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MCV-Wert der mannlichen Versuchsfische der Hart-PVC-Gruppe im Vergleich
zur Weich-PVC-Gruppe signifikant verringert (p < 0,05).

Da verschiedenste Faktoren wie z.B. Blutentnahmetechnik, Betaubungsart,
Untersuchungsmethoden, Haltungsformen, Kondition, Ernahrung, Alter der
Fische, saisonale Veranderungen und Stress, die hamatologischen Parameter
bei Fischen beeinflussen, sollten um eine direkte Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten, nur Referenzwerte der Individuen innerhalb eines
Versuchskollektivs herangezogen werden (PUND, 1998). Elektronische
Zahlverfahren sind fur Zellen des Fischbluts wegen der kernhaltigen
Erythrozyten bisher nicht standardisiert anwendbar, weshalb die Zahlung im
Hamozytometer die einzige Alternative darstellt (HOUSTON, 1990). Im
Unterschied zu den Erythrozytenindizes sind die Hamoglobinkonzentration
sowie der Hamatokrit ein maschinell exakt bestimmbarer Blutwert (siehe
Abschnitte 111.8.1 und 8.2). Da fur diese beiden bestimmten Blutwerte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen festgestellt wurde,
der MCV und MCH jedoch durch geringere Hamoglobingehalte im
Einzelerythrozyt variieren (KLONTZ, 1994), besitzt die alleinige Veranderung
des MCV sowie MCH geringe diagnostische Aussagekraft. Eine
stressinduzierte Anamie bei den mannlichen Fischen der Hart-PVC-Gruppe, bei
denen auch ein erhéhter Wert der Hsp70-Plasmakonzentration (siehe Abschnitt
IV.5.2), jedoch keine veranderten Kortisolkonzentrationen festgestellt wurden
(siehe Abschnitt IV.5.2), wirde einerseits einen veranderten MCV durch
Schwellung der Erythrozyten durch Katecholaminwirkungen hervorrufen
(WELLS et al., 1986), jedoch waren auch eine Leukozytopenie und eine
Veranderung des Hamatokrits zu beobachten (PUND, 1998). Somit ist
offensichtlich keine Beeinflussung hamatologischer Parameter durch die PVC-

Exposition erfolgt.

1.6. Plasmaparameter

1.6.1. Klinische Chemie

Die Ergebnisse der klinisch-chemischen Untersuchungen zeigen, dass die
Aktivitaten der Alanin-Aminotransferase (p <0,05) und der Aspartat-
Aminotransferase (p < 0,001) im Blut der Weich-PVC-Gruppe gegenuber der

Kontrollgruppe signifikant erniedrigt waren. Dabei beruhen diese Gruppenwerte
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auf einer signifikanten Reduktion der Alanin-Aminotransferaseaktivitat
(p < 0,05) im Blut der mannlichen Fische der Weich-PVC-Gruppe sowie bei der
Aspartat-Aminotransferaseaktivitat (p <0,01) auf die Werte im Blut der
weiblichen Fische gegenuber der Kontroligruppe. Die Kalzium-
Plasmakonzentration der weiblichen Fische der Weich-PVC-Gruppe war
gegenuber der Kalzium-Plasmakonzentration der weiblichen Fische der Hart-
PVC-Gruppe signifikant (p <0,05) reduziert. Des Weiteren wurden keine
signifikanten Abweichungen zwischen den gemessenen Parametern im
Vergleich zwischen den Gruppen festgestellt. Die Alanin-Aminotransferase
(ALAT/ALT/GPT), die Aspartat-Aminotransferase (ASAT/AST/GOT), die
Lactatdehydrogenase (LDH) und die alkalischen Phosphatase (ALP) kdnnen in
Membranen von Zellen verschiedener Organen wie Herz, Niere, Leber,
Skelettmuskel, Gehirn, Magen-Darm-Trakt, Kiemen und Erythrozyten
vorkommen (BANAEE et al., 2014; KUMAR et al., 2016). Die Freisetzung dieser
intrazellularen Enzyme und ihre gesteigerte Aktivitdt im Blutplasma sind
wichtige klinische Anzeichen bei der Diagnose von Zellmembranschaden
(BANAEE et al., 2014; HAGHI und BANAEE, 2017). Anstiege in der AST- und
ALT- Aktivitat sind als Anzeichen fur Leberschaden zu deuten (SHARIFINASAB
et al., 2016). Erhéhungen im Serum von gefleckten Schlangenkdpfen (Channa
punctata), Karpfen (Cyprinus carpio) und Regenbogenforellen (Onchorhynchus
mykiss) (AGRAHARI et al., 2007; BANAEE et al., 2008; BANAEE et al., 2011)
wurden unter dem Einfluss der Insektizide Monochrotophos und Diazinon
beschrieben. Da in vorliegender Studie keine Erhéhungen der Enzymaktivitaten
der AST und ALT festgestellt wurden, geben die Werte keinen Hinweis auf
mdgliche toxische Leberschadigungen durch die verfutterten
Mikroplastikpartikel. Die gegenuber der Hart-PVC-Gruppe signifikant reduzierte
Kalzium-Plasmakonzentration der weiblichen Fische der Weich-PVC-Gruppe
konnte auf einer verstarkten kalziumabhangigen Vitellogeninsynthese in den
Hepatozyten beruhen (siehe Abschnitt V.1.7.3.1) und damit als Hinweis auf die
Ostrogene  Wirkung des in den Weich-PVC-Partikeln enthaltenen

Weichmachers DINP angesehen werden.
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1.7. Biomarkeranalysen

1.7.1. Hitzeschock-Protein70 (Hsp70)

Die Bestimmung der Hsp70-Konzentration im Plasma der Versuchsfische ergab
eine signifikante (p < 0,001) Erhéhung bei den mannlichen Fischen der Hart-
PVC-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe sowie eine signifikante Erhdhung
der Plasmakonzentration bei den weiblichen Fischen der Hart-PVC-Gruppe
gegenuber der Kontroll- (p < 0,05) und der Weich-PVC-Gruppe (p < 0,01). Die
Hsp70-Plasmakonzentration der gesamten Hart-PVC-Gruppe (Milchner und
Rogner) war signifikant (P < 0,001) gegenuber den Plasmakonzentrationen der
Kontroll-Gruppe und der Weich-PVC-Gruppe (p < 0,01) erhdht.

Die Hsp70-Serumkonzentration wird in Fischen als Parameter fur eine Vielzahl
von Stressreaktionen und metabolischen Stérungen im Organismus
herangezogen (YAMASHITA et al., 2010) und dient als geeigneter Biomarker,
um den Effekt von Umweltstressoren auf einen Organismus abzubilden
(KOHLER et al., 2001). Adaptive Mechanismen, um eine akute Stresssituation
zu bewaltigen, sind zum Beispiel eine Erhdhung des Blutglukosespiegels und
steigende Kortisolkonzentrationen (ZELNIK und GOLDSPINK, 1981; DAVIS
und PARKER, 1983; BARTON et al., 1987).

In den Versuchsfischen des PVC-Versuchs wurde in keiner der Gruppen ein
Anstieg der Kortisol- oder Glukosekonzentration beobachtet. Dies liefert einen
Hinweis darauf, dass die erhdohten Hsp70-Konzentrationen im Plasma der
Fische der Hart-PVC-Gruppe nicht auf akute kdrperliche Stresseinwirkungen im
Rahmen einer physiologischen Stressreaktion wie z. B. unterschiedliches
Handling bei der Versuchsauflosung, Laichstress oder territoriales Verhalten
zurtckzuflhren sind.

Eine Studie (ESPINOSA et al., 2017) zeigt, dass es zu keinen Veranderungen
der Genexpression von Hsp70 nach 15- bzw. 30-tagiger Exposition mit PVC-
Partikeln bei Goldbrassen (sparus aurata) kam. Hier wurde jedoch eine
wesentlich niedrigere Partikelkonzentration von 0,01 % und 0,05 % im
Fischfutter verwendet.

Da bei den Milchnern und Rognern der Hart-PVC-Gruppe auch erhdhte 17f3-
Estradiolspiegel im Plasma gemessen wurden, kdnnten die erhdhten Hsp70-
Plasmakonzentrationen im Zusammenhang mit dem Reproduktionsstatus der

Fische erklart werden, da sich die Fische in der fortgeschrittenen zyklischen
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Anbildung ihrer Gonaden befanden. Jedoch wirde Uberschiel3ender
"Laichstress" sich auch in erhohten Kortisol-Plasmakonzentrationen dieser

Fische niederschlagen, was jedoch nicht der Fall war.

1.7.2. Cytochrom P450 1A1

Die Cytochrome der P450 Familie sind an verschiedensten
Stoffwechselprozessen im Organismus beteiligt und werden daher auch ,mixed
function oxidases“ genannt (LEWIS, 1996). Sie sind wichtige Proteine mit
enzymatischer Aktivitat, die hauptsachlich Uber Oxidationen anderer Enzyme
an der ersten Phase bei der Bioelimination bzw. Metabolisierung von
kérperfremden Xenobiotika bei Fischen (LEWIS, 1996; SIROKA und
DRASTICHOVA, 2004) mitwirken. Sie werden in dkotoxikologischen Studien
haufig als sensitive Biomarker eingesetzt (BARD et al., 2002; JEWETT et al.,
2002; MOORE et al., 2003). Sie sind in hoher Konzentration in der Leber der
Fische zu finden und machen dort etwa 1 -2 % der Hepatozytenmasse aus
(LESTER et al., 1993; LEWIS, 1996).

In  der vorliegenden Studie wurde die Cytochrom P450 1A1
Plasmakonzentration der Versuchsfische gemessen. In anderen Studien, die
sich mit Cytochrom P450 1A1 im Zusammenhang mit Mikroplastik-Expositionen
bei Fischen beschaftigten, wurde Cytochrom P450 1A1 auf Ebene der
Genexpression analysiert (ROCHMAN et al., 2013; MAZURAIS et al., 2015; XIA
et al., 2020).

In einer Studie (XIA et al., 2020) wurden Karpfen Uber die Futterphase mit PVC-
Partikeln in drei verschiedenen, dem Futter beigemischten Konzentrationen
(10 -, 20 -, 30- Gewichts-%), fur 60 Tage exponiert. Die Genexpression von
Cytochrom P450 1A1 stieg initial nach 30 Tagen an und war nach 60 Tagen bei
den Gruppen aller Testkonzentrationen signifikant reduziert gegenuber der
Kontrollgruppe.

In einer Studie (ROCHMAN et al.,, 2013) an japanischen Reiskarpflingen
(Oryzias latipes) wurde gezeigt, dass eine Exposition mit PE-Partikeln, welche
zuvor in der marinen Umwelt exponiert wurden um dort gegebenenfalls
vorkommende Schadstoffe zu adsorbieren, bei den Fischen beider
Geschlechter zu keinen Effekten bezuglich der Cytochrom P450 1A1

Expression in der Leber flhrte.
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In einer anderen Studie (MAZURAIS et al., 2015) wurde gezeigt, dass es in
frisch geschlupfte Larven von Wolfsbarschen (Dicentrarchus labrax) nach oraler
Applikation von fluoreszierenden PE-Partikeln mit zunehmender Anzahl
aufgenommener Partikel, zu einem Anstieg der Expression von Cytochrom
P450 1A1 kam.

Eine Studie, die mit einer in-vitro-Kultur von Regenbogenforellen-Hepatozyten
arbeitete (NAVAS und SEGNER, 2001), zeigte, dass die Expression von
Cytochrom P450 1A1 durch vermehrte Anwesenheit von 17B-Estradiol
zunehmend gehemmt wurde. Weiterhin wurde gezeigt, dass dieser Effekt durch
die gleichzeitige Anwesenheit des Ostrogenrezeptor-Antagonisten Tamoxifen
aufgehoben wird. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die Ostrogenrezeptoren
an der E2-induzierten Reduktion der Cytochromexpression beteiligt sind.

Bei den in der vorliegenden Studie gemessenen Cytochrom P450 1A1 Plasma-
Konzentrationen wurde nur bei den weiblichen Fischen der Weich-PVC-Gruppe
eine signifikante (p <0,001) Reduktion gegenuber der Kontrollgruppe
festgestellt. Bei den weiblichen Fischen der Hart-PVC-Gruppe sowie den
mannlichen Fischen aller Versuchsgruppen wurden keine Veranderungen der
Cytochrom P450 1A1 Plasma-Konzentrationen festgestellt.

Der in den Weich-PVC-Partikeln enthaltene Weichmacher DINP besitzt als
Agonist des naturlichen weiblichen Sexualhormons E2 eine schwache
ostrogene Wirkung (HARRIS et al.,, 1997). Da die Studie von NAVAS und
SEGNER (2001) zeigt, dass die Expression von Cytochrom P450 1A1 durch
Bindung von E2 an den ER induziert wird und mit der Dosis von E2 korreliert,
scheint es méglich, dass auch tiber die Wirkung von DINP als Ostrogen-Agonist
die Expressionshemmung von Cytochrom P450 1A1 verstarkt wurde.
Aulerdem konnte DINP verstarkt an die ER gebunden haben, indem es die
Bindungsaffinitat zum ER des natlrliches E2 verminderte, wie es die Studie von
JOBLING et al. (1995) zeigte. Weiterhin haben weibliche Fische besonders
wahrend der Laichanbildung physiologischerweise mehr E2-Rezeptoren als
mannliche Fische (NELSON und HABIBI, 2008). Somit konnte der Effekt, der
durch E2-Rezeptorenbindung induzierten Reduktion der Cytochrom-P4501A-
Expression verstarkt bei den weiblichen Fischen der Weich-PVC-Gruppe zu
sehen sein und einen Hinweis auf die 6strogene Wirkung von DINP liefern.

Da das Gonadengewicht der Versuchsfische in dieser Studie nicht bestimmt

wurde, kdnnen diesbezlglich keine Aussagen gemacht werden. In weiteren
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Studien sollte unbedingt auf die Bestimmung der einzelnen Organgewichte
geachtet werden, um Ruckschlisse auf die Beeinflussung einzelner
Organsysteme ziehen zu kdénnen. Bei der semiquantitativen Bestimmung des
gonadalen Reifegrads unterschieden sich die weiblichen Fische der
unterschiedlichen Versuchsgruppen nicht voneinander.

Die multiplen Untertypen von Cytochrom P450 weisen eine grol3e Diversitat in
ihrer katalysierenden Eigenschaft bezlglich Monooxygenase-Reaktionen beim
Fisch auf (STEGEMAN, 1989). Mehr Forschungsarbeit ist notwendig, um eine
Beeinflussung von Cytochromen durch Plastikpartikel und deren Additive zu

ermitteln.

1.7.3. Endokrine Wirkungen

Neben mdglichen Wirkungen der PVC-Partikel selbst sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zusatzlich Uberpruft werden, ob auch die in den Partikeln
nicht chemisch gebundenen Additive einen Einfluss auf die Hormonspiegel der
Versuchsfische auslben. In den eingesetzten Weich-PVC-Partikeln war ein
Anteil von 30 % Diisononylphtalat (DINP) enthalten. Mit der Messung der
Konzentration der Geschlechtshormone 17p-Estradiol (E2), Testosteron, 11-
Ketotestosteron sowie der Aromatase (CYP19A1) im Plasma der Fische sollte
ein Uberblick tiber mdgliche endokrine Wirkungen geliefert werden. Bei allen

mannlichen Fischen wurde zusatzlich die Vitellogenin-Konzentration bestimmt.

1.7.3.1. Vitellogenin im Plasma mannlicher Fische
Vitellogenin ist ein kalziumreiches Phospholipoprotein fur dessen Synthese
Kalzium bendétigt wird (SCOTT et al., 1980; SUMPTER, 1985). Vitellogenin wird
unter Ostrogeneinfluss in den Hepatozyten der Leber weiblicher Fische gebildet
(MOMMSEN und WALSH, 1988) und anschlieRend in die Blutbahn abgegeben
(NG und IDLER, 1983; COPELAND et al., 1986; LAZIER, 1993), wodurch es im
Plasma nachgewiesen werden kann. Vitellogenin stellt die Vorstufe des
Dottersackproteins dar, welches uber die Blutbahn an die heranreifenden Eier
transportiert und dort gespeichert wird. Das Dottersackprotein dient dort der
Versorgung des heranwachsenden Embryos (READING et al., 2011). Der
Nachweis von Vitellogenin im Plasma ist ein Anzeichen flr eine Ostrogene
Stimulation der Leberzellen in eierlegenden Vertebraten (PURDOM et al.,

1994). Unter verstarktem Ostrogeneinfluss wird Vitellogenin auch in den Lebern
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mannlicher Fische synthetisiert (IDLER und CAMPBELL, 1980; COPELAND et
al., 1986). Daher gilt Vitellogenin im Serum mannlicher Fische als Indikator fur
eine Exposition mit dstrogen wirksamen Stoffen, der exakt und standardisiert
mittels Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) reproduzierbar ermittelt
werden kann (HANSEN et al., 1998). Aufgrund seiner Indikatoreigenschaft wird
Vitellogenin in &kotoxikologischen Studien haufig als Biomarker fur den
Nachweis Ostrogener Wirkungen bei mannlichen Individuen unterschiedlicher
Fischarten herangezogen (JOBLING et al., 1995; BON et al., 1997; SHERRY
et al., 1999).

Die Vitellogenin-Konzentrationen im Plasma der mannlichen Fische (n = 10) der
Weich-PVC-Gruppe waren  signifikant (p <0,05) gegenuber den
Konzentrationen im Plasma der Kontrollgruppe (n = 20) erhdht, wobei die Werte
eine starke Streuung durch einen Einzelfisch aufwiesen, dessen
Vitellogeninspiegel um das Funffache des Gruppendurchschnittes erhdht war.
Mdgliche Erklarungen dafir sind, dass dieser Fisch wahrend der 56-tagigen
Exposition mehr Futter als die anderen Fische der Gruppe aufgenommen hat
oder er im Rahmen physiologischer Schwankungen sensitiver als sogenannter
.earlyresponder” reagiert hat. Die erhdhten Vitellogenin-Plasmakonzentrationen
bei den mit Weich-PVC-exponierten, mannlichen Fischen beruht
mdglicherweise auf einer 6strogenen Wirkung des oral aufgenommenen, nicht
chemisch in den Weich-PVC-Partikeln gebundenen Additivs DINP
(UMWELTBUNDESAMT, 2007). Ein infolge der Vitellogeninsynthese erhdhter
Energiebedarf (ASHFIELD et al., 1998; KNORR, 2000), kdnnte zu den im
Vergleich signifikant reduzierten Gewichtszunahmen der Fische der Weich-
PVC-Gruppe beider Geschlechter, beigetragen haben.

Im Gegensatz dazu ergab eine Studie an japanischen Reiskarpflingen die mit
Mikroplastikpartikeln aus PE (< 0,5 mm) exponiert wurden, eine verminderte
Genexpression von Vitellogenin (ROCHMAN et al., 2014). Es sollte bei der
Bewertung des Befundes bertcksichtigt werden, dass die verabreichte
Konzentration von Weich-PVC-Partikeln (10 Gew.-% des Futters) der
vorliegenden Studie vermutlich deutlich Uber den unter natlrlichen Umstanden
von Fischen aufgenommenen Mengen liegt. Da es sich in der vorliegenden
Arbeit um eine Orientierungsstudie handelt, sollte dies aber als Hinweis auf
mdgliche Wirkungen durch verschiedene in Kunststoffen eingesetzte Additive

angesehen werden. Die Vitellogenin-Plasmakonzentrationen der mannlichen
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Fische der Hart-PVC-Gruppe waren nahezu unverandert gegenuber der

Kontrollgruppe.

1.7.3.2. Geschlechtshormone 17@-Estradiol (E2), 11-Ketotestosteron
und assoziiertes Enzym Aromatase CYP19A1

Die Bestimmung des E2-Spiegels im Plasma mannlicher und weiblicher Fische
des PVC-Expositionsversuches zeigte signifikante Veranderungen zwischen
den Versuchs- und Kontrollgruppen. So waren die Konzentrationen von E2 im
Plasma mannlicher Fische der Hart-PVC-Gruppe signifikant (p <0,001)
gegenuber denen der Kontrollgruppe erhdht. Auch die E2-Konzentrationen der
mannlichen Fische der Weich-PVC-Gruppe waren signifikant (p < 0,05) héher
als die Werte der Kontrollgruppe. Bei den E2-Plasmakonzentrationen der
weiblichen Fische der beiden Versuchsgruppen (Weich- und Hart-PVC) wurden
ebenfalls signifikante (p <0,05) Erhdhungen gegenitber der Kontrollgruppe
festgestellt. Somit war in allen PVC-Gruppen eine erhdhte Konzentration
freizirkulierenden E2s im Blut zu beobachten, wobei die E2-
Konzentrationserhbhung gegenuber der Kontrollgruppe bei den mannlichen
Hart-PVC-Fischen am starksten ausgepragt war. Zusatzlich war die Aromatase
CYP19A1-Konzentration nur in der Hart-PVC-Gruppe mannlicher Fische
signifikant erhoht (p < 0,01).
Die Aromatase CYP19A1 aromatisiert Testosteron und katalysiert somit den
letzten Schritt der Estradiolsynthese beim Fisch (GOPPERT et al., 2016). Die
erhohten Aromatase CYP19A1- sowie E2-Konzentrationen bei den mannlichen
Fischen der Hart-PVC-Gruppe kdnnten einen Hinweis darauf geben, dass durch
die erhdhte Aromatase-Aktivitat eine verstarkte E2-Synthese im Vergleich zu
den mannlichen Fischen der Weich-PVC-Gruppe stattgefunden hat. Weiterhin
belegt die Studie von KELCE et al. (1995), dass auch urspringlich antiandrogen
wirksame Substanzen wie DDT (1,1,1,-Trichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethan)
bzw. seine Metaboliten p,p'-DDE in der Lage sind an ER zu binden und somit
diese zu blockieren. Dies ist insbesondere deswegen von Interesse, da die
Studie von FENT et al. (2014) zu endokrinen Wirkungen von verschiedenen UV-
Stabilisatoren einen antiandrogenen Effekt von 2-(2-Hydroxy-5-methylphenyl)
benzotriazole (UV-P) feststellte. Da Hart-PVC fir viele Anwendungen im
Aulenbereich eingesetzt wird, werden hier oft UV-Stabilisatoren eingesetzt. Bei

der Herstellung von PVC werden neben den erwahnten UV-Stabilisatoren auch
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verschiedene Thermostabilisatoren, Antioxidantien und Flammschutzmittel
eingesetzt. Als Polymermodifikatoren werden sogar andere Acrylatpolymere
oder chloriertes Polyethylen verwendet (MAIER und SCHILLER, 2016). Da Uber
zugesetzte Additive sowie andere chemische Stoffe in den Hart-PVC-Partikeln
in der vorliegenden Studie keine Informationen vorliegen, kann Uber die
genauen Mechanismen der hormonellen Wirkungen nur spekuliert werden.
Jedoch koénnte die signifikant (p <0,001) erhohte E2-Konzentration der
mannlichen Fische der Hart-PVC-Gruppe einen Hinweis liefern, dass ER-
vermittelte Effekte Gber ein unbekanntes Additiv ausgeldst wurden.

Hinsichtlich der Zusammensetzung der Weich-PVC-Mikroplastikpartikel war
lediglich der 30%ige DINP-Gehalt bekannt, der sich Uber seine schwach
Ostrogene Wirkung in den erhdhten Vitellogenin-Konzentrationen der
mannlichen Fische der Weich-PVC-Gruppe widerspiegelte. Eine Studie von
REVATHY und CHITRA (2019), in der Mosambik-Buntbarsche (Oreochromis
mossambicus) Uber die Wasserphase mit subletalen Konzentrationen von DINP
bzw. DEHP Uber 60 Tage exponiert wurden, bestatigt ebenfalls die 6strogene
Wirksamkeit von Phthalaten als endokrine Disruptoren der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse. Eine Studie von HARRIS et al. (1997), zur Ostrogenen
Aktivitat verschiedener Phthalate, zeigt, dass DINP ein eher als schwach
einzustufendes endokrines Potential unter mehreren getesteten Phthalaten
darstellt, was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie deckt.
Aulerdem zeigen die Ergebnisse von JOBLING et al. (1995), dass Bis(2-
ethylhexyl)phthalat (DEHP), welches ein Weichmacher ahnlich wie
Diisononylphtalat (DINP), jedoch mit starkerem 6strogenem Wirkungspotential
ist, die Affinitat zur Bindung von natlrlichem 173-Estradiol an den ER reduziert.
Dies wurde bedeuten, dass E2 mit DINP um die Bindung am ER konkurriert,
wobei E2 verdrangt wird, was zu einer verstarkten Bindung von DINP an den
ER fuhren wirde.

In einer Studie von ROCHMAN et al. (2014) wurden adulte japanische
Reiskarpflinge (Oryzias latipes) Uber die Futterphase mit einerseits industriell
hergestellten Polyethylen (PE)-Pellets sowie PE-Pellets, welche zuvor drei
Monate im Hafenwasser der San Diego Bay zur Aufnahme von persistenten
Umweltschadstoffen deponiert wurden, flr einen Zeitraum von zwei Monaten
exponiert. AnschlieRend wurde die hepatische Genexpression von Vitellogenin

(Vtg ), Choriogenin (Chg H) und Ostrogenrezeptor alpha (ERa) analysiert, die
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bezlglich endokriner Wirkungen gut charakterisiert sind. Dabei wurde bei den
mannlichen Fischen, denen PE-Partikel aus dem Hafenwasser verabreicht
wurde, eine verringerte Abundanz von Chg H sowie bei den weiblichen Fischen
beider PE-Gruppen eine signifikant verringerte Abundanz von Vtg I, Chg H und
ERa festgestellt. Diese Befunde wurden im Sinne eines antidstrogenen Effektes
von Inhaltsstoffen der PE-Partikel interpretiert.

Fische besitzen ERa und ERB, wobei die ERB eine hdhere Affinitat besitzen
17B-Estradiol zu binden (XIA et al., 1999; XIA et al., 2000; MENUET et al., 2002;
HAWKINS und THOMAS, 2004). ERa ist der klassische Rezeptor fur 6strogene
Wirkungen und in Leber und Gonaden lokalisiert. ERB ist hauptsachlich im
Gehirn vorhanden. Dabei besitzen weibliche Fische in Leber und Gonaden
héhere Abundanzen von ERa als mannliche Fische (NELSON und HABIBI,
2008), besonders wahrend der Phasen der zyklischen Gonadenreifung, was an
das Vorhandensein zirkulierenden Ostrogens in der Blutbahn gekoppelt ist.
Steigende Ostrogenkonzentrationen lésen eine verstérkte Expression von
Ostrogenrezeptoren aus (NELSON und HABIBI, 2013). ERB ist der
Hauptmediator fur die Vitellogeninsynthese (NAGLER et al., 2010; NELSON
und HABIBI, 2013). Eine Blockierung des ERa flhrt bei mannlichen und
weiblichen Fischen zu einer abnehmenden E2-induzierten Vitellogeninsynthese
in den Hepatozyten. Eine Blockierung der ERB1 und ERP2 fuhrt beim
mannlichen Fisch zu einer vollstandigen Hemmung der Estradiol-induzierten
Vitellogeninsynthese.

Dies konnte eine Erklarung fur die bei den weiblichen Fischen der vorliegenden
Studie geringen Plasma-E2-Konzentrationen liefern, bedingt durch eine
verringerte Expression des ER (NELSON und HABIBI, 2013). Transkript- oder
Proteinabundanzen des ER wurden in der vorliegenden Studie nicht bestimmt
und sollten in nachfolgenden Arbeiten analysiert werden.

Eine Studie von TOGUYENI et al. (1996) zeigt einen Zusammenhang von 11-
Ketotestosteron mit restriktiver Fatterung von mannlichen Tilapia Buntbarschen
(Oreochromis niloticus) bei mannlichen Fischen. Dabei wurde mit steigender
Futtermenge auch eine ansteigende 11-Ketotestosteron-Konzentration
beobachtet.

Die reduzierten 11-Ketotestosteron-Plasmakonzentrationen der weiblichen
Versuchsfische der PVC-Gruppen der vorliegenden Studie kdnnten ebenfalls

mit einer Beeinflussung der ER-Expression oder der Expression der
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Androgenrezeptoren (AR) in Verbindung gebracht werden. Die Studie von
AGUILA et al. (2013) zeigt, dass bei Goldbrassen (sparus aurata) 11-
Ketotestosteron die Synthese seiner eigenen AR induzieren kann. Angesichts
der verringerten ER-Expression durch PE-Partikel (ROCHMAN et al., 2014)
sowie der durch verschiedene Umweltschadstoffe (auch Phthalate) reduzierten
Bindungsaffinitat von E2 an seine ER (JOBLING et al., 1995) sowie der
gegenseitigen Regulierung der Expression von Sexualhormonen und ihrer
Rezeptoren (NELSON und HABIBI, 2013), stellt dies einen Ansatzpunkt flr
weitere Studien bezuglich endokriner Wirkungen von Plastikpartikeln und ihrer
Additive dar.

1.8. DINP-Rickstandsanalytik

Bei der am LfU (Referat 75, Spezielle Analytik fir Umweltiberwachung),
durchgefuhrten Rickstandsanalytik konnte DINP, mittels GC-MS/MS-Gerat und
isotopenmarkiertem internem Standard, in keiner der zur Untersuchung
eingesandten Proben nachgewiesen werden (Nachweisgrenze 0,05 mg/kg).
Die Ruckstandsanalytik von DINP birgt verschiedene Schwierigkeiten in sich.
DINP stellt eine komplexe Mischung aus Isomeren dar, sodass verschiedene
oxidative Metabolite existieren (SAYKALI, 2010). Aulerdem besteht beim
Nachweis von DINP in Blut oder Gewebeproben die Problematik, dass Blut
aufgrund der Lipophilie von Phthalaten diese wahrend der Probenahme,
Lagerung sowie Probenaufarbeitung aus der Umgebung anlagern kann. Lipase-
Enzyme des Blutes bauen die Phthalate in ihre entsprechenden Monoester ab.
Phthalate sind haufig eingesetzte Weichmacher in Klinik- und Laborutensilien
(Spritzen, Schlauchen, Geraten), welche aus Kunststoffen bestehen. Somit ist
in einem aus laboranalytischer Sicht korrektem Ergebnis nicht absehbar, ob die
gemessenen  Monoester-Gehalte aus einer Kontamination  durch
Laborutensilien der praanalytischen Phase stammen (KESSLER et al., 2001;
KESSLER et al., 2004; KOCH et al., 2004).

1.9. Histopathologische Befunde

Bei den histopathologischen Untersuchungen wurden, abgesehen von
Nebenbefunden, die in den Organen einzelner Fische aller Versuchsgruppen
detektiert wurden, ausschlief3lich im Bereich des Enddarms Effekte beobachtet,

die moglicherweise auf eine orale Verabreichung der PVC-Mikroplastikpartikel
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zurtuckzufihren sind. In den Praparaten von Mitteldarm, Pylorusanhangen,
Magen, Kiemen, Haut, Muskulatur, Leber, Milz, Schwimmblase, Gonaden,
Niere sowie dem Herzen wurden keine histopathologischen Alterationen
beobachtet, die durch die PVC-Partikel verursacht wurden. Die in den einzelnen
Organen/Geweben festgestellten histologischen Alterationsmuster werden in

den folgenden Abschnitten einzeln diskutiert.

1.9.1. Enddarm

Die Sagittalschnitte der Praparate des Enddarms, welche vor der Fixierung in
4 %iger Formaldehydldésung langsseitig erdffnet wurden (siehe Abschnitt
[11.6.3.3.1), wiesen eine bessere Praparatqualitat bezogen auf die Erhaltung des
Epithels auf als die nicht erdffneten Transversalschnitte desselben
Organabschnitts. AuRerdem stand bei dieser Vorgehensweise ein langerer
Darmabschnitt fur die Bewertung histopathologischer Alterationen zur
Verfigung. Da bei der Bewertung der Enddarmpraparate Veranderungen der
Lamina propria und des Epithels auffielen, wie sie bereits bei anderen Autoren
im Enddarm von Fischen bei PVC-Expositionen beschrieben wurden (PEDA et
al.,, 2016; ESPINOSA et al.,, 2019), wurde eine zweite Schnittserie nach
Abtragen mehrere Schichten des Paraffinblockes mit dem Rotationsmikrotom
angefertigt, wobei ausschlieBlich die langseroffnet formalinfixierten
Enddarmproben verwendet wurden. Zur semiquantitativen Bewertung der
histopathologischen Alterationen des Enddarms (BERNET et al., 1999;
SARAIVA et al., 2015) wurde somit von jeweils zwei FFPE-HE-Schnitten dieses
Darmabschnittes pro Individuum, der Mittelwert der festgestellten
Schadigungsgrade herangezogen.

Es wurde eine auffallige Verkleinerung bzw. Reduzierung der apikal im
Zytoplasma der Epithelzellen lokalisierten supranuklearen Vakuolen
festgestellt. Diese Alteration der Enterozyten wies bei der Weich-PVC-Gruppe
einen signifikant (p < 0,001) hdéheren Schadigungsgrad auf als bei der Hart-
PVC- und der Kontroligruppe. Die physiologischerweise kolumnaren
Epithelzellen erschienen dadurch abgeflacht und wiesen ein homogenes,
teilweise fein granuliertes Zytoplasma auf. Besonders bei der Weich-PVC-
Gruppe waren diese Veranderungen des Enddarmepithels nicht nur auf die
entzandlich infiltrieten Darmschleimhautbereiche begrenzt, sondern Uber

groliere Areale der Schleimhautoberflache des Enddarms ausgedehnt.
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Zusatzlich wurden gemischtzellige Entzliindungszellinfiltrationen (Lymphozyten,
eosinophile Granulozyten und polymorphkernige Granulozyten) in der Lamina
propria beobachtet, welche 2zu einer deutlichen Zunahme dieser
bindegewebigen Zwischenschicht sowie zu strukturellen Veranderungen wie
einer Verbreiterung und Verklrzungen der Darmzotten flhrte. Diese
Veranderungen traten in der Auspragung ihrer semiquantitativ ermittelten
Schweregrade jedoch in Kkeiner der drei Versuchsgruppen signifikant
unterschiedlich auf.

Ahnliche histopathologische Alterationen wurden auch schon in anderen
Studien bei mit Mikroplastik exponierten Fischen festgestellt. So beschreiben
PEDA et al. (2016) bei Wolfsbarschen (Dicentrarchus labrax), die mit nativen
sowie mit persistent organischen Schadstoffen (POP) belasteten PVC-Partikeln
exponiert wurden, ebenfalls durch entzindliche Infiltrationen herbeigeflhrte
Proliferationen der Lamina propria des Enddarms und damit einhergehende
strukturelle Veranderungen wie Verbreiterung und Verklirzung der
Darmzottenarchitektur. Eine Studie von ESPINOSA et al. (2019), in der
ebenfalls Wolfsbarsche mit PE- und PVC-Partikeln Uber die Futterphase
exponiert wurden, ergab ahnliche Ergebnisse, wobei hier ein Verfahren zur
morphometrischen Bestimmung der strukturell veranderten Darmzotten zur
Anwendung kam.

Die in der vorliegenden Studie, zusatzlich zu den entzindlichen Infiltrationen
der Darmschleimhaut, festgestellten Veranderungen der apikal in den
Enterozyten lokalisierten supranuklearen  Vakuolen, wurden in
Expositionsstudien mit Mikroplastik bei Fischen bisher nicht beschrieben bzw.
naher untersucht.

Diese supranuklear, apikal in den Enterozyten lokalisierten Vakuolen spielen
eine Rolle in der Absorption von Makroproteinen und sind weiterhin an der
Wiederverwertung von Verdauungsenzymen beteiligt (TAKASHIMA und
HIBIYA, 1995; URAN et al., 2008c). Sie sind somit bei Fischen physiologischer
Bestandteil des Enddarmepithels. Dies stellt einen grof3en funktionellen
Unterschied dieses Darmabschnittes gegenliber Saugetieren dar. Die Anzahl
der Vakuolen stellen einen Indikator fur die Leistungsfahigkeit der Fett- und
Proteinabsorbtion des Enddarmepithels bei Fischen dar (EZEASOR, 1978).
Dabei werden die Proteine Uber Endozytose der Enterozyten aus dem

Darmlumen aufgenommen (ROMBOUT et al., 1985). Eine Verringerung der
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Anzahl bzw. des Volumens dieser Vakuolen im Enddarmepithel resultiert aus
einer Blockierung der Endozytoseaktivitat der absorptiven Epithelzellen und ist
ein geeigneter Indikator fiir den Ausbruch einer Enteritis (URAN et al., 2008b).
Bisher wurden diese Vakuolen hauptsachlich in Studien mit alternativen
Proteinquellen fur Futtermittel in der Aquakultur wie z. B. Sojabohnendiaten bei
karnivoren Fischspezies wie Lachs (Salmo salar) und Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) untersucht (VAN DEN INGH et al., 1991;
BAEVERFJORD und KROGDAHL, 1996; URAN et al., 2008a; SEALEY et al.,
2009; MOSBERIAN-TANHA et al., 2016). In diesen Studien nahm die Anzahl
der Vakuolen in den Epithelzellen im Enddarm der Fische bei langer
andauernder Exposition mit sojabohnenmehlhaltigem Fischfutter ab. Au3erdem
wurden ebenfalls Infiltrationen mit Entzindungszellen (Lymphozyten,
eosinophile Granulozyten und polymorphkernigen Granulozyten) in der Lamina
propria des Enddarms beobachtet, was zu einer Erweiterung dieser
Bindegewebsschicht und somit zu einer Veranderung der Architektur der
Darmschleimhautfalten fuhrte. Zusammenfassend werden diese Ergebnisse als
nicht-infektiose Enteritis beschrieben. MOSBERIAN-TANHA et al. (2016)
stellten im Zusammenhang mit Sojabohnendiaten-induzierten Enteritiden bei
Regenbogenforellen eine erhdhte Permeabilitat der Darmbarriere fir Bakterien
fest. Auch sie beobachteten die beschriebenen Entziindungen der Darmzotten
mit reduzierter Vakuolisierung der Enterozyten. In nachfolgenden Studien zu
Mikroplastikpartikeleffekten auf das Verdauungssystem von Fischen sollten das
Ausmall und die Art der Vakuolisierung des Enddarmepithels ggf. mit
quantitativ-morphologischen Analyseansatzen genauer charakterisiert werden.
Die in dieser Studie festgestellte signifikante  Reduktion der
Koérpergewichtszunahme der Fische aus der Weich-PVC-Gruppe gegenuber
den Fischen der Kontroll- (p <0,001) und Hart-PVC-Gruppe (p < 0,05),
korrelierte mit der semiquantitativ festgestellten signifikanten Reduktion der
Vakuolen des Enddarmepithels sowie geringeren Glykogengehalten in der
Leber der Fische dieser Versuchsgruppe. Neben der verminderten
Nahrstoffzufuhr infolge einer anteiligen Substitution von Futter durch PVC-
Partikel kdnnte ein weiterer Grund hierflr eine gestoérte Nahrstoffaufnahme sein,
da durch die in Ihrer Anzahl reduzierten supranuklearen Vakuolen die Protein-
und Makronahrstoffabsorption gehemmt wird. Zusatzlich wurde durch den

enthaltenen Weichmacher DINP (ber seine Ostrogene Wirkung die
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energieaufwandige Vitellogeninsynthese bei den Fischen der Weich-PVC-
Gruppe verstarkt induziert, was den Energiebedarf dieser Gruppe zusatzlich
ansteigen lasst.

Die Grole der supranukledren Vakuolen ist variabel. Nachdem Nahrstoffe
aufgenommen wurden, fragmentieren und verschwinden die Vakuolen im
Rahmen einer intrazellularen Verdauung (TAKASHIMA und HIBIYA, 1995). Es
ware also denkbar, dass die Epithelzellen die PVC-Partikel Gber Endozytose
aufgenommen haben und deshalb die Vakuolen im Rahmen ihrer
physiologischen Funktion der intrazellularen Verdauung nicht mehr zu sehen
waren. Die Weich-PVC-Partikel unterschieden sich in Form und
GroRRenverteilung von den Hart-PVC-Partikeln. Im Weich-PVC-Pulver waren
198 Millionen Mikroplastikpartikel/Gramm enthalten, die haufigsten Partikel (20
Millionen/Gramm) hatten einen Durchmesser von 2 ym. Das Hart-PVC-Pulver
bestand aus 69 Millionen Partikeln/Gramm, wobei die haufigsten Partikel (4,6
Millionen Partikel/Gramm) einen Durchmesser von 4 um hatten. Somit waren
etwa dreimal so viele Weich-PVC-Partikel wie Hart-PVC-Partikel pro Gramm
PVC-Pulver vorhanden. Weiterhin waren unter den Weich-PVC-Partikeln mehr
kleine Partikel enthalten als unter den Hart-PVC-Partikeln. Die Hart-PVC-
Partikel waren runder und regelmaliger in ihrer Form als die spitzkantigen
Weich-PVC-Partikel. Dies ist dem Herstellungsprozess geschuldet, da das
zugekaufte rundliche Ausgangspulver der Hart-PVC-Partikel bereits teilweise
per Siebfraktionierung in die verschiedenen Grolienklassen aufgeteilt werden
konnte und somit einen gewissen Anteil am fertigen Partikelpulver lieferte.
Durch  mehrfache = Vermahlungsprozesse des  urspringlich  nicht
vorzerkleinerten Weich-PVC, welches zuvor in Stickstoff bei -195,8 °C
versprodet bzw. eingefroren wurde, war die Oberflache unregelmafiger und
scharfkantiger. Runde Formen waren bei den Weich-PVC-Partikeln somit fast
gar nicht bis selten zu finden. Da die Partikel bei der Herstellung durch
Siebfraktionierung getrennt wurden, ist davon auszugehen, dass nach unten
keinerlei Grélkenbegrenzung stattgefunden hat, und auch ein gewisser Anteil
sehr kleiner Bruchstlicke im Nanobereich in der eingesetzten Partikelmischung
vorhanden war. Dieser Anteil ware ebenfalls herstellungsbedingt bei den Weich-
PVC-Partikeln hoher, da sie haufiger vermahlen wurden.

Es ist nicht auszuschlieRen, dass es zu einer Aufnahme durch Endozytose von

Mikroplastikpartikeln anstelle von Makronahrstoffen durch die Vakuolen der
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Epithelzellen gekommen ist. Unter der Annahme, dass PVC in den Epithelzellen
nicht verdaut werden kann, wirde dies zu einer intrazellularen Akkumulation
und somit zu einer Hemmung weiterer Nahrstoffabsorption der Epithelzellen
fuhren. Dies scheint aufgrund der Tatsache plausibel, dass sogenannte
antinutrient factors (ANFs) im Sojabohnenmehl anscheinend ebenfalls eine
reduzierte Vakuolisierung der Enterozyten im Enddarmepithel auslésen. Die
damit verbundene Wachstumsdepression von Fischen mit
sojabohnenmehlhaltigen Fischdiaten wurden mit verschiedenen ANFs in
Sojabohnenmehl in  Zusammenhang gebracht (BAEVERFJORD und
KROGDAHL, 1996). Bisher bekannte ANFs sind Protease-Inhibitoren, Lektine
und verschiedene allergene Proteine (LIENER, 1994). Die Protease-Inhibitoren
stéren die Verdauung der Fische und lassen sie ineffizient werden. Zusatzlich
wendet der Fisch Energie fur die Synthese neuer Proteasen auf, was die
Energiebilanz der Fische zusatzlich verschlechtert (LOPEZ et al., 1999).

Dies liefert eine mdgliche Erklarung fur die signifikant reduzierte
Gewichtszunahme der Weich-PVC-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe und
der Hart-PVC-Gruppe. Da die Versuchsfische vier Tage vor der
Organentnahme fur histopathologische Untersuchungen nicht mehr geflttert
wurden und die Vakuolen der Enterozyten im Rahmen intrazellularen
Verdauung von absorbierten Nahrstoffen moglicherweise fragmentieren, und
verschwinden und dadurch in den histologischen Schnitten nicht oder nur
schlecht zu erkennen waren, ist eine intrazellularen Akkumulation, zumindest
fur kUrzere Zeitraume, nicht auszuschliel3en. In der Hart-PVC-Gruppe wurde,
die gegenuber der Kontrolle um 8,81 %, reduzierte Gewichtszunahme eventuell
durch die geringere Energiezufuhr durch 10 % PVC-Anteil im Futter verursacht.
Es ist aber auch denkbar, dass ahnliche Effekte wie bei der Weich-PVC-Gruppe
daflr verantwortlich waren und der Effekt wegen des unterschiedlichen
Mengen-/Grolienverhaltnisses der eingesetzten Partikelmischung schwacher
ausgepragt war. In einer Studie von XIA et al. (2020), in welcher Karpfen mit
100 um - 200 pym groRen PVC-Partikeln mit bis zu 30 Gewichts-% im Futter
exponiert wurden, konnten im gesamten Magen-Darm-Trakt keine
Veranderungen festgestellt werden. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass die
Partikelgrolle von entscheidender Bedeutung bei der Entstehung

histopathologischen Veranderungen im Bereich des Magen-Darm-Traktes ist.
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In einer Studie mit Polystyrol- und Polykarbonat-Nanopartikeln von GREVEN et
al. (2016) an Dickkopfelritzen (Pimephales Promelas) wurde bereits gezeigt,
dass Nanoplastik-Partikel als Stressoren wirken und zu einer Stimulation des
angeborenen Immunsystems der Fische fuhren. Zu ahnlichen Ergebnissen
fuhrte die Studie von ESPINOSA et al. (2019), in der PVC- und PE-Partikel an
Wolfsbarsche (Dicentrarchus labrax L.) verflttert wurden. Hierbei wurde
ebenfalls eine Immunstimulation, jedoch keine Veranderung in den
Kdérpergewichtszunahmen gegenliber den Kontroligruppen festgestellt.
JOVANOVIC et al. (2018) beschreiben, dass es in Versuchen mit sehr hohen
Konzentrationen von Mikroplastikpartikeln, verbunden mit oxidativen
Stressreaktionen, zweifelsfrei zu Entzindungen des distalen
Verdauungstraktes der Fische kommt. Dies wurde mit einer Uberstimulierung
des Immunsystems und von phagozytierenden Zellen begriindet.

Aufgrund der genannten Ergebnisse aus anderen Studien, ist auch nicht
auszuschlief3en, dass durch die Weich-PVC-Partikel eine Immunreaktion Uber
die Darmschleimhaut ausgeldst wurde und diese zu der signifikant geringeren
Gewichtsentwicklung der Fische dieser Gruppe beigetragen hat.

Bei Fischen kommt es zur Ausbildung einer Schleimhautimmunitat, wobei die
Antigenzufuhr nicht wie bei sekundar Iymphatischen Organen (z.B.
Lymphknoten, Milz) Gber die Blut- und Lymphgefalie, sondern direkt tUber die
Schleimhaut erfolgt. Dabei handelt es sich um Mukosa-assoziertes
lymphatisches Gewebe (MALT = mucosa-associated lymphoid tissue), welches
auch bei Fischen Teil des adaptiven Immunsystems ist. Das grolite dieser
lymphatischen Organe ist das im Fischdarm lokalisierte GALT (GALT= gut-
associated lymphoid tissue). Hier liegen die Lymphozyten diffus zwischen den
Zellen des Epithels verstreut oder in organisierten lymphoiden Strukturen,
hauptsachlich in der bindegewebigen Zwischenschicht (Lamina propria)
unterhalb des Epithels der einzelnen Darmabschnitte (SALINAS, 2015). Die
genaue Lokalisation variiert sowohl zwischen den einzelnen Spezies sowie
individuell und wurde fir den Wolfsbarsch (Dicentrarchus labrax) von ABELLI
et al. (1996) immunhistochemisch untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
einzeln verteilte lymphoide Zellen Uber den gesamten Verdauungstrakt in
Mukosa und Submukosa zu finden sind. Die Studie von FIRDAUS-NAWI et al.
(2013) zur Entwicklung der intestinalen Immunitat bei juvenilen Tigerbarschen

(Epinephelus fuscoguttatus) belegt das signifikant hohere Auftreten von
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Becherzellen sowie Lymphozyten in der Lamina propria distaler
Darmabschnitte. Antigene werden durch grolde, intraepithelial gelegene
Makrophagen aufgenommen und kénnen dann funktionell einen
antigenprasentierenden Mechanismus auslésen (ROMBOUT et al., 1985;
GEORGOPOULOU und VERNIER, 1986). Auch eine andere Studie
(DOGGETT und HARRIS, 1991) bestatigte die Absorption von Antigenen durch
Makrophagen im Verdauungstrakt in ihrer Studie mit Mosambik-Buntbarschen
(Oreochromis mossambicus).

Die Daten dieser Studie stellen keinen Beleg fur einen kausalen
Zusammenhang der Vakuolenreduzierung von Enddarmepithelzellen und einer
oralen Mikroplastikexposition bei Fischen dar: Ein solcher Zusammenhang ist
jedoch theoretisch denkbar und sollte in weiterfihrenden umfangreichen
Untersuchungen mit reprasentativer Probenahme und ggf. quantitativ

stereologischen Analysemethoden weiter untersucht werden.

1.9.2. Mitteldarm und Magen

Die in den Praparaten des Magens und Mitteldarms festgestellten
histopathologischen Alterationen in Form von geringgradigen lymphozytaren
Einzelzellinfiltrationen in der Lamina propria traten lediglich bei einzelnen
Fischen, und sowohl bei Hart- und Weich-PVC-exponierten Fischen als auch
bei Kontrollfischen auf, ohne dass signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen nachweisbar waren. Die Verteilung, das geringe Ausmalf} und
die geringe Haufigkeit sprechen dagegen, dass es sich hierbei um
Auswirkungen durch Mikroplastikpartikel handelt. In einer Studie von ABELLI et
al. (1996) wurden anhand immunhistochemischer Untersuchungen einzelne
lymphoide Zellen in Mukosa und Submukosa Uber den gesamten
Verdauungstrakt bei Fischen nachgewiesen. Diese wurden als Teil des
darmassoziierten lymphatischen Gewebes, des bei echten Knochenfischen
(Telostei) entwickelten GALT, angesehen (SALINAS, 2015).

Bei einzelnen Fischen wurden Veranderungen in der Lamina propria der
Magenwand festgestellt. Da unklar war, ob es sich um Kalkablagerungen
handelte und zusatzlich Kalzifizierungen in den proximalen Nierentubuli
auftraten (siehe Abschnitt V.1.9.5.), welche ein typischer Befund bei Fischen mit
Nephrokalzinose sind (TAKASHIMA und HIBIYA, 1995; FERGUSON, 2006),

wurden Schnitte aus dem Magen der Versuchsfische mittels Alizarinrot S
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Farbung gefarbt und als Kalzifizierungen sehr geringen Ausmalies bestatigt.
Diese histopathologischen Alterationen waren im Schweregrad sowie ihrer
Ausdehnung und Verteilung nicht signifikant zwischen den Fischen der Kontroll-
und Versuchsgruppen verandert und koénnen somit nicht als Folge der

Mikroplastikexposition angesehen werden

1.9.3. Kiemen

Die in den histopathologischen Untersuchungen der Kiemen festgestellten
Veranderungen sind als Technopathien von in Zuchten aufgezogenen Fischen
zu werten (ASHLEY, 2007). Die beschriebenen Veranderungen waren in ihrer
Auspragung sowie in ihrem Ausmald gleichmafig Uber alle drei Gruppen des
Expositionsversuches verteilt, was eine kausale Schadigung durch Mikroplastik
unwahrscheinlich macht. Die Teleangiektasien in den Sekundarlamellen
wurden bei den Versuchsfischen Uber alle Gruppen verteilt festgestellt. Sie
beschreiben frische Lasionen der empfindlichen Sekundarlamellen und kénnten
durch das Handling bei der Versuchsauflosung (Fangen aus den
Versuchsaquarien) oder andere Vorschadigungen entstanden sein. Durch die
anschlieRende Betaubung der Fische mit Tricain-Methansulfonat bis zum
Erreichen der tiefen Narkose, kommt es zu Vasodilatation der feinen Gefalle
(SOIVIO und HUGHES, 1978; HILL und FORSTER, 2004) der
Sekundarlamellen. Durch  die  Vorschadigungen  (Lasionen) der
KiemenlamellengefalRe einerseits sowie die Vasodilatation infolge der
anschlieBenden Betdubung andererseits, kénnte es zu Rupturen der
elastischen Stltzzellen der Sekundarlamellen kommen, was eine Ansammlung
von Blut in den intravasal erweiterten Raumen (Teleangiektasien) zur Folge
haben kann (SCHLOTFELDT und ROBERTS, 1985; FERGUSON, 2006). Die
Teleangiektasien waren bereits makroskopisch als punktférmige Blutungen an
den Sekundarlamellen zu sehen.

Da die Versuchsfische bereits 2,5 Jahre in der institutseigenen Fischzucht
gehalten und groRgezogen wurden, konnten an ihren Kiemenlamellen
verschiedene bereits verheilte Kiemenschaden beschrieben werden, die als
technopathische Veranderungen an Organen von Fischen, die in Fischzuchten
aufgezogen werden, zu werten sind.

Die bei allen Versuchsgruppen beobachteten keulenartigen Verdickungen und

Fusionen der Sekundarlamellen unterschiedlichen Auspragungsgrades werden
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als Folge bereits zurlckliegender Kiemenschadigungen und damit als
Technopathien (ASHLEY, 2007) interpretiert. Teichwirtschaftliche Malihahmen
wie z. B. Behandlungen mit Medikamenten/Formalin, Betaubung mit Tricain-
Methansulfonat beim Vermessen, Wiegen und Einsetzen der Minitransponder
vor dem Versuch, oder durch Routinearbeiten in der Fischzucht wie Keschern
beim Abfischen, Sortieren und Umsetzen der Fische (SCHLOTFELDT und
ROBERTS, 1985; FERGUSON, 2006) kénnen zu Technopathien fuhren. Auch
ein Befall mit Parasiten kann zu den beobachteten Veranderungen fihren. Da
die Kiemen aufgrund ihrer exponierten Lage unmittelbar allen im Wasser
vorkommenden Schad- und Fremdstoffen sowie Keimen ausgesetzt sein
konnen, werden auch die beobachteten Schleimzell-Hypertrophien und
geringgradigen Entzindungen als Reaktion des Kiemenepithels auf

vorausgegangene Lasionen interpretiert.

1.9.4. Milz

Bei allen Versuchs- und Kontrollfischen wiesen die Milzen eine vermehrte
Blutfulle und Stauung auf. Dies ist damit zu erklaren, dass es bedingt durch den
unterschiedlichen Ausblutungsgrad nach der Blutenthahme und dem
anschliellenden Herzstillstand zu einer Ansammlung von noch im arteriellen
Gefalkreislauf befindlichen Blut im Netzwerk aus retikularem Bindegewebe in
der Milzperipherie kam. Dort enden die offenen Gefalle der Pulpastrange.
Durch den Kreislaufstillstand wird das Blut nicht abtransportiert, sondern
sammelt sich dort und fuhrt zu einer Milzschwellung. Nachdem dieser Befund
auch bei Kontrollfischen auftrat, ist ein kausaler Zusammenhang mit der

Mikroplastikpartikelexposition auszuschlieRen.

1.9.5. Niere

Bereits im Rahmen der histopathologischen Voruntersuchungen von Individuen
aus dem fur den Expositionsversuch vorgesehenen Tierkollektiv wiesen die
Nieren im Lumen vereinzelter Tubulusanschnitte amorphe basophile
Ablagerungen und zellulare Bestandteile auf. Die betroffenen
Tubulusabschnitte waren dilatiert, das Epithel erschien abgeflacht. Diese
mineralischen Prazipitate fielen auch schon in der pathologisch-anatomischen
Untersuchung bei 40 % der Fische als kornige Verhartungen v. a. in kaudalen

Abschnitten der Niere auf, was ein typischer makroskopischer Befund bei
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Nephrokalzinose ist (BAUR et al., 2010). Um die Diagnose zu verifizieren
wurden Spezialfarbungen (Alizarinrot S pH 9) von den Paraffinschnitten der
Nierenpraparate der Fische der Voruntersuchung angefertigt. Die histologisch
ermittelten Ablagerungen im Lumen der proximalen Tubuli bei 60 % der Fische
der Voruntersuchungen konnten als Kalziumkonkremente identifiziert werden.
Es handelte sich somit um eine Nephrokalzinose, die spater auch bei der Halfte
aller Versuchs- und Kontrollfische nachgewiesen wurde. Die Veranderungen
waren geringgradig ausgepragt. Da die Kalkkonkrementablagerungen nur
intratubular lokalisiert waren, handelte es sich um ein frihes Stadium einer
Nephrokalzinose. Teilweise kam es zu Degenerationen des Tubulusepithels.
Pradisponierende Faktoren wie ungeeignete Kalzium- und Magnesiumgehalte
im Futter sowie erhdhte Kohlenstoffdioxidkonzentrationen im Wasser werden
mit pathologischen Veranderungen dieser Art in Zusammenhang gebracht
(SCHLOTFELDT und ROBERTS, 1985; BAUR et al., 2010). Die
histopathologischen Alterationen einer Nephrokalzinose werden verstarkt bei
Fischen aus Intensivaquakulturen beobachtet, treten jedoch auch bei alteren
Wildfischen, z. B. bei Bachforellen gelegentlich auf (ANDERSON et al., 1976).
Es handelte sich bei der an Versuchs- und Kontrollfischen beobachteten
Nephrokalzinose um einen Nebenbefund, der auch bereits in den
Voruntersuchungen zu beobachten war.

Die festgestellte hyalintropfige Speicherung in den Epithelzellen der proximalen
Tubuli wurden, bei mit unterschiedlichen Schadstoffen exponierten Fischen
beobachtet und beschrieben. SCHWAIGER et al. (2004) und BIRZLE (2015)
stellten diese histopathologische Veranderung bei mit Diclofenac exponierten
Forellen fest. Auch Ammoniak (THURSTON et al., 1984), Cadmium
(THOPHON et al., 2003) und Antiparasitika (YILDIRIM et al., 2006; MCHUGH
et al., 2011) kdnnen derartige Veranderungen bei Fischen verursachen. Als
Ursachen wurden metabolische Stoérungen mit verstarkter
Proteinrickresorption aus dem Ultrafiltrat und anschlieRender Speicherung in
den Epithelzellen als Folge veranderter Plasmazusammensetzungen oder
Schadigungen des glomerularen Filters diskutiert (BIRZLE, 2015). Allerdings
kénnen auch bei scheinbar gesunden Fischen solche Ablagerungen beobachtet
werden (FERGUSON, 2006), die beispielsweise ernahrungsbedingt sein
konnen. Da in vorliegender Studie keine signifikanten Veranderungen

hinsichtlich der Auftretenshaufigkeit dieses Befundes zwischen den Fischen der
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Versuchs- und Kontroligruppen festgestellt wurde, ist dieser nicht auf die

Exposition mit PVC-Partikeln zurtickzufthren.

1.9.6. Leber

Die in der Leber festgestellten, perivaskular und peribiliar lokalisierten,
multiplen, kleinherdigen oder fokal-expansiven lymphozytaren Infiltrate wiesen
unterschiedliche Schweregrade auf. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen PVC-exponierten und Kontrolltieren beobachtet. In der
Literatur werden Veranderungen, wie sie in vorliegender Studie beobachtet
wurden, als metastasiertes hamatopoetisches Gewebe beschrieben
(SCHLOTFELDT und ROBERTS, 1985). Da fiur die Beurteilung dieser Alteration
nur jeweils ein HE-gefarbter Paraffinschnitt untersucht wurde, muss bei der
Interpretation bertcksichtigt werden, dass nur die auf diesem Schnitt erfassten,
in ihrer Anzahl unterschiedlichen Periportalfeldanschnitte zur Bewertung zur
Verfigung standen. Die aktuelle Auswertung erfolgte nach einem
semiquantitativen Bewertungssystem in Anlehnung an BERNET et al. (1999).
Zur exakteren Erfassung solcher Veranderungen sollten in nachfolgenden
Expositionsversuchen geeignete quantitativ-morphologische
Untersuchungsverfahren angewendet werden. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse besteht kein kausaler Zusammenhang zwischen den beobachteten

Veranderungen und der PVC-Exposition der Fische.

1.10. Glykogengehalt der Hepatozyten

Die Bewertung des Glykogengehaltes in der Leber erfolgte semiquantitativ. In
der Leber wird Glykogen im Zytoplasma der Hepatozyten gespeichert. Eine
Reduzierung des Glykogengehalts in den Hepatozyten gibt einen Hinweis, dass
der Organismus wegen verringerter Energieaufnahme und/oder erhdhtem
Energiebedarf seine Glykogenreserven zur Glukosebereitstellung mobilisiert.
Da etablierte Standardvorgehensweisen fur die histologische Bewertung von
Glykogen in den Hepatozyten bei Regenbogenforellen fehlen, wurden
semiquantitative  Bewertungsprotokolle (BUI-NGUYEN et al.,, 2015)
angewendet wie sie bereits in anderen Studien (OSTASZEWSKA et al., 2011;
ROCHMAN et al., 2013) zur Ermittlung von Glykogen in histologischen

Schnitten der Leber verwendet wurden. Alternativ kann der Glykogengehalt von
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Lebergewebe durch chemische Analyseverfahren exakt quantifiziert werden
(PALACE et al., 2001).

Bei der semiquantitativen Bewertung der Glykogengehalte in den Lebern der
Versuchsfische wurden signifikante Unterschiede zwischen den mannlichen
und weiblichen Fischen der Versuchsgruppen festgestellt. So war der
Glykogengehalt der Hepatozyten in allen Versuchs- und Kontrollgruppen bei
den weiblichen Fischen gegenuber den mannlichen Versuchsfischen reduziert.
Bei der Bewertung dieses Befundes muss berilcksichtigt werden, dass sich die
in dieser Studie eingesetzten, zweieinhalbjahrigen, geschlechtsreifen Fische in
der Phase der zyklischen Reifung ihrer Gonaden befanden. Dabei ist bei
weiblichen  Fischen aufgrund eines, unter anderem fur die
Vitellogeninproduktion, gesteigerten Energiebedarfs  wahrend der
Gonadenreifung ein geringerer Glykogengehalt in den Hepatozyten gegenuber
den gleichaltrigen mannlichen Fischen als physiologisch anzusehen (HINTON,
1993; WOLF und WHEELER, 2018).

Bei den mannlichen PVC-exponierten Fischen war der Glykogengehalt der
Leber, im Vergleich zu dem der Milchner der Kontrollgruppe, reduziert. Die
Unterschiede waren sowohl bei Fischen der Hart-PVC-Gruppe (p < 0,01) als
auch bei Fischen Weich-PVC-Gruppe (p < 0,05) statistisch signifikant.
Madglicherweise spiegelt die Abnahme des Glykogengehalts in den Hepatozyten
der mannlichen Fische der Weich- und Hart-PVC-Gruppe die Folge einer
verringerten Energiezufuhr aufgrund des um 10 % verringerten, verwertbaren
Futteranteils in der Ration der PVC-Gruppen und eine dadurch bedingte erhoéhte
Mobilisierung von Glukose wider.

Der Leber-Glykogengehalt der weiblichen Fische der Hart-PVC-Gruppe war im
Vergleich zu den weiblichen Fischen der Kontroligruppe ebenfalls tendenziell
verringert. Der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Dieser
Befund kann wiederum mit dem geringeren Anteil an verwertbaren
Futterbestandteilen durch die Substituierung von 10 % des Futters mit PVC-
Partikeln erklart werden.

Bei weiblichen Tieren der Weich-PVC-Gruppe war der Glykogengehalt der
Leber gegenliber den Rognern der Kontrollgruppe signifikant (p < 0,05)
reduziert. Der semiquantitativ erfasste Wert der Glykogenspeicherung war bei
den Rognern der Weich-PVC-Gruppe signifikant (p < 0,05) gegenuber dem

Wert der Kontrollgruppe reduziert. Das gibt einen Hinweis darauf, dass diese
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Fische einen erhdhten Energieverbrauch, zusatzlich zur geringeren
Energiezufuhr durch die um 10 % verringerte Futterration sowie der bendtigten
Energie zur Gonadenreifung hatten. Dies spiegelte sich auch in den signifikant
reduzierten Gewichtszunahmen der weiblichen Fische sowohl der Weich-
(p < 0,001) als auch der Hart-PVC-Gruppe (p < 0,05) gegenlber den weiblichen
Fischen der Kontrollgruppe wider. Der reduzierte Glykogengehalt in den
Hepatozyten der Fische der Weich-PVC-Gruppe koénnte auch durch eine
verstarkte Vitellogenese zu erklaren sein. Die verstarkte Synthese von
Vitellogenin kdénnte wiederum durch die 6strogene Wirksamkeit des Additivs
DINP erklart werden. Die 0Ostrogene Wirkung von DINP wurde in der
vorliegenden  Studie  bereits durch die erhdhten  Vitellogenin-
Plasmakonzentrationen bei den mannlichen Fischen der Weich-PVC-Gruppe
nachgewiesen.

Auch ROCHMAN et al. (2013) stellten eine Glykogendepletion in den Lebern
von Fischen fest, die zuvor mit PE-Partikeln und Xenobiotika (polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH), Polychlorierte Biphenyle (PCB),
Polybromierte Diphenylether (PBDE)) exponiert wurden.
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Im Rahmen der am Bayerischen Landesamt flur Umwelt durchgefuhrten
Orientierungsstudie zu moglichen Auswirkungen von PVC-Mikroplastikpartikeln
auf aquatische Organismen, wurden verschiedene Ansatzpunkte festgestellt,
die als Grundlage flr weitere Studien in diesem Fachgebiet dienen kdnnten. Die
Fische im PVC-Versuch wiesen histopathologische Alterationen im Bereich des
Enddarms auf. Anhand der angewendeten semiquantitativen
Bewertungsmethoden konnten bei den festgestellten entzindlichen
Infiltrationen der Lamina propria keine starkeren Auspragungen zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen bzw. der Kontroligruppe ermittelt werden. Jedoch
kam es zu einer signifikanten (p < 0,001) Reduzierung der supranuklearen
Vakuolen der Enterozyten des Enddarmepithels bei der Weich-PVC-Gruppe
gegenuber der Kontroll- und Hart-PVC-Gruppe. Theoretisch kdnnte die
geringere GroRRe und hohere Anzahl der sehr kleinen Weich-PVC-Partikel dazu
gefuhrt haben, dass sie Uber Endozytose in die Epithelzellen aufgenommen
wurden. Moglicherweise fuhrte dies dort zu einer Akkumulation dieser Partikel,
da sie von den Fischen nicht aufgeschlossen und verdaut werden konnten.
Folgen waren eine verminderte Nahrstoffaufnahme durch eine Blockierung der
absorptiven Funktion der Enterozyten und somit die, bei Fischen der Weich-
PVC-Gruppe beiderlei Geschlechts festgestellte, signifikante Reduzierung der
Gewichtszunahme gegenulber der Kontroll- (p < 0,001) und Hart-PVC-Gruppe
(p < 0,05). Die ebenfalls tendenziell reduzierte Gewichtszunahme der Hart-
PVC-Gruppe beruht entweder auf dem um 10 % reduzierten Anteil an
verwertbaren Futterbestandteilen in der Ration und/oder darauf, dass auch hier
eine Blockierung der Enterozyten erfolgte. Letzteres kdnnte bei dieser Gruppe
abgeschwacht aufgetreten sein, da das Hart-PVC-Partikelgemisch im
Durchschnitt weniger und groRere Einzelpartikel/Gramm aufwies. Aufgrund der
Ergebnisse ist somit nicht auszuschliefen, dass PVC-Partikel zu einer
verringerten Aufnahme von Nahrstoffen und deren Absorption im Enddarm und
dadurch zu Veranderungen des Energiehaushaltes bei Fischen kommen kann.
Weiterhin wurde in der vorliegenden Studie nach Verabreichung von Weich-
PVC-Partikeln eine endokrine bzw. dstrogene Wirkung bei mannlichen Fischen
in Form einer signifikant erhdhten (p <0,05) Vitellogenin-Konzentration

nachgewiesen. Als Ursache wird der als Additiv in Weich-PVC enthaltene
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Weichmacher DINP vermutet. Die signifikant reduzierte Gewichtszunahme der
weiblichen Fische der Weich-PVC-Gruppe gegenuber denen der Hart-PVC-
bzw. Kontrollgruppe ist mdglicherweise in einem hoheren Energiebedarf
begrindet infolge einer DINP bedingten, erhdhten Vitellogeninsynthese, in
Kombination mit einer reduzierten Nahrstoffaufnahme, infolge einer

Reduzierung der supranuklearen Vakuolen der Enterozyten im Enddarm.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur Wirkung oral aufgenommener PVC-
Mikroplastikpartikel bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)

Die weltweit stetig zunehmende Belastung von Gewassern mit sogenanntem
“Mikroplastik“ und die moéglichen Auswirkungen auf aquatische Lebewesen und
den Menschen steht aktuell im Fokus des offentlichen Interesses und der
Medien und stellt einen Schwerpunkt der 6kotoxikologischen Forschung dar.
Polyvinylchlorid (PVC)-haltige Kunststoffe gehoéren aufgrund ihrer weiten
Verbreitung zu wesentlichen Mikroplastiksorten in maritimen und limnischen
Oberflachengewassern. Die vorliegende Arbeit stellt eine Orientierungsstudie
zur Untersuchung bislang nicht hinreichend bekannter maglicher Effekte einer
oralen Aufnahme von PVC-Mikroplastikpartikeln durch Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) dar. Hierzu wurde in der 0&kotoxikologischen
Versuchsanlage des Bayerischen Landesamts fur Umwelt in Wielenbach (LfU)
ein 56-tagiger Expositionsversuch an adulten, mannlichen (m) und weiblichen
(w) Regenbogenforellen durchgefuhrt, deren Futter mit 10 Gewichts-% PVC-
Mikroplastikpartikeln unterschiedlicher, bekannter Grolkenfraktionen zwischen
1 ym und 500 ym Durchmesser versetzt war. Je eine Versuchsgruppe von 20
Fischen (10 m/10 w) erhielt Hart-PVC-Partikel-haltiges oder Weich-PVC-
Partikel-haltiges Futter. Letzteres enthielt den Weichmacher Diisononylphthalat
(DINP). Eine Kontrollgruppe aus je 20 mannlichen und weiblichen Fischen
wurde mit Futter ohne Zusatz von PVC-Partikeln gefittert. Die Fische samtlicher
Versuchsgruppen wurden restriktiv mit derselben Futtermenge (Gewicht)
gefuttert. Am Versuchsende wurde die Kérpergewichts- und Langenentwicklung
dokumentiert. Den Fischen wurde Blut zur Untersuchung verschiedener
hamatologischer, klinisch-chemischer und hormoneller Parameter entnommen.
Im Anschluss wurden die Tiere getétet und pathologisch-anatomisch
untersucht. Jeweils 13 Organ- bzw. Gewebeproben wurden einer qualitativen
sowie semi-quantitativen histopathologischen Untersuchung unterzogen. Die
Kdrpergewichtsentwicklung mannlicher und weiblicher Fische der Weich-PVC-
Gruppe war gegenuber der Hart-PVC-Gruppe und der Kontrollgruppe
signifikant erniedrigt, wohingegen sich die Kérpergewichtsentwicklung der Hart-
PVC-Gruppe und der Kontroligruppe nicht signifikant unterschied. Neben

signifikant erhdhten von 173-Estradiol-Konzentrationen der mannlichen Fische
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der Hart- und Weich-PVC-Gruppe, waren die Konzentrationen von Aromatase
CYP19A1 und Hsp70 im Plasma der mannlichen Fische der Hart-PVC-Gruppe
gegenuber denen der mannlichen Tiere der Kontrollgruppe erhoht. Die
weiblichen Fische der Weich-PVC-Gruppe wiesen signifikant verringerte
Cytochrom P450 1A1- und 11-Ketotestosteron-Konzentrationen gegenuber den
weiblichen Tieren der Kontrollgruppe auf. AuRerdem zeigten die mannlichen
Fische der Weich-PVC-Gruppe eine signifikant erhdhte Vitellogenin-
Konzentration gegeniber mannlichen Tieren der Kontrollgruppe. Dieser Befund
wird als moglicher Effekt einer endokrinen bzw. Ostrogenen Wirkung des
Weichmachers DINP interpretiert. Die histopathologischen Untersuchungen
zeigten in samtlichen Versuchsgruppen bei individuellen Fischen auftretende,
Uberwiegend geringgradige Alterationen verschiedener Organe, v.a. der
Kiemen und der Nieren, ohne erkennbaren Zusammenhang mit der PVC-
Mikroplastikexposition. Allerdings ergab die histopathologische Untersuchung
des Enddarmes mannlicher und weiblicher Fische der Weich-PVC-Gruppe
gegenuber den Hart-PVC-exponierten Fischen und Kontrolltieren eine auffallige
Reduzierung der supranuklearen Vakuolen in den Epithelzellen der
Darmschleimhaut. Die supranuklearen Vakuolen des Enddarmepithels sind bei
Fischen an der Absorption von Nahrstoffen aus dem Darminhalt beteiligt. Es ist
nicht auszuschlielRen, dass dies auf einen direkten Effekt der Weich-PVC-
Mikroplastikpartikel im Futter oder eine Wirkung der in den Partikeln enthaltenen
chemischen Substanz DINP zurtickzufihren ist und gegebenenfalls auch zu der
verringerten Korpergewichtsentwicklung bei den Weich-PVC-exponierten
Fische beitragt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die orale
Aufnahme hoher Konzentrationen von (Weich)-PVC-Mikroplastikpartikeln mit
dem Futter die Gewichtsentwicklung von Regenbogenforellen beeinflussen
sowie veranderte Hormon-Plasmaspiegel und histologische Alterationen der
Enddarmschleimhaut bedingen kann. Fur die Klarung der Pathogenese dieser
Veranderungen sowie ihrer Relevanz in Bezug auf die Beurteilung des
Gefahrdungspotenzials von Mikroplastikpartikeln bzw. einzelner chemischer
Additive fur Fische sollte Gegenstand weiterfihrender Studien sein. Die
Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass je nach chemischer
Zusammensetzung und GrofRenverteilung sowie im Zusammenspiel mit
anderen Umweltfaktoren, eine Beeintrachtigung der Biota nicht auszuschlieen

ist. Zur objektiven Erfassung und statistischen Vergleichbarkeit der Ausmalie
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auftretender histo(patho)logischer Alterationen sollten in nachfolgende Studien

quantitativ-morphologische Analyseverfahren angewandt werden.
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VII. SUMMARY

Effects of orally ingested PVC-microplastic particles on rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss)

The steadily increasing worldwide contamination of surface waters with so-
called "microplastics" and the possible effects on aquatic life forms and humans
is currently in the focus of public and media interest and represents a central
topic of ecotoxicological research. Due to their widespread use,
polyvinylchloride (PVC) containing plastics are a major source of microplastics
in maritime and limnic surface waters. The present study was designed as an
orientation study to investigate the yet not well-known possible effects of oral
intake of PVC microplastic particles in rainbow trouts (Oncorhynchus mykiss), a
fish species that is frequently used in ecotoxicological studies. For this purpose,
an exposure experiment was carried out in the experimental facility of the
Bavarian Environment Agency (LfU), using adult, male (m) and female (fm)
rainbow trout, fed a diet containing 10 weight percent (wt%) of PVC microplastic
particles of different, known size fractions of 1 ym to 500 ym diameter. One
experimental group of 20 fish (10 m/10 fm) received a chow containing hard-
PVC-microplastic particles, another experimental group of fish (10 m/10 fm)
received a chow with soft PVC-microplastic particles containing the plasticizer
di-isononyl-phthalate (DINP). A control group of 40 fish (20 m/20 fm) was fed
with normal chow without added PVC microplastic particles. All fish were
restrictively fed the same amount (weight) of chow.

The body weight and body length development of the fish in the different study
groups was documented over the 56 day trial period. At the end of the
experiment, blood specimen were taken from the fish to analyze various
haematological, clinical chemical and hormonal parameters. Afterwards, the
animals were killed and subjected to pathological anatomical examination. At
necropsy, samples of 13 organs and tissues were taken and analyzed by
qualitative and semi-quantitative histopathological examination. The body
weight development of male and female fish of the Soft PVC group was
significantly decreased, as compared to the “Hard PVC group” and the control
group, whereas the body weight development of the Hard-PVC group and the
control group did not differ significantly. Besides significantly increased

concentrations of 17B-estradiol of male fish of the Hard- and Soft-PVC group,
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the concentrations of aromatase CYP19A1 and Hsp70 of male fish of the Hard-
PVC group was significantly increased as compared to the male animals of the
control group. The female fish of the Soft-PVC group showed significantly
reduced concentrations of cytochrome P450 1A1 and 11-ketotestosterone, as
compared to the female fish of the control group. In addition, the male fish of the
Soft-PVC group showed significantly increased concentrations of vitellogenin,
as compared to the male animals of the control group. This finding is interpreted
as a possible effect of an endocrine or estrogenic action of the plasticizer DINP.
In individual fish of all experimental groups, histopathological examinations
revealed predominantly minor alterations of diverse organs (especially gills,
kidney), but without any discernible connection to PVC microplastics exposure.
However, the examined histological sections of the colon of male and female
fish of the Soft PVC group displayed a conspicuous reduction of the occurrence
of supranuclear vacuoles in the epithelial cells of the mucosa (with a significantly
increased semi-quantitatively recorded severity), as compared to the other
experimental groups. In fish, supranuclear vacuoles of the colon mucosa are
involved in the absorption of nutrients from ingesta. The finding of a reduced
degree of vacuolization of the colon mucosa could represent a direct effect of
the Soft PVC microplastic particles in the chow, or an effect of chemical
substances contained in the particles, such as DINP. A reduced vacuolization
of the colon mucosa could probably be involved in the reduction of the body
weight development of trout exposed to Soft-PVC microplastic particles. The
results of the present study show that the oral intake of high concentrations of
(soft) PVC microplastic particles might reduce body growth rates of rainbow
trout and might cause changes in hormone plasma levels and induce
histological alterations of the colon mucosa. The clarification of the
pathophysiological mechanisms of these changes, as well as their relevance in
relation to the assessment of the risk potential of microplastic particles or
individual chemical additives for fish will be the subject of further studies. In
order to objectively assess and statistically compare the extent of
histo(patho)logical alterations, quantitative-morphological analysis methods

should be applied in subsequent studies.



LITERATURVERZEICHNIS 179

VIll. LITERATURVERZEICHNIS

Abelli L, PICCHIETTI S, ROMANO N, MASTROLIA L, SCAPIGLIATI G. Immunocytochemical
detection of thymocyte antigenic determinants in developing lymphoid organs of sea
bassDicentrarchus labrax (L.). Fish & shellfish immunology 1996; 6: 493-505.

Agrahari S, Pandey KC, Gopal K. Biochemical alteration induced by monocrotophos in the blood
plasma of fish, Channa punctatus (Bloch). Pesticide Biochemistry and Physiology 2007;
88:268-72.

Aguila S, Castillo-Bricefio P, Sdnchez M, Cabas |, Garcia-Alcazar A, Meseguer J, Mulero V,
Garcia-Ayala A. Specific and non-overlapping functions of testosterone and 11-
ketotestosterone in the regulation of professional phagocyte responses in the teleost
fish gilthead seabream. Molecular immunology 2013; 53: 218-26.

Alencastro D. Pollution due to plastics and microplastics in Lake Geneva and in the
Mediterranean Sea. Arch. Sci 2012; 65: 157-64.

Allsopp M, Vianello G (2000) Poly (Vinyl Chloride). Ullmann’s encyclopedia of industrial
chemistry. Wiley-VCH

Amlacher E. (1992) Taschenbuch der Fischkrankheiten-Grundlagen der Fischpathologie, 6.
Auflage edn. Gustav Fischer Verlag, Jena

Anderson C, Roberts R, MacKenzie K, McVicar A. The hepato-renal syndrome in cultured turbot
(Scophthalmus maximus L.). Journal of Fish Biology 1976; 8: 331-41.

Anderson PJ, Warrack S, Langen V, Challis JK, Hanson ML, Rennie MD. Microplastic
contamination in lake Winnipeg, Canada. Environmental pollution 2017; 225: 223-31.

Andrady AL, Neal MA. Applications and societal benefits of plastics. Philosophical Transactions
of the Royal Society B: Biological Sciences 2009; 364: 1977-84.

Andrady AL. Microplastics in the marine environment. Marine pollution bulletin 2011; 62:
1596-605.

Arthur C, Baker J, Bamford H (2008) International research workshop on the occurrence,
effects, and fate of microplastic marine debris. Conference Proceedings. Sept. 9-11

Ashfield LA, Pottinger TG, Sumpter JP. Exposure of female juvenile rainbow trout to
alkylphenolic compounds results in modifications to growth and ovosomatic index.
Environmental Toxicology and Chemistry: An International Journal 1998; 17: 679-86.

Ashley PJ. Fish welfare: current issues in aquaculture. Applied Animal Behaviour Science 2007,
104: 199-235.

Avery-Gomm S, O’Hara PD, Kleine L, Bowes V, Wilson LK, Barry KL. Northern fulmars as
biological monitors of trends of plastic pollution in the eastern North Pacific. Marine
pollution bulletin 2012; 64: 1776-81.

Avio CG, Gorbi S, Regoli F. Experimental development of a new protocol for extraction and
characterization of microplastics in fish tissues: first observations in commercial
species from Adriatic Sea. Marine environmental research 2015; 111: 18-26.

Baeverfjord G, Krogdahl A. Development and regression of soybean meal induced enteritis in
Atlantic salmon, Salmo salar L., distal intestine: a comparison with the intestines of
fasted fish. Journal of fish diseases 1996; 19: 375-87.

Baldwin AK, Corsi SR, Mason SA. Plastic debris in 29 Great Lakes tributaries: relations to
watershed attributes and hydrology. Environmental science & technology 2016; 50:
10377-85.

Banaee M, Mirvagefei AR, Rafei GR, Majazi Amiri B. Effect of sub-lethal diazinon concentrations
on blood plasma biochemistry. Int. J. Environ. Res. 2008: 189-98.

Banaee M, Sureda A, Mirvaghefi A, Ahmadi K. Effects of diazinon on biochemical parameters
of blood in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Pesticide Biochemistry and
Physiology 2011; 99: 1-6.

Banaee M, Sureda A, Zohiery F, Hagi BN, Garanzini DS. Alterations in biochemical parameters
of the freshwater fish, Alburnus mossulensis, exposed to sub-lethal concentrations of



180

Fenpropathrin. International Journal of Aquatic Biology 2014; 2: 58-68.

Bard SM, Woodin BR, Stegeman JJ. Expression of P-glycoprotein and cytochrome P450 1A in
intertidal fish (Anoplarchus purpurescens) exposed to environmental contaminants.
Agquatic Toxicology 2002; 60: 17-32.

Barnes DK, Galgani F, Thompson RC, Barlaz M. Accumulation and fragmentation of plastic
debris in global environments. Philosophical Transactions of the Royal Society B:
Biological Sciences 2009; 364: 1985-98.

Barton BA, Schreck CB, Barton LD. Effects of chronic cortisol administration and daily acute
stress on growth, physiological conditions, and stress responses in juvenile rainbow
trout. Diseases of aquatic organisms 1987; 2: 173-85.

Baumann L, Schmidt-Posthaus H, Segner H, Wolf JC. Comment on “Uptake and accumulation
of polystyrene microplastics in zebrafish (Danio rerio) and toxic effects in liver”.
Environmental science & technology 2016; 50: 12521-2.

Baur WH, Brauer G, Rapp J (2010) Nutzfische und Krebse: Lebensraum, Erkrankungen und
Therapie. Georg Thieme Verlag

Bayerisches Landesamt fiir Umwelt (2011) Auswirkungen der Perfluoroktansulfonsdure (PFOS)
auf Regenbogenforellen. Bayerisches Landesamt fiir Umwelt, Augsburg

Bellas J, Martinez-Armental J, Martinez-Cdmara A, Besada V, Martinez-Gémez C. Ingestion of
microplastics by demersal fish from the Spanish Atlantic and Mediterranean coasts.
Marine pollution bulletin 2016; 109: 55-60.

Bernet D, Schmidt H, Meier W, Burkhardt-Holm P, Wahli T. Histopathology in fish: proposal for
a protocol to assess aquatic pollution. Journal of fish diseases 1999; 22: 25-34.

Betts K (2008) Why small plastic particles may pose a big problem in the oceans. ACS
Publications

Biginagwa FJ, Mayoma BS, Shashoua Y, Syberg K, Khan FR. First evidence of microplastics in
the African Great Lakes: recovery from Lake Victoria Nile perch and Nile tilapia. Journal
of Great Lakes Research 2016; 42: 146-9.

Birzle C. Etablierung und Validierung quantitativ-morphologischer Parameter bei
Regenbogenforellen im Rahmen 6kotoxikologischer Fragestellungen. Diss. med. vet.
2015. Ludwig-Maximilians-Universitat

Blim V, Casado J, Lehmann J, Mehring E. (1989) Farbatlas der Histologie der
Regenbogenforelle. Springer-Verlag, Berlin Heidelberg

Boerger CM, Lattin GL, Moore SL, Moore CJ. Plastic ingestion by planktivorous fishes in the
North Pacific Central Gyre. Marine pollution bulletin 2010; 60: 2275-8.

Bohl M. (1999) Zucht und Produktion von StiBwasserfischen. VerlagsUnion Agrar, Frankfurt
(Main)

Bon E, Barbe U, Rodriguez JN, Cuisset B, Pelissero C, Sumpter J, Le Menn F. Plasma vitellogenin
levels during the annual reproductive cycle of the female rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss): establishment and validation of an ELISA. Comparative
Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular Biology 1997; 117:
75-84.

Borch J, Ladefoged O, Hass U, Vinggaard AM. Steroidogenesis in fetal male rats is reduced by
DEHP and DINP, but endocrine effects of DEHP are not modulated by DEHA in fetal,
prepubertal and adult male rats. Reproductive toxicology 2004; 18: 53-61.

Brate ILN, Eidsvoll DP, Steindal CC, Thomas KV. Plastic ingestion by Atlantic cod (Gadus
morhua) from the Norwegian coast. Marine pollution bulletin 2016; 112: 105-10.

Braunbeck T. Cytological alterations in fish hepatocytes following in vivo and in vitro sublethal
exposure to xenobiotics—structural biomarkers of environmental contamination. In:
Fish ecotoxicology: Springer 1998: 61-140.

Brown D, Cheng L. New net for sampling the ocean surface. Mar. Ecol. Prog. Ser 1981; 5: 224-
7.

Browne MA, Galloway T, Thompson R. Microplastic—an emerging contaminant of potential
concern? Integrated Environmental Assessment and Management: An International



LITERATURVERZEICHNIS 181

Journal 2007; 3: 559-61.

Browne MA, Crump P, Niven SJ, Teuten E, Tonkin A, Galloway T, Thompson R. Accumulation of
microplastic on shorelines woldwide: sources and sinks. Environmental science &
technology 2011; 45: 9175-9.

Bui-Nguyen TM, Baer CE, Lewis JA, Yang D, Lein PJ, Jackson DA. Dichlorvos exposure results in
large scale disruption of energy metabolism in the liver of the zebrafish, Danio rerio.
BMC genomics 2015; 16: 853.

Burkhardt-Holm P, Bernet D, Hogstrand C. Increase of metallothionein-immunopositive
chloride cells in the gills of brown trout and rainbow trout after exposure to sewage
treatment plant effluents. The Histochemical Journal 1999; 31: 339-46.

Cannon SM, Lavers JL, Figueiredo B. Plastic ingestion by fish in the Southern Hemisphere: A
baseline study and review of methods. Marine pollution bulletin 2016; 107: 286-91.

Carson FL (2016) Histotechnology - A self instructional text, 4 edn. American Society for Clinical
Pathology, Chicago

Ceresana. Marktstudie Weichmacher. 2020:
https://www.ceresana.com/de/marktstudien/chemikalien/weichmacher/ceresana-
marktstudie-weichmacher.html. 13.03.2020.

Chen Q, Gundlach M, Yang S, Jiang J, Velki M, Yin D, Hollert H. Quantitative investigation of the
mechanisms of microplastics and nanoplastics toward zebrafish larvae locomotor
activity. Science of the total environment 2017; 584: 1022-31.

Claessens M, Van Cauwenberghe L, Vandegehuchte MB, Janssen CR. New techniques for the
detection of microplastics in sediments and field collected organisms. Marine pollution
bulletin 2013; 70: 227-33.

Cole M, Lindeque P, Halsband C, Galloway TS. Microplastics as contaminants in the marine
environment: a review. Marine pollution bulletin 2011; 62: 2588-97.

Connors KA, Dyer SD, Belanger SE. Advancing the quality of environmental microplastic
research. Environmental toxicology and chemistry 2017; 36: 1697-703.

Copeland P, Sumpter J, Walker T, Croft M. Vitellogenin levels in male and female rainbow trout
(Salmo gairdneri Richardson) at various stages of the reproductive cycle. Comparative
biochemistry and physiology. B, Comparative biochemistry 1986; 83: 487-93.

Davis KB, Parker NC. Plasma corticosteroid and chloride dynamics in rainbow trout, Atlantic
salmon, and lake trout during and after stress. Aquaculture 1983; 32: 189-94.

Davison P, Asch RG. Plastic ingestion by mesopelagic fishes in the North Pacific Subtropical
Gyre. Marine Ecology Progress Series 2011; 432: 173-80.

de Sa LC, Luis LG, Guilhermino L. Effects of microplastics on juveniles of the common goby
(Pomatoschistus microps): confusion with prey, reduction of the predatory
performance and efficiency, and possible influence of developmental conditions.
Environmental pollution 2015; 196: 359-62.

de Sa LC, Oliveira M, Ribeiro F, Rocha TL, Futter MN. Studies of the effects of microplastics on
aquatic organisms: what do we know and where should we focus our efforts in the
future? Science of the total environment 2018; 645: 1029-39.

Dekiff JH, Remy D, Klasmeier J, Fries E. Occurrence and spatial distribution of microplastics in
sediments from Norderney. Environmental pollution 2014; 186: 248-56.

Di M, Wang J. Microplastics in surface waters and sediments of the Three Gorges Reservoir,
China. Science of the total environment 2018; 616: 1620-7.

Doggett T, Harris J. Morphology of the gut associated lymphoid tissue of Oreochromis
mossambicus and its role in antigen absorption. Fish & shellfish immunology 1991; 1:
213-27.

Domogalla-Urbansky J, Anger PM, Ferling H, Rager F, Wiesheu AC, Niessner R, lvleva NP,
Schwaiger J. Raman microspectroscopic identification of microplastic particles in
freshwater bivalves (Unio pictorum) exposed to sewage treatment plant effluents
under different exposure scenarios. Environmental Science and Pollution Research
2019; 26: 2007-12.




182

Dris R, GasperiJ, Rocher V, Saad M, Renault N, Tassin B. Microplastic contamination in an urban
area: a case study in Greater Paris. Environmental Chemistry 2015; 12: 592-9.
Eerkes-Medrano D, Thompson RC, Aldridge DC. Microplastics in freshwater systems: a review
of the emerging threats, identification of knowledge gaps and prioritisation of research

needs. Water Research 2015; 75: 63-82.

Ellis T, North B, Scott A, Bromage N, Porter M, Gadd D. The relationships between stocking
density and welfare in farmed rainbow trout. Journal of Fish Biology 2002; 61: 493-
531.

Elsner P, Eyerer P, Hirth T (2012) Domininghaus-Kunststoffe, Eigenschaften und
Anwendungen. Springer Verlag, Heidelberg

Engelsmann S (2010) Kunststoffe - in Architektur und Konstruktion. de Gruyter, Berlin

Eriksen M, Maximenko N, Thiel M, Cummins A, Lattin G, Wilson S, Hafner J, Zellers A, Rifman
S. Plastic pollution in the South Pacific subtropical gyre. Marine pollution bulletin
20133; 68: 71-6.

Eriksen M, Mason S, Wilson S, Box C, Zellers A, Edwards W, Farley H, Amato S. Microplastic
pollution in the surface waters of the Laurentian Great Lakes. Marine pollution bulletin
2013b; 77: 177-82.

Espinosa C, Cuesta A, Esteban MA. Effects of dietary polyvinylchloride microparticles on
general health, immune status and expression of several genes related to stress in
gilthead seabream (Sparus aurata L.). Fish & shellfish immunology 2017; 68: 251-9.

Espinosa C, Esteban MA, Cuesta A. Dietary administration of PVC and PE microplastics
produces histological damage, oxidative stress and immunoregulation in European sea
bass (Dicentrarchus labrax L.). Fish & shellfish immunology 2019; 95: 574-83.

Ezeasor DN. The gut of the rainbow trout (Salmo gairdneri): a gross, histological and
ultrastructural study with some aspects of functional significance. Diss. med. vet. 1978.
University of Edinburgh.

Falbe J, Regitz M (1998) Rompp Lexikon Chemie. Thieme, Stuttgart

Fendall LS, Sewell MA. Contributing to marine pollution by washing your face: microplastics in
facial cleansers. Marine pollution bulletin 2009; 58: 1225-8.

Fent K, Chew G, Li J, Gomez E. Benzotriazole UV-stabilizers and benzotriazole: antiandrogenic
activity in vitro and activation of aryl hydrocarbon receptor pathway in zebrafish
eleuthero-embryos. Science of the total environment 2014; 482: 125-36.

Ferguson HW (2006) Systemic Pathology of Fish. Scotian Press, London

Firdaus-Nawi M, Zamri-Saad M, Nik-Haiha NY, Zuki MAB, Effendy AWM. Histological
assessments of intestinal immuno-morphology of tiger grouper juvenile, Epinephelus
fuscoguttatus. SpringerPlus 2013; 2: 611.

Fischer I, Schmitt WF, Porth HC, Allsopp MW, Vianello G. Poly (vinyl chloride). Ullmann's
Encyclopedia of Industrial Chemistry 2000: 1-30.

Fisher JS, Macpherson S, Marchetti N, Sharpe RM. Human ‘testicular dysgenesis syndrome’: a
possible model using in-utero exposure of the rat to dibutyl phthalate. Human
reproduction 2003; 18: 1383-94.

Foekema EM, De Gruijter C, Mergia MT, van Franeker JA, Murk AJ, Koelmans AA. Plastic in
north sea fish. Environmental science & technology 2013; 47: 8818-24.

Fossi MC, Panti C, Guerranti C, Coppola D, Giannetti M, Marsili L, Minutoli R. Are baleen whales
exposed to the threat of microplastics? A case study of the Mediterranean fin whale
(Balaenoptera physalus). Marine pollution bulletin 2012; 64: 2374-9.

Foster P, Mylchreest E, Gaido K, Sar M. Effects of phthalate esters on the developing
reproductive tract of male rats. Apmis 2001; 109: 5272-57.

Franck A, Knoblauch M, Sandoz B (2005) Technologiestudie zur Verarbeitung von
Polyvinylchlorid (PVC). Fraunhofer Institut fir Chemische Technologie, Pfinztal

Free CM, Jensen OP, Mason SA, Eriksen M, Williamson NJ, Boldgiv B. High-levels of microplastic
pollution in a large, remote, mountain lake. Marine pollution bulletin 2014; 85: 156-
63.



LITERATURVERZEICHNIS 183

Georgopoulou U, Vernier J-M. Local immunological response in the posterior intestinal
segment of the rainbow trout after oral administration of macromolecules.
Developmental & Comparative Immunology 1986; 10: 529-37.

Goppert C, Harris RM, Theis A, Boila A, Hohl S, Riiegg A, Hofmann HA, Salzburger W, Béhne A.
Inhibition of aromatase induces partial sex change in a cichlid fish: distinct functions
for sex steroids in brains and gonads. Sexual Development 2016; 10: 97-110.

Gray Jr LE, Ostby J, Furr J, Price M, Veeramachaneni DR, Parks L. Perinatal exposure to the
phthalates DEHP, BBP, and DINP, but not DEP, DMP, or DOTP, alters sexual
differentiation of the male rat. Toxicological sciences 2000; 58: 350-65.

Greenpeace. ,Dolly Ropes” - Wie die Fischerei die Meere mit Plastikfaden vermdiillt.
Greenpeace, ed. 2016:
https://www.greenpeace.de/sites/www.greenpeace.de/files/publications/20160405

greenpeace factsheet dolly ropes.pdf. 17.03.2020.

Gregory MR. Accumulation and distribution of virgin plastic granules on New Zealand beaches.
New Zealand Journal of Marine and Freshwater Research 1978; 12: 399-414.

Gregory MR. Plastic ‘scrubbers’ in hand cleansers: a further (and minor) source for marine
pollution identified. Marine pollution bulletin 1996; 32: 867-71.

Greven AC, Merk T, Karag6z F, Mohr K, Klapper M, Jovanovi¢ B, Pali¢ D. Polycarbonate and
polystyrene nanoplastic particles act as stressors to the innate immune system of
fathead minnow (Pimephales promelas). Environmental toxicology and chemistry
2016; 35: 3093-100.

Glven O, Gokdag K, Jovanovi¢ B, Kideys AE. Microplastic litter composition of the Turkish
territorial waters of the Mediterranean Sea, and its occurrence in the gastrointestinal
tract of fish. Environmental pollution 2017; 223: 286-94.

Haghi BN, Banaee M. Effects of micro-plastic particles on paraquat toxicity to common carp
(Cyprinus carpio): biochemical changes. International journal of environmental science
and technology 2017; 14: 521-30.

Hansen P-D, Dizer H, Hock B, Marx A, Sherry J, McMaster M, Blaise C. Vitellogenin—a biomarker
for endocrine disruptors. TrAC Trends in Analytical Chemistry 1998; 17: 448-51.

Harris CA, Henttu P, Parker MG, Sumpter JP. The estrogenic activity of phthalate esters in vitro.
Environmental health perspectives 1997; 105: 802-11.

Hawkins M, Thomas P. The unusual binding properties of the third distinct teleost estrogen
receptor subtype ERBa are accompanied by highly conserved amino acid changes in
the ligand binding domain. Endocrinology 2004; 145: 2968-77.

Hellerich W, Harsch G, Haenle S (2004) Werkstoff-Fiihrer Kunststoffe: Eigenschaften,
Prifungen, Kennwerte ; mit 56 Tabellen. Hanser

HeR M, Diehl P, Mayer J, Rahm H, Reifenhduser W, Stark J, Schwaiger J (2018) Mikroplastik in
Binnengewassern Sud-und Westdeutschlands: Bundesldnderlibergreifende
Untersuchungen in Baden-Wirttemberg, Bayern, Hessen, Nordrhein-Westfalen und
Rheinland-Pfalz. Karlsruhe, Augsburg, Wiesbaden, Recklinghausen, Mainz

Hidalgo-Ruz V, Gutow L, Thompson RC, Thiel M. Microplastics in the marine environment: a
review of the methods used for identification and quantification. Environmental
science & technology 2012; 46: 3060-75.

Hill JV, Forster ME. Cardiovascular responses of Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha)
during rapid anaesthetic induction and recovery. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology 2004; 137: 167-77.

Hinton DE (1993) Toxicologic histopathology of fishes: a systemic approach and overview. CRC
Press: Boca Raton

Hoffmann R (2005) Fischkrankheiten. Eugen Ulmer Verlag, Stuttgart

Houston A. Blood and circulation. Methods for fish biology 1990: 415-88.

Howard CV, Reed MG (2005) Unbiased Stereology: three-dimensional measurement in
microscopy. BIOS Scientific Publ., Abingdon

Howdeshell KL, Furr J, Lambright CR, Rider CV, Wilson VS, Gray Jr LE. Cumulative effects of




184

dibutyl phthalate and diethylhexyl phthalate on male rat reproductive tract
development: altered fetal steroid hormones and genes. Toxicological sciences 2007;
99: 190-202.

Howdeshell KL, Wilson VS, Furr J, Lambright CR, Rider CV, Blystone CR, Hotchkiss AK, Gray Jr
LE. A mixture of five phthalate esters inhibits fetal testicular testosterone production
in the sprague-dawley rat in a cumulative, dose-additive manner. Toxicological
sciences 2008; 105: 153-65.

Idler D, Campbell C. Gonadotropin stimulation of estrogen and yolk precursor synthesis in
juvenile rainbow trout. General and comparative endocrinology 1980; 41: 384-91.

Imhof HK, Ivleva NP, Schmid J, Niessner R, Laforsch C. Contamination of beach sediments of a
subalpine lake with microplastic particles. Current biology 2013; 23: R867-R8.

Jabeen K, Li B, Chen Q, Su L, Wu C, Hollert H, Shi H. Effects of virgin microplastics on goldfish
(Carassius auratus). Chemosphere 2018; 213: 323-32.

Jambeck JR, Geyer R, Wilcox C, Siegler TR, Perryman M, Andrady A, Narayan R, Law KL. Plastic
waste inputs from land into the ocean. Science 2015; 347: 768-71.

Jewett SC, Dean TA, Woodin BR, Hoberg MK, Stegeman JJ. Exposure to hydrocarbons 10 years
after the Exxon Valdez oil spill: evidence from cytochrome P4501A expression and
biliary FACs in nearshore demersal fishes. Marine environmental research 2002; 54:
21-48.

JinJ, Sun K, Wang Z, Han L, Pan Z, Wu F, Liu X, Zhao Y, Xing B. Characterization and phthalate
esters sorption of organic matter fractions isolated from soils and sediments.
Environmental pollution 2015; 206: 24-31.

Jobling S, Reynolds T, White R, Parker MG, Sumpter JP. A variety of environmentally persistent
chemicals, including some phthalate plasticizers, are weakly estrogenic.
Environmental health perspectives 1995; 103: 582-7.

Johnson R, Wolf J, Braunbeck T. OECD Guidance Document for the Diagnosis of Endocrine-
Related Histopathology of Fish Gonads.

Johnson R, Wolf J, Braunbeck T. OECD guidance document for the diagnosis of endocrine-
related histopathology of fish gonads. Organisation for Economic Co-operation and
Development, France 2009;

Jovanovic B. Ingestion of microplastics by fish and its potential consequences from a physical
perspective. Integrated environmental assessment and management 2017; 13: 510-5.

Jovanovic¢ B, Gokdag K, Gliven O, Emre Y, Whitley EM, Kideys AE. Virgin microplastics are not
causing imminent harm to fish after dietary exposure. Marine pollution bulletin 2018;
130: 123-31.

Kelce WR, Stone CR, Laws SC, Gray LE, Kemppainen JA, Wilson EM. Persistent DDT metabolite
p, p'-DDE is a potent androgen receptor antagonist. Nature 1995; 375: 581-5.

Kessler W, Phokha W, Csanady GA, Filser JG. No background concentrations of di (2-ethylhexyl)
phthalate and mono (2-ethylhexyl) phthalate in blood of rats. Archives of toxicology
2001; 75: 62-4.

Kessler W, Numtip W, Grote K, Csanady GA, Chahoud |, Filser JG. Blood burden of di (2-
ethylhexyl) phthalate and its primary metabolite mono (2-ethylhexyl) phthalate in
pregnant and nonpregnant rats and marmosets. Toxicology and applied pharmacology
2004; 195: 142-53.

Klontz G (1994) Fish hematology. Techniques in fish immunology.(Eds. Stolen, JS, Fletcher, TC,
Rowley, AF, Kelikoff, TC, Kaatari, SLand Smith, SA). Vol. 3. SOS Publications, Fair Haven,
New Jersey, USA. 121- 31

Knérr S. Okotoxikologische Untersuchungen zur Wirksamkeit endokrin aktiver Substanzen auf
Fische. Diss. med. vet. 2000. Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg.

Koch HM, Bolt HM, Angerer J. Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) metabolites in human urine
and serum after a single oral dose of deuterium-labelled DEHP. Archives of toxicology
2004; 78: 123-30.

Kohler H-R, Bartussek C, Eckwert H, Farian K, Granzer S, Knigge T, Kunz N. The hepatic stress



LITERATURVERZEICHNIS 185

protein (hsp70) response to interacting abiotic parameters in fish exposed to various
levels of pollution. Journal of Aquatic Ecosystem Stress and Recovery 2001; 8: 261-79.

Koltzenburg S (2014) Polymere : Synthese, Eigenschaften und Anwendungen. Springer
Spektrum, Berlin

Kumar N, Ambasankar K, Krishnani K, Gupta S, Bhushan S, Minhas P. Acute toxicity, biochemical
and histopathological responses of endosulfan in Chanos chanos. Ecotoxicol Environ
Saf 2016; 131: 79-88.

Lazier C. Vitellogenin gene expression in teleost fish. Biochemistry and molecular biology of
fishes 1993: 391-405.

Lechner A, Keckeis H, Lumesberger-Loisl F, Zens B, Krusch R, Tritthart M, Glas M, Schludermann
E. The Danube so colourful: a potpourri of plastic litter outnumbers fish larvae in
Europe's second largest river. Environmental pollution 2014; 188: 177-81.

Lei L, Wu S, Lu S, Liu M, Song Y, Fu Z, Shi H, Raley-Susman KM, He D. Microplastic particles
cause intestinal damage and other adverse effects in zebrafish Danio rerio and
nematode Caenorhabditis elegans. Science of the total environment 2018; 619: 1-8.

Lenz R, Enders K, Beer S, Sgrensen T, Stedmon C. Analysis of microplastic in the stomachs of
herring and cod from the North Sea and Baltic Sea. DTU Aqua National Institute of
Aquatic Resources. DOI 2016; 10

Leslie H, Brandsma S, Van Velzen M, Vethaak A. Microplastics en route: Field measurements
in the Dutch river delta and Amsterdam canals, wastewater treatment plants, North
Sea sediments and biota. Environment international 2017; 101: 133-42.

Lester SM, Braunbeck TA, Teh SJ, Stegeman JJ, Miller MR, Hinton DE. Hepatic cellular
distribution of cytochrome P-450 IAl in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss): an
immunohisto-and cytochemical study. Cancer research 1993; 53: 3700-6.

Lewis DF (1996) Guide to cytochromes P450: structure and function. CRC Press

Lewis S, Handy R, Cordi B, Billinghurst Z, Depledge M. Stress proteins (HSP's): methods of
detection and their use as an environmental biomarker. Ecotoxicology 1999; 8: 351-
68.

Li H-X, Getzinger GJ, Ferguson PL, Orihuela B, Zhu M, Rittschof D. Effects of toxic leachate from
commercial plastics on larval survival and settlement of the barnacle Amphibalanus
amphitrite. Environmental science & technology 2016; 50: 924-31.

Li J, Liu H, Chen JP. Microplastics in freshwater systems: A review on occurrence,
environmental effects, and methods for microplastics detection. Water Research
2018; 137: 362-74.

Liener IE. Implications of antinutritional components in soybean foods. Critical Reviews in Food
Science & Nutrition 1994; 34: 31-67.

Lima A, Costa M, Barletta M. Distribution patterns of microplastics within the plankton of a
tropical estuary. Environmental research 2014; 132: 146-55.

LiuM, LuS, SongY, Lei L, HuJ, Lv W, Zhou W, Cao C, Shi H, Yang X. Microplastic and mesoplastic
pollution in farmland soils in suburbs of Shanghai, China. Environmental pollution
2018; 242: 855-62.

Lépez FM, Diaz IM, Lépez MD, Ldépez FA. Inhibition of digestive proteases by vegetable meals
in three fish species; seabream (Sparus aurata), tilapia (Oreochromis niloticus) and
African sole (Solea senegalensis). Comparative Biochemistry and Physiology Part B:
Biochemistry and Molecular Biology 1999; 122: 327-32.

Lu Y, Zhang Y, Deng Y, Jiang W, Zhao Y, Geng J, Ding L, Ren H. Uptake and accumulation of
polystyrene microplastics in zebrafish (Danio rerio) and toxic effects in liver.
Environmental science & technology 2016; 50: 4054-60.

Lumesberger-Loisl F, Gumpinger C (2015) Mikroplastik in Fischen - Pilotstudie in der
oberosterreichischen Donau. Amt der Oberosterreichischen Landesregierung,
Direktion Umwelt und Wasserwirtschaft, Wels

Lusher A, Mchugh M, Thompson R. Occurrence of microplastics in the gastrointestinal tract of
pelagic and demersal fish from the English Channel. Marine pollution bulletin 2013;



186

67:94-9.

Lusher AL, O'Donnell C, Officer R, O'Connor |. Microplastic interactions with North Atlantic
mesopelagic fish. ICES Journal of Marine Science 2016; 73: 1214-25.

Maier R-D, Schiller M (2016) Handbuch Kunststoff-Additive. Carl Hanser Verlag, Miinchen

Mani T, Hauk A, Walter U, Burkhardt-Holm P. Microplastics profile along the Rhine River.
Scientific reports 2015; 5: 1-7.

Mani T, Blarer P, Storck FR, Pittroff M, Wernicke T, Burkhardt-Holm P. Repeated detection of
polystyrene microbeads in the Lower Rhine River. Environmental pollution 2019; 245:
634-41.

Markus Klotz GmbH (2017) Partikelmesssystem Syringe. Markus Klotz GmbH, Bad Liebenzell

Mattsson K, Johnson EV, Malmendal A, Linse S, Hansson L-A, Cedervall T. Brain damage and
behavioural disorders in fish induced by plastic nanoparticles delivered through the
food chain. Scientific reports 2017; 7: 1-7.

Mazurais D, Ernande B, Quazuguel P, Severe A, Huelvan C, Madec L, Mouchel O, Soudant P,
Robbens J, Huvet A. Evaluation of the impact of polyethylene microbeads ingestion in
European sea bass (Dicentrarchus labrax) larvae. Marine environmental research
2015; 112: 78-85.

