren Summe das toxische Potential von 
Gemischen quantifizieren. 

Das wesentliche Ergebnis dieser Beobachtungen war immer 
wieder, daB PCBs in beiden para-Positionen und in mindestens 
2 meta-Positionen mit Chlor substituiert sein mussen, um 
eine ahnliche Reaktion wie TCDD hervorzurufen, wahrend 
Chloratome in der ortho-Position mit wachsender Anzahl diese 
Reaktionen verhindern. Daraus wurde durchaus plausibel 
abgelei tet, daB eine mehr oder weniger strikte Planari tat 
der Molekule essentiell fur eine dem TCDD vergleichbare 
Toxizitat sei. 
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Die Giftigkeit der strukturell zur Planaritat befahigten 
Kongenere soll hier nicht bezweifelt werden; es muB jedoch 
davor gewarnt werden, alle anderen, namlich die nicht­
planaren PCBs fur harmlos zu halten. Schon die oben 
umrissene Methode, nach der die QSARs zustande kamen, hat 
einige Schwachen, die es als gefahrlich erscheinen lassen, 
die Toxizitat von PCBs ausschlieBlich am TCDD zu messen: 

Bei den Versuchen, die den QSARs zugrundelagen, handelte 
es sich zumeist um Kurzzeitexperimente (in der Regel 5 oder 
7 Tage) mit relativ hohen Dosen einzelner Kongenere: 

- Das AusmaB der MFO-Induktion ist aber zeit- und konzen­
trationsabhangig (z.B. ZHANG et al., 1990).

- DENOMME et al. (1986) weisen darauf hin, daB die Wech­
selwirkungen zwischen einzelnen PCBs und von PCBs mit
anderen toxischen halogenierten Arylkohlenwasserstoffen

- bei ( in Bezug auf die Induktion: ) submaximalen Dosen
bisher vollig unbekannt sind.

- z. B. in Fischen konnte ein cytosolischer Ah-Receptor
bisher gar nicht nachgewiesen werden ( DENISON et al. ,
1986), und es ist unklar, ob der entsprechende Receptor
des Zellkerns (der letztlich fur die Reaktion des
Systems entscheidendere Receptor) in allen Fallen die­
selbe Affinitat fur die einzelnen Kongenere hat wie der
darauf untersuchte cytosolische.

Es kann also bezweifelt werden, ob die im Labor
entwickelten Modelle fur die Verhaltnisse in der realen 
Umwelt signifikant sind, da moglicherweise schon Zeit- und 
Dosisabhangigkeiten der kongenerenspezifischen Receptor­
bindungs- und MFO-Induktionscharakteristika sich dort 
deutlich anders auswirken, und da die Kongenere in der 
Umwelt nicht isoliert, sondern stets in komplexen Gemischen 
vorliegen, so daB nach mehreren Hinweisen synergistische und 
antagonistische Effekte zu erwarten sind. 

So beobachteten z.B. BANNISTER et al. (1986) in zwei Stammen 
von Laborratten einen synergistischen Effekt von 
2,2',4,4',5,5'-Hexachlorbiphenyl (CB 153) auf die AHH- und 
EROD-Induktion durch TCDD. Dieses Chlorbiphenyl hat eine 
minimale Rezeptor-Bindungsaffinitat und bewirkt selbst keine 
AHH- oder EROD-Induktion. Der synergistische Effekt, der nur 
bei TCDD-Dosen auftrat, die einzeln appliziert - eine 
submaximale Induktion bewirken, kam dadurch zustande, daB 
eine 7-tagige Vorbehandlung mi t dem Hexachlorbiphenyl die 
Konzentration des Ah-Rezeptorproteins vervielfachte. 
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zu ahnlichen Ergebnissen kamen DENOMME et al. ( 1986), 
die feststellten, daB mehrere planare, EROD-induzierende 
PCB-Kongenere (mit hoher Bindungsaffinitat fur den 
cytosolischen Ah-Receptor) dessen Konzentration nicht stei­
gerten, wohl aber mehrere nicht-planare Kongenere mit 
geringer Affinitat fur den Ah-Receptor. Auch hierbei 
spielten der Zeitpunkt der Probennahme sowie die Dosis eine 
wichtige Rolle, und die EROD-Induktion durch TCDD wurde im 
Sinne eines synergistischen Effekts gesteigert. 

Als Beispiel fur einen antagonistischen Effekt sei auf 
HAAKE et al. (1987) verwiesen, die eine deutliche Senkung 
der teratogenen Wirkung von TCDD bei gleichzei tiger 
Verabreichung mit Aroclor 1254 feststellten. Die Ursache fur 
diesen Effekt vermuten die Autoren in der kompetitiven 
Bindung einiger Kongenere an den Ah-Receptor, die bei 
geringerer spezifischer Teratogenitat die Receptorverfugbar­
keit fur das TCDD herabsetzte. 

