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Vorwort

Die Okotoxikologie hat als wissenschaftliche Querschnittsdisziplin in den letzten beiden
Jahrzehnten nicht nur in deutschsprachigen Hochschulen zielstrebig Einzug gehalten.
Auch Behorden, Verwaltung, Forschungseinrichtungen, Industrieunternehmen und in ver-
einfachter Form auch die gymnasialen Oberstufen haben sich zunehmend mit Fragen zur
Wirkungsforschung 6kologisch relevanter Chemikalien zu beschiftigen. Ein Grund hier-
fur ist, dass sich die Gefihrdungsabschitzung einer global ansteigenden und kaum mehr
zu beziffernden Anzahl von Schadstoffen allein iiber Konzentrationsbetrachtungen in ein-
zelnen Umweltmedien und ihren Biozonosen als unzureichend erwies. Vielmehr riickten
fiir eine moderne Risikobewertung auch echte Wirkungsbetrachtungen bei Organismen
bzw. Populationen auf der biochemischen, genetischen und physiologischen Ebene mehr
und mehr in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses.

Zahlreiche hierzu erschienene Lehrbiicher geben deutlich Zeichen fiir das zunehmende
Bemiihen, die Okotoxikologie grundlagen- und anwendungsseitig auf einen problem-
orientierten, wissenschaftlich fundierten Weg zu bringen. Durch die Etablierung der
»Society of Environmental Toxicology and Chemistry“ (SETAC) auf internationaler und
nationaler Ebene ist es gelungen, unterschiedliche Interessenvertreter aus 6ffentlichen For-
schungs- und Bildungseinrichtungen, Industrie und offentlicher Verwaltung in jahrlichen
Tagungen und Kongressen zusammenzubringen und einen Dialog zu erméglichen. Diese
enge Zusammenarbeit hat die Kenntnisse Giber Schadstoffwirkungen enorm verbessert und
zu einer umfangreichen Methodenentwicklung gefithrt. Um so erstaunlicher ist daher die
Tatsache, dass fiir eine angewandte, experimentelle Wissenschaft eine Anleitung fiir ein
okotoxikologisches Praktikum auf dem (deutschsprachigen) Buchmarkt nicht zur Verfi-
gung steht. Uber die Ursachen mag spekuliert werden, doch steht wohl fest, dass damit
eine wesentliche Liicke zumindest in der universitiren Ausbildung besteht, dle wir nun
gemeinsam mit dem ecomed-Verlag, Landsberg, zu schlieffen versuchen.

Gleichwohl kann und will unser Praktikumsbuch aufgrund der Fokussierung auf die prak-
tischen Aspekte keinen der teilweise hervorragenden Buchtitel auf dem Lehrbuchsektor
der Okotoxikologie ersetzen. Ganz im Gegenteil versteht es sich als notwendige Ergin-
zung zur theoretischen Aufarbeitung der komplexen und hoch dynamischen Gesamtthe-
matik Okotoxikologie. Neben der Erfahrung beim Experimentieren mit lebenden Testor-
ganismen und der Fihigkeit zur spezifischen Laboruntersuchung soll dariiber hinaus auch
zum pfleglichen und nachhaltigen Umgang mit natiirlichen Lebensprozessen angeregt wet-
den. Im Vergleich zu einem Lehrbuch treten durch die mehr oder weniger systematische
Aufzihlung hintereinander gereihter Laborexperimente Gesamtzusammenhinge, wie sie
eigentlich im Wesen der 6kologischen und 6kotoxikologischen Wissenschaften liegen,
zwangsldufig in den Hintergrund. Vielmehr sind gerade hierzu die Grundlagen aus Lehre
und Praxis zwingend gemeinsam zu betrachten.

Per Definition befasst sich die Okotoxikologie mit wissenschaftlichen Grundlagen und
Methoden, um Stérungen von Okosystemen durch anthropogene stoffliche Einflusse zu
1dent1flz|eren zu beurteilen und zu bewerten. Vorrangiges Ziel ist es, Schiden zu vermei-
den, zu erkennen und Handlungsanweisungen fur die Sanierung zu erarbeiten. Hierfiir
wurden in den letzten Jahren wertvolle Methoden und Verfahren entwickelt. Sie sind
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Vorwort

teilweise aus Nachbardisziplinen wie zum Beispiel der Okologie oder aus verwandten
Wissenschaftszweigen wie etwa der Physiologie oder Biochemie entlehnt oder weiterent-
wickelt worden. Haufig war es aufgrund der Neuartigkeit des Arbeitsgebietes aber auch
notwendig, vollkommen andere Teststrategien zu etablieren. Mittlerweile liegt zur vor-
laufigen Bewertung von Einzelstoffen ein anerkanntes Spektrum von Biotestverfahren vor.
So hat sich die Datenlage bei den Pflanzenschutzmitteln, dhnlich wie im Bereich wasser-
gefahrdender Stoffe, entscheidend verbessert.

Aus dem gesamten Spektