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Summary

The effect of the anionic TEXAPON L 100, the nonionic LUTENSOL AO 10 and the
cationic CTAB in sublethal concentrations was testet light and electron microscopical on
the epidermis of larval lampreys. All three agents caused a disturbance of the surface mu-
cous cells, but each on an other way (increased production of mucous, disturbance of the
tubuli). An intensified appearance of granular cells was found when using these three
agents. The increase points to their possible function as ’nachschubzellen”

Zusammenfassung

Die Wirkung des anionaktiven TEXAPON L 100, des nichtionaktiven LUTENSOL AO
10 und des kationaktiven CTAB in sublethalen Konzentrationen wurde an der Epidermis
von Neunaugenlarven licht- und elektronenmikroskopisch untersucht. Alle drei Wirkstoffe

1) Diese Arbeit wurde durch den Fonds zur F'érderung der wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt.
2) Anschrift der Verfasser: Zoologisches Institut der Universitit Salzburg, Akademiestraie 26,
5020 Salzburg
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erzielten eine, im einzelnen jedoch unterschiedliche, Stérung der Oberflichenschleimzel-
len (vermehrte Schleimproduktion, Entleerung und Zerstorung des Tubulisaumes). Ein
verstidrktes Auftreten von Granulazellen war bei allen drei Wirkstoffen vorhanden. Diese
Vermehrung gibt einen Hinweis auf eine mogliche Erkld-ung ihrer Funktion als ”Nach-
schubzellen”

Einleitung

Durch den zunehmenden Anteil waschaktiver Substanzen, auch Tenside oder Detergen-
tien genannt, an der Verschmutzung unserer Gewisser, stellte sich die Frage nach einer
Schadwirkung auf aquatische Organismen.

In den letzten Jahren sind zahlreiche Arbeiten iiber die Schidlichkeit verschiedener
Waschmittel, Waschrohstoffe und oberflichenaktiver Substanzen durchgefiihrt worden.
Die meisten dieser Arbeiten beschiftigen sich mit der unmittelbaren Toxizitdt der Sub-
stanzen; nur ein geringer Teil davon bezieht sich auf die Schidigung verschiedener Organe
der Organismen. So wurde schon sehr friih eine Beschidigung des respiratorischen Epithels
bei Fischen beobachtet, die parallel mit einer Schidigung der Epidermis einhergeht.

Die Untersuchungen betrafen vor allem Siflwasserfische wie Forellen, Karpfen, Elrit-
zen, Guppies, Hechte, Goldorfen, Goldkarauschen, Piotzen und Stichlinge (MANN u.
SCHMID, 1961; MANN, 1962; SCHMID u. MANN, 1962; HIRSCH, 1963; BORSTLAP,
1964; SWISHER et al., 1964; THATCHER, 1966; THATCHER u. SANTNER, 1967,
LANG, 1967; FISCHER u. GLOXHUBER, 1968; MARCHETTI, 1968), aber auch niede-
re aquatische Lebewesen (MANN, 1955; JONES, 1964; PRAT u. GIRAUD, 1964; MAR-
CHETTI, 1965; SWEDMARK, 1968; ARTHUR, 1970; KNAUF, 1973).

Wesentlich geringer ist die Anzahl der Arbeiten iiber marine Organismen (EISLER,
1965; SWEDMARK et al., 1971).

SCHMID und MANN (1962) stellten fest, daf$ die Wirkung anionaktiver Tenside auf
Fische durch die Schidigung des respiratorischen Epithels der Kiemen gekennzeichnet ist.
Diese Schidigung wird von BOCK (1964, 1966) hauptsichlich auf die Erniedrigung der
Grenzflichenspannung des Wassers zuriickgefiihrt, vor allem dann, wenn Werte von
50 dyn/cm? und darunter erreicht werden. Dabei ist es von geringer Bedeutung, ob der
Wirkstoff ionogen oder nichtionogen ist, was von REIFF (1975) bestitigt wurde.