Der Wirkungsmechanismus dieser Xenobiotika wird oft mit 
dem der Steroide verglichen. POLAND & KNUTSON (1982) 
schlieBen aus dem Umstand, daB in einigen Geweben durch eine 
Reihe von Agonisten des Ah-Receptors sehr viel weitgehendere 
Folgen als die MFO-Induktion hervorgerufen werden, wie Zell­
teilung, -differenzierung bzw. -involution oder Atrophie, 
daB sich der Ah-Rezeptor nicht speziell fur seine Rolle im 
Xenobiotika-Metabolismus entwickelt hat, sondern eher fur 
die Steuerung dieser anderen Reaktionen. Dies impliziere, 
daB es irgendwann in der Evolution, oder auch gegenwartig, 
einen ( noch unbekannten) physiologischen Liganden gegeben 
habe oder gebe, der einen kurzfristigen Effekt ausub(t)e. 
Die Toxizitat der Xenobiotika beruhe vermutlich auf der 
Langfristigkeit der durch den Receptor gesteuerten Reak­
tionen. Die Analogie eines derartigen physiologischen 
Liganden zu den Steroiden ist offensichtlich. Da das 
Reaktionsmuster auch auf Xenobiotika von Gewebe zu Gewebe 
deutliche Unterschiede aufweist, muB daran erinnert werden, 
daB nur ganz bestimmte Zellarten reich an hochaffinen 
Receptoren fur ein bestimmtes Steroidhormon sind: da sich 
die Forschung uber die Wirkungsmechanismen polyhalogenierter 
zyklischer Kohlenwasserstoffe im letzten Jahrzehnt zum weit 
uberwiegenden Teil auf das 2,3,7,8-TCDD und diesem analoge 
Verbindungen in Hepatozyten beschaftigt hat, kann vermutet 
werden, daB ahnliche Receptoren mit anderen Bindungs­
affinitaten ihrer Entdeckung harren. Es wurde darauf 
hingewiesen, daB z.B. in Fischen bisher kein cytosolischer 
Ah-Receptor gefunden wurde. Auch zum Mechanismus der 
Induktion des PB-Typs ist bisher praktisch nichts, jeden­
falls kein Receptor, bekannt. Die Konzentrationssteigerung 
des hepatisch-cytosolischen Ah-Receptors durch PB-Induktoren 
unter den PCBs ist daher bisher ratselhaft. 
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Es gibt auch Hinweise auf strukturunabhangige, rein 
physikalische Formen der Toxizitat (Narkose) der 
polychlorierten Biphenyle (SHAROM & MELLORS, 1980). Die 
Auswertung der parallel zu diesem Vorhaben in Geweben 
derselben Fische untersuchten Aktivitaten der Na+ ,K+- und 
Ca 2+ -ATPasen ist leider noch nicht abgeschlossen, so da.B
derzeit leider noch unbekannt ist, ob die Struktur fur die 
Wirkung von PCBs auf diese ATPasen eine Rolle spielt. 

Es bleibt jedenfalls festzustellen, da.B es falsch ware, 
sich im chemischen Monitoring einsei tig auf die planaren, 
EROD-induzierenden Kongenere zu konzentrieren, da deren 
tatsachliche Toxizitat eindeutig auch von der gleichzeitigen 
Anwesenheit und Wirkung anderer Kongenere abhangt. Dies mu.B 
gleichzeitig hei.Ben, da.B eine einfache Summation von TCDD­
Toxizitatsaquivalenten, die ja letztlich nur planare, EROD­
induzierende Kongenere berucksichtigt, wenig uber das reale 
toxische Potential aussagen kann. 

In Ermangelung besserer Kriterien erscheint es darum 
vorlaufig sinnvoll, weitestgehend der Auswahlempfehlung von 
McFARLAND & CLARKE (1989) zu folgen. 

4.2 ZUR AUSSAGEKRAFT VON MFO-AKTIVITATEN IM RAHMEN DES 
BIOLOGISCHEN EFFEKTMONITORING 

Reaktionen des hepatischen MFO-Systems werden, besonders 
in der meeresbiologischen Literatur der letzten Jahre, 
oftmals teleologisch als "Entgiftungsreaktionen" bezeichnet. 
Dazu stellt WELLHONER (1990) fest, da.B Reaktionen des MFO­
Systems primar nicht zielgerichtet sind, z.B. um die Wirk­
samkeit von Pharmaka oder Xenobiotika herabzusetzen oder 
ihre Wasserloslichkeit zu erhohen, sondern da.B eine erhohte 
wasserloslichkeit der Endprodukte der Biotransformation 
durch MFOs nur in der statistisch uberwiegenden Zahl der 
Falle eintrete. 

Bezogen auf Schadstoffe im marinen Okosystem, deren 
subletale Wirkung durch Bestimmungen von MFOs erfa.Bt werden 
soll, erscheint der Begriff "Entgiftung" besonders verfehlt: 
gerade die starksten Induktoren der AHH und der EROD, wie 
das 2, 3, 7, 8-TCDD und das 3, 4, 5, 3', 4', 5 '-Hexachlorbiphenyl, 
werden anscheinend kaum nennenswert biotransformiert, und es 
sind die erst durch Einwirkung von Monooxygenasen entste­
henden reaktiven Epoxide einiger polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffe, die diese als ultimale Cancerogene 
wirken lassen. Mithin handelt es sich dort, wie z.B. bei der 
Transformation von Ethyl-Parathion (E605) zu Paraoxon, eher 
um "Giftungsreaktionen". 
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Zur physiologisch/toxikologischen Bewertung einer MFO­
Induktion durch Pestizide stell t MORIARTY ( 1982) f est, es 
sei bei der Feststellung subletaler Effekte sorgfaltig 
zwischen adaptiven Reaktionen des Tieres und Schadwirkungen 
zu unterscheiden. Er argumentiert - etwas zu verharmlosend -
daB die Leber Insektizid-exponierter Tiere gelegentlich 
angeregt werde, Enzyme zu produzieren, die den Induktor 
abbauen; dadurch konne zwar eine VergroBerung der Leber 
verursacht werden, diese Veranderung sei aber kaum als 
schadlicher Effekt zu werten, sondern eher als adaptive 
Reaktion auf die Umwel t, vergleichbar mi t dem Zi ttern bei 
extremer Kal te. Beide Reaktionen erhohten die Uberlebens­
wahrscheinlichkei t, aber sie konnten auch negative 
Konsequenzen haben. 

Zweifellos ist es dennoch sinnvoll und aufschluBreich, 
im Rahmen eines marinen biologischen Effektmonitoring 
neben anderen Parametern die Aktivitaten einiger 
Monooxygenasen aus der Fischleber zu bestimrnen. Dabei steht 
eine schwerpunktmaBige Begrenzung auf die Arylkohlenwasser­
stoffhydroxylase (AHH) und/oder die 7-Ethoxyresorufin-o­
dethylase (EROD), wie sie z. B. von HANSEN & ADDISON (1990) 
vorgeschlagen wird, im Widerspruch zum Befund von HANSEN et 
al. (1983), daB Aroclor 1254 (ein technisches PCB-Gemisch, 
welches in seiner Zusammensetzung den Gemischen in vielen 
Umweltproben relativ ahnlich ist) die 7-Ethoxycumarin-o­
deethylase (ECOD) der Dorschleber deutlich, deren EROD aber 
nicht induziert. 

Die von HANSEN & ADDISON (1990) aufgelisteten, diametral 
verschiedenen Reaktionen in den ECOD- und EROD-Aktivitaten 
einiger Fischarten auf den gleichen Induktor zeigen, daB es 
sinnvoll ist, mehrere Monooxygenasen parallel in unter­
schiedlich reagierenden Arten zu messen: Einerseits konnen 
die Monooxygenase-Aktivitaten zweier Fischarten, wie Flunder 
und Kliesche, wegen ihrer sehr unterschiedlichen Reaktions­
muster auf einen Induktor nicht unbedingt miteinander 
verglichen werden; andererseits konnen bestimmte Schadstoffe 
als Ursache einer MFO-Induktion ausgeschieden werden, wenn 
z.B. die EROD und ECOD-Aktivitaten positiv miteinander
korrelieren, wie es bei PLUTA (1991) der Fall war.

Es liegt auf der Hand, daB die Methoden zur Aktivitats­
bestimrnung vor ihrer Anwendung in laborubergreifenden Pro­
gramrnen nicht nur der Interkalibrierung, sondern auch der 
Standardisierung bedurfen. Da die als AHH-, EROD- oder ECOD­
aktivitaten gemessenen Reaktionen des MFG-Systems anschei­
nend jeweils von mehreren Cytochrom P-450-Isoenzyrnen abhan­
gig sind, erscheint es vorteilhaft - wenn auch deutlich 
aufwendiger - die einzelnen Isoenzyme zu quantifizieren. 
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Einige natilrliche EinfluBgroBen auf MFO-Aktivitaten 
lassen sich relativ leicht eliminieren, wie z. B. das Alter 
bzw. die GroBe der Fische durch Verwendung einer Alters­
bzw. GroBenklasse. Ob Einflilsse von Geschlechtssteroiden 
durch Verwendung von juvenilen Tieren vollstandig vermieden 
werden konnen, ist noch unklar. 

Der EinfluB eventueller Temperaturunterschiede in 
groBeren Beprobungsgebieten kann schwer abgeschatzt werden. 
In diesem Zusammenhang stell t sich wegen der bei einigen 
Fischen nachgewiesenen temperaturkompensatorischen Fahig­
keiten des Systems (z.B. KOIVUSAARI, 1983) zudem die Frage, 
ob die Bestimmung eher stets bei konstanter Temperatur oder 
eher bei der jeweiligen Temperatur des Habitats erfolgen 
sollte. 

Es steht zu befilrchten, daB einzelne Faktoren schwer 
erfaBbar sind und die Aussagekraft zumindest von isoliert in 
See gemessenen MFO-Aktivitaten in Fischlebern limitieren: 

Zwar bestimmte PLUTA (1991) die MFO-Aktivitaten von 
Fischen, die bei unterschiedlichen Salinitaten gehalten 
worden waren, mi t dem Ergebnis, daB die Salini tat keinen 
Einflu8 habe. Physiologische Reaktionen euryhaliner Fische 
auf eine langsame Adaptation an eine veranderte Salini tat 
sind jedoch schwerlich mit denen zu vergleichen, die durch 
starke kurzfristig-periodische Veranderungen bedingt werden, 
wie sie im Gezeitenbereich von FluBmilndungen auftreten. Da 
die Osmoregulation von Knochenfischen wesentlich ilber das 
Cortisol gesteuert wird, sind durch dauerhaften Salinitats­
streB, wie allgemein durch StreB, deutliche Steigerungen im 
Spiegel dieses Steroids zu erwarten. 

Es ist derzeit unbekannt, ob Erhohungen des 
Cortisolspiegels auf Xenobiotika-induzierbare Monooxygenasen 
einwirken. Zumindest fur geschlechtsreife Fische ist mit 
einer indirekten Kopplung ilber eine z. B. von CARRAGHER & 
SUMPTER ( 1990) festgestell te Suppression der Testosteron­
bzw. Estradiolausschilttung zu rechnen. 

Hungerzustande treten bei freilebenden marinen Fischen 
wohl eher ausnahmsweise auf. Es muB aber dami t gerechnet 
werden, da8 auch eine unterschiedliche Nahrungszusammen­
setzung der Fische gewisse Einflilsse auf die Aktivitat von 
Monooxygenasen haben kann (vgl. 4). 
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Im Gegensatz zum tierischen Organismus konnen viele 
pflanzliche Zellen aromatische Ringsysteme aufbauen; aus 
marinen Algen sind sogar zahlreiche halogenierte aromatische 
Verbindungen bekannt (METZNER, 1973), die z.T. in nennens­
wertem Umfang exudiert werden. Bisher gibt es keinerlei 
Untersuchungen daruber, ob und inwieweit erhohte hepatische 
Monooxidase-Aktivitaten von Fischen auf derartige Exposi­
tionen zuruckftihrbar sein konnen. 

PLUTA (1991) stellt fest: "Erhohte MFO-Aktivitaten sind 
eindeutige Hinweise auf anthropogen bedingte Belastungen mit 
organischen Schadstoffen. Dies laBt sich schltissig und 
zweifelsfrei nachweisen." Diese Meinung mag zwar dem 
Bedarf nach verlaBlichen Werkzeugen zur Verschmutzungs­
analyse sehr entgegenkommen, wissenschaftlich ist sie jedoch 
angesichts der moglichen Komplikationen bisher kaum haltbar. 
Dies andert nichts am prinzipiellen Nutzen, MFO-Aktivitaten 
bereits jetzt im Rahmen des biologischen Effektmonitoring 
einzusetzen - eindeutige Hinweise sind jedoch bisher kaum zu 
erwarten. Deshalb muB davor gewarnt werden, aus formal en 
positiven Korrelationen, die sich evtl. zwischen willkurlich 
ausgewahlten, parallel gemessenen anthropogenen Umwelt­
chemikalien (z.B. PCBs oder PAHs) und MFO-Aktivitaten 
feststellen lassen, zwangslaufig eine Kausalitat abzuleiten. 
SchlieBlich konnen gerade niedrige MFO-Aktivitaten, wie 
JIMENEZ et al. (1990) zeigen konnten, die Folge einer hohen 
Belastung durch Xenobiotika sein, dann namlich, wenn 
aufgrund eines bereits eingetretenen hepatotoxischen Effekts 
die Fahigkeit zur MFO-Induktion begrenzt ist. AuBerdem 
mussen toxische Wirkungen von Xenobiotika sich nicht 
zwangslauf ig in erhohten MFO-Akti vita ten widerspiegeln; so 
fanden BOYCHUK et al. (1991) in Catostomus commersoni eine 
signifikante Induktion der AHH und der EROD durch CB 77 erst 
oberhalb 300 µg/kg Leber, wahrend bereits bei 100 µg/kg Ver­
anderungen der Blutchemie, z.B. eine Senkung des Thyroxin­
spiegels, zu beobachten war. 

4.3 ZUR BELASTUNG DER STEINBUTTS IN DER AQUAKULTUR AN 
DER KIELER FORDE (BULK) 

Hierzu kann keine definitive Antwort gegeben werden. 
Zwar war die PCB-Grundbelastung der Steinbutts in der Anlage 
(s. 2.2) im Vergleich zu der der freilebenden Arten in der 
Kieler Bucht (vgl. REUSCH, 1991) relativ gering, die erhoh­
ten Ausgangsaktivitaten beider Monooxygenasen der erst kurz 
zuvor in das IfM verbrachten Steinbutts im Versuch "3 CBs" 
(vgl. 3.4) konnen jedoch moglicherweise auf eine Belastung 
durch nicht gemessene Schadstoffe, wie z. B. PAHs, zurtickzu­
fuhren sein. 
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Gegen eine Beeintrachtigung der Steinbutts in der Bulker 
Aquakultureinrichtung sprechen ein relativ guter Fort­
pf lanzungserfolg der Ti ere und die offenbare Zufriedenhei t 
der Kunden mi t den dort produzierten Satzf ischen, die aus 
einer groBen Nachfrage ablesbar ist. Allerdings ist auch zu 
berucksichtigen, daB Steinbutts relativ robuste Fische sind, 
wie sich z. B. aus ihrer im Vergleich zu Flundern deutlich 
hoheren Uberlebensrate unter sommerlichem TemperaturstreB in 
den Versuchsaquarien ergibt (vgl. 2.1). Es kann also auch 
gefolgert werden, daB sich der Steinbutt wegen seiner 
relati v groBen Toleranz gegen einige typische Krankhei ten 
schlecht als Bioindikator eignet. 
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Annex1 

Weitere Details zu den verwendeten Methoden zur 

Isolierung der mikrosomalen Fraktion der Leberzellen 

und zur Bestimmung der Monooxidase-Aktivitaten 



Annex 1, Tab. 1.1 

Tab. 1.1: Weitere Details zur Mikrosomen-Praparation 

Verwendete Reagenzien 

Kaliumchlorid (KCl) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
saccharose 
EDTA (Titriple� III) 
DTT (Dithiothreit) 
Glycerol 

Verwendete Losungen 

KCl, 

Saccharose, 

Tris-HCl, pH 7,6, 

11Glyzerinpuffer 11

0,15 M 

0,25 M 

0,1 M 
+ 

1 
+ 1
+ 20

Merck 7654 
Merck 8382 
Merck 8418 
Merck 8418 
Boehringer 
Merck 4095 

11,184 g 

85,575 g 

I 

I 

12,114 g I 
HC1konz

mM EDTA 
mM OTT 
% Glycerol 

1 

I 

MG 74,56 
MG 121,14 
MG 342,30 
MG 372,24 
MG 154,30 

aqua demin. 

aqua demin. 

1 aqua demin. 
ad pH 7,6 

372,2 mg 
154,3 mg 
200 ml 

+ 0,1 M Tris-HCl (s.o. ! ) ad 1 1 

Verwendete Gerate 

Potter-Elvehjem-Homogenisator 

Ultrazentrifuge: KONTRON 
Rotor 

TGA-65 
TFT 70.38 

Spektralphotometer: KONTRON UVIKON 710 

Spektralfluorometer: KONTRON SFM 25 (mit Quartzkuvetten!) 



Annex 1, Tab. 1.2 

Tab. 1. 2: Weitere Details zur Bestimmung der ECOD-Aktivitat 

Reagentien fur die Bestirnmung der 7-Ethoxycumarin-O-deethylase 

Glucose-6-Phosphat G-6-P-Na2, 77%, Boehringer 127647, 5g, MG 304,2
G-6-P-Dehydrogenase G-6-P-DH, Grad II, Hefe, 5 mg / ml mit

ea. 140 U/mg, Boehringer 737232, 25 mg/ 5 ml 
7-Ethoxycumarin Sigma E-1379, 500 mg, MG 190,2 
7-Hydroxycumarin (Urnbelliferon) Sigma U-7626, 10 g, MG 162,1 
B-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP)

Sigma N-0505, 100 mg, MG 833,4 
Tris(hydroxyrnethyl)aminomethan (Tris) Merck 8382, MG 121,14 
Kaliumchlorid KCl, Merck 4933, MG 74,56 
Magnesiumchlorid Mgcl2, Merck 5833, MG 203,3 
Trichloressigsaure (TCA), Merck 807, MG 163,39 

Losungen fur die ECOD-Bestirnmung nach AITIO I PALSSON 

(1) fur NADPH-regenerierendes System (2) ansetzen:

