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Zusammenfassung

Ziel dieses Projektes war die Bestimmung des toxischen Potenzials von Wasserproben
aus dem Furtbach (Kcmton Z(;lrich). Dafur wurden Uber das Jahr 2019 verteilt funf Was-
serproben von vier verschieden Abschnitten und einmalig von funf Seitenb&chen des
Furtbaches untersucht (stserprobenUbersicht Tabelle 1).

Tabelle 1. Ubersicht untersuchte Wasserproben Furtbach 2019

Furtbach Furtbach

Wasser- Furtbach vor Furtbach bei |Breitiwiesen- . . Bdannen- Oberwiesen-|Harberen-
nach der ARA|nach der ARA| . Miilibach

proben 2019 |Trockenloo Wiirenlos kanal graben bach bach
Regensdorf |Buchs

W 15 Mischrobe

W 20/21 Sammelprobe |Sammelprobe |Sammelprobe [Mischrobe

W 22/23 Sammelprobe |Sammelprobe |Sammelprobe [Mischrobe

W 24/25 Sammelprobe |Sammelprobe |Sammelprobe [Mischrobe Sammelprobe |Sammelprobe [Sammelprobe [Sammelprobe [Sammelprobe

W 26/27 Sammelprobe |Sammelprobe |Sammelprobe [Mischrobe

W 36/37 Sammelprobe |Sammelprobe |Sammelprobe [Mischrobe

Alle Wasserproben wurden mittels dem Fischzelllinien-Test RTgill-W1-I1SO21M5 (Kiemen-
zellen der Regebogenforelle) auf ihre akute Fischtoxizitéit getestet. Zusétzlich wurden
subletale Effekte; 1) Biotransformation von organischen Schadstoffverbindungen, 2)
allgemeiner Umweltstress, 3) Effekte auf das Fischimmunsystem, 4) Schwermetallbe-
lastung, 5) Glukokortikoidbelastung, 6) Oxidativer-Stress, 7) Neurotoxizitét, 8) endokrine
Effekte und 9) Apoptose in den RTQil-W1 Zellen mittels Genexpressionsanalyse unter-
sucht.

Die Ergebnisse des RTgilFWI-Tests zeigten das vier Wasserproben vom Standort Wi
renlos eine leicht bis stark akut toxische Wirkung in den Fischzellen hervorriefen. FGr
alle Proben von den weiteren Standorten konnten keine akut toxischen Effekte in den
Zellen gemessen werden. Dieses Resultat deutet auf eine héhere Schadstoffbelastung
und somit auf ein erhdhtes Gesundheitsrisiko fur Fische am Standort Warenlos hin.

Die Resultate der Genexpressionsanalyse von allen untersuchten Wasserproben, zeig-
ten das generell die stérksten subletalen Effekte in den Fischzellen nach Exposition mit
Wasserproben vom Standort Warenlos hervorgerufen wurden, gefolgt von Buchs, Re-
gensdorf und Trockenloo. Diese Ergebnisse bestdtigen die Resultate der akuten Fisch-
toxizitat (siehe Abb. 1).

Des Weiteren ist aus dieser Studie erkennbar das die dominierenden subletalen Effek-
te, in Betrachtung aller untersuchten Wasserproben (siehe Abb. 1), vor allem die Belas-
tung mit organischen Schadstoffverbindungen (Biotransformation), mégliche Beein-
tréichtigung der Fischgesundheit Immunantwort) und Metallbelastung waren. Dahin-
gegen scheinen allgemeiner Umweltstress, endokrine Wirkung, Apoptose, Neurotoxizi-
tét und Glukokordikoidbelastung einen geringeren Einfluss am Furtbach zu haben.



In der folgenden Abbildung sind alle Ergebnisse (Untersuchung von funf Wasserpro-
ben, siehe Tabelle 1) hinsichtlich der akuten Toxizitét und subletalen Effekten, als Uber-
sichtsgraphik zusammengefasst.

Furtbach nach |Furtbach
der ARA nach der ARA
Buchs

Furtbach bei
Wiirenlos

Endpunkte

Akute Toxizitat

Biotransformation
Immunantwort
Metallstress
Allgemeiner Stress
Endokrine Wirkung
Apoplose

MNe urotoxizitdt
Glukokortikoidbe lastung

Effektsumme | 264 330 352 590

Effekte
kein leicht erhoht stark erhoht

Abbildung 1. Zusammenfassung der Ergebnisse fur die Untersuchungen zur akuten Toxizitat und subletalen
Effkten von den Furtbachstandorten Trockenloo, Regensdorf, Buchs und Wuarenlos. Die Probe W15 Wirenlos
und die einmalig getetesten Seitenbdche sind nicht mit einbezogen, da nur ein Zeitpunkt untersucht wurde.
Des Weiteren ist eine Effektsumme dargestellt um die Belastung an den einzelnen Standorten besser zu
verdeutlichen. Die Effektsumme wurde aus den Einzelwerten von allen untersuchten Endpunkten berechnet.
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1 GEGENSTAND DES PROJEKTES

Testung von Wasserproben aus verschiedenen Abschnitten des Furtbaches und von
funf Seitenbéchen, hinsichtlich ihrer moglichen toxischen Wirkungen (akute Toxizitét
und Auftreten von subletalen Effekten) auf Fische. Die Wasserproben wurden mittels
RTQilFW11SO 2115 Fischzelllinientest und Biomarker-Genexpressionsanalyse untersucht.

2 HAFTUNGSAUSSCHLUSS

Dieser Bericht wurde von der aQuaTox-Solutions GmbH erstellt und ist ausschliellich
far den auf der Titelseite genannten Kunden bestimmt. Eine Haftung gegenUber Drit-
ten, die sich auf diesen Bericht stltzen, wird ausgeschlossen.



3 ERHALTENE WASSERPROBEN

3.1Proben W 20/21 28.05.2019

Test: RTQilF-W1 Zelllinientest nach ISO 215 und zusétzliche Genex-
pressionsanalyse RTgil-W1 Zelllinie

Wasserproben: Lieferant: AWEL
Inhalt: 5 X ca. 200 ml Wasserproben
Lagerung: 4+2°C
Probenerhalt: 28.05.2019

Probenbezeichnung:

Testorganismus:

Temperatur:
Testdurchfuhrung
RTgil-Wi-Test:
Genexpressionsanalyse:

Test Ort:

1) Probe 1:2019_309 OG 1 Furtbach vor Trockenloo

2) Probe 2: 2019_309 OG 2 Furtbach nach ARA Re-
gensdorf

3) Probe 3:2019_309 OG 5 Furtbach nach ARA
Buchs

4) Probe 4:2019_188 CH13 /[CH14 /[CH15 /CH 16 Furt-
bach bei Wurenlos

5) Probe 5:2019_188 CH 4 Furtbach bei Wtirenlos —
eingefrorene Probe von W15

RTgill-W1 Zellen (Kiemenzelllinie der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss))

19x1°C

28-29.05.2019
29-31.05.2019
Eawag

Uberlandstrasse 133 /CH-8600 Dubendorf




3.2 Proben W 22/2312.06.2019

Test: RTgil-W1 Zelllinientest nach ISO 215 und zusdétzliche Genex-
pressionsanalyse RTgilF-W1 Zelllinie

Wasserproben: Lieferant: AWEL
Inhalt: 4 X ca. 200 ml Wasserproben
Lagerung: 4+2°C
Probenerhalt: 12.06.2019

Probenbezeichnung:

Testorganismus:

Temperatur:

Testdurchfuhrung

RTgil-WI-Test:

Genexpressionsanalyse:

Test Ort:

1) Probe 1:2019_339 OG 1 Furtbach vor Trockenloo

2) Probe 2: 2019_339 OG 2 Furtbach nach ARA Re-
gensdorf

3) Probe 3:2019_339 OG 5 Furtbach nach ARA
Buchs

4) Probe 4:2019_188 CH17 /CH18 /[CH 19 /CH 20 Furt-
bach bei Wurenlos

RTgill-W1 Zellen (Kiemenzelllinie der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss))

19+1°C

12-13.06.2019
19-21.06.2019
Eawag

Uberlandstrasse 133 /CH-8600 Dubendorf




3.3 Proben W 24/25 25.06.2019

Test: RTgil-W1 Zelllinientest nach ISO 215 und zusdétzliche Genex-
pressionsanalyse RTgilF-W1 Zelllinie

Wasserproben: Lieferant: AWEL
Inhalt: 9 X ca. 200 ml Wasserproben
Lagerung: 4+2°C
Probenerhalt: 25.06.2019

Probenbezeichnung:

Testorganismus:

Temperatur:
Testdurchfuhrung
RTgil-Wi-Test:
Genexpressionsanalyse:

Test Ort:

1) Probe 1:2019_357 OG 1 Furtbach vor Trockenloo

2) Probe 2: 2019_357 OG 2 Furtbach nach ARA Re-
gensdorf

3) Probe 3: 2019_357 OG 5 Furtbach nach ARA Buchs

4) Probe 4: 2019_188 CH 21/ CH 22 Furtbach bei Wi~
renlos

5) Probe 5: 2019_357 OG 3 Breitiwiesenkanal
6) Probe 6: 2019_357 OG 4 Mulibach

7) Probe 7:2019_357 OG 6 Bdnnengraben
8) Probe 8: 2019_357 OG 7 Oberwiesenbach

9) Probe 9:2019_357 OG 8 Harberenbach

RTgill-W1 Zellen (Kiemenzelllinie der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss))

19x1°C

25-26.06.2019
10-11.07.2019

Eawag

Uberlandstrasse 133 /CH-8600 Dubendorf




3.4 Proben W 26/27 09.07.2019

Test: RTgil-W1 Zelllinientest nach ISO 215 und zusdétzliche Genex-
pressionsanalyse RTgilF-W1 Zelllinie

Wasserproben: Lieferant: AWEL
Inhalt: 4 X ca. 200 ml Wasserproben
Lagerung: 4+2°C
Probenerhalt: 09.07.2019

Probenbezeichnung:

Testorganismus:

Temperatur:

Testdurchfuhrung

RTgil-Wi-Test:

Genexpressionsanalyse:

Test Ort:

1) Probe 1:2019_401 OG 1 Furtbach vor Trockenloo

2) Probe 2: 2019_401 OG 2 Furtbach nach ARA Re-
gensdorf

3) Probe 3:2019_401 OG 5 Furtbach nach ARA Buchs

4) Probe 4: 2019_188 CH 25 /CH 26 Furtbach bei Wi
renlos

RTgill-W1 Zellen (Kiemenzelllinie der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss))

19x1°C

09-10.07.2019
16-17.07.2019
Eawag

Uberlandstrasse 133 /CH-8600 DUbendorf




3.5 Proben W 36/3717.09.2019

Test: RTgil-W1 Zelllinientest nach ISO 215 und zusdétzliche Genex-
pressionsanalyse RTgilF-W1 Zelllinie

Wasserproben: Lieferant: AWEL
Inhalt: 4 X ca. 200 ml Wasserproben
Lagerung: 4+2°C
Probenerhalt: 17.09.2019

Probenbezeichnung:

Testorganismus:

Temperatur:

Testdurchfuhrung

RTgil-Wi-Test:

Genexpressionsanalyse:

Test Ort:

1) Probe 1:2019_541 OG 1 Furtbach vor Trockenloo

2) Probe 2: 2019_541 OG 2 Furtbach nach ARA Re-
gensdorf

3) Probe 3:2019_541 OG 5 Furtbach nach ARA Buchs

4) Probe 4: 2019_461 CH 3 Furtbach bei Wurenlos

RTgill-W1 Zellen (Kiemenzelllinie der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss))

19+1°C

17-18.09.2019
07-09.10.2019
Eawag

Uberlandstrasse 133 /CH-8600 Dubendorf




4 RTGILL-W1 ZELLLINIENTEST NACH ISO 21115

4.1Hintergrund

Beim Testen akuter Fischtoxizitéit kann das Kiemenepithel als primére Aufnahme- und
Angriffsstelle von Wasserverunreinigungen angesehen werden. Ein geschadigtes Kie-
menepithel fuhrt zu einer eingeschréinkten Funktionsweise des Organismus bis hin
zum Tod. Beides spiegelt sich in einer reduzierten Lebensfdhigkeit der Zellen wieder,
welche im RTgil-W1 Zelllinientest quantifiziert wird. Die permanente Kiemenzelllinie der
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) RTgill-W1 kann direkt der Wasserprobe
ausgesetzt werden. Die Lebensfahigkeit der Zellen wird mit einer Kombination fluores-
zierender Indikatorfarbstoffe ermittelt, welche drei verschiedene ToxizitGtsparameter
auf demselben Zellsatz nachweisen.

Der Test wird in 24 well-Platten durchgefuihrt. Es werden bis zu 6 Verdinnungsstufen
der Wasserprobe hergestellt. Nach nur 24 Stunden Exposition erfolgt die photometri-
sche Messung der Fluoreszenz der Indikatorfarbstoffe. Dabei werden AlamarBlue,
CFDA-AM und Neutral Rot jeweils als MaR fur die metabolische Aktivitdt, die Integritét
der Zellmembran und die Integritdt der Lysosomen-Membranen verwendet. Die Er-
gebnisse werden als % Zellvitalitdt im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle aus-
gedruckt.

4.2 Testkontrollen RTgill-W1 Test

Die Daten wurden wie in der ISO Richtlinie 21115 angegeben ausgewertet. Alle Qualitats-
kriterien anhand der vorgeschriebenen Kontrollen wurden wie folgt erfullt:

o Die Wasserproben zeigten keine Eigenfluoreszenz auf. Damit konnte eine Inter-
ferenz mit den fluoreszierenden Zellvitalitétsindikatoren ausgeschlossen wer-
den.

e Die parallel durchgefuhrten Testkontrollen (Positivkontrolle | Standardmedium:
Zellen exponiert mit einer Konzentrationsreine an 3,4-Dichloroanilin in Stan-
dardmedium) zeigten Effektkonzentrationen im vorgeschriebenen Bereich.

4.3 Toxikologische Beurteilung der Proben

Jede Wasserprobe wurde in zwei Ansdtzen getestet:

e In Stufen, von 100% bis 6.25% Wasserprobe, verdinnt mit dem Standardmedium
— dient der Bestimmung der Toxizitait der Wasserprobe (siehe Abbildungen 3
bis 7, je linke Spailte).

e Unverdinnte Wasserprobe mit Zusatz einer Konzentrationsreine von
3,4-Dichloranilin (3,4—DCA - Positivkontrolle / Woisserprobe) — dient als Indikator
far eine Wechselwirkung von Chemikalien mit der Matrix der Wasserprobe, d.h.



ob die Matrix einen Chemikalieneffekt verstarkt oder vermindert (siehe Abbil-
dungen 3 bis 7, je rechte Spalte).

4.4 Ergebnisse

441 Ubersicht Ergebnisse akute Toxizitdt

Von allen untersuchten Wasserproben zeigten nur die Proben vom Standort Wurenlos,
W 15, W 22/23, W 26/27 und W 36/37, einen leicht bis stark akut toxischen Effekt auf die
RTgill-W1 Zellen (siehe Abb. 2.). Alle anderen Wasserproben riefen keine akut toxischen
Effekte in den Zellen hervor.

Basierend auf diesen Ergebnissen kann der Standort Wlrenlos als generell starker be-
lastet eingeschdtzt werden und weisst dementsprechend auf eine leichte bis erhdhte
akute Fischtoxizitdt hin. Alle anderen Standorte kénnen Uber die gesamte Kampagne
als nicht akut fischtoxisch eingestuft werden.

Die stark toxischen Effekte der eingefrorenen Wasserprobe W 15 Wurenlos sind mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf die erhdhte Konzentration des Insektizids Chlorpyrifos-
methyl (Quelle AWEL intern) in dieser Probe zurtckzufUhren.

Furtbach Furtbach
Wasser- Furtbach vor Y Y Furtbach bei |Breitiwiesen-| Bénnen- Oberwiesen- |Harberen-

h der ARA h der ARA Miilibach
proben 2019 |Trockenloo nach der nach der ulibac graben bach bach
Regensdorf |Buchs

W15
W 20/21

W 26/27
W 36/37

Akute Toxizitdt

Leicht

Abbildung 2. Ubersichtsdiagramm akute Toxizitét von allen untersuchten Wasserproben.

442 Detaillierte Ergebnisdarstellung akute Toxizitéit W 20/21

Tabelle 2. Auswertung RTgill-Wi-Zelllinientest der Wasserproben mit Erhalt 28.05.2019

Probe ID Resultat Kommentar

1. Trockenloo Nicht akut toxisch Zellvitalitait 2 90%; kein Einfluss der Matrix
2. ARA Regensdorf Nicht akut toxisch Zellvitalitat 2 90%; kein Einfluss der Matrix
3. ARA Buchs Nicht akut toxisch Zellvitalitait 2 90%; kein Einfluss der Matrix
4. WuUrenlos Nicht akut toxisch Zellvitalitéit 2 90%; kein Einfluss der Matrix
5. Wlrenlos — Probe W15 | Akut Toxisch Ab 2 60% Anteil Wasserprobe

©
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Abbildung 3. Ubersicht Uber die Resultate der Proben mit Erhalt 28.05.2019. Linke Spalte: eigentliche
Wasserproben in VerdUnnungsstufen; Rechte Spalte: 34-DCA Positivkontrolle der Wasserproben. Probe 5
zeigt deutliche Toxizitét (unten links) — entsprechend ergibt das 34-DCA versetzte Wasser keine
Konzentrations-Wirkungskurve (unten rechts).
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443 Detaillierte Ergebnisdarstellung akute Toxizitéit W 22/23

Tabelle 3. Auswertung RTgill-W1-Zelllinientest der Wasserproben mit Erhalt 12.06.2019

Probe ID

Resultat

Kommentar

1. Trockenloo

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%; kein Einfluss der Matrix

2. ARA Regensdorf

Nicht akut toxisch

Zellvitalitéit 2 90%; kein Einfluss der Matrix

3. ARA Buchs

Nicht akut toxisch

Zellvitalitéit > 90%; kein Einfluss der Matrix

4. Warenlos

Grenzfall [ leicht akut

toxisch

Erhohte Variabilitat 2 60% Wasserprobe; leicht

verstérkender Matrixeffekt
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Abbildung 4. Ubersicht Uber die Resultate der Proben mit Erhalt 12.06.2019. Linke Spalte: eigentliche
Wasserproben in Verdinnungsstufen; Rechte Spailte: 34-DCA Positivkontrolle der Wasserproben. Probe 4
zeigt erhdhte Variabilitét ab 60% Wasserprobe (unten links) — in der dazugehérigen 34-DCA versetzten
Wasserprobe (unten rechts) liegt der aus der Konzentrations-Wirkungskurve fur AlamarBlue (metabolische
Aktivitat) resultierende EC50-Wert (Konzentration bei der die Zellvitalitat bei 50% Iiegt) leicht unterhalb vom
Validitétsbereich, was eine leichte Verstérkung der Wirkung von 3,4-DCA durch die Matrix anzeigt.
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Tabelle 4. Auswertung RTgill-WtZelllinientest der Wasserproben mit Erhalt 25.06.2019

Probe ID

Resultat

Kommentar

1. Trockenloo

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%;

kein Einfluss der Matrix

2. ARA Regensdorf

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat > 90%;

kein Einfluss der Matrix

3. ARA Buchs

Nicht akut toxisch

Zellvitalitéit > 90%;

kein Einfluss der Matrix

4. Wurenlos

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%

: kein Einfluss der Matrix

5. Breitiwiesenkanal

Nicht akut toxisch

Zellvitalitéit > 90%;

kein Einfluss der Matrix

6. MUlibach

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%

: kein Einfluss der Matrix

7.Bénnengraben

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%;

kein Einfluss der Matrix

8. Oberwiesenbach

Nicht akut toxisch

Zellvitalitait > 90%;

kein Einfluss der Matrix

9. Harberenbach

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%;

kein Einfluss der Matrix
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Abbildung 5. Ubersicht Uber die Resultate der Proben mit Erhalt 25.06.2019. Linke Spalte: eigentliche
Wasserproben in Verdinnungsstufen; Rechte Spalte: 34-DCA Positivkontrolle der Wasserproben.
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Tabelle 5. Auswertung RTgil-Wt-Zelllinientest der Wasserproben mit Erhalt 09.07.2019

Probe ID

Resultat

Kommentar

1. Trockenloo

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%; kein Einfluss der Matrix

2. ARA Regensdorf

Nicht akut toxisch

Zellvitalitéit 2 90%; kein Einfluss der Matrix

3. ARA Buchs Nicht akut toxisch Zellvitalitéit > 90%; kein Einfluss der Matrix
Ab > 60% Wasserprobe fir CFDA-AM (Memb-
ran- Integritat) und NR (Integritét der Lyso-
4. Wlrenlos Leicht akut toxisch

somen—Membronen); Kein Effekt far Alo-
marBlue (metabolische Aktivitat); kein Ein-

fluss der Matrix
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Abbildung 6. Ubersicht Uber die Resultate der Proben mit
Wasserproben in Verdinnungsstufen; Rechte Spailte: 34-DCA Positivkontrolle der Wasserproben. Probe 4
zeigt deutlichen Effekt far CFDA-AM (Membran- Integritéit) und NR (Integritat der Lysosomen-Membranen)
ab 60% Wasserprobe (unten links) aber nicht far AlamarBlue (metabolische Aktivitét). Ein weiterer Einfluss auf
die Matrix ist nicht zu erkennen (unten rechts).

Konzentration 3,4-DCA [mg/L]

Erhalt 09.07.2019. Linke Spalte: eigentliche
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Tabelle 6. Auswertung RTgil-Wt-Zelllinientest der Wasserproben mit Erhalt 17.09.2019

Probe ID

Resultat

Kommentar

1. Trockenloo

Nicht akut toxisch

Zellvitalitat 2 90%; kein Einfluss der Matrix

2. ARA Regensdorf

Nicht akut toxisch

Zellvitalitéit > 90%; kein Einfluss der Matrix

3. ARA Buchs Nicht akut toxisch Zellvitalitét 2 90%; kein Einfluss der Matrix
NR (Integritdt der Lysosomen—Membronen)
Grenzfall | leicht akut unter 90% lbei 100% Probe in héchster Kon-
4. Wurenlos

toxisch

zentration. Kein Effekt fur AlamarBlue (meto—
bolische Aktivit&t) und CFDA-AM (Membran-

Integritat), leicht verstarkender Matrixeffekt
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Abbildung 7. Ubersicht Uber die Resultate der Proben mit Erhalt 17.09.2019. Linke Spalte: eigentliche
Wasserproben in Verdinnungsstufen; Rechte Spalte: 34-DCA Positivkontrolle der Wasserproben. Probe 4

zeigt in hochster Konzentration einen leichten Einfluss auf NR (Integritdt der Lysosomenfl\/lembronen) (unten

links) — in der dazugehorigen 34-DCA versetzten Wasserprobe (unten rechts) liegt der aus der
Konzentrations-Wirkungskurve far AlamarBlue Gnetoboﬁsche Akﬁvhdo und NR resultierende EC50-Wert
(Konzentrotion bei der die Zellvitalitat bei 50% Iiegt) leicht unterhallb vom Validitatsbereich, was eine leichte
Verstarkung der Wirkung von 3,4-DCA durch die Matrix anzeigt.



5 SUBLETALE-EFFEKE / GENEXPRESSIONSANALYSE

5.1Hintergrund

Durch die Exposition der RTgil-W1 Zellen werden nicht nur Informationen Uber akut
toxische Effekte gewonnen, auch die Erfassung von subletalen Effekten durch die Ana-
lyse der Expression von Biomarkergenen ist moglich. Dadurch kann man mehr Uber
frihe Reaktionen im Fisch auf mdégliche Umweltverunreinigungen in den Wasserpro-
ben in Erfahrung bringen und somit eine genauere Einsché&tzung Uber die Wasserquao-
litét erhalten. Sperzifische Biomarkergene liefern Informationen Uber zB. Metall- und
oxidativen Stress, Immunregulation und Abwehr von Krankheitserregern, Biotransfor-
mation und vieles mehr.

5.2 Testkontrollen und Auswertung

Alle untersuchten Biomarkergene wurden im Vergleich zu einer Wasserkontrollexposi-
tion ausgewertet. Bei der Wasserkontrolle wurden die Zellen mit 24h Aktivkohle behan-
delten Leitungswasser (Quelle Eawag, Dubendorf) exponiert. Als relevanter subletaler
Effekt ist eine F15-fache Regulation (abhdangig vom untersuchten Marker) der Genex-
pression, im Vergleich zur Kontrolle, als Grenzwert festgelegt.
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5.3 Biotransformation

Im Folgenden sind die fur die Untersuchung von Biotransformation selektierten
Markergene ndéher in ihrer Funktion beschrieben (siehe 5.3.2) und die Ergebnisse der
Genexpression von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heat-
map (siehe 5.3.3) und Principal Componet Analyse (siehe 5.34) ausgewertet und gra-
fisch dargestellt.

531 Zusammenfassung Ergebnisse Biotransformation

FUr die Untersuchung von subletalen Effekten, hervorgerufen durch organische Ver-
bindungen, wurde die Regulation von sechs Markergenen untersucht. Die ausgewdhl-
ten Markergene sind ein essentieller Bestandteil der zelluldren Detoxifizierung (Phase |
und Phase II) von organischen Schadstoffverbindungen (genaue Funktion siehe Para-
graph 532).

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse (Zusammenfassung Abb. 8, detaillierte
Darstellung 5.3.3) deuten auf eine generell verstarkte Belastung mit organischen
Schadstoffverbindungen am Standort Wurenlos hin, gefolgt von Buchs, Regensdorf
und Trockenloo. Die einmalig getesteten Seitenbdche wiesen in der Betrachtung aller
gemessenen Markergene keine erhdhte Expression auf.

Furtbach
Furtbach urthac Furtbach |Furtbach L " R
Wasser- nach der ) Breitiwiesen{ . Biannen- |[Oberwiesen-{Harberen-
vor nach der |bei Miilibach
probe ARA . kanal graben bach bach
Trockenloo ARA Buchs |Wiirenlos
Regensdorf
W 15
W 20/21
W 22/23
W 24/25

W 26/27
W 36/37
Summe Genexpression
Kontrollbereich leichterh6ht erhoht stark erh6ht

Abbildung 8. Ubersichtsgraphik der Biotransformationsergebnisse: Dargestellt ist die Summe der
Genexpression von allen sechs gemessenen Markergenen zur Untersuchung von zelluldren
Biotransformationseffekten.
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Tabelle 7. Biomarkergene fur die Untersuchung von Biotransformationseffekten

Biomarkergene

Funktion

CYPIA (Cytochrom P450 1A)

Dieses Phase I-Enzym der zelluldren Detoxifizierung ist in die Metabolisie-
rung verschiedenster Chemikalien involviert, einschliesslich Polyzyklischer
Aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAKs), alkylierte-PAKs, Polychlorierte

Biphenyle (PCBs) und Dioxinen.

CYP3A (Cytochrom P450 3A)

Dieses Phase I-Enzym der zellul@ren Detoxifizierung ist in die Metabolisie-
rung vorrangig aliphatischer Kohlenwasserstoffe oder Xenohormone
involviert. Zudem metabolisiert es circa die Halfte aller Medikamenten-
wirkstoffe welche oxidative Biotransformation unterlaufen (siehe auch
Cyp3a drug substrate data base

https://www.drugbank.ca/categories/DBCAT003824#drugs )

CYP51 (Cytochrom P450 51)

Die Genexpression dieses Phase l-Enzyms der zelluldren Detoxifizierung
wird im Vorhandensein von Azolen (Fungizide) sensitiv reguliert, wie zB.
Clotrimazol, Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol, Voriconazol oder Keta-

minazol.

GST (Glutathion-S-

Transferase)

Die Konjugationsaktivitéit von Glutathion-S-Transferase spielt eine ent-
scheidende Rolle in der zelluldren Detoxifizierung chemotherapeutischer
Substanzen, sowie verschiedener Medikamentenwirkstoffe, Pestizide und

Karzinogene.

UGT (UDP-glukuronosy! trans-

ferases)

Die UDP-Glukuronosyltransferase ist verantwortlich fur die Bindung von
Glukuronsdéure an Xenobitika. Das resultierende Konjugat ist hydrophiler
und kann dadurch von der Zelle einfacher ausgeschieden werden als das
Substratmolekdl. Typische Substrate sind zB. verschiedene Medikamen-
tenwirkstoffe (Paracetamol, Phenylbutazon oder Thyroxin) sowie diverse

Steroide und Pestizide.

SULT (Sulfotransferase)

Sulfotransferase ist verantwortlich fUr die Bindung von Sulfogruppen an
Xenobitika, welche dadurch ebenfalls einfacher von der Zelle ausge-

schieden werden kénnen.
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5.3.3 Genexpressionsergebnisse Biotransformation

Die Ergebnisse der Genexpression pro Gen von allen Probezeitpunkten sind im Folgen-
den als vereinfachte Ubersichtsgraphiken — «<Heatmaps» dargestellt. Eine Darstellung
der Ergebnisse als Balkendiagramme ist in den Einzelberichten zu finden.

A) Resultate Cypla Genexpression

Furtbach
Wasser- [Marker- Furtbach nach der Fur:’:d' Breitiwiesen- Miilibach Binnen- Oberwiesen{Harberen-
vor nach der iiliba
probe gen ARA N kanal graben bach bach
Trockenloo | , ¢ |ARA Buchs |Wiirenlos

W15 Cypla
W20/21 [Cypla
W22/23 [Cypla
W 24/25 [Cypla
W 26/27 [Cypla
W 36/37 [Cypla

B) Resultate Cyp3a Genexpression

Furtbach
Wasser- [Marker- Furtbach nach der Fur:’:d' Breitiwiesen- Miilibach Binnen- Oberwiesen{Harberen-
vor nach der iiliba
probe gen Trockenloo ':RA . ARA Buchs |Wiirenlos kanal graben bach bach

W15

W 20/21
W 22/23
W 24/25
W 26/27
W 36/37

C) Resultate CypS1 Genexpression

Furtbach Furtbach N
Wasser- |Marker- nach der Breitiwiesen{ Bannen- Oberwiesen{Harberen-
be vor nach der kanal Miilibach be bach bach
pro gen Trockenloo | . |ARA Buchs |Wiirenlos na graben c c

W15 Cyp51
W 20/21 [Cyp51
W 22/23 |Cyp51
W 24/25 [Cyp51
W 26/27 [Cyp51
W 36/37 [Cyp51

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15625
niedriger gleich leicht erh6ht erhoht stark erh6ht

Abbildung 9.1. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von den Biomarkergenen fur zelluldre

Biotransformation A) Cypla, B) Cyp3a und C) Cyp5l.
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D) Resultate GST Genexpression

Furtbach
Furtbach Furtbach |Furtbach . " .
Wasser- |Marker- nach der ) Breitiwiesen-{ . Binnen- Oberwiesen{Harberen-
vor nachder [bei Miilibach
probe gen ARA . kanal graben bach bach
Trockenloo ARA Buchs |Wiirenlos
Regensdorf
W 15 GST
W 20/21 |GST
W 22/23 |GST
W 24/25 |GST
W 26/27 |GST

wass Jos N O

E) Resultate UGT Genexpression

Furtbach
Furtbach Furtbach [Furtbach . . .
Wasser- |Marker- nach der ) Breitiwiesen-{ . Binnen- Oberwiesen{Harberen-
robe en vor ARA nachder |bei kanal Mulibach raben bach bach
P & Trockenloo ARA Buchs |Wiirenlos &

Regensdorf

W 15 UGT

W 20/21 |UGT

W 22/23 |UGT

W 24/25 |UGT

W 26/27 |UGT

W 36/37 |UGT

F) Resultate SULT Genexpression

Furtbach
Furtbach Furtbach [Furtbach . . .
Wasser- |Marker- nach der . Breitiwiesen-{ . Binnen- Oberwiesen{Harberen-
vor nachder [bei Miilibach
probe gen ARA . kanal graben bach bach

Trockenloo ARA Buchs |Wiirenlos
Regensdorf

W15 SULT

W 20/21 [SULT

W 22/23 |SULT

W 24/25 |SULT

W 26/27 |SULT

W 36/37 |SULT

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
0605 05615 15625
niedriger gleich leicht erhoht erhoht stark erhoht

Abbildung 9.2. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von den Biomarkergenen far zellulére
Biotransformation D) GST, E) UGT und F) SULT.

Vergleich Ergebnisse Markergene Biotransformation:

Generell wurden fur alle untersuchten Wasserproben der ganzen Mess-Kampagne,
die héchsten Genexpressionswerte fur die Gene Cypla und UGT gemessen. Dies deu-
tet auf eine ganzjéhrige Belastung mit potentiellen Substraten (siehe Tabelle 7) dieser
Enzyme hin. Mit Ausnahme des Markesgens SULT wurden generell die héchsten Ex-
pressionswerte am Standort Warenlos gemessen.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Die Standorte ARA Regensdorf, ARA Buchs und Wurenlos zeigten zu allen Zeitpunkten
eine erhohte Expression von mindestens einem von sechs Markergenen. Dies deutet
auf eine generelle, nicht jahreszeitlich bedingte Exposition mit organischen Verbin-
dungen, welche Substrate dieser Enzyme sind, hin. Der Standort Trockenloo zeigte nur
in der W 26/27 keine erhéhte Expression von einem der Markergene, was auf eine ge-
ringere Belastung in dieser Woche hindeutet. Alle getesteten Seitenbéche von W 24/25
zeigten, bis auf Harberenbach, keine erhéhte Expression, was entsprechend auf eine
geringere Belastung im Vergleich zu den anderen Standorten hinweist.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 8.

Q@



Tabelle 8. Auswertung Genexpression Biotransformation
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Erhohte (Abb. 91-2. Rot

markiert) Genexpressi-

Proben Standort . . Deutung
on im Vergleich zur
Kontrolle
Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
1. Trockenloo Cypla und UGT
Substraten
Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
2. ARA Regensdorf Cypla und UGT 9 P
Substraten
Erhéhte Belastung mit Cypla und UGT
W 20/ 3.ARA Buchs Cypla und UGT ung mit Lyplau
Substraten
4. Wlrenlos Cypla Erhéhte Belastung mit Cypla Substraten
Erhéhte Belastung mit Cypla, Cyp3a und
5. Warenlos Probe W15 | Cypla, Cyp3a und UGT gmit-ypia. ~yp
UGT Substraten
Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
1. Trockenloo Cypla und UGT
Substraten
Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
2. ARA Regensdorf Cypla und UGT 9 P
Substraten
W 22/23 Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
3. ARA Buchs Cypla und UGT
Substraten
. Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
4. Wuarenlos Cypla und UGT
Substraten
1. Trockenloo Cypla Erhohte Belastung mit Cypla Substraten
Erhohte Belastung mit Cypla, Cyp3a und
2. ARA Regensdorf Cypla, Cyp3a und UGT 9 P P
UGT Substraten
Keine Uber 15-fach erhdhte Regulation
3. ARA Buchs
messbar
Erhéhte Belastung mit Cypla, Cyp3a und
4. Wirenlos Cypla, Cyp3a und UGT 9 ypia.~yp
UGT Substraten
Keine Uber 15-fach ernéhte Regulation
W 24/25 5. Breitiwiesenkanal 9
messbar
- Keine Uber 15-fach ernéhte Regulation
6. Mulibach
messbar
. Keine Uber 15-fach ernéhte Regulation
7.Bé&dnnengraben
messbar
Keine Uber 15-fach erhdhte Regulation
8. Oberwiesenbach 9
messbar
9. Harberenbach Cypla Erhohte Belastung mit CyplSubstraten
Keine Uber 15-fach erhdhte Regulation
1. Trockenloo
messbar
Erhéhte Belastung mit Cypla und UGT
2. ARA Regensdorf Cypla und UGT 9 P
W 26/27 Substraten
3. ARA Buchs Cypla Erhéhte Belastung mit Cypla Substraten
. Erhéhte Belastung mit Cypla und UGT
4. Wlrenlos Cypla und UGT
Substraten
Erhohte Belastung mit Cypla und UGT
1. Trockenloo Cypla und UGT
Substraten
Erhohte Belastung mit Cypla, GST und
2. ARA Regensdorf Cypla, GST und UGT 9 P
UGT Substraten
W 36/37

3. ARA Buchs

Cypla, GST und UGT

Erhohte Belastung mit Cypla, GST und
UGT Substraten

4. Wdrenlos

Cypla, GST und UGT

Erhohte Belastung mit Cypla, GST und
UGT Substraten
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534 Principal Componet Analyse (PCA)

Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stcmdorte) vonei-
nander entfernt sind, desto unterschiedlicher sind sie zB. hinsichtlich Schadstoffbelas-
tung oder Fischgesundheit.

Die PCA-Analysen der Genexpression aller Biomarker fur Biotransformation (Abb. 10)
zeigt fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches Verteilungsmuster der ein-
zelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Absténde zur internen Wasserkon-
trolle. Dies deutet auf ein unterschiedliches Belastungsprofiel der einzelnen Standorte
Uber die Zeit hin. Generell zeigt der Standort Warenlos fUr die meisten Zeitpunkte den
gréssten Abstand zur Wasserkontrolle auf, was auf eine stérkere Belastung mit organi-
schen Verbindungen an diesem Standort hinweist. Des Weiteren scheint das Belas-
tungsprofil der getesteten Seitenbdche (Abb. 10 C) sehr vergleichbar und geringer im
Verhdltnis zu den anderen Standorten zu sein, da diese ein sehr enges Cluster, wel-
ches nah an der internen Wasserkontrolle liegt, bilden.

A) PCA W 20/21 Biotransformation B) PCA W 22/23 Biotransformation C) PCA W 24/25 Biotransformation
2 15 2 y
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Abbildung 10. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker fUr Biotransformation fur alle
Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B) PCA Ergebnisse W 22/23,
C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse W 36/37.
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5.4 Allgemeine Stressantwort

Im Folgenden sind die fUr die Untersuchung der allgemeinen Stressantwort selektier-
ten Markergene ndaher in ihrer Funktion beschrieben (siehe 5.4.2) und die Ergebnisse
der Genexpression von dllen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels He-
atmap (siehe 54.3) und Principal Componet Analyse (siehe 5.4.4) ausgewertet und
grafisch dargestellt.

541 Zusammenfassung Ergebnisse allgemeine Stressantwort

FUr die Untersuchung von subletalen Effekten, hervorgerufen durch allgemeinem Um-
weltstress (z.B. Hitzestress, Belastung mit naturlichen Umwelttoxinen usw.), wurde die
Regulation von vier Markergenen untersucht. Die ausgewdhlten Markergene sind ein
essentieller Bestandteil zur Gewdhrleistung der Zellvitalitat (genaue Funktion siehe
Paragraph 5.4.2).

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse (Zusammenfassung Abb. T, detaillierte
Darstellung 5.4.3) deuten auf eine generell verstarkte allgemeine Stressbelastung am
Standort Wurenlos hin, gefolgt von Buchs = Regensdorf und Trockenloo. Von den ein-
malig getesteten Seitenbdchen wies nur die Probe W 24/27 Oberwiesenbach eine er-
hoéhte Expression in der Summe aller Markergene auf.

Furtbach

Furtbach Furtbach Furtbach L. . )
Wasser- nach der ) Breitiwiesen- . Bdannen- |Oberwiesen- |Harberen-
vor nachder |bei Miilibach
probe ARA . kanal graben bach bach
Trockenloo ARA Buchs |Wiirenlos
Regensdorf

W 15
W 20/21
W 22/23

W24/25 DN |

W 26/27
W 36/37
Summe Genexpression
Kontrollbereich leichterhdht erhdht stark erhoht
Abbildung 1. Ubersichtsgraphik der Allegemeinen Stressantwort: Dargestellt ist die Summe der

Genexpression von allen vier gemessenen Markergenen zur Untersuchung der allgemeinen zelluléren
Stressantwort.
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5.4.2 Markergene

Tabelle 9. Biomarkergene fur die Untersuchung der allgemeinen Stressantwort

Biomarkergene

Funktion

ABCB1  (ABC-Transporter

B1, P-glycoprotein, MDRT)

Dieser Vertreter der ABC-Efflux-Transporter-Familie ist verantwortlich fUr den
zellul@rren Efflux nicht-metabolisierter Substanzen. Das funktionelle Protein
transportiert ein breites Spektrum unterschiedlichster Substrate einschliesslich
amphiphiler Medikamentenwirkstoffe, hydrophober Kationen, Anthrazykline,
Anthracene, Vincaalkaloide, Antibiotika, antivirale Wirkstoffe und nattrliche
Toxine (z.B. Microzystine) und verhindert dadurch eine Anreicherung dieser

Substanzen in der Zelle.

ABCCI1 (ABC-Transporter)

Dieser Vertreter der ABC-Efflux-Transportprotein-Familie ist fUr den zelluléren
Efflux metabolisierter Substanzen aus Phase Il der zelluléren Detoxifizierung

verantwortlich.

PXR (Pregnan-x-

Receptor)

Dieser nukleare Rezeptor fungiert als Sensor fUr toxische Nebenprodukte des
endogenen Metabolismus sowie exogener Chemikalien und verbessert deren
Eliminierung aus der Zelle durch die Regulierung verschiedener Detoxifizie-
rungsgene. PXR wird durch eine Vielzahl endogener und exogener Substanzen
aktiviert, wie zB. Steroide, Antibiotika, verschiedenste pflanzliche und andere

Substanzen.

HSP70 (Heat shock pro-

tein)

Bewahrung der Proteinintegritét durch die Verhinderung von Aggregation und

Fehlfaltungen.
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Die Ergebnisse der Genexpression pro Gen von allen Probezeitpunkten sind im Folgen-
den als vereinfachte Ubersichtsgraphiken — «<Heatmaps» dargestellt. Eine Darstellung
der Ergebnisse als Balkendiagramme ist in den Einzelberichten zu finden.

A) Resultate ABCB1 Genexpression
Furtbach
Wasser- |Marker- Furtbach nach der Furtbach Furtbach bei |Breitiwiesen-| Bannen- Oberwiesen- [Harberen-
vor nach der . Milibach
probe gen ARA Wiirenlos kanal graben bach bach
Trockenloo ARA Buchs
Regensdorf
W15 ABCB1
W 20/21 |ABCB1
W 22/23 |ABCB1
W 24/25 |ABCB1
W 26/27 [ABCB1
W 36/37 [ABCB1
B) Resultate ABCC1 Genexpression
Furtbach
Furtbach urthac Furtbach . . " .
Wasser- (Marker- nach der Furtbach bei |Breitiwiesen-| . Bannen- Oberwiesen- |Harberen-
robe en vor ARA nach der Wiirenlos kanal Milibach raben bach bach
P 8 Trockenloo ARA Buchs 8
Regensdorf
W 15 ABCC1
W 20/21 [ABCC1
W 22/23 [ABCC1
W 24/25 [ABCC1 N I R B
W 26/27 [ABCC1
W 36/37 |ABCC1
C) Resultate PXR Genexpression
Furtbach Furtbach Furtbach . . " .
Wasser- (Marker- vor nach der nach der Furtbach bei |Breitiwiesen- Miilibach Bannen- Oberwiesen- |Harberen-
probe gen ARA Wiirenlos kanal graben bach bach
Trockenloo ARA Buchs
Regensdorf
W 15 PXR
W 20/21 |PXR
W 22/23 |PXR
W 24/25 |PXR
W 26/27 |PXR
W 36/37 |PXR
D) Resultate HSP70 Genexpression
Furtbach
Furtbach Furtbach
Wasser- |Marker- urtbac nach der urtbac Furtbach bei |Breitiwiesen-| Bannen- Oberwiesen- [Harberen-
vor nach der " Milibach
probe gen ARA Wiirenlos kanal graben bach bach
Trockenloo ARA Buchs
Regensdorf
W15 HSP70
W 20/21 [HSP70
W 22/23 |HSP70
W 24/25 |HSP70
W 26/27 |HSP70
W 36/37 [HSP70

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15 ¢ 25
leicht erhoht

erhoht

stark erhoht

niedriger

gleich

Abbildung 12. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von Biomakergenen fur allgemeine
Stressantwort; A) ABCBI, B) ABCC1, C) PXR und D) HSP70.
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Vergleich Ergebnisse Markergene allgemeiner Stress:

Generell wurden fur alle untersuchten Wasserproben der ganzen Mess-Kampagne,
die héchsten Genexpressionswerte fur die Gene HSP70 und ABCBI gemessen, gefolgt
von PXR und ABCCI (Genfunktionen siehe Tabelle 9).

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Im zeitlichen Verlauf der Probenentnahme zeigten die Wochen W 15, W 20/21, W 22/23
und W 24/25 fur die meisten Standorte erhéhte Expressionswerte im Vergleich zur in-
ternen Wasserkontrolle auf. Dies deutet auf generell schlechtere abiotische Umwelt-
faktoren bzw. héhere Xenobiotika-Belastung und einhergehende verstérkte Beein-
tréichtigung der Fischgesundheit hin. Von den getesteten Seitenbéchen W 24/25 zeig-
ten drei von funf eine erhéhte Expression. In Woche W 26/27 war lediglich beim Stand-
ort WUrenlos eine leicht erhohte und in W 36/37 an keinem Standort eine abweichen-
de Expression von der Kontrollsituation vorzufinden.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 10.
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Tabelle 10. Auswertung Genexpression allgemeine Stressantwort

Erhohte (Abb. 12 Rot
markiert) Genex-

Proben Standort L Deutung
pression im Ver-
gleich zur Kontrolle
Erhéhte Belastung mit ABCBI Substraten.
Erhéhte Beeintréichtigung der Proteinintegri-
1. Trockenloo ABCB1 und HSP70 . .
tat (HSP70), welche zu Zellschadigungen
fUhren kann.
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
W 20/21 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wlrenlos ABCBI Erhohte Belastung mit ABCBI Substraten
Erhohte Belastung mit ABCBI, Substraten.
. Stark erhéhte Beeintréichtigung der Proteinin-
5. Wlrenlos Probe W15 | ABCBI, und HSP70 . .
tegritat (HSP70), welche bereits nach 24h zu
Zellschadigungen fuhrt (siehe RTgill-Wi-Test).
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf ABCBI Erhéhte Belastung mit ABCBI Substraten
3. ARA Buchs ABCBI Erhéhte Belastung mit ABCBI Substraten
Stark erhéhte Belastung mit ABCBI, Substra-
W 22/23 ten.
. Erhéhte Beeintréichtigung der Proteinintegri-
4. Wurenlos ABCBI, und HSP70 . .
tat (HSP70), welche bei léingerer Belastung
bereits nach 24h zu Zellsch&digungen fuhrt
(siehe RTgill-WI-Test).
Erhohte Belastung mit PXR Substraten, Erhéh-
1. Trockenloo PXR und HSP70 te Beeintréichtigung der Proteinintegritét
(HSP70)
Keine Uber 15-fach erhdhte Regulation
2. ARA Regensdorf
messbar
Keine Uber 15-fach erhdhte Regulation
3. ARA Buchs
messbar
. Leicht erhdhte Belastung mit ABCBI Sulbstra-
4. Wurenlos ABCBI
ten
W 24/25 L Erhéhte Beeintréichtigung der Proteinintegri-
5. Breitiwiesenkanal HSP70 .
tat (HSP70)
6. Mulibach Keine erhdhte Regulation messbar
. Erhéhte Beeintréichtigung der Proteinintegri-
7.Bdnnengraben HSP70 )
tat (HSP70)
Erhohte Belastung mit PXR Substraten, Erhéh-
8. Oberwiesenbach PXR und HSP70 te Beeintréichtigung der Proteinintegrit&t
(HspP70)
9. Harberenbach Keine erhéhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
/ 2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
W 36737 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wurenlos Keine erhéhte Regulation messbar
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Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stondorte) vonei-
nander entfernt sind, desto unterschiedlicher sind sie z.B. hinsichtlich Schadstofflbelas-
tung oder Fischgesundheit.

Die PCA-Analysen der Genexpression dller Biomarker fur allgemeine Stressantwort
(Abb. 13) zeigt fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches Verteilungsmuster
der einzelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Absténde zur internen Was-
serkontrolle. Dies deutet auf ein unterschiedliches Belastungsprofiel bzw. unterschied-
liche allgemeinen Stresssituation der einzelnen Standorte Uber die Zeit hin. Generell
zeigt der Standort Wurenlos fur die meisten Zeitpunkte den gréssten Abstand zur Was-
serkontrolle auf, was auf eine starke Belastung an diesem Standort hinweist. Der
Standort Buchs weisst flr W 20/21, W 22/23 und W 24/25 (ohne Betrachtung der Seiten-
bdche) den geringsten Abstand zur Wasserkontrolle auf, was auf eine geringere Be-
lastung an diesen Zeitpunkten hinweist.

A) PCA W 20/21 allg. Stressantwort B) PCA W 22/23 allg. Stressantwort

2

C) PCA W 24/25 allg. Stressantwort
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Abbildung 13. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker fUr allgemeine Stressantwort fUr alle
Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B) PCA Ergebnisse W 22/23,
C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse W 36/37.
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5.5 Zelluléire Immunantwort

Im Folgenden sind die fur die Untersuchung der zelluléren Immunantwort selektierten
Markergene néher in ihrer Funktion beschrieben (siehe 55.2) und die Ergebnisse der
Genexpression von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heat-
map (siehe 5.5.3) und Principal Componet Analyse (siehe 55.4) ausgewertet und gro-
fisch dargestellt.

551 Zusammenfassung Ergebnisse zelluldre Immunantwort

FUr die Untersuchung von subletalen Effekten auf das Immunsystem, wurde die Regu-
lation von funf Markergenen untersucht. Die ausgewdhlten Markergene sind ein es-
sentieller Bestandteil fur die Immunregulation von Fischen (genaue Funktion siehe
Paragraph 5.5.2).

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse (Zusammenfassung Abb. 14, detaillierte
Darstellung 5.5.3) deuten auf eine generell verstérkte Belastung des Fischimmunsys-
tems am Standort WUrenlos hin, gefolgt von Regensdorf und Buchs = Trockenloo. Von
den einmalig getesteten Seitenbéchen wies nur die Probe W 24/27 Oberwiesenbach
eine erhéhte Expression in der Summe aller Markergene auf.

Furtbach nach |Furtbach
der ARA nach der ARA
Regensdorf  |Buchs

Furtbach bei|Breitiwiesen-| . Binnen- Oberwiesen- |Harberen-
Miilibach
kanal graben bach bach

Wasser- Furtbach vor
probe Trockenloo

W 15
W 20/21
W 22/23

Wa24/25 - .

W 26/27
W 36/37

Summe Genexpression
Kontrollbereich leichterhdht erhéht stark erhéht

Abbildung 14. Ubersichtsgraphik der zellul&ren Immunantwort: Dargestellt ist die Summe der Genexpression
von allen funf gemessenen Markergenen zur Untersuchung der zelluléren Immunantwort im Fisch.
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Tabelle 1. Biomarkergene fur die Untersuchung der zellul&ren Immunantwort

Biomarkegene

Funktion

IL-1b (Interleukin-1 beta)

Das Zytokin Interleukin-1b ist Entzindungsmediator und zentraler
Botenstoff in der zelluldren Antwort auf eine Reihe von Fremdeinflls-
sen, wie zB. Lipopolysaccharide welche in der Membran von Gram-

negativen Bakterien enthalten sind.

NFkB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B

cells)

NF-kB ist ein spezifischer Transkriptionsfaktor und Entzindungsme-
diator, welcher Uber die Bindung an bestimmte regulatorische Ab-

schnitte der DNA die Transkription abhé&ngiger Gene beeinflusst.

MYD88  (Myeloid  differentiation

primary response 88)

MyD88 ist ein Adapterprotein welches in der Immunabwehr der Zelle
involviert ist. Beim Vorhandensein von Krankheitserregern wie Bakte-
rien oder Viren, bindet MyD88 an Toll-like-Rezeptoren (Strukturen des
sogenannten angeborenen Abwehrsystems) und lést dadurch eine
intrazellulére Signalkaskade aus, welche die Abwehrsysteme der Zelle

aktiviert.

IFNa (Interferon IFN-al)

Interferon IFN-al gehort ebenfalls zu den Zytokinen und fungiert als
immunstimulierender Entzindungsmediator der die Zelle anweist
antivirale und antitumorale Proteine zu bilden und somit wider-

standsfdhiger macht.

TNF alpha (tumor necrosis factor

alpha

Der Tumornekrosefaktor-alpha reguliert Zytokine und andere Im-
munzellen, sowie den apoptotischen Zelltod (programmierter Zelltod)

und inhibiert die Tumorgenese.

55.3 Genexpressionsergebnisse zelluldre Immunantwort

Die Ergebnisse der Genexpression pro Gen von allen Probezeitpunkten sind im Folgen-
den als vereinfachte Ubersichtsgraphiken — «<Heatmaps» dargestellt. Eine Darstellung
der Ergebnisse als Balkendiagramme ist in den Einzelberichten zu finden.
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A) Resultate IL-1b Genexpression
Furtbach Furtbach nach . . N .
Wasser- [Marker- |Furtbach vor|nach der Furtbach bei |Breitiwiesen-| . . Bannen- Oberwiesen-Harberen-
probe gen Trockenloo [ARA der ARA Wiirenlos kanal Miilibach graben bach bach
Buchs
Regensdorf
W 15 I1L.-1b
W 20/21 |IL-1b
W22/23 |IL-1b
W 24/25 |IL-1b
W 26/27 |IL-1b
W 36/37 [IL-1b
B) Resultate NFKb Genexpression
Furtbach Furtbach nach . L . .
Wasser- [Marker- |Furtbach vor |nach der der ARA Furtbach bei |Breitiwiesen- Miilibach Bannen- Oberwiesen-Harberen-
probe gen Trockenloo |ARA Buchs Wiirenlos kanal graben bach bach
Regensdorf
W15 NFKb
W 20/21 |NFKb
W 22/23 |NFKb
W 24/25 |NFKb
W 26/27 |NFKb
W 36/37 |NFKb
C) Resultate MYD88 Genexpression
Furtbach Furtbach nach . . N .
Wasser- [Marker- |Furtbach vor|nach der der ARA Furtbach bei |Breitiwiesen- Milibach Bannen- Oberwiesen-Harberen-
probe gen Trockenloo |ARA Buchs Wiirenlos kanal graben bach bach
Regensdorf
W15 MYD88
W 20/21 |MYD88
W 22/23 |MYD88
W 24/25 |MYD88
W 26/27 |MYD88
W 36/37 |MYD88
D) Resultate INFa Genexpression
Furtbach Furtbach nach A . . R
Wasser- |[Marker- |Furtbach vor|nach der Furtbach bei |Breitiwiesen-| . Bédnnen- Oberwiesen-|Harberen-
der ARA . Miulibach
probe gen Trockenloo [ARA Buchs Wiirenlos kanal graben bach bach
Regensdorf
W15 INFa
W 20/21 |INFa
W 22/23 |INFa
W 24/25 |INFa
W 26/27 |INFa
W 36/37 |INFa
E) Resultate TNFa Genexpression
Furtbach Furtbach nach . A N .
Wasser- [Marker- |Furtbach vor |nach der Furtbach bei |Breitiwiesen-| . . Bannen- Oberwiesen-Harberen-
der ARA . Milibach
probe gen Trockenloo [ARA Buchs Wiirenlos kanal graben bach bach
Regensdorf
W 15 TNFa
W 20/21 |TNFa
W 22/23 |TNFa
W 24/25 |TNFa
W 26/27 |TNFa
W 36/37 |TNFa

niedriger

gleich

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15625
leicht erhéht

erhoht

stark erhoht

Abbildung 15. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von Biomakergenen fur zellulére
Immunantwort: A) IL-1o, B) NFKb, C) MYD88, D) INFa und E) TNFa.

©
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Vergleich Ergebnisse Markergene zellulédre Immunantwort:

Generell wurden fur alle untersuchten Wasserproben der ganzen Mess-Kampagne,
die hochsten Genexpressionswerte fur die Gene IL-1b und TNFa, gefolgt von NFKb,
MYD88 und INFa (Genfunktionen siehe Tabelle H) gemessen.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Im zeitlichen Verlauf der Probenentnahme zeigen die Wochen W 15, W 20/21, W 22/23
und W 24/25 fur alle Standorte erhdhte Expressionswerte im Vergleich zu den Wochen
W 26/27 und W36/37 auf, mit Ausnahme von Wurenlos W 26/27. Dies deutet auf eine
potentiell héhere Beeintréichtigung der Fischgesundheit bedingt durch verstarkte
Chemikalien-, Pathogenbelastung oder andere immunsystembeeintréchtigende Be-
dingungen hin. Bei l&ngerer Belastung ist ein Auftreten von Entzindungsreaktionen
einhergehend mit Gewebeschdadigungen moglich. Von den getesteten Seitenbdchen
W 24/25 zeigten mit Ausnahme vom Standort Mulibach alle anderen Standorte eine
erhohte Expression von mindestens zwei Markergenen.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 12.
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Tabelle 12. Auswertung Genexpression zellulére Immunantwort

Erhohte (Abb. 15 Rot
markiert) Genex-

Proben Standort L Deutung
pression im Ver-
gleich zur Kontrolle
Erhéhte Immunreaktion. Bei léngerer Belastung
1. Trockenloo IL-b und TNFa mogliches Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschd&digungen.
Erhéhte Immunreaktion. Bei léngerer Belastung
2. ARA Regensdorf IL+-b und TNFa mogliches Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschd&digungen.
W 20/21 3. ARA Buchs IL-b und TNFa Erhdhte Immunreaktion
Erhohte Immunreaktion. Bei léingerer Belastung
4. Warenlos IL+b und TNFa mogliches Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschdadigungen.
Stark erhdhte Immunreaktion. Exposition verur-
5. Wlrenlos Probe W15 | ILI-b, Nf-kB und TNFa | sacht das Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschddigungen.
1. Trockenloo IL-b Erhohte Immunreaktion.
Erhéhte Immunreaktion. Bei léngerer Belastung
2. ARA Regensdorf IL+-b und TNFa mogliches Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschd&digungen.
Erhéhte Immunreaktion. Bei léngerer Belastung
W 22/23 3. ARA Buchs IL-b und TNFa mogliches Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschd&digungen.
Stark erhéhte Immunreaktion. Exposition verur-
. IL+-b, Nf-kB, TNFa und . )
4. Wlrenlos INE-a sacht das Auftreten von Entzindungsreaktio-
nen einhergehend mit Gewebeschd&digungen.
1. Trockenloo IL-b, Nf-kB und TNFa | Erhéhte Immunreaktion
2. ARA Regensdorf Nf-kB und TNFa Erhéhte Immunreaktion
3. ARA Buchs IL-b, Nf-kB und TNFa | Erhéhte Immunreaktion
4. Wirenlos Nf-kB und TNFa Erhéhte Immunreaktion
W 24/25 5. Breitiwiesenkanall IL-b, Nf-kB und TNFa | Erhéhte Immunreaktion
6. Mulibach Keine erhdhte Regulation messbar
7.B&dnnengraben IL-b, Nf-kB und TNFa | Erhéhte Immunreaktion
8. Oberwiesenbach IL-b, Nf-kB und TNFa | Erhohte Immunreaktion
9. Harberenbach IL-b und TNFa Erhéhte Immunreaktion
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Warenlos IL-b und TNFa Erhohte Immunreaktion
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Warenlos Keine erhéhte Regulation messbar
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554 Principal Componet Analyse (PCA)

Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stcmolorte) vonei-
nander entfernt sind desto unterschiedlicher sind sie zB. hinsichtlich Schadstoffbelas-
tung oder Fischgesundheit.

Die PCA-Analysen der Genexpression aller Biomarker fur die zellulédre Immunantwort
(Abb. 16) zeigten fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches Verteilungsmus-
ter der einzelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Absténde zur internen
Wasserkontrolle. FUr die meisten Zeitpunkte zeigt der Standort Warenlos den grossten
Abstand zur Wasserkontrolle auf, was auf eine starke Belastung an diesem Standort
hinweist, welche das Immunsystem von Fischen beeintréchtigen kéonnte.

A) PCA' W 20/21 Immunantwort B) PCA W 22/23 Immunantwort C) PCA W 24/25 Immunantwort
06 06 15
W20/21 / W24/25 ARA wa4/23
w22/23 B: b
0.4 W20/21ARA ® Trockentoo 0.4 w22/23 Wiirenlos  ® 1 Regensdorf @ Dennengraben . waa/zs
Buchs o Trockenloo PY ° Trockenloo
0.2 0.2 e 05 w24/25 °
@ | W20/20 ° ° Breitiwiesen
< i < 3
. . Wiirenlos £ 0 w230 50 Waapsh20 we4/2s
A ° - Kont. W22/23 ARA — Kont. ® Oberwiesenbach
- W20/21H20 wis o g °
o -0.2 Kont. Wiirenlos o 02 Buchs =0 y °
w W2_4/25 W24/25 ARA W24/25
-0.4 -0.4 -1 Milibach Buchs Wiirenlos
06 W20/21ARA 06 W22/23 ARA -15 W24/25
Regensdorf @ @ Regensdorf Harberenbach
.08 -0.8 -2
4 2 0 2 4 6 3 2 1 0 1 2 3 4 4 2 0 2 4
F1(95.56 %) F1(94.91%) F1(81.06 %)
D) PCA W26/27 Immunantwort E) PCA W 36/37 Immunantwort
15 15
o |W26/27ARA w36/37
1 Regensdorf 1 Trockenloo
W36/37 ARA
W26/27 Buchs
05 Trockenlog 05
<y ° T W36/37
g ° W26/27 g ° Wiirenlos
I Wiirenlos <
S g5 < o5
o W26/27 H20 o
Kont.
1 L4 1 W36/37 H20
Kent.
15 ®  \W26/27ARA 15 W36/37 ARA
Buchs Regensdorf
2 2
2 1 0 1 2 3 4 5 -4 3 2 1 0 1 2 3
F1(76.17%) F1(74.12%)

Abbildung 16. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker fur zelluldre Immunantwort fur alle
Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B) PCA Ergebnisse W 22/23,
C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse W 36/37.
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5.6 Zellulare Metallbelastung

Im Folgenden sind die fUr die Untersuchung der zelluldren Metallbelastung selektierten
Markergene ndher in ihrer Funktion beschrieben (siehe 5.6.2) und die Ergebnisse der
Genexpression von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heat-
map (siehe 5.6.3) und Principal Componet Analyse (siehe 5.6.4) ausgewertet und gro-
fisch dargestellt.

5.61 Zusammenfassung Ergebnisse zelluldre Metallbelastung

FUr die Untersuchung von subletalen Effekten hervorgerufen durch erhdhte Metallbe-
lastung, wurde die Regulation von zwei Markergenen untersucht. Die ausgewdhlten
Markergene sind ein essentieller Bestandteil fur die zelluldre Bindung und Detoxifizie-
rung von Schwermetallen (genaue Funktion siehe Paragraph 5.6.2).

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse (Zusammenfassung Abb. 17, detaillierte
Darstellung 5.6.3) deuten auf eine generell verstarkte Metallbelastung am Standort
Wurenlos hin, gefolgt von Buchs, Regensdorf und Trockenloo. Von den einmalig getes-
teten Seitenb&chen zeigten die Proben vom Breitiwisenbach, Mdlibach und B&énnen-
graben eine erhéhte Expression in der Summe aller Markergene auf.

Furtbach nach |Furtbach
Wasser- |Furtbach vor urtach nac urtbac Furtbach bei |Breitiwiesen- | . Badnnen- Oberwiesen- [Harberen-
robe Trockenloo der ARA nach der Wiirenlos kanal Milibach raben bach bach
P Regensdorf  |ARA Buchs 8

W 15

W 20/21

W 22/23

W 24/25

W 26/27

W 36/37

Summe Genexpression
Kontrollbereich leicht erhéht erhoht stark erhoht

Abbildung 17. Ubersichtsdarstellung der zelluléren Metallbelastung. Dargestellt ist die Summe der
Genexpression von allen zwei gemessenen Markergenen zur Untersuchung der zelluléren Metallbelastung
im Fisch.
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Tabelle 13. Biomarkergene fur die Untersuchung der zellul&ren Metallbelastung

Biomarkergene

Funktion

MTa (Metallothionein A)

Metallothionein A ist far die Bindung von sowohl physiologischen (zB.
Zink, Kupfer, Selenium), als auch xenobiotischen (zB. Kadmium,
Quecksilber, Silber, Arsen) Schwermetallen verantwortlich. Die Bin-
dung erfolgt Uber die Thiolgruppen an den Cysteinenden des Pro-
teins.

Zusdtzlich wird MTa sensitiv. gegentiber Glukokortikoid-Exposition
reguliert, da dieses Protein ein «Glukokortikoide Responsive-Element»

(GRE) im Promotor besitzt.

MTb (Metallothionein b)

Metallothionein A ist far die Bindung von sowohl physiologischen (zB.
Zink, Kupfer, Selenium), als auch xenobiotischen (zB. Kadmium,
Quecksilber, Silber, Arsen) Schwermetallen verantwortlich. Die Bin-
dung erfolgt Uber die Thiolgruppen an den Cysteinenden des Pro-

teins.
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5.6.3 Genexpressionsergebnisse Metallbelastung

Die Ergebnisse der Genexpression pro Gen von allen Probezeitpunkten sind im Folgen-
den als vereinfachte Ubersichtsgraphiken — «Heatmaps» dargestellt. Eine Darstellung
der Ergebnisse als Balkendiagramme ist in den Einzelberichten zu finden.

A) Resultate MTa Genexpression
Furtbach
Furtbach . - " .
Wasser- Marker-gen Furtbach vor |nach der nach der ARA Furtbach bei |Breitiwiesen- Miilibach Bannen- Oberwiesenq{Harberen-
probe g Trockenloo ARA Wiirenlos kanal graben bach bach
Buchs
B dorf
W15 MTa
W 20/21 [MTa
W 22/23 [MTa
W 24/25 |MTa
W 26/27 |MTa
W 36/37 [MTa
B) Resultate MTb Genexpression
Furtbach
Furtbach . - " .
Wasser- Furtbachvor |nach der Furtbach bei |Breitiwiesen-| Bannen- Oberwiesen{Harberen-
Marker-gen nachder ARA| Miilibach
probe Trockenloo ARA Buchs Wiirenlos kanal graben bach bach
Regensdorf
W15 MTb
W 20/21 [MTb
W 22/23 |MTb
W 24/25 |MTb _
W 26/27 |MTb
W 36/37 |MTb
Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
06305 056315 15625
niedriger gleich leicht erh6ht erhoht stark erhoht

Abbildung 18. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von Biomakergenen fur zellulére
Metallbelastung: A) MTa, B) MTb.

Bei diesen Markern ist zu beachten das man von einer potentiell erhbhten Metallbelas-
tung ausgehen kann, wenn beide Marker gleichzeitig eine erhéhte Expression aufzei-
gen. Ist nur MTa reguliert, kénnte dies auch ein Hinweis far eine mdgliche Glukokor-
tikoidexposition sein (siehe Tabelle 14,).

Vergleich Ergebnisse Markergene Metallbelastung:

Generell wurden fur alle untersuchten Wasserproben der ganzen Mess-Kampagne,
die héchsten Genexpressionswerte fur die Gene MTa gefolgt von MTb (Genfunktionen
siehe Tabelle 13) gemessen.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Im zeitlichen Verlauf der Probenentnahme zeigten die Wochen W 15, W 22/23, W 24/25
und W 26/27 fur fast alle Standorte erhohte Expressionswerte im Vergleich zu den Wo-
chen W 20/21 (Ausnahme Trockenloo) und W36/37. Warenlos W 15, W 22/23 und
W 26/27, Regensdorf W 22/23 und W 26/27, Buchs W 22/23, Breitiwiesenkanal und
Oberwiesenbach W 24/25 zeigten eine erhdhte Expression von beiden MTs. Dies deu-
tet auf eine erhdhte Schwermetallbelastung hin.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 14.

Q@



Tabelle 14. Auswertung Genexpression Metallbelastung
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Erhohte (Abb.18 Rot
markiert) Genex-

Deutung

Falls nur MTa reguliert ist muss ein Abgleich mit

Proben Standort L ) T
pression im Ver- der Regulierung von Glukokortikoidmarkern
gleich zur Kontrolle (siehe 57) durchgefiihrt werden, da MTa auch
durch Glukokortikoide reguliert werden kann.
Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
1. Trockenloo MTa . . Lo
Keine Regulierung Glukokortikoidmarker!
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 20/2 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Warenlos Keine erhéhte Regulation messbar
5. Wurenlos Probe W15 | MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
1. Trockenloo MTa ) oo
Schwache Regulierung Glukokortikoidmarker!
9 ARA Regensdorf MTa Eventuell keine Schwermetallbelastung? Re-
W 22/23 ' 9 gulierung Glukokortikoidmarker!
3. ARA Buchs MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
4. Wlrenlos MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
1. Trockenloo MTa ) . oo
Keine Regulierung Glukokortikoidmarker!
Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
2. ARA Regensdorf MTa . Lo
Schwache Regulierung Glukokortikoidmarker!
Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
3. ARA Buchs MTa ) o
Schwache Regulierung Glukokortikoidmarker!
. Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
4. Warenlos MTa . . Lo
Keine Regulierung Glukokortikoidmarker!
W 24/25 5. Breitiwiesenkanal MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
- Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
6. MUlibach MTa ) oo
Schwache Regulierung Glukokortikoidmarker!
. Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
7.Bédnnengraben MTa . . _
Keine Regulierung Glukokortikoidmarker!
8. Oberwiesenbach MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
Eventuell erhdhte Schwermetallbelastung?
9. Harberenbach MTa ) . oo
Keine Regulierung Glukokortikoidmarker!
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
Eventuell erhéhte Schwermetallbelastung?
W 26/27 3. ARA Buchs MTa . . I 9
Keine Regulierung Glukokortikoidmarker!
4. Wlrenlos MTa und MTb Erhéhte Schwermetallbelastung
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
/ 2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
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564 Principal Componet Analyse (PCA)

Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stcmo|orte) vonei-
nander entfernt sind desto unterschiedlicher sind sie zB. hinsichtlich Schadstoffbelas-

tung oder Fischgesundheit.

Die PCA-Analysen der Genexpression aller Biomarker fur zellulére Metallbelastung
(Abb. 19) zeigt fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches Verteilungsmuster
der einzelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Absténde zur internen Was-

serkontrolle.

A) PCA W 20/21 Metallbelastung

002 W20/21ARA

Buchs
0015 9

L[]
001 W20/21ARA
Regensdorf wi1s

0.005 ° Wiirenlos
_ 0 W20/21 Py
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S 001 w20/21
o Trockenloo
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-0.02
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003 Kont.
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-1 0 1 2 3 4

F1(99.99 %)

D) PCA W 26/27 Metallbelastung
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B) PCA W 22/23 Metallbelastung

C) PCA W 24/25 Metallbelastung

w22/23 ' Har\,l;/ez::/r\zt;ch
Trockenloo w24/25 «*
. W22/23 ARA Wiirenlos W24/25 ARA
@ Buchs 05 ] Buchs
W22/23 ARA
Regensdorf W24/25 ARA w24/25
— Regensdorf @ i
T o 8 @Miilibach .
©
g ° W24/25
= Breitiwi
Sos W24/25 H20 w24/25 reitiwiesen
® W22/23 s K Trackenloo
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B w24/25 ® Bannengraben
W22/23H20 Oberwiesenbach
L4 Kont.
-15
-2 -1 0 1 2 3 -3 -2 -1 0 1 2
F1(98.65%) F1(81.94%)

E) PCA W 36/37 Metallbelastung

W36/37 ARA
Buchs
W36/37 ARA
Regensdorf
W36/37
Trockenloo
W36/37
Wiirenlos
W36/37 H20
Kont.
-2 -1 o] 1 2 3

F1(71.94%)

Abbildung 19. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker flr Metallbelastung fur alle
Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B) PCA Ergebnisse W 22/23,
C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse W 36/37.
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5.7 Glukokortikoidbelastung

Im Folgenden sind die fur die Untersuchung der Glukokortikoidbelastung selektierten
Markergene néher in ihrer Funktion beschrieben (siehe 5.7.2) und die Ergebnisse der
Genexpression von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heat-
map (siehe 5.7.3) und Principal Componet Analyse (siehe 5.7.4) ausgewertet und gra-
fisch dargestellt.

571 Zusammenfassung Ergebnisse Glukokortikoidbelastung

Fur die Untersuchung von subletalen Effekten hervorgerufen durch ernéhte Glukokor-
tikoidbelastung, wurde die Regulation von zwei Markergenen untersucht. Die ausge-
wdhlten Markergene sind ein essentieller Bestandteil fUr die zelluldre Metabolisierung
von Glukokordikoiden (genaue Funktion siehe Paragraph 5.7.2).

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse (Zusammenfassung Abb. 20, detaillierte
Darstellung 5.7.3) deuten auf eine generell geringe Glukokortikoidbelastung von allen
Wasserproben hin. Einzig die Probe W 22/23 Wurenlos rief eine erhdhte Expression in
der Summe aller Markergene hervor, was auf eine erhéhte Belastung hinweist.

Furtbach Furtbach nach|Furtbach
Wasser- urtbac urtbach nach) Furtbac Furtbach bei|Breitiwiesen- | . Bdnnen- Oberwiesen-|Harberen-
robe vor der ARA nach der Wiirenlos |kanal Milibach raben bach bach
P Trockenloo |Regensdorf |ARA Buchs g

W 15

W 20/21
W 22/23
W 24/25
W 26/27
W 36/37

Summe Genexpression
Kontrollbereich leicht erhéht erhoht stark erhoht

Abbildung 20. Ubersichtsdarstellung der zelluléren Glukokortikoidbelastung. Dargestellt ist die Summe der
Genexpression von allen zwei gemessenen Markergenen zur Untersuchung der zelluléren
Glukokortikoidbelastung im Fisch.
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572 Markergene

Tabelle 15. Biomarkergene fur die Untersuchung von Glukokortikoidbelastung

Biomarkergene Funktion

GR2 (Glukokortikoidrezeptor 2) GR, ist ein intrazellulérer Hormonrezeptor, der Glukokortikoide wie
Dexamethason CortisoI/Honrocortison, Prednisolon und andere bin-

det. Nach der Bindung folgt die Regulierung nachgeschalteter Gene.

FKBP5 (FK506 binding protein 5) FKBPS spielt eine wichtige Rolle bei der Immunregulation und grund-
legenden zelluldren Prozessen wie zB. Proteinfaltung. Die Expression
wird sensitiv durch die Aktivierung des Glucokortikoid-Rezeptors re-

guliert.

573 Genexpressionsergebnisse Glukokortikoidbelastung

A) Resultate GR2 Genexpression
Furtbach Furtbach nach|Furtbach

Wasser- |Marker- Furtbach bei|Breitiwiesen- | Badnnen- Oberwiesen-|Harberen-
robe en vor der ARA nach der Wiirenlos [kanal Milibach raben bach bach

P B Trockenloo [Regensdorf |ARA Buchs B

W15 GR2

W 20/21 |GR2

W 22/23 |GR2

W 24/25 |GR2

W 26/27 |GR2

W 36/37 |GR2

B) Resultate FKBP5 Genexpression

Furtbach Furtbach nach|Furtbach ) . . R

Wasser- |Marker- Furtbach bei|Breitiwiesen- | Biannen- Oberwiesen-|Harberen-
vor der ARA nach der " Milibach

probe gen Waiirenlos |kanal graben bach bach
Trockenloo |Regensdorf |ARA Buchs

W15 FKBP5

W 20/21 |FKBPS
W 22/23 |FKBP5
W 24/25 |FKBP5
W 26/27 |FKBP5
W 36/37 |FKBPS

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15625
niedriger gleich leicht erh6ht erhoht stark erh6ht

Abbildung 21. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von Biomakergenen fur
Glukokortikoidbelastung: A) GR2 und B) FKBPS5.




Vergleich Ergebnisse Markergene Glukokortikoidbelastung:

Generell wurden fur alle untersuchten Wasserproben der ganzen Mess-Kampagne,
die héchsten Genexpressionswerte fur die Gene FKBP5 gefolgt von GR2 (Genfunktio-
nen siehe Tabelle 15) gemessen.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Nur Wirenlos W 22/23 zeigt eine erhéhte Expression von beiden Markergenen und Re-
gensdorf W 22/23 und W 36/37 von FKBPS. Dies deutet auf eine moglich erhéhte Gluko-

kortikoidbelastung hin.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 16.

Tabelle 16. Auswertung Genexpression Glukokortikoidbelastung

Erhohte (Abb. 21
Rot markiert)

Proben Standort Genexpression Deutung
im Vergleich zur
Kontrolle
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 20/21 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. WUrenlos Keine erhéhte Regulation messbar
5. Wlrenlos Probe W15 Keine erhéhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf FKBP5 Erhohte Glukokortikoidbelastung
W 22/23 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wlrenlos FKBP5, GR2 Erhodhte Glukokortikoidbelastung
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. WUrenlos Keine erhéhte Regulation messbar
W 24/25 B. Breitiwiesenkanal Keine erhéhte Regulation messbar
6. Mulibach Keine erhéhte Regulation messbar
7.B&dnnengraben Keine erhéhte Regulation messbar
8. Oberwiesenbach Keine erhéhte Regulation messbar
9. Harberenbach Keine erhéhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhéhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf FKBP5 Erhohte Glukokortikoidbelastung
W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. WUrenlos Keine erhéhte Regulation messbar
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574 Principal Componet Analyse (PCA)

Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stondorte) vonei-
nander entfernt sind desto unterschiedlicher sind sie zB. hinsichtlich Schadstoffbelas-
tung oder Fischgesundheit.

Die PCA-ANnalysen der Genexpression aller Biomarker fur Glukokortikoidbelastung (Abb.
22) zeigt fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches Verteilungsmuster der
einzelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Absténde zur internen Wasser-
kontrolle. Bis auf W 24/26 und W 36/37 zeigt der Standort Wurenlos fur alle anderen
Zeitpunkte den grossten Abstand zur Wasserkontrolle auf, was auf eine erhdhte Belas-
tung mit Glukokortikoiden an diesem Standort hinweist. Die Seitenb&che mit Ausnah-
me des MUlibachs bilden ein enges Cluster, was auf sehr vergleichbare Belastungs-
bedingungen hinweist.

A) PCA W 20/21 B) PCA W 22/23 C) PCA W 24/25
Glukokortikoidbelastung Glukokortikoidbelastung Glukokortikoidbelastung
12 025 1 w24/25 w24/25
1 o W20/21 0 w22/23 Bannengraben Breitiwiesen
Wirenlos Trockenloo @ ° ..
08 0.15 05 W24/25 o W24/25
06 w2021 01 ® W22/23ARA Oberwiesenbach  “Virenlos
K g | [Irockenloo £ 005 Buchs & o . ® W W24/25 ARA
32 o o = W24/25H20 Harberenbach Buchs
50 s ¢ W22/23 ARA 5 Kot ©\W24/25 ARA
= W20/22 ARA . ° =,
o 0 W20/21H20 Buchs o 005 Regensdorf W22/23 g o 0 Regensdorf
'Y ) Wiirenlos
0.2 Kont. 01 °
-0.4 -0.15 -1 W24/25 W.Z.A/z‘r’
06 @ W20/21ARA Wis o W22/23 H20 o Trockenloo Miilibach
- Regensdorf Wiirenlos 02 Kont
-0.8 -0.25 15
2 -1 0 1 2 2 1 0 1 2 3 3 2 1 0 1 2 3
F1(84.35%) F1(99.08%) F1(82.29 %)
D) PCAW 26/27 E) PCA W 36/37
Glukokortikoidbelastung Glukokortikoidbelastung
08 15
W36/37 ARA
06 o W26/27H20 . Buchd
Kont W36/37 ARA
Regensdorf
04 0s 8 w36/37
F 02 w26/27 W26/27 ARA <3 Trockenloo
@ Buchs < 0
fat) Trockenloo Py
10 - ° <
o
~ w26/27 < 05
=02 i I W36/37
Wiirenlos ' " /
04 - Wiirenlos
06 \W26/27 ARA 15 W36/37 H20
Kont.
@  Regensdorf
08 2
2 1 0 1 2 25 2 15 1 05 0 05 1 15
F1(90.87 %) F1(55.69%)

Abbildung 22. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker flr Glukokortikoidbelastung fur alle
Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B) PCA Ergebnisse W 22/23,
C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse W 36/37.
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5.8 Oxidativer Stress

Im Folgenden sind die fUr die Untersuchung von oxidativen Stress selektierten Marker-
gene naher in ihrer Funktion beschrieben (siehe 5.8.2) und die Ergebnisse der Genex-
pression von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heatmap (sie-
he 5.8.3) und Principal Componet Analyse (siehe 5.8.4) ausgewertet und grafisch dar-
gestellt.

581 Zusammenfassung Ergebnisse oxidativer Stress

FUr die Untersuchung von subletalen Effekten hervorgerufen durch oxidativen Stress,
wurde die Regulation von zwei Markergenen untersucht. Die ausgewdhlten Markerge-
ne sind ein essentieller Bestandteil fUr zellul&ire Abwehrreaktion gegentiber oxidativem
Stress (genaue Funktion siehe Paragraph 5.8.2).

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse (Zusammenfassung Abb. 23, detaillierte
Darstellung 5.8.3) deuten generell auf keinen erhéhten oxidativen Stress von allen
Wasserproben hin. Eine leicht erhdhte Expression in der Summe aller Markergene wur-
de in sieben von neun getesteten Proben vom Zeitpunkt W 26/27 gemessen.

Furtbach
Furtbach Furtbach |Furtbach . . )
Wasser- nach der . Breitiwiesen-| . Bannen- Oberwiese Harberen-
probe vor ARA nachder |bei kanal Malibach graben n-bach bach
Trockenloo ARA Buchs |Wiirenlos
Regensdorf

W 20/21
W 22/23
W 24/25
W 26/27
W 36/37

Summe Genexpression

Kontrollbereich leicht erhéht erhoht stark erhoht

Abbildung 23. Ubersichtsdarstellung oxidativer Stress. Dargestellt ist die Summe der Genexpression von
allen zwei gemessenen Markergenen zur Untersuchung von oxidativem Stress im Fisch.



48

582 Markergene

Tabelle 17. Biomarkergene fur die Untersuchung von oxidativen Stress

Biomarkergene Funktion

NrF2 (NF-E2 p45-related factor 2) Erste zellulére Reaktion auf oxidativen Stress, welche die Regulierung
verschiedener antioxidativer Signalwege und Schutzgene initiiert, die

far die Versorgung der Zelle mit Antioxidantien zusténdig sind.

cAT (Katalase) Katalase detoxifiziert Wasserstoffperoxid indem es dessen Umset-

zung zu Wasser und zweiwertigen Sauerstoff katalysiert.

5.8.3 Genexpressionsergebnisse oxidativer Stress

A) Resultate NrF2 Genexpression

Furtbach
Furtbach e " .
Wasser- (Marker- |Furtbach vor |nach der nach der N Breitiwiesen- Milibach Bannen- Oberwiesen- |Harberen-
probe gen Trockenloo |ARA kanal graben bach bach

ARA Buchs [Wiirenlos

Regensdorf

W15 NrF2
W 20/21 |NrF2
W 22/23 |NrF2
W 24/25 |NrF2
W 26/27 |NrF2
W 36/37 |NrF2

B) Resultate CAT Genexpression

Furtbach
Furtbach
Wasser- |Marker- [Furtbach vor [nach der n:chb::r . Breitiwiesen- Miilibach Bannen- Oberwiesen- [Harberen-
probe gen Trockenloo |ARA kanal graben bach bach

ARA Buchs [Wiirenlos

Regensdorf

W15 CAT
W 20/21 |CAT
W 22/23 |CAT
W 24/25 |CAT
W 26/27 |CAT
W 36/37 |CAT

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
152
niedriger gleich leicht erhéht erhoht stark erhéht

Abbildung 24. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse von Biomakergenen flr oxidativen Stress:
A) NrF2 und B) CAT.

Vergleich Ergebnisse Markergene oxidativer Stress:

Generell wurden fur alle untersuchten Wasserproben der ganzen Mess-Kampagne,
erhéhte Genexpressionswerte fur die Gene NrF2 gefolgt von CAT nur in den Proben
von W 24/25 (Genfunktionen siehe Tabelle 17) gemessen.
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Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Eine erhdhte Expression von NrF2 wurde nur bei Trockenloo, Buchs, Breitiwiesenkanal
und Oberwiesenkanal W 24/25 gemessen. Generell waren die Expressionswerte von
allen Standorten in W 24/25 hoéher im Vergleich zu allen anderen Zeitpunkten. Dies
kdnnte auf erhdhten oxidativen Stress zu diesem Zeitpunkt hinweisen. FUr alle anderen
Zeitpunkte konnte kein Effekt gemessen werden.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 18.

Tabelle 18. Auswertung Genexpression oxidativen Stress

Erhohte (Abb. 24
Rot markiert)
Proben Standort Genexpression Deutung
im Vergleich zur
Kontrolle
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
W 20/21 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
5. Wurenlos Probe W15 Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 22/23 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo NFKB Erhéhter oxidativer Stress
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
3. ARA Buchs NFKB Erhohter oxidativer Stress
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
W 24/25 5. Breitiwiesenkanal NFKB Erhdhter oxidativer Stress
6. MUlibach Keine erhdhte Regulation messbar
7.B&dnnengraben Keine erhdhte Regulation messbar
8. Oberwiesenbach NFKB Erhohter oxidativer Stress
9. Harberenbach Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
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Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stcmo|orte) vonei-
nander entfernt sind desto unterschiedlicher sind sie zB. hinsichtlich Schadstoffbelas-
tung oder Fischgesundheit.

Die PCA-Analysen der Genexpression aller Biomarker fir oxidativen Stress (Abb. 25)
zeigt fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches Verteilungsmuster der ein-
zelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Absténde zur internen Wasserkon-

trolle.

A) PCA W 20/21 Oxidativer Stress

15

W20/21
Trockenloo
1
L
W20/21 ARA W20/21 ARA
Buchs Regensdorf
53 [
E 0 1
< L4 w15
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1
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@®W20/21H20
Kont.
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-2 -1.5 -1 -0.5 o} 0.5 1 15 2
F1(63.76 %)
D) PCA W 26/27 Oxidativer Stress
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B) PCA W 22/23 Oxidativer Stress
15

E) PCA W 36/37 Oxidativer Stress

W36/37 ARA
Regensdorf
W36/37 ARA
Buchs
W36/37 H20
Kont.
w36/37
Trockenloo

W36/37
Wiirenlos

-2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15 2

F1(82.20%)

C) PCA W 24/25 Oxidativer Stress

W22/23 ARA °
T\/\/’2k2/2I3 Regensdorf ° Wi X Wﬁ-z/zi w24/25
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Abbildung 25. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker fUr oxidativen Stress fur alle
Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B) PCA Ergebnisse W 22/23,
C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse W 36/37.
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5.9 Neurotoxizitét

Im Folgenden ist fur die Untersuchung der Neurotoxizitéit das ausgewdhlte Markergen
ACHE nd&her in seiner Funktion beschrieben (siehe 5.9.1) und die Ergebnisse der Genex-
pression von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heatmap (sie-
he 5.9.1) und Principal Componet Analyse (5.1.3) ausgewertet und grafisch dargestellt.

591 Markergene

Tabelle 19. Biomarkergene fur die Untersuchung von Neurotoxizitéit

Biomarkergene Funktion

ACHE (Acetylcholinesterase) Die Acetylcholinesterase ist ein Enzym aus der Gruppe der Cholines-
terasen, welches Neurotransmitter reguliert. Es wird durch organo-

phosphorhaltige Substanzen wie Nervengifte oder Pestizide inhibiert.

5.9.2 Genexpressionsergebnisse Neurotoxizitét

Furtbach
Furtbach
Wasser- Marker- |Furtbach vor |nach der Furtbach bei |Breitiwiesen{ _ . Bannen- Oberwiesen-|Harberen-
robe en Trockenloo |ARA nach der Wiirenlos  |kanal Milibach be bach bach
P & ARA Buchs graben ac
Regensdorf
W 15 ACHE

W 20/21 |ACHE
W 22/23 |ACHE
W 24/25 |ACHE
W 26/27 |ACHE
W 36/37 |ACHE

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15¢>2
niedriger gleich leicht erhéht erhéht stark erhbht

Abbildung 26. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse des Biomakergens ACHE zur Bestimmung
von neurotoxischen Effekten.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Eine erhohte Expression von ACHE wurde nur bei Warenlos W 15 und W 24/25, Trocken-
loo W 24/25, Oberwiesenbach W 24/25 und Harberenbach W 24/25 gemessen. Dies
deutet auf eine erhdhte Exposition mit ACHE Inhibitoren hin (siehe Tabelle 19), welches
bei l&ngerer Belastung zum Auftreten von neurotoxischen Effekten fuhren kann.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 20.

Tabelle 20. Auswertung Genexpression Neurotoxizitét

Proben Standort Erhohte (Abb. 26 Deutung

©

\
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Rot markiert)
Genexpression

im Vergleich zur

Kontrolle
1. Trockenloo Keine erhoéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhoéhte Regulation messbar
W 20/21 4. Warenlos Keine erhéhte Regulation messbar
Erhohte Exposition mit ACHE Inhibitoren
5. Warenlos Probe W15 ACHE Bei ldngerer Belastung maogliches Auftreten
von neurotoxischen Effekten.
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
W 22/23 3. ARA Buchs Keine erhoéhte Regulation messbar
4. Wurenlos Keine erhéhte Regulation messbar
Erhohte Exposition mit ACHE Inhibitoren
1. Trockenloo ACHE Bei ldngerer Belastung maogliches Auftreten
von neurotoxischen Effekten.
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
Erhohte Exposition mit ACHE Inhibitoren
4. Wlrenlos ACHE Bei ldngerer Belastung maogliches Auftreten
von neurotoxischen Effekten.
W 24/25 5. Breitiwiesenkanal Keine erhoéhte Regulation messbar
6. MUlibach Keine erhéhte Regulation messbar
7.Bannengraben Keine erhéhte Regulation messbar
Erhohte Exposition mit ACHE Inhibitoren
8. Oberwiesenbach ACHE Bei l&ingerer Belastung mogliches Auftreten
von neurotoxischen Effekten.
Erhohte Exposition mit ACHE Inhibitoren
9. Harberenbach ACHE Bei ldngerer Belastung maogliches Auftreten
von neurotoxischen Effekten.
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhoéhte Regulation messbar
4. Wurenlos Keine erhéhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhoéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhéhte Regulation messbar
W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhéhte Regulation messbar
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510 Endokrine Wirkung

Im Folgenden ist fur die Untersuchung von endokrinen Wirkungen das Markergen ERa
naher in seiner Funktion beschrieben (siehe 510.1) und die Ergebnisse der Genexpres-
sion von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heatmap (siehe
510.2) und Principal Componet Analyse (511.3) ausgewertet und grafisch dargestellt.

5101 Markergene

Tabelle 21. Biomarkergene fUr die Untersuchung von endokriner Wirkung

Biomarkergene Funktion

ERa (Estrogenrezeptor alpha) Der Estrogenrezeptor ERa ist ein Steroidrezeptor der durch Steroid-

hormone wie Estrogen oder Xenoestrogen aktiviert wird.

510.2 Genexpressionsergebnisse endokrine Wirkung

Furtbach
Wasser- Marker- |Furtbach vor |nach der ::::thh;:r: Furtbach bei |Breitiwiesen Miilibach Bannen- Oberwiesen-|Harberen-
probe gen Trockenloo |ARA Wiirenlos  |kanal graben bach bach
ARA Buchs
Regensdorf
W 15 Era
W 20/21 |[Era
W 22/23 |Era
W 24/25 |Era
W 26/27 |Era
W 36/37 |Era

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15¢>2
niedriger gleich leicht erhdht erhéht stark erhbht

Abbildung 27. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse des Biomakergens ERa fUr endokrine
Wirkung.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Eine erhohte Expression von ERa wurde nur bei Warenlos W 22/23 und W 24/25 und
Regensdorf W 22/23 gemessen. Dies deutet auf eine erhéhte Belastung mit dstrogen-
aktiven Substanzen hin.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 22.



Tabelle 22. Auswertung Genexpression endokrine Wirkung
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Erhéhte (Abb. 27

Rot markiert)

Proben Standort Genexpression Deutung
im Vergleich zur
Kontrolle
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar

W 20/21 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
5. Wirenlos Probe W15 Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar

Erhohte Belastung mit éstrogen-aktiven Sub-
2. ARA Regensdorf ERa
stanzen.
W 22/23 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
. Erhéhte Belastung mit dstrogen-aktiven Sulb-
4. Wurenlos ERa
stanzen.
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
. Erhohte Belastung mit éstrogen-aktiven Sub-
4. Wurenlos ERa
stanzen.

W 24/25 5. Breitiwiesenkanal Keine erhéhte Regulation messbar
6. MUlibach Keine erhéhte Regulation messbar
7.B&nnengraben Keine erhdhte Regulation messbar
8. Oberwiesenbach Keine erhdhte Regulation messbar
9. Harberenbach Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar

W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wurenlos Keine erhéhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar

W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
4. Wurenlos Keine erhéhte Regulation messbar




5.11 Apoptose (progrqmmierter Zelltod)
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Im Folgenden ist fur die Untersuchung von Apoptose-Effekten das Markergen p53 nér-
her in seiner Funktion beschrieben (siehe 5111) und die Ergebnisse der Genexpression
von allen Probezeitpunkten in tabellarischer Form und mittels Heatmap (siehe 5112)
und Principal Componet Analyse (siehe 511.3) ausgewertet und grafisch dargestellt

511  Markergene

Tabelle 23. Biomarkergene fUr die Untersuchung Apoptose

Biomarkergene Funktion

P53 (Tumor suppressor |o53)

Reparatur.

Der Tumorsuppressor p53 spielt eine Rolle bei der Regulierung des

Zellzyklus, der Apoptose (progrommierter Zelltod) sowie der DNA-

5.2 Genexpressionsergebnisse Apoptose

Miilibach

Binnen-

graben

Oberwiesen-
bach

Harberen-
bach

Furtbach Furtbach

Wasser- Marker- |Furtbach vor|nachder nach der Furtbach bei | Breitiwiesen,

probe gen Trockenloo |ARA ARA Buchs Wiirenlos  |kanal
Regensdorf

W 15 p53

W 20/21 |p53

W 22/23 |p53

W 24/25 |p53

W 26/27 |p53

W 36/37 |p53

Genexpression im Vergleich zur Kontrolle
15¢>2
niedriger gleich leicht erhdht erhéht stark erhbht

Abbildung 28. Heatmap-Analyse der Genexpressionsergebnisse des Biomakergens p53 fur Apoptose-

Effekte.

Vergleich Standort und Zeitverlauf:

Eine erhohte Expression von p53 wurde nur bei Warenlos W 15, W 22/23 und W 24/25
gemessen. Dies deutet darauf hin das an diesem Standort vermindert gute Bedin-
gungen fur eine optimale Fischgesundheit vorliegen bzw. eine erhéhte Belastung ge-
notoxisch wirkender Stoffe vorliegt.

Detaillierte Auswertung siehe Tabelle 23.




Tabelle 23. Auswertung Genexpression Apoptose
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Erhéhte (Abb. 28 Rot

markiert) Genex-

Proben Standort L Deutung
pression im Ver-
gleich zur Kontrolle
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
W 20/21 4. Warenlos Keine erhéhte Regulation messbar
Erhéhte Apoptose-Effekte messbar.
5. Warenlos Probe W15 | p53 Bei l&ingerer Belastung Auftreten von subleta-
len und letalen Effekten.
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhdhte Regulation messbar
W 22/23 »
Erhéhte Apoptose-Effekte messbar.
4. Wlrenlos P53 Bei l&ingerer Belastung Auftreten von subleta-
len und letalen Effekten.
1. Trockenloo Keine erhoéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
Erhéhte Apoptose-Effekte messbar.
4. Wlrenlos P53 Bei l&ingerer Belastung Auftreten von subleta-
W 24/25 len und letalen Effekten.,
5. Breitiwiesenkanall Keine erhéhte Regulation messbar
6. Mulibach Keine erhdhte Regulation messbar
7.B&dnnengraben Keine erhdhte Regulation messbar
8. Oberwiesenbach Keine erhdhte Regulation messbar
9. Harberenbach Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhéhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhoéhte Regulation messbar
W 26/27 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Wlrenlos Keine erhdhte Regulation messbar
1. Trockenloo Keine erhdhte Regulation messbar
2. ARA Regensdorf Keine erhdhte Regulation messbar
W 36/37 3. ARA Buchs Keine erhéhte Regulation messbar
4. Warenlos Keine erhéhte Regulation messbar




57

5113 Principal Componet Analyse (PCA) Neurotoxizitéit, endokrine Wirkung
und Apoptose

Um die Ergebnisse der Genexpression zwischen Beprobungsstandorten und zwischen
den Beprobungszeitpunkten direkt miteinander zu vergleichen, wurden Principal
Component Analysen (PCA’s) durchgefuhrt. Mittels PCA wird das Verhalten aller getes-
teten Biomarker von den verschiedenen Standorten integriert und durch die Lage und
Distanz zueinander bewertet. Dies bedeutet je weiter zwei Werte (=Stc1ndorte) vonei-
nander entfernt sind desto unterschiedlicher sind sie zB. hinsichtlich Schadstoffbelas-
tung oder Fischgesundheit.

Fur die DurchfUhrung einer PCA Analyse fUr Genexpressionsdaten mussen mindestens
zwei Gene miteinander verglichen werden. Da fur Neurotoxizitéit, endokrine Wirkung
und Apoptose jeweils nur ein Markergen untersucht wurde, werden diese Datensdtze
far eine PCA-Analyse zusammengefasst.

Die PCA-Analysen der Genexpression aller Biomarker fur Neurotoxizitéit, endokrine Wir-
kung und Apoptose (Abb. 29) zeigt fur alle Beprobungszeitpunkte ein unterschiedliches
Verteilungsmuster der einzelnen Beprobungsstandorte und unterschiedliche Abstén-
de zur internen Wasserkontrolle.
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Abbildung 29. Principal Component Analyse aller getesteten Biomarker fur Neurotoxizit&t, endokrine Wirkung
und Apoptose fur alle Beprobungsstandorte und Zeitpunkte. Dargestellt sind A) PCA Ergebnisse W 20/21, B)
PCA Ergebnisse W 22/23, C) PCA Ergebnisse W 24/25, D) PCA Ergebnisse W 26/27 und E) PCA Ergebnisse
W 36/37.
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6 ANMERKUNG

Die Aussagekraft der Genexpressionsanalyse kdnnte mittels Korrelation von Daten
einer Begleitanalytik oder anderen gemessenen Wasserparametern verstérkt bzw.
bestatigt werden.
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