Etwas abweichend davon machen FISCHER und GLOXHUBER (1968) fiir die Wirkung
nichtionogener Tenside nicht nur die Erniedrigung der Grenzflichenspannung verantwort-
lich, sondern auch noch andere, an Lokalanisthesie erinnernde Mechanismen. Uber Unter-
suchungen mit kationaktiven Tensiden ist nur wenig Literatur vorhanden (MANN, 1957.
MARCHETTI, 1965; KNAUF, 1973), was auf eine geringe wasserwirtschaftliche Bedeu-
tung dieser Wirkstoffe zuriickzufiihren ist.

Es zeichnete sich im Schidigungsgrad bzw. im Verhiltnis der zur Schidigung fithrenden,
notwendigen Konzentrationen eine Beziehung zwischen dem respiratorischen Epithel der
Kiemen und der Epidermis ab. Im Allgemeinen lief} sich erkennen, dal bei Fischen mit
einem hoheren Anteil der Epidermis an der Respiration wesentlich schneller und bei nie-
drigeren Konzentrationen eine Schadwirkung der Tenside auf die Epidermis eintritt.

Aus diesem Grund und wegen der Zelltypen, die die Epidermis der Neunaugen aufbau-
en, wurde eine Untersuchung iiber die Auswirkung dreier verschizdener Tenside, des anion-
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aktiven TEXAPON L-100, des nichtionogenen LUTENSOL ‘AO 10 und des kationaktiven
CTAB angestellt.

Material und Methoden

Zur Untersuchung gelangten 62 Larven von Bach- und Flufineunaugen, Lampetra pla-
neri (L.) und Lampetra fluviatilis (L .). Die Tiere stammen zum einen Teil aus den Béchen
der Oststeiermark und zum anderen aus dem Oberlauf der Mur in der Gegend von Murau
(Steiermark).

Die Versuche wurden hauptsichlich in runden Glasgefifien mit einem Fassungsvermo-
gen von 5 1 durchgefiihrt. Die Tiere wurden nach ADAM, SCHIRMER und WALVIG (1962)
mit PHENOXETOL betiubt.

Die durchschnittliche Linge der Tiere betrug 13 bis 15 cm. Fiir lichthistologische
Schnitte (7 um) wurden Hautstiicke in Bouin und Neutralformol fixiert, in Isopropylalko-
hol entwissert und iiber Methylbenzonat, Benzol und Benzol-Paraplast in Paraplast einge-
bettet.

Geschnitten wurde mit einem Minot-Serienschnittmikrotom (REICHERT, Wien).

Gefirbt wurde mit Azan nach HEIDENHAIN (ADAM und CZIHAK, 1964).

Fiir Ultra- und Semidiinnschnitte wurden kleine Hautstiicke in 4 %igem cacodylatgepuf-
fertem Glutaraldehyd (pH 7,3) 2 Stunden fixiert, iiber Nacht mit Na-Cacodylatpuffer aus-
gewaschen und anschlieflend in 1 %igem cacodylatgepuffertem OsO; 90 Minuten nachfi-
xiert und in Puffer gewaschen. Nach der Entwisserung iiber Athanol und Propylenoxyd
wurde in Epon 812 eingebettet.

Geschnitten wurde mit einem Ultramikrotom OmU 3 (REICHERT, Wien). Semidiinn-
schnitte wurden mit Azur II und mit Toluidinblau gefirbt; die Ultradiinnschnitte wurden
mit Uranylazetat und Bleizitrat kontrastiert.

Die elektronenmikroskopischen Priparate wurden mit einem Philips EM 300 Elektro-
nenmikroskop fotographiert.

Fir die Versuche wurden folgende oberflichenaktive Substanzen ausgewihlt:

TEXAPON L 100, anionaktiv, Firma HENKEL

LUTENSOL AO 10, nichtionogen, Firma BASF

CTAB, kationaktiv, Firma MERCK
TEXAPON ist ein anionaktives Tensid aus der Gruppe der Natriumlaurylsulfate (Fettalko-
holsulfate) mit einer Kettenlidnge von 12 C-Atomen.

H;C-(CH;);0 -CH,; -0-S0O3Na

Es findet vor allem Verwendung fiir Fein- und Spezialwaschmittel.

LUTENSOL ist ein A thoxilierungsprodukt gesittigter synthetischer Alkohole mit einer
Kettenlinge von 13 bis 15 C-Atomen. Das AO 10 bedeutet A thoxilierungsgrad 10, was
gleichzusetzen ist mit einem Anteil von 10 Mol A thylenoxid.

C(13 - IS)H(26 -30)+1 -CH,-0-(CH, -CH,-0),0-H

LUTENSOL AO 10 findet Verwendung in Waschmitteln und in technischen Reinigern fiir
Industrie und Gewerbe (techn. Merkblatt, BASF).
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CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) ist ein Ammoniumsalz mit langkettigem CH-
Rest.

Ci6Has -N=(CH;); 7 Br~

Diese Gruppe findet vor allem in Haarschampoos und Desinfektionsmitteln Verwendung.

Um ein vorzeitiges Ableben der Tiere infolge von Kiemenschiden zu vermeiden, wur-
den in Vorversuchen sublethale Konzentrationen ermittelt, bei denen sich nach lingerer
Versuchsdauer (eine Woche) eine beginnende Schidigung der Epidermis abzeichnete.

Die ermittelten Konzentrationen waren fir TEXAPON 0,5 und 1,0 ppm; fiir LUTEN-
SOL 1,0 und 2,0 ppm und fiir CTAB 0,25 und 0,5 ppm.

Die Versuchstiere befanden sich eine Woche in der Losung mit der entsprechenden
Wirkstoffkonzentration und anschlieffend zwei Wochen in reinem Leitungswasser.

Ergebnisse

Nach einer Versuchsdauer von drei Wochen zeigt sich im lichtmikroskopischen Erschei-
nungsbild der Epidermis (Abb. 1) bei einer Konzentration von 0,5 ppm TEXAPON keine
wesentliche Veranderung (Abb. 2). Lediglich eine etwas hohere Zahl an Granulazellen ist
zu beobachten. Im Gegensatz dazu zeigt die Epidermis eines Tieres aus den Vorversuchen
nach einer Einwirkung von 5 ppm TEXAPON iiber 10 Stunden, daf} die oberste Schleim-
zellenschicht (Becherzellen) stark angegriffen wird, sich auflgst und teilweise von den mitt-
leren Schichten ablost (Abb. 3). Dieses Tier hat als einziges die verhiltnismiflig hohe Kon-
zentration an Wirkstoff iiber diesen Zeitraum iiberlebt, sodafl eine postmortale Verdnde-
rung ausgeschlossen werden kann.

Im elektronenmikroskopischen Bild ist aber auch bei der niedrigen Konzentration von
0,5 ppm TEXAPON bereits eine deutliche Schidigung zu beobachten (Abb. 4). Die apika-
len Tubuli der Becherzellen sind leer und eingefallen, die desmosomalen Verbindungen
zwischen den Zellen schwach und die Zellmembranen teilweise in Auflosung (Abb. 4). Dies
wird in der Gegeniiberstellung mit dem Bild einer Zelle aus der Kontrollserie deutlich.

Hier sind die Tubuli mit Schleimvesikel gefiillt und die Zellmembranen und -verbindungen
kriftig ausgebildet (Abb. 5).

Bei Konzentrationen von 1 ppm und 2 ppm LUTENSOL zeigt sich eine starke Vermeh-
rung der Granulazellen (Abb. 6), bei 2 ppm tritt zusitzlich eine verstiarkte Reizung der Be-
cherzellenschicht auf (Abb. 7). Elektronenmikroskopisch erweckt die Becherzelle bei 2 ppm
den Eindruck einer besonders starken Schidigung. Der Tubulisaum verschwindet nahezu
vollstindig. Im supranuklearen Bereich befinden sich starke Ansammlungen elektronen-
dichten Materials (Abb. 8). Auch die normalerweise im apikalen Bereich der Zelle hiufig
anzutreffenden Zellorganellen, wie granulidren Endoplasmatisches Retikulum, Golgi- Appa-
rat und Mitochondrium, scheinen in der geschiddigten Becherzelle nahezu vollkommen ver-
dringt zu sein (Abb. 8). Im Gegensatz dazu sind in den Becherzellen der normalen, unbe-
handelten Epidermis nur geringfiigige Einlagerungen und ein gut ausgebildeter Tubuli-
saum zu beobachten (Abb. 9).