McGoran A, Clark P, Morritt D. Presence of microplastic in the digestive tracts of European
flounder, Platichthys flesus, and European smelt, Osmerus eperlanus, from the River
Thames. Environmental pollution 2017; 220: 744-51.

McHugh K, Smit N, Van Vuren J, Van Dyk J, Bervoets L, Covaci A, Wepener V. A histology-based
fish health assessment of the tigerfish, Hydrocynus vittatus from a DDT-affected area.
Physics and Chemistry of the Earth, Parts A/B/C 2011; 36: 895-904.

McKim JM, Schmieder PK, Carlson RW, Hunt EP, Niemi GJ. Use of respiratory-cardiovascular
responses of rainbow trout (Salmo gairdneri) in identifying acute toxicity syndromes
in fish: Part 1. pentachlorophenol, 2, 4-dinitrophenol, tricaine methanesulfonate and
1-octanol. Environmental Toxicology and Chemistry: An International Journal 1987; 6:
295-312.

Menuet A, Pellegrini E, Anglade |, Blaise O, Laudet V, Kah O, Pakdel F. Molecular
characterization of three estrogen receptor forms in zebrafish: binding characteristics,
transactivation properties, and tissue distributions. Biology of reproduction 2002; 66:
1881-92.

Mintenig S, Int-Veen |, Loder MG, Primpke S, Gerdts G. Identification of microplastic in
effluents of waste water treatment plants using focal plane array-based micro-Fourier-
transform infrared imaging. Water Research 2017; 108: 365-72.

Mommsen TP, Walsh PJ. 5 Vitellogenesis and oocyte assembly. In: Fish physiology: Elsevier
1988: 347-406.

Moore C, Lattin G, Zellers A. Quantity and type of plastic debris flowing from two urban rivers
to coastal waters and beaches of Southern California. Revista de Gestdo Costeira
Integrada-Journal of Integrated Coastal Zone Management 2011; 11: 65-73.

Moore CJ. Synthetic polymers in the marine environment: a rapidly increasing, long-term
threat. Environmental research 2008; 108: 131-9.

Moore MJ, Mitrofanov IV, Valentini SS, Volkov VV, Kurbskiy AV, Zhimbey EN, Eglinton LB,
Stegeman JJ. Cytochrome P4501A expression, chemical contaminants and
histopathology in roach, goby and sturgeon and chemical contaminants in sediments
from the Caspian Sea, Lake Balkhash and the Ily River Delta, Kazakhstan. Marine
pollution bulletin 2003; 46: 107-19.

Mosberian-Tanha P, @verland M, Landsverk T, Reveco FE, Schrama JW, Roem AJ, Agger JW,
Mydland LT. Bacterial translocation and in vivo assessment of intestinal barrier
permeability in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) with and without soyabean
meal-induced inflammation. Journal of nutritional science 2016; 5

Mulisch M, Welsch U (2010) Romeis Mikroskopische Technik, 18. Auflage edn. Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg



LITERATURVERZEICHNIS 187

Nadal M, Alomar C, Deudero S. High levels of microplastic ingestion by the semipelagic fish
bogue Boops boops (L.) around the Balearic Islands. Environmental pollution 2016;
214:517-23.

Nagler JJ, Davis TL, Modi N, Vijayan MM, Schultz I. Intracellular, not membrane, estrogen
receptors control vitellogenin synthesis in the rainbow trout. General and comparative
endocrinology 2010; 167: 326-30.

Naidoo T, Smit A, Glassom D. Plastic ingestion by estuarine mullet Mugil cephalus (Mugilidae)
in an urban harbour, KwaZulu-Natal, South Africa. African Journal of Marine Science
2016; 38: 145-9.

Napper IE, Thompson RC. Release of synthetic microplastic plastic fibres from domestic
washing machines: Effects of fabric type and washing conditions. Marine pollution
bulletin 2016; 112: 39-45.

Natt MP, Herrick CA. A new blood diluent for counting the erythrocytes and leucocytes of the
chicken. Poultry Science 1952; 31: 735-8.

Navas JM, Segner H. Estrogen-mediated suppression of cytochrome P4501A (CYP1A)
expression in rainbow trout hepatocytes: role of estrogen receptor. Chemico-
biological interactions 2001; 138: 285-98.

Needham P, Behnke RJ. The origin of hatchery rainbow trout. The Progressive Fish-Culturist
1962; 24: 156-8.

Nelson E, Habibi HR. Seasonal-related homologous regulation of goldfish liver Estrogen
receptor subtypes. Cybium 2008; 32: 248-9.

Nelson ER, Habibi HR. Estrogen receptor function and regulation in fish and other vertebrates.
General and comparative endocrinology 2013; 192: 15-24.

Neves D, Sobral P, Ferreira JL, Pereira T. Ingestion of microplastics by commercial fish off the
Portuguese coast. Marine pollution bulletin 2015; 101: 119-26.

Ng TB, Idler DR. 8 Yolk Formation and Differentiation in Teleost Fishes. In: Fish physiology:
Elsevier 1983: 373-404.

Nicholson JW (2006) Chemistry of polymers. Royal Society of Chemistry, Cambridge

Nobre C, Santana M, Maluf A, Cortez F, Cesar A, Pereira C, Turra A. Assessment of microplastic
toxicity to embryonic development of the sea urchin Lytechinus variegatus
(Echinodermata: Echinoidea). Marine pollution bulletin 2015; 92: 99-104.

Nowack R, Barth E, Braun E (2012) Zur Geschichte des Kunststoffrohres, Teil 2.
Kunststoffrohrverband, Bonn

Nuelle M-T, Dekiff JH, Remy D, Fries E. A new analytical approach for monitoring microplastics
in marine sediments. Environmental pollution 2014; 184: 161-9.

OECD (1984) Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-Day Study. OECD Guideline for Testing of
Chemicals 204

OECD (1992) Fish, Acute Toxicity Test. OECD Guideline for Testing of Chemicals 203

Ogonowski M, Gerdes Z, Gorokhova E. What we know and what we think we know about
microplastic effects—A critical perspective. Current Opinion in Environmental Science
& Health 2018; 1: 41-6.

Oliveira M, Ribeiro A, Hylland K, Guilhermino L. Single and combined effects of microplastics
and pyrene on juveniles (0+ group) of the common goby Pomatoschistus microps
(Teleostei, Gobiidae). Ecological Indicators 2013; 34: 641-7.

Ostaszewska T, Dabrowski K, Kwasek K, Verri T, Kamaszewski M, Sliwinski J, Napora-Rutkowski
L. Effects of various diet formulations (experimental and commercial) on the
morphology of the liver and intestine of rainbow trout (Oncorhynchus muykiss)
juveniles. Aquaculture Research 2011; 42: 1796-806.

Page LM, Burr BM (1991) A field guide to freshwater fishes: North America north of Mexico.
Houghton Mifflin Harcourt

Palace VP, Evans RE, Wautier K, Baron CL, Werner J, Klaverkamp JF, Kidd KA, Dick TA. Altered
distribution of lipid-soluble antioxidant vitamins in juvenile sturgeon exposed to
waterborne ethynylestradiol. Environmental Toxicology and Chemistry: An



188

International Journal 2001; 20: 2370-6.

Parks LG, Ostby JS, Lambright CR, Abbott BD, Klinefelter GR, Barlow NJ, Gray Jr LE. The
plasticizer diethylhexyl phthalate induces malformations by decreasing fetal
testosterone synthesis during sexual differentiation in the male rat. Toxicological
sciences 2000; 58: 339-49.

Peda C, Caccamo L, Fossi MC, Gai F, Andaloro F, Genovese L, Perdichizzi A, Romeo T,
Maricchiolo G. Intestinal alterations in European sea bass Dicentrarchus labrax
(Linnaeus, 1758) exposed to microplastics: preliminary results. Environmental
pollution 2016; 212: 251-6.

Peeken I, Primpke S, Beyer B, Glitermann J, Katlein C, Krumpen T, Bergmann M, Hehemann L,
Gerdts G. Arctic sea ice is an important temporal sink and means of transport for
microplastic. Nature communications 2018; 9: 1-12.

Pereira A, Carvalho AP, Cruz C, Saraiva A. Histopathological changes and zootechnical
performance in juvenile zebrafish (Danio rerio) under chronic exposure to nitrate.
Aquaculture 2017; 473: 197-205.

Phenomworld (2016) Phenom - Produktinformationen. Ed Phenomworld. LOT-
QuantumDesign GmbH, Darmstadt

Phillips MB, Bonner TH. Occurrence and amount of microplastic ingested by fishes in
watersheds of the Gulf of Mexico. Marine pollution bulletin 2015; 100: 264-9.

PlasticsEurope (2015) Plastics - the Facts 2015 - An analysis of European plastics production,
demand and waste data, Briissel

PlasticsEurope (2017) Plastics - the Facts 2017 - An analysis of European plastics production,
demand and waste data, Briissel

PlasticsEurope (2019) Plastics - the Facts 2019 - An analysis of European plastics production,
demand and waste data, Briissel

Preine J. Mikroplastik in der Nordsee - Untersuchung von Plastikmiill in der Nordsee mit einem
selbst gebauten Manta-Trawl. Junge Wissenschaft 98 2013;

Pund RP. Anwendung hamatologischer Untersuchungsmethoden fiir Fischblut und
Beeinflussung des Blutbildes von Bachforellen (Salmo trutta f. fario) durch Haltungs-
und Umwelteinfliisse sowie endogene Faktoren. Diss. med. vet. 1998. Freie Universitat
Berlin.

Purdom C, Hardiman P, Bye V, Eno N, Tyler C, Sumpter J. Estrogenic effects of effluents from
sewage treatment works. Chemistry and Ecology 1994; 8: 275-85.

Qiao R, Deng Y, Zhang S, Wolosker MB, Zhu Q, Ren H, Zhang Y. Accumulation of different
shapes of microplastics initiates intestinal injury and gut microbiota dysbiosis in the
gut of zebrafish. Chemosphere 2019; 236: 124334.

Rainieri S, Conlledo N, Larsen BK, Granby K, Barranco A. Combined effects of microplastics and
chemical contaminants on the organ toxicity of zebrafish (Danio rerio). Environmental
research 2018; 162: 135-43.

Ragkovi¢ B, Ci¢ovacki S, Ciri¢ M, Markovié Z, Poleksi¢ V. Integrative approach of histopathology
and histomorphometry of common carp (Cyprinus carpio L.) organs as a marker of
general fish health state in pond culture. Aquaculture Research 2016; 47: 3455-63.

Reading B, Sullivan C, Schilling J. Vitellogenesis in fishes. Encyclopedia of fish physiology: from
genome to environment 2011; 1: 635-46.

Rech S, Macaya-Caquilpan V, Pantoja J, Rivadeneira M, Madariaga DJ, Thiel M. Rivers as a
source of marine litter—a study from the SE Pacific. Marine pollution bulletin 2014; 82:
66-75.

Revathy V, Chitra K. DI-ISONONYL PHTHALATE (DINP) AND DI-(2-ETHYLHEXYL)-PHTHALATE
(DEHP) DISRUPTS ENDOCRINE FUNCTIONS IN THE FRESHWATER FISH, OREOCHROMIS
MOSSAMBICUS (PETERS, 1852). Journal of Advanced Scientific Research 2019; 10

Rick W (1990) Klinische Chemie und Mikroskopie. 6. Gberarbeitete Auflage. Springer Verlag
Berlin

Roch S, Brinker A. Rapid and efficient method for the detection of microplastic in the



LITERATURVERZEICHNIS 189

gastrointestinal tract of fishes. Environmental science & technology 2017; 51: 4522-
30.

Rochman CM, Hoh E, Kurobe T, Teh SJ. Ingested plastic transfers hazardous chemicals to fish
and induces hepatic stress. Scientific reports 2013; 3: 3263.

Rochman CM, Kurobe T, Flores I, Teh SJ. Early warning signs of endocrine disruption in adult
fish from the ingestion of polyethylene with and without sorbed chemical pollutants
from the marine environment. Science of the total environment 2014; 493: 656-61.

Rombout J, Lamers C, Helfrich M, Dekker A, Taverne-Thiele J. Uptake and transport of intact
macromolecules in the intestinal epithelium of carp (Cyprinus carpio L.) and the
possible immunological implications. Cell and tissue research 1985; 239: 519-30.

Romeis B (1989) Mikroskopische Technik. Urban & Schwarzenberg, Miinchen; Wien; Baltimore

Romeo T, Pietro B, Peda C, Consoli P, Andaloro F, Fossi MC. First evidence of presence of plastic
debris in stomach of large pelagic fish in the Mediterranean Sea. Marine pollution
bulletin 2015; 95: 358-61.

Rummel CD, Loder MG, Fricke NF, Lang T, Griebeler E-M, Janke M, Gerdts G. Plastic ingestion
by pelagic and demersal fish from the North Sea and Baltic Sea. Marine pollution
bulletin 2016; 102: 134-41.

Sadri SS, Thompson RC. On the quantity and composition of floating plastic debris entering and
leaving the Tamar Estuary, Southwest England. Marine pollution bulletin 2014; 81: 55-
60.

Salinas I. The mucosal immune system of teleost fish. Biology 2015; 4: 525-39.

Sanchez W, Bender C, Porcher J-M. Wild gudgeons (Gobio gobio) from French rivers are
contaminated by microplastics: preliminary study and first evidence. Environmental
research 2014; 128: 98-100.

Saraiva A, Costa J, Serrdo J, Cruz C, Eiras JC. A histology-based fish health assessment of farmed
seabass (Dicentrarchus labrax L.). Aquaculture 2015; 448: 375-81.

Saykali M (2010) Phthalates and their future in PVC applications - Current status and path
forward. In: European Council for Plasticizers and Intermediates. Ed 2010 PP, Briissel

Schlotfeldt H-J, Roberts RJ (1985) Grundlagen der Fischpathologie. Paul Parey Verlag, Hamburg

Schiir C, Rist S, Baun A, Mayer P, Hartmann NB, Wagner M. When fluorescence is not a particle:
The tissue translocation of microplastics in Daphnia magna seems an artifact.
Environmental toxicology and chemistry 2019; 38: 1495-503.

Schwaiger J, Wanke R, Adam S, Pawert M, Honnen W, Triebskorn R. The use of
histopathological indicators to evaluate contaminant-related stress in fish. Journal of
Agquatic Ecosystem Stress and Recovery 1997; 6: 75-86.

Schwaiger J, Ferling H, Mallow U, Wintermayr H, Negele R. Toxic effects of the non-steroidal
anti-inflammatory drug diclofenac: Part |: histopathological alterations and
bioaccumulation in rainbow trout. Aquatic Toxicology 2004; 68: 141-50.

Schwaiger J (2019) Mikroplastik in bayerischen Seen - Eine Pilotstudie. Bayerisches Landesamt
flir Umwelt, Augsburg

Scott A, Bye V, Baynes S. Seasonal variations in sex steroids of female rainbow trout (Salmo
gairdneri Richardson). Journal of Fish Biology 1980; 17: 587-92.

Sealey WM, Barrows FT, Smith CE, Overturf K, LaPatra SE. Soybean meal level and probiotics
in first feeding fry diets alter the ability of rainbow trout Oncorhynchus mykiss to utilize
high levels of soybean meal during grow-out. Aquaculture 2009; 293: 195-203.

Setzer S, Schwanemann T, Redeker M, Meermann B (2019) Antifouling im Wassersport:
Leitlinien flir eine gesundheits- und umweltvertragliche Verwendung.
Umweltbundesamt, Dessau-Rof3lau. 8

Sharifinasab Z, Banaee M, Mohiseni M, Noori A. Vitamin C and chitosan alleviate toxic effects
of paraquat on some biochemical parameters in hepatocytes of common carp. Iranian
journal of toxicology 2016; 10: 31-40.

Sherry J, Gamble A, Fielden M, Hodson P, Burnison B, Solomon K. An ELISA for brown trout
(Salmo trutta) vitellogenin and its use in bioassays for environmental estrogens.



190

Science of the total environment 1999; 225: 13-31.

Sirokd Z, Drastichova J. Biochemical marker of aquatic environment contamination-
cytochrome P450 in fish. A review. Acta Veterinaria Brno 2004; 73: 123-32.

Soivio A, Hughes GM (1978) Circulatory changes in secondary lamellae of Salmo gairdneri gills
in hypoxia and anaesthesia. Annales Zoologici Fennici. 221-5

Stegeman JJ. Cytochrome P450 forms in fish: catalytic, immunological and sequence
similarities. Xenobiotica 1989; 19: 1093-110.

Sterba G (1996) SiikRwasserfische der Welt. Weltbild Verlag GmbH, Augsburg

Stolte A, Forster S, Gerdts G, Schubert H. Microplastic concentrations in beach sediments along
the German Baltic coast. Marine pollution bulletin 2015; 99: 216-29.

Strasser T, Patzner RA. Aquatische Neozoen im Stadtbereich, am Beispiel der Stadt Salzburg.
Mitt. Zool. Ges. Braunau 2005; 9: 1-17.

Stuart A, McCallum MM, Fan D, LeCaptain DJ, Lee CY, Mohanty DK. Poly (vinyl chloride)
plasticized with succinate esters: synthesis and characterization. Polymer bulletin
2010; 65: 589-98.

Su L, Xue Y, Li L, Yang D, Kolandhasamy P, Li D, Shi H. Microplastics in taihu lake, China.
Environmental pollution 2016; 216: 711-9.

Sumpter J. The purification, radioimmunoassay and plasma levels of vitellogenin from the
rainbow trout, Salmo gairdneri. Current Trends in Comparative Endocrinology 1985:
355-7.

Takashima F, Hibiya T (1995) An Atlas of fish histology 2.ed. Gustav Fischer Verlag, Stuttgart

Thompson RC, Olsen Y, Mitchell RP, Davis A, Rowland SJ, John AW, McGonigle D, Russell AE.
Lost at sea: where is all the plastic? Science 2004; 304: 838-.

Thompson RC, Moore CJ, Vom Saal FS, Swan SH. Plastics, the environment and human health:
current consensus and future trends. Philosophical Transactions of the Royal Society
B: Biological Sciences 2009; 364: 2153-66.

Thophon S, Kruatrachue M, Upatham E, Pokethitiyook P, Sahaphong S, Jaritkhuan S.
Histopathological alterations of white seabass, Lates calcarifer, in acute and
subchronic cadmium exposure. Environmental pollution 2003; 121: 307-20.