Tris-HCl, pH 7,6 
KCl 

0,1 M 
0,155 M 
0,1 M 

12,114 g/1 aqua demin. 
1,156 g/100 ml 

MgC12 2,033 g/100 ml 

(2) NADPH-regenerierendes System (fur 20 Proben):

Substanz/Losung Konz. i. d. Inkubation Zugabe 

NADP 
G-6-P
Tris-HCl, 0,1 M, pH 7,6 
KCl, 0,155 M 
MgC12, 0,1 M
Aqua bidest. 
G-6-P-DH

(3) weitere Losungen:

7-Ethoxycumarin
Trichloressigsaure
Tris-HCl, pH 10,3

1 mM 
5 % (W/V) 

4,3 mg 
15,8 mg 

1,5 ml 
1,5 ml 
0,5 ml 
0,5 ml 

25 µl 

0,5 mM 

4 mM 
55 mM 
23,25 mM 

5 mM 

ea 1,75 U/ml 

9,51 mg / 50 ml Tris-HCl 
s g / 100 ml 

9,5 g / 100 ml 

(4) Eich-Losung: (Produkt = 7-Hydroxycumarin = Urnbelliferon) 

Stammlosung: 1 mM 

Grundverdunnung: 

(16,21 mg/100 ml Tris-HCl, 0,1 M, pH 7,6) 
(lichtgeschutzt bei Raumtemperatur lagern) 

5 µM (50 µl Stamm / 10 ml Tris-HCl, pH 7,6) 



Annex 1, Tab. 1.3 

Tab. 1.3: Weitere Details zur Bestimmung der EROD-Aktivitat 

Reagentien fur die Bestimmung der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase 

Glucose-6-Phosphat G-6-P-Na2, 77%, Boehringer, Nr.127647, 5g,
Mg. 304,2

Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase G-6-P-DH, Grad II , Hefe 
Boehringer, Nr. 7372325, mg/ml mit ca.140 

U/mg 
Ethoxyresorufin 
NADPH 

Sigma, No.: E 8756, 5 mg, Mg. 241,2 
Sigma, No.: N 1630, 100 mg, Mg. 833,4 
Merck: Art. 6000, 1 1 Methanol Uvasol R

Resorufin Sigma, No.: R 3257, 5 g, Mg. 235,2 

Losungen fur EROD-Bestimmung nach Pohl & Fouts/Palsson 

0,1 M 

0,1 M 

175 U 

Glucose-6-Phosphat 0,01521 g/500 µl (10 Proben a 50 µl) 

Natrium-Phosphat-Puffer (NaPP), pH 7,8 
I. 0,1 M Na2HP04 +2 H2o 17,80 g/1
II. 0,1 M NaH2Po4 + H2o 1,38 g/100 ml
mit beiden Losungen den pH-Wert einstellen 

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (5 mg/ml mit ca.140 U/mg) 
1 : 4 mit NaPP pH 7,8 verdunnen 

150 µl Ethoxyresorufin in Ethanol 0,361 mg/lOml 

10 mg/ml Mikrosomen-suspension (Konz. mit pH 7,8 NaPP einstellen) 

1 rnM NADPH 0,00083g/ml NaPP pH 7,8 

Eich-Losung: 
Starnrnlosung: 0,01 rnM Resorufin in Ethanol (0,235 mg / 100 ml) 

zur Eichung wurde jeweils eine Verdunnungsreihe der 
Resorufin-

Losung gemessen. Aus der linearen Regression der Standard­
Messungen wurden, nach Subtraktion der Reagenzienblindwerte 
die in den Bestimmungsansatzen entstandenen Produkt­
konzentrationen berechnet. Diese Konzentrationen wurden uber 
die Konzentration mikrosomalen Proteins im Ansatz und die 
Inkubationszeit umgerechnet als spezifische Aktivitat 
(in pMol Produkt / mg Protein und Minute). Uber den 

jeweiligen 
Gehalt der Leber an mikrosomalem Protein und das jeweilige 
Gewicht der Leber wurden diese Oaten zusatzlich auf die 
Gewichtseinheit (g Leber) und die gesamte Leber umgerechnet. 
(Gilt auch fur ECOD) 



Annex2 

Ergebnistabellen zu den einzelnen Versuchen 



Tab. 2.1: KorpermaBe der einzelnen Steinbutts im Versuch "Oleu und spezifische Aktivitaten 

der 7-Ethoxyresorufin- (EROD) und 7-Ethoxycumarin-0-deethylase (ECOD) der Lebern 

Behondluno Fischlonoe Fischoewicht Leberoewicht LSI ms Protein EROD-Aktivitot EROD-Aktivitot EROD-Aktivito t ECOD-Aktivitot ECOD-Aklivitot 
lcml fol lo l [Loewt100/Foewl Imo/a Leber loM/ma Ptmin [ nM/ a Lebth l [ nM/Leberth l IPM/mq Ptmin I nM/ o Lebth l 

unbehondelt 26 404 6,78 1,68 5,50 50 16,6 112 26 8,4 
" 30 398 7,80 1,96 5,32 26 8,4 65 32 10,2 
" 29 406 7,06 1,74 7,33 30 13,1 93 31 13,8 
" 29 496 7,89 1,59 7,67 22 10,2 81 29 13,2 

Fischiil 29 530 5,93 1,12 8,60 6 3,1 19 8 3,9 
" 29 460 7,39 1,61 3,18 12 2,3 17 24 4,6 
" 30 455 7,72 1,70 3,57 39 8,4 65 7 1,4 
" 26 350 5,00 1,43 5,24 49 15,5 77 26 8.3 

Disteliil 30 500 7,77 1,55 4, 11 58 14,2 111 28 6,8 
" 28 400 5,78 1,45 3,39 35 7,0 41 25 5,0 
" 30 500 7,02 1,40 6,58 13 5,3 37 27 10,6 
" 28 410 5,33 1,30 6,17 23 8,6 46 15 5,4 

ECOD-Aktivitot 
[ nM/Leberth l 

57 
80 
97 
104 

23 
34 
11 
41 

53 
29 
74 
29 

LSI = Leber-Somatischer Index [Lebergewicht • 100 I Fischgewicht] ms Protein = mikrosomaler Proteingehalt der Leber 

[pM/mg P*min] = [pMol Produkt I mg mikrosomalen Proteins • Minute] (nM/g L*h] = [nMol Produkt / g Leber* Stunde] 

[nM/g Leb*h] = [nMol Produkt I g Leber * Stunde] 

Versuch "Ole" 

ECOD/EROD-
Verholtnis 

0,51 
1,22 
1,05 
1,29 

1.25 
1,98 
0,17 
0,54 

0,48 
0.71 
2,00 
0,63 

!l>' 
::, 
::, 
CD 
x 

N 

8 
J;l) 

N 
. 