Bei der Konzentration von 0,25 ppm CTAB zeigt sich im wesentlichen eine dhnliche
Schidigung der Epidermis wie bei TEXAPON, mit einer teilweisen Entleerung der Tubuli
und einem verstirkten Auftreten von Granulazellen. Erst bei 0,5 ppm zeigt sich eine be-
sondere Verdnderung. Diese dufiert sich bereits im lichtmikroskopischen Bild in Form
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einer sehr starken Reizung der oberen Schleimzellenschicht (Abb. 10). Das elek tronen-
mikroskopische Bild dieses Stadiums veranschaulicht deutlich, daB hier die Schleimpro-
duktion nicht nur in den Becherzellen, sondern teilweise auch bis zu den mittelepiderma-
len Schleimzellen duflerst stark angeregt worden ist (Abb. 11). Die mittelepidermale
Schleimzelle der Epidermis von Kontrolltieren zeigt nur wenige schleimartige Vesikel,
auch ”Pramucigenvesikel” genannt, und ein gut ausgebildetes granulires Endoplasmati-
sches Retikulum (Abb. 12).

Diskussion

Aus den Ergebnissen geht hervor, daf die Epidermis der Neunaugenlarven bereits gegen
geringe Konzentrationen von Tensiden empfindlich ist und auf eine ganz bestimmte Art
und Weise reagiert.

Besonders deutlich sind die Unterschiede der Einwirkung der einzelnen oberflichenak-
tiven Substanzen im Bereich der Becherzellen, der obersten Schleimzellenschicht. Das
anionaktive TEXAPON verursacht hier eine deutliche Entleerung und Auflésung des Tu-
bulisaumes. Eine vergleichbare Konzentration des nichtionogenen LUTENSOL bringt
zwar ebenfalls eine Entleerung des Tubulisaumes, die Zerstorung des Saumes ist aber mit
einer starken Einlagerung elektronendichten Materials im Zellapex verbunden. Im Gegen-
satz dazu verursacht das kationaktive CTAB nur eine besonders starke Schleimproduktion
in den oberen Schleimzellschichten.

Allen Konzentrationen der verwendeten Tenside gemeinsam ist nur ein verstirktes Auf-
treten von Granulazellen. Besonders deutlich ist dies beim nichtionogenen LUTENSOL. Im
Bereich der Becherzellen sind die Verdnderungen unterschiedlich, sodal wir geneigt sind,
nicht nur, wie die meisten Autoren, zwischen Reaktionen auf ionogene oder nichtionoge-
ne Tenside ~u unterscheiden, sondern im gleichen Mafie zwischen anionaktiven und kation-
aktiven.

Bereits SCHMID und MANN (1962) geben einen Hinweis auf eine mdgliche Erklirung
dieser Ergebnisse. Die meisten spédteren Autoren stimmen darin liberein. Die Verringerung
der Grenzflichenspannung in kolloidalen Systemen durch synthetische Netzmittel ergibt
einen physikalischen Effekt, der fir die Schadwirkung verantwortlich gemacht wird. Da
nun aber auch bei gleicher bzw. dhnlicher Grenzflichenspannungserniedrigung durch die
einzelnen Wirkstoffe verschiedene Ergebnisse in der Schidigung der Epidermis erreicht
werden, miissen hier auch noch andere Faktoren eine Rolle spielen. Es scheint wahrschein-
lich, daf} hier auch der unterschiedliche Chemismus der Tenside zum Tragen kommt.

Weitere Faktoren sind die Fahigkeit von Netzmitteln, Lipoproteine zu spalten, die eine
wichtige Rolle im Aufbau der Zellwand spielen. Auerdem regen sie die Bildung von Netz-
mittel-Eiweiflkomplexen an.

Anhand der Schiddigungen kann ein theoretischer Reaktionsablauf erstellt werden.

Als erstes kommen die oberflichenaktiven Substanzen mit der Epidermisoberfliache in
Kontakt. Die Becherzellen reagieren darauf mit vermehrter Schleimabsonderung.

Ist nun die Konzentration der Tenside entsprechend hoch oder wirken sie entsprechend
lange ein, so reicht diese Schutzmafinahme nicht aus. Die Tenside zerstoren die Schleim-
schicht, dringen in die nun leeren Oberflachenschleimzellen ein und greifen die Zellwiinde
an. Dem begegnet eine vermehrte Schleimproduktion, die fiir gereizte Zellen typisch ist.
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Das starke Auftreten von lipoproteinhiltigen Granulazellen in der geschiddigten Epider-
mis a3t eine Deutung ihrer bisher nicht hinreichend geklarten Funktion als die eines ”Bau-
stofflieferanten” fur die oberen Regionen plausibel erscheinen. Unterstiitzt wird diese An-
nahme durch die Tatsache, dafl Granulazellen in Neunaugenlarven nie die Hautoberfliche
erreichen und somit die Lipoproteingranula keinesfalls direkt an die Epidermisoberfliche
abgeben konnen.

Eine weitere Bekriftigung dieser Auffassung miifite eine Untersuchung iiber die Regene-
ration der durch Tensideinfluf} entstandenen Schiden erbringen.

Abb. 1: Hauptzelltypen der Epidermis der Neunaugenlarve (Kontrolltier). Schleimzellen (S), Granu-
lazellen (G), Kolbenzellen (K). Semidiinnschnitt, 1 #m (quer), Epon 812, Azur 1I. 640 1

Abb. 2: Epidermis, mit 0,5 ppm TEXAPON behandelt. Semidiinnschnitt, 1 um (quer), Epon 812,
Azurll. 416 1

Abb. 3: Epidermis, mit 5 ppm TEXAPON behandeit. Die Reihe der Becherzellen (B) 16st sich teil-
weise von den mittelepidermalen Schleimzellen (mS). Semidinnschnitt, 1 um (quer), Epon
812, Azurll. 320:1

Abb. 4:  Geschiddigte Epidermis (0,5 ppm TEXAPON). Tubulisaum der Becherzellen in Aufldsung.
Die Zellwinde sind stark beschidigt (Pfeile) und die desmosomalen Verbindungen (D) zwi-
schen den Zellen nur noch schwach. Epon 812, Uranylazetat und Bleizitrat. 46 200 1

Abb. §:  Tubulisaum der unbehandelten Epidermis. Gut ausgebildete desmosomale Verbindungen (D)
und deutlich sichtbare miandrierende Zellwiande (Pfeile) sind zu beobachten. Die Tubuli
sind mit Schleimvesikel gefillt (SV). Epon 812, Uranylazetat und Bleizitrat. 40 656 1
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Abb. 6: Epidermis, mitl ppm LUTENSOL behandelt. Eine auffallende Vermehrung der Granulazel-
len (G) liegt vor. Semidiinnschnitt, 1 um (quer), Epon 812, Azur II. 512 1

Abb. 7:  Epidermis, mit 2 ppm LUTENSOL behandelt. Starke Vermehrung der Granulazellen, Verin-
derung der Becherzellen. Semidiinnschnitt, 1 um (quer), Epon 812, Azur I1. 368 1

Abb. 8:  Wirkung von 2 ppm LUTENSOL auf die Becherzelle. Zahlreiche elektronendichte supra-
nukleare Einlagerungen sind zu beobachten. Epon 812, Uranylazetat und Bleizitrat.
12936:1

Abb. 9: Becherzelle eines Kontrolltieres. Der Tubulisaum ist gut ausgebildet und mit Schleim gefiillt.
Epon 812, Uranylazetat und Bleizitrat. 12 936 1

Abb. 10: Reizung der Becherzellenschicht mit 0,5 ppm CTAB. Grofe Ansammlungen von Schleim-
vesikel sind vorhanden. Semidiinnschnitt, 1 #m (quer), Epon 812, Azur II. 672: 1

Abb. 11: Schleimvesikelbildung im Bereich der mittelepidermalen Schleimzellenschicht (mS) bei
0,5 ppm CTAB. Epon 812, Uranylazetat und Bleizitrat. 5 390 1

Abb. 12: Mittelepidermale Schieimzelle der Neunaugenhaut bei Kontrolitieren. Gut entwickelte granu-
lires Endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi- Apparat (Go), Mitochondrien (M) und Vor-
ldufer der Schieimvesikel (Praimucigenvesikel, P). Epon 812, Uranylazetat und Bleizitrat.
16632:1
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