Thurston RV, Russo RC, Luedtke RJ, Smith CE, Meyn EL, Chakoumakos C, Wang KC, Brown C.
Chronic toxicity of ammonia to rainbow trout. Transactions of the American Fisheries
Society 1984; 113: 56-73.

thyssenkrupp Plastics GmbH (2019) Technische Kunststoffe im Uberblick. thyssenkrupp
Plastics GmbH, Essen

Toguyeni A, Baroiller J-F, Fostier A, Le Bail P-Y, Kithn ER, Mol KA, Fauconneau B. Consequences
of Food Restriction on Short-Term Growth Variation and on Plasma Circulating
Hormones inOreochromis niloticusin Relation to Sex. General and comparative
endocrinology 1996; 103: 167-75.

Topic Popovic N, Strunjak-Perovic |, Coz-Rakovac R, Barisic J, Jadan M, Persin Berakovic A,
Sauerborn Klobucar R. Tricaine methane-sulfonate (MS-222) application in fish
anaesthesia. Journal of Applied Ichthyology 2012; 28: 553-64.

Triebskorn R, Braunbeck T, Grummt T, Hanslik L, Huppertsberg S, Jekel M, Knepper TP, Krais S,
Miuiller YK, Pittroff M. Relevance of nano-and microplastics for freshwater ecosystems:
a critical review. TrAC Trends in Analytical Chemistry 2019; 110: 375-92.

Umweltbundesamt (2011) Stoffmonographie fir Phthalate — Neue und aktualisierte
Referenzwerte fiir Monoester und oxidierte Metabolite im Urin von Kindern und
Erwachsenen In: Bundesgesundheitsblatt

Umweltbundesamt, (UBA) (2007) Phthalate - Die nitzlichen Weichmacher mit den
unerwinschten Eigenschaften Dessau-Roflau

Umweltbundesamt U. FAQ des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (BfR). 2013:
https://www.umweltbundesamt.de/themen/gesundheit/umwelteinfluesse-auf-den-
menschen/chemische-stoffe/weichmacher/haeufige-fragen-zu-phthalaten-bzw-
weichmachern#welche-phthalate-werden-haufig-in-kunststoffen-verwendet.




LITERATURVERZEICHNIS 191

04.02.2020.

Urdn P, Schrama J, Rombout J, Obach A, Jensen L, Koppe W, Verreth J. Soybean meal-induced
enteritis in Atlantic salmon (Salmo salar L.) at different temperatures. Aquaculture
Nutrition 2008a; 14: 324-30.

Urdn P, Aydin R, Schrama J, Verreth J, Rombout J. Soybean meal-induced uptake block in the
distal enterocytes of Atlantic salmon (Salmo salar L.). Etiology of soybean-induced
enteritis in fish 2008b: 25.

Urdn P, Gongalves A, Taverne-Thiele J, Schrama J, Verreth J, Rombout J. Soybean meal induces
intestinal inflammation in common carp (Cyprinus carpio L.). Fish & shellfish
immunology 2008c; 25: 751-60.

Van den Ingh T, Krogdahl A, Olli J, Hendriks H, Koninkx J. Effects of soybean-containing diets
on the proximal and distal intestine in Atlantic salmon (Salmo salar): a morphological
study. Aquaculture 1991; 94: 297-305.

Van Franeker JA, Blaize C, Danielsen J, Fairclough K, Gollan J, Guse N, Hansen P-L, Heubeck M,
Jensen J-K, Le Guillou G. Monitoring plastic ingestion by the northern fulmar Fulmarus
glacialis in the North Sea. Environmental pollution 2011; 159: 2609-15.

VDI (2018) 4230 Blatt 5 - Biologische Verfahren zur Erfassung von Umweltbelastungen
(Bioindikation) - Fische als Wirkungsindikatoren. Beuth Verlag, Berlin. S. 40-1

Wagner M, Scherer C, Alvarez-Muiioz D, Brennholt N, Bourrain X, Buchinger S, Fries E, Grosbois
C, Klasmeier J, Marti T. Microplastics in freshwater ecosystems: what we know and
what we need to know. Environmental Sciences Europe 2014; 26: 1-9.

Wagner M, Lambert S (2018) Freshwater Microplastics - Emerging Environmental
Contaminants? SpringerOpen, Cham

Wang W, Ndungu AW, Li Z, Wang J. Microplastics pollution in inland freshwaters of China: a
case study in urban surface waters of Wuhan, China. Science of the total environment
2017; 575: 1369-74.

Wanke R. Stereology: benefits and pitfalls. Experimental and toxicologic pathology (Print)
2002; 54: 163-4.

Wanke R. Quantifizierung in der Morphologie-Wozu und wie? Nova Acta Leopoldina. NF 2016;
121:59-81.

Wedemeyer GA (1996) Physiology of fish in intensive culture systems. Springer US, Boston

Wells R, McIntyre R, Morgan A, Davie P. Physiological stress responses in big gamefish after
capture: observations on plasma chemistry and blood factors. Comparative
biochemistry and physiology. A, Comparative physiology 1986; 84: 565-71.

Wendt-Potthoff K, Imhof H, Wagner M, Primpke S, Fischer D, Scholz-Bottcher B, Laforsch C.
Mikroplastik in Binnengewdssern. Handbuch Angewandte Limnologie: Grundlagen-
Gewadsserbelastung-Restaurierung-Aquatische Okotoxikologie-Bewertung-
Gewadsserschutz 2014: 1-35.

Williams JH, Petersen NS, Young PA, Stansbury MA, Farag AM, Bergman HL. Accumulation of
hsp70 in juvenile and adult rainbow trout gill exposed to metal-contaminated water
and/or diet. Environmental Toxicology and Chemistry: An International Journal 1996;
15: 1324-8.

Wilson VS, Lambright C, Furr J, Ostby J, Wood C, Held G, Gray Jr LE. Phthalate ester-induced
gubernacular lesions are associated with reduced insl3 gene expression in the fetal rat
testis. Toxicology letters 2004; 146: 207-15.

Wolf JC, Wheeler JR. A critical review of histopathological findings associated with endocrine
and non-endocrine hepatic toxicity in fish models. Aquatic Toxicology 2018; 197: 60-
78.

Woodall LC, Gwinnett C, Packer M, Thompson RC, Robinson LF, Paterson GL. Using a forensic
science approach to minimize environmental contamination and to identify
microfibres in marine sediments. Marine pollution bulletin 2015; 95: 40-6.

Wright SL, Thompson RC, Galloway TS. The physical impacts of microplastics on marine
organisms: a review. Environmental pollution 2013; 178: 483-92.



192

Xia X, Sun M, Zhou M, Chang Z, Li L. Polyvinyl chloride microplastics induce growth inhibition
and oxidative stress in Cyprinus carpio var. larvae. Science of the total environment
2020: 136479.

Xia Z, Patifio R, Gale WL, Maule AG, Densmore LD. Cloning, in VitroExpression, and Novel
Phylogenetic Classification of a Channel Catfish Estrogen Receptor. General and
comparative endocrinology 1999; 113: 360-8.

Xia Z, Gale WL, Chang X, Langenau D, Patifio R, Maule AG, Densmore LD. Phylogenetic
sequence analysis, recombinant expression, and tissue distribution of a channel catfish
estrogen receptor B. General and comparative endocrinology 2000; 118: 139-49.

Yamashita M, Yabu T, Ojima N. Stress protein HSP70 in fish. Aqua-BioScience Monographs
2010; 3: 111-41.

Yildirim Mz, Benli ACK, Selvi M, Ozkul A, Erkog F, Kogak O. Acute toxicity, behavioral changes,
and histopathological effects of deltamethrin on tissues (gills, liver, brain, spleen,
kidney, muscle, skin) of Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) fingerlings.
Environmental Toxicology: An International Journal 2006; 21: 614-20.

Zelnik P, Goldspink G. The effect of exercise on plasma cortisol and blood sugar levels in the
rainbow trout, Salmo gairdnerii Richardson. Journal of Fish Biology 1981; 19: 37-43.

Zhang K, Gong W, Lv J, Xiong X, Wu C. Accumulation of floating microplastics behind the Three
Gorges Dam. Environmental pollution 2015; 204: 117-23.

Zhao S, Zhu L, Wang T, Li D. Suspended microplastics in the surface water of the Yangtze
Estuary System, China: first observations on occurrence, distribution. Marine pollution
bulletin 2014; 86: 562-8.

Zhu L, Wang H, Chen B, Sun X, Qu K, Xia B. Microplastic ingestion in deep-sea fish from the
South China Sea. Sci Total Environ 2019; 677: 493-501.

Zimmerli S, Bernet D, Burkhardt-Holm P, Schmidt-Posthaus H, Vonlanthen P, Wahli T, Segner
H. Assessment of fish health status in four Swiss rivers showing a decline of brown
trout catches. Aquatic Sciences 2007; 69: 11-25.

Zitko V, Hanlon M. Another source of pollution by plastics: skin cleaners with plastic scrubbers.
Marine pollution bulletin 1991; 22: 41-2.



ANHANG

IX.

ANHANG

193

Gesamt 6,93E+07
435505um | 0,00E+00
485495um | 0,00£400
475-485m
465-475um
455465 Hart-PVC-Partikelanalyse ‘
445-455um
435-445um
425-435um
415425um
405415 ) 2,29E+02
395-405um 0,00E+00
385395um | 6,876+02
375-38um
365375um | 4,58E+02
355365um | 229402
345355um | 4,58E+02
335345um 9,16E+02
325335um | 1,15€+03
315325um | 9 16E+02
305315um | 6 87€+02
295305pm | 1,15€+03
@ 285295um | 6,87E+02
I 275285um | 1,60E+03
5 265275pm | 1,83€+03
T 255265um | 2,75E+03
= 245255um | 6,87E+02
5 25245pm | 1,15€403
o 225-235um 2,29E+03
215225um 1,37€+03
205215um | 3,89£+03
195205pm | 3,89+03
185195um | 7,10£+03
175185um | 3 66E+03
165175um | 7:33£+03
155165pm | 7,33£+03
1US155im | 1,26€+04
1B5145pm | 1,58E+04
125135pm | 2,18E+04
15125um | 2,89E+04
105-115um | 4,70E+04
95-105um | 8,50E+04
8-95um | 1,40E+05
75-85um | 2,27€+05
65-75um I 4,07€+05
s5-65um |l 6,99E+05
‘3‘:2“'“ 1,32E+06
pum
25-35um Partikelanzahl/Gramm
15-25um 7,38E+06
1-15um 5,23E+07
12.500.000 37.500.000 50.000.000 62.500.000 75.000.000

Abbildung 53 : Hart-PVC (Analyseergebnis/GroRenverteilung Fa. BS-Partikel GmbH)
PartikelgréRenverteilung in um, Gesamtpartikelanzahl/Gramm (69 Millionen Partikel im
Messbereich von 1 um -545 ym) und Mengenverteilung in Partikelanzahl/Partikelgréfte/Gramm
Partikelpulver.
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Abbildung 54: Hart-PVC (Analyseergebnis/GroRenverteilung Fa. BS-Partikel GmbH)
PartikelgréRenverteilung in um (Messbereich 1 um-102 um) und Mengenverteilung in
Partikelanzahl/Gramm  (haufigste PartikelgroRe 4 um/4,6 Millionen Partikel/Gramm)
Partikelpulver.
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Abbildung 55: Weich-PVC (Analyseergebnis/GroRenverteilung Fa. BS-Partikel GmbH)
PartikelgréRenverteilung in um, Gesamtpartikelanzahl/Gramm (198 Millionen Partikel im

Messbereich von 1 um -545 ym) und Mengenverteilung in Partikelanzahl/Partikelgréfte/Gramm
Partikelpulver.
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Abbildung 56 : Weich-PVC (Analyseergebnis/GroRenverteilung Fa. BS-Partikel GmbH)
PartikelgréRenverteilung in um (Messbereich 1 pm-102 um) und Mengenverteilung in
Partikelanzahl/Gramm  (haufigste PartikelgroRe 2 um/20 Millionen Partikel/Gramm)
Partikelpulver.
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Xc min XFIéche XFe max

“Breite” “Durchmesser tber “Lange”
Projektionsflache”

N 4

Aus diesen GroBen
sind Formparameter
ableitbar

Abbildung 59 : PartikelgroBen kénnen von der CAMSIZER X2®-Software anhand der
Parameter xc min (Breite), xarea (Durchmesser des flachengleichen Kreises) oder xFe
max (Lange) bestimmt werden. (Abbildungen enthnommen aus Test-Bericht/Auftragsmessung
fur das Bayerische Landesamt fur Umwelt vom 14.10.2016, Fa. Retsch Technology)

Breiten-/Langen-  xc min
verhaltnis Xre max

Rundheit

Symmetrie

Konvexitat Aporex

Abbildung 60 :Ausgewihlte Formparameter b/l, Rundheit (Spharizitat), Symmetrie und
Konvexitat, mit denen am CAMSIZER X2® die Form der Partikel beurteilt wird. Alle
Formparameter sind auf Werte zwischen 0 und 1 normiert. Der Wert 1 wird dabei jeweils flir
ideal kugelférmige Partikel angenommen. (Abbildungen entnommen aus Test-

Bericht/Auftragsmessung fur das Bayerische Landesamt fir Umwelt vom 14.10.2016, Fa.
Retsch Technology)
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Tabelle 33 : Produktinformationen des bei der Futterherstellung eingesetzten,
kommerziell zugekauften Grundfutters (30 kg Perla Larva Proactive 4.0, Chargen-Nr.
2008121, Fa. Skretting)

Zusammensetzung

Fischmehl, Weizenkleber, Fischpresssaft (eingedickt), Tintenfischmehl,
Hefen, Proteinkonzentrat aus Krill, Fischdl, Weizen, Molkenpulver.
Inhaltsstoffe

Rohprotein 62,0%, Rohfett 11,0 %, Rohfaser 0,8%, Rohasche 9,5 %, Natrium
0,8 %, Kalziumcarbonat 1,5%, Phosphor 1,3 %

Zusatzstoffe je kg

Vitamine: Vitamin A (3a672a) 6000Ul/kg; Verbindungen von
Spurenelementen: Mn (Mangan-(ll)-sulfat) (E5) 69,3mg/kg; Fe (Eisen-(ll)-
sulfat, Monohydrat)(E1) 182,4mg/kg; Zn (Zinksulfat, Monohydrat)(E6)
369,9mg/kg; Cu (Kupfer-(Il)-sulfat, Pentahydrat)(E4) 29,5mg/kg; Kaliumjodid
(3b1201)  3,9mg/kg; Farbstoffe:  Astaxanthin  (2a161j) 20mg/kg;
Antioxidantien; BHT (E321) 24,6mg/kg; Propylgallat (E310) 11,2mg/kg;
Konservierungsstoffe; Zitronensaure (E330) 17,9mg/kg




DANKSAGUNG 201

X. DANKSAGUNG

Ich bedanke mich an dieser Stelle beim Bayerischen Landesamt fir Umwelt flr
die Finanzierung dieser Studie und die Bereitstellung eines sehr gut
ausgestatteten Arbeitsplatzes. Besonderer Dank gilt dabei Frau Dr. med. vet.
Julia Schwaiger flr die Betreuung dieser Arbeit und die immer gewahrleistete

Unterstitzung und Hilfestellung in allen Fragen.

Ebenfalls méchte ich mich bei Herrn Univ.-Prof. Dr. Rudiger Wanke flr seine

Hilfestellungen und konstruktive Kritik bedanken.

Mein ganz besonderer Dank gebuhrt Herrn Dr. med. vet. habil. Andreas
Parzefall, der wahrend meiner Zeit als Promotionsstudent der LMU immer ein
offenes Ohr fur mich hatte und mich mit zahlreichen Kritiken und
Ldsungsansatzen stets auf die richtige Bahn gebracht hat. Seine
|I6sungsorientierte Herangehensweise sowie Begeisterung far
wissenschaftliches Arbeiten beeindrucken mich sehr und ohne sie ware das
Zustandekommen dieser Arbeit niemals moglich gewesen. Daflr bin ich ihm

zutiefst dankbar.

Danken mochte ich auRerdem Herrn Hermann Ferling, der mit seinem
omniprasenten unermudlichen Arbeitseinsatz in diversen Bereichen der
Versuchsplanung und Durchfihrung ein grof3es Stick zum Gelingen dieser

Arbeit beigetragen hat.

Weiterhin mdchte ich besonders Frau Karin Scholz-Goéppel danken, die bei
ihrem ebenfalls unermudlichen Einsatz in den Laboren des LfU stets den
Uberblick behalt und langeres Suchen durch ihre Akribie einem erspart bleibt.
Weiterhin hat sie u.a. die Organproben der histologischen Praparate dieser
Studie exzellent aufgearbeitet und somit maligeblich zum Gelingen dieser

Arbeit beigetragen.

Aulerdem mdchte ich mich bei allen weiteren Mitarbeitern der Dienststelle
Wielenbach des Bayerischen Landesamts fir Umwelt bedanken, die ebenfalls

zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.



202

Ein groler Dank gilt all meinen Freunden, die mir stets zur Seite standen, mich
aufgebaut und ermuntert haben, wahrend ich mich zum Zusammenschreiben

dieser Arbeit "einkaserniert" hatte.

Besonders modchte ich meiner Familie danken. Meinem leider viel zu frih
verstorbenen Vater, meiner Mutter mit Werner sowie meinen drei lieben
Schwestern, die mich stets durch schwere Zeiten meines Lebens getragen
haben. Ohne euch ware auch schon mein Veterinarmedizinstudium nicht
modglich gewesen. Ich danke euch fir den tollen Zusammenhalt und die
Unterstutzung in allen Lebenslagen. Besonderer Dank gilt meinen Eltern, die
mir nicht nur durch ihre finanzielle Unterstltzung letztendlich diesen Lebensweg

ermdglicht haben. Danke fir alles, besonders fiir eure Liebe.

Zuletzt mochte ich mich bei dir bedanken, Eva, du warst vermutlich am meisten
meinen sturmischen Launen bei Schlechtwetterstimmung ausgesetzt. Du hast
mich immer auf den Boden zurickgeholt. Ohne deine geduldige, liebevolle und
hilfsbereite Art ware weder das Erstellen dieser Arbeit noch ein

Zusammenleben mit mir moglich gewesen. Danke.

"Gott schiitze diesen Erdball, die Elefanten, die Wale, die gemeine Fledermaus

.. . Gott schiitze sie alle - vor uns!" Dieter Hildebrandt