...... 



Tab. 2.2: KorpermaBe, hepatische EROD- und ECOD-Aktivitaten und Chlorbiphenyl-77-Gehalte 

sowie Cortisolspiegel der Steinbutts im Versuch ·ce 77 /1" 

Behandlunq Dauer Fischlanoe Fischqewichl Leberqewichl LSI 

CB 77 
CB 77 
CB 77 
CB 77 
CB 77 
CB 77 
CB 77 
CB 77 
CB 77 

Fischol 
Fischol 
Fischol 

B-NF
B-NF
B-NF
B-NF

fT aoe l [cml [q] fol f Loew• 100 /F oew l 

( 1 h) 29 405 5,35 1,32 
1 25 305 7,87 2,58 
3 24 280 3,7 1,32 
4 27 315 4,53 1,44 
5 26 315 3,69 1,17 
6 27 290 3,54 1,22 
7 26 320 4,06 1,27 
14 28 385 7,29 1,89 
37 25 250 4,82 1,93 

3 27 340 2,78 0,82 
5 28 370 4,18 1,13 
7 28 350 3, 19 0,91 

1 28 405 4,8 1, 19 
3 26 290 2,2 0,76 
5 26 300 5,4 1,80 
7 28 340 9, 14 2,69 

LSI = Leber-Somatischer Index (Lebergewicht • 100 I Fischgewicht] 

[pM/mg P*min] = [pMol Produkt I mg mikrosomalen Proteins• Minute] 

EROD-Aklivilal ECOD-Aklivilal CB 77-Gehall 
[ pM/ mo P•min] [pM/mq P•minl f nq/ q Leber l

43 102 40 
49 112 130 
28 64 860 
61 86 180 
109 128 250 
77 120 140 
79 76 260 
74 92 260 
167 164 40 

147 154 10 
42 66 9 
84 124 7 

188 163 1 
348 266 11 
204 141 6 
313 203 1 

ms Protein = mikrosomaler Proteingehalt der Leber 

Versuch "CB 77 / 1" 

Cortisol 
f nq/ml Blulserum 

21 
26 
4 
16 
6 

(nichl analvsierl) 
4 

( nichl analvsierl) 
( nichl analvsierl) 

3,5 
1,9 
3 

1,9 
2.7 
9 
33 

:i:,, 
::s 
::s 
CD 
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N 
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Tab. 2.3: KorpermaBe und hepatische EROD- und ECOD-Aktivitaten der Steinbutts im Versuch 

"CB 77 /2" (arithmetrische Mittelwerte und Standardabweichungen) 

Juvenile Fische ( ie 3 Tiere I Versuchsdouer) 

Behondlunq Dauer Lonqe Gewicht Leberoewicht 
mit: [Toqe l [cml lol I o 1 

CB 77 1 28,3 438 5,18 
(, 0,5 15 0.77 

CB 77 3 27,3 393 6,58 
(, 0,5 33 2,20 

CB 77 5 27,7 388 5,40 
(, 0,5 6 0,62 

a-NF 5 28,0 428 8,52 
=4) (, 1,2 71 3.38 

Weibliche Fische (ie 1 Tier I Versuchsdouer) 

Behondlunq Dou er Lonqe Gewicht Leberaewicht 
mil: fToqe l lcml [q l lo 1 

CB 77 1 29,0 480 12,5 
CB 77 3 27,0 415 11,5 
CB 77 5 28,0 405 12.6 

LSI ms Protein 
I Laew.t 100/F aewl Ima /a Lebe� 

1,18 6,97 
0,14 0,89 

1,64 5,35 
0,42 0,77 

1,39 6.23 
0,16 0,32 

1,97 5,58 
0,56 0,42 

LSI ms Protein 
ILaew.•100/F aewl Ima /a Leberl 

2,60 6,68 
2.77 6,08 
3,12 6.70 

EROD-Aktivitot EROD-Aktivilot EROD-Aktivilot ECOD-Aktivilot ECOD-Aktivitot 
loM7mo P•min lnM/a L•h 1 I nM/Leber•h l pM/ma P•min [nM/q L•hl 

50 19,9 100 92 37,2 
19 5.7 23 27 7,4 

103 36,5 240 103 33.7 
80 32,7 208 11 8,5 

172 63,0 329 125 46,2 
74 25,5 122 34 11,1 

365 119,4 975 252 '82.8 
134 38,4 331 85 24,1 

EROD-Aktivitiit EROD-Aktivitiit EROD-Aktiviliil ECOO-Akliviliil ECOD-Akliviliil 
oM7ma P•min lnM/a L•h 1 I nM/Leber•h 1 10M/mq P•min [nM/o L•hl 

4 1,5 19 17 7,0 
3 1,2 14 19 6,9 
4 1,6 20 21 8,3 

ECOD-Aktivitot 
I nM/Leber•h I 

188 
24 

218 
75 

245 
51 

678 
225 

ECOD-Aklivitiit 
[ nM/Leber•h 1 

87 
79 
104 

LSI = Leber-Somatischer Index [Lebergewicht * 1Cl0 I Fischgewicht] 

(pM/mg P*min] = [pMol Produkt I mg mikrosomalen Proteins * Minute]

ms Protein = mikrosomaler Proteingehalt der Leber 

[nM/g L*h] = [nMol Produkt I g Leber * Stunde]

[nM/g L *h] = (nMol Produkt I g Leber * Stunde]

Versuch "CB 77 /2" 

ECOD/EROD-
Verhollnis 

1,9.1 
0,21 

1,63 
0,87 

0,82 
0,23 

0.70 
0,03 

ECOD/EROD-
Verholtnis 

4,59 
5.74 
5,09 

::i:,, 
::, 
::, 
CD 
x 

N 

8 
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Tab. 2.4: KorpermaBe und hepatische EROD- und ECOD-Aktivitaten juveniler Steinbutts im 

Versuch "3 CBs" (arithmetrische Mittelwerte ± Standardabweichungen, n=4) 

Behondluna 

Konlrolle 
' 

fischiil 
! 

fischiil 
! 

CB 77 
! 

CB 77 
! 

CB 118 
! 

CB 118 
! 

CB 153 
! 

CB 153 
! 

8-Nf
! 

Dauer Fischliinae Fischaewicht Leberaewicht LSI ms Protein 
!Toae l fcml lal !al 1Laew•100/Faewl Ima/a Leber] 

0 24,5 274 5,02 1,80 7,83 
0,5 20 1,86 0,55 0,93 

1 24,0 268 3,94 1,44 8.69 
0,7 39 1,22 0,22 0,22 

7 25,0 300 6,83 2.28 7.39 
1.2 32 1,12 0,30 0,50 

1 24,8 293 6,08 2,07 9,19 
0.4 17 1,20 0,33 1.09 

7 24.5 280 5.00 1,78 8,29 
1,1 37 1,17 0,30 0,50 

1 25.0 287 5.70 1,99 8,09 
1.6 31 1,38 0,43 0,91 

7 25,0 273 4,92 1.77 8,78 
0,7 47 1,31 0,27 0.36 

1 24,8 285 5,04 1,77 7.24 
0,8 18 0.32 0,14 2,48 

7 24,5 288 5,61 1,97 8,13 
0,5 28 0.23 0,18 0,49 

7 24,5 310 6,55 2.14 7,60 
0,9 42 1,43 0,48 1,03 

LSI = Leber-Somatischer Index (Lebergewicht * 100 / Fischgewicht] 

(pM/mg P*min] = (pMol Produkt I mg mikrosomalen Proteins * Minute] 

EROD-Aktivitiit EROD-Aktivitiil EROD-Aklivitiit ECOD-Aktivitiit ECOD-Aktivitiit 
[oM/ma P•minl lnM/o L•hl [ nM/Leber•h l [ oM/ma P•min l [nM/q L•hl 

221 103 509 152 70 
17 11 159 50 23 

169 88 339 184 96 
21 10 83 56 29 

150 68 441 151 68 

45 26 106 70 35 

189 104 632 215 113 
47 27 229 165 79 

195 97 475 202 98 
42 23 111 86 34 

239 116 642 122 61 
42 26 126 56 32 

181 96 470 169 89 
53 31 221 67 37 

251 102 518 147 74 
53 27 138 103 49 

156 76 426 162 80 
18 8 45 59 31 

436 202 1264 229 110 
76 61 224 109 69 

ms Protein = mikrosomaler Proteingehalt der Leber 

[nM/g L*h] = (nMol Produkt / g Leber * Stunde) 

Versuch "3 CBs" 

ECOD-Aktiviliit 
I nM/Leber•h l 

354 
170 

368 
122 

428 
164 

608 
297 

475 
140 

328 
140 

432 
236 

383 
256 

441 
157 

652 
269 

ECOD/EROD-
Verhiillnis 

0,68 
0,20 

1,09 
0,27 

0,99 
0,41 

1.08 
0.63 

1,04 
0,40 

0,50 
0,17 

0,90 
0,18 

0,68 
0,50 

1,04 
0,39 

0,50 
0,14 !l>' 
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die von Mitarbeitern anderer Abteilungen des IfM 
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Die Konzentrationen 

Biphenylen (= PCB) 

Gaschromatogrdphie 

1 

ZUSAMMENFASSUNG 

von 41 individuellen 

wurden mit Hilfe 

in Verbindung 

von 

Annex 3.1 

Zusammenfassung 

Polychlorierten 

hochauflosender 

mit einem 

Elektroneneinfangdetektor in Wasser, Sediment und folgenden Orga­

nismen der Kieler Bucht bestimmt: Diatomeen, Copepoden, Island­

muschel ( Arctica islandica), Borstenwurm (Nephtys spec.), Nord-

seegarnele (Crangon crangon), Hering (Clupea harengus), Flunder 

(Platichtys flesus) und Schweinswal (Phocoena phocoena). Ziel war 

die Erfassung von Konzentration und Zusammensetzung der PCB 

wahrend der Fruhjahrsblute (Marz/April 1990) an einer Station der 

Kieler Bucht (Boknis Eck). 

Die im Meerwasser gelosten PCB wurden an vier Tagen uber die 

Fruhjahrsblute verteilt gemessen und zeigten eine hohe Variabi­

litat. Die Abnahme der Werte von uber die Monate Marz und April 

um das 10fache wird durch den Transport der in den Phytoplanktern 

enthaltenen PCB zum Meeresboden erklart. 

Die Gesamt-PCB-Konzentrationen in den Diatomeen sowie den kiemen­

atmenden Tieren einschlie�lich der Fische war bezogen auf das 

Lipidgewicht etwa gleich hoch. Das stutzt die Hypothese, da� eine 

Gleichgewichtseinstellung zwischen Korperflussigkeit und umgeben­

dem Meerwasser die Hohe der PCB-Belastung in diesen Organismen 

bestimmt. 

Als bestimmende Faktoren fur die Qualitat der PCB-Gemische, kurz 

PCB-Muster genannt, wurden neben physikalisch-chemischen Eigen­

schaften der individuellen PCB (Hydrophobizitat, Adsorptionsver­

halten) insbesondere biochemische Parameter wie Lipidgehalt und 



' 
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Zusammenfassung 

Lipidzusammensetzung in den Organismen sowie der enzymatische 

Abbau (Biotransformation) bestimmter PCB in den Organismen 

gefunden. 

Es zeigte sich, da� physikalisch-chemische Eigenschaften, und 

hier vor allem die Lipidloslichkeit, Konzentration und Muster der 

PCB in den unbelebten Kompartimenten Wasser und Sediment bestim-

men. Die Metabolisierung von Kongeneren mit bestimmten Struktur-

merkmalen verandert das PCB-Muster in den Meerestieren und zwar 

umso mehr, je gro�er die physiologische Leistungsfahigkeit der 

Art ist. Als sehr hilfreich fur die Interpretation der PCB-Muster 

erwies sich die von BOON et al. (1989) aufgestellte Beziehung 

zwischen der Molekulstruktur und Metabolisierbarkeit: Benachbarte 

H-Atome moglichst in in meta- und para-Position sind die Voraus-

setzung fur eine Biotransformation der betreffenden PCB in den 

Organismen. 

Diejenigen PCB, die eine dem Tetrachlor-Dibenzo-p-Dioxin (= 

Seveso-Dioxin) ahnliche Toxizitat aufweisen, wurden mit der 

Multidimensionalen Gaschrornatographie bestimmt. Von diesen Kompo-

nenten konnten das Chlorbiphenyl 126 gar nicht und CB 77 nur in 

Einzelfallen, die CB 105, 118 und 156 aber in allen Proben 

gefunden werden. 

Eine Summierung der TCDD-Aquivalente im Hering zeigt, da� CB 105 

etwa 90% zur Toxizitats-Summe beitragt, wahrend CB 77 keinen 

nennenswerten Einflu� auf die TCDD-Aquivalente hat. Eine Herings-

mahlzeit von 200 g Filet wurde bei einem Konsumenten von 70 kg 

die tagliche duldbare Aufnahrne von TCDD-Xquivalenten (Richtwert 

Bundesgesundheitsamt) um das l,7-4,3fache uberschreiten. 

2 
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41 

6. Zusammen�assung

An 40 Steinbutts (ScoQ_hthalmus_maximus) wut'"den Untet'"­

suchungen zut'" Hormonphysiologie vot'"genommen, wobei die 

Bedeutung des Stet'"oidhot'"mons Cot'"tisol als Indikatot'" fut'" 

physiologische Belastungen untet'"sucht wut'"de. In zwei 

Hal tet'"ungsansatzen wut'"den die Tiet'"e untet'"schiedl ichen 

physiologischen Belastungen (Hunget'", et'"niedt'"igtet'" 

Salzgehalt> ausgesetzt. Ein dt'"ittet'" Haltet'"ungsansatz 

diente als Kontrolle und ZUt'" Ermittlung tages-

t'"hythmischet'" Schwankungen. Die physiologischen Wir-

kungen des Hormons auf Hamatokrit, Leukokrit, Blut­

Glucose, -Lipid, -Protein, Leber--Glycogen, -Lipid, 

-Pr-otein und Muskel-Glycogen, -Protein wut'"den untet'"­

sucht. 

Folgende Ergebnisse wurden erzielt: 

Der- Cot'"tisolgehalt des Blutes weist eine cit'"cadiane 

Rhythmik auf mit einem Maximum in den Morgenstun­

den. Die Werte liegen zwischen 1,5 und 35,5 ng/ml 

Serum. 

Glucose- und Lipidgehalt 

falls eine Tagest'"hythmik 

21:00) auf. 

des 

mit 

Blutes weisen eben­

zwei Maxima (9:00 u. 

Lebet'"-Glycogen zeigt ein Maximum um 15:00 und ein 

Minimum um 9:00. 

Muskel-Glycogen zeigt ein Maximum gegen 9:00 und 

ein Minimum gegen 3:00. Muskel-Protein dagegen hat 

ein Maximum um 15:00 und ebenfalls ein Minimum um 

3:00. 

Die Hamatokt'"itwet'"te laufen parallel zu den Cot'"ti­

solwet'"ten. 

Seim Hunget'"versuch konnten aufgrund ei net'" tt'"ans­

por-tbedi ngten Belastung der Versuchstiet'"e keine 

eindeutigen Tendenzen festgestellt wet'"den, jedoch 

ist bei Leber-Pt'"otein und Muskel-Pt'"otein ein Ab-

s i nken der We rte uber den Versuchszeitraum 

ed:ennbar-. 

Vet'"andet'ungen det'" unter-suchten Parameter stel 1 ten 

sich beirn Salzversuch wahrend des Versuchsbeginns 
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Ha 1 tn1ngswasser·s 

VeYlauf pendelten e t' n i e d t' i g t 

sich die 

Anfangswe1· t 

WeYte wiedeY weitgehend auf den 

ein. Ein Absinken wur·de beobachtet bei 

HamatokYit, LeukokYit und SeYum-Glucose. Einen 

Anstieg zeigten SeYum-Lipid und LebeY-Lipid. 

Indifferent verhielten sich Cortisol, Serum-

Protein, Leber-Protein und -Glycogen sowie Muskel­

Glycogen. Der Muskel-Proteingehalt verzeichnet 

einen standigen Anstieg wahrend des Versuchs. 

OuYch ��oYrelationen zwischen Cortisol und einigen 

SeYum- und Gewebeparametern konnten allenfalls 

Tendenzen, aber kei ne 

festgestellt werden. 

eindeutigen Beziehungen 

Oa Cortisol auf vielerlei VerandeYungen der Umge­

bung reagiet't, laf3t es sich nur schwer als 

Indikatot' fUr eine bestimmte Belastung des Tieres 

odeY eine bestimmte Schadstoffwirkung heranziehen. 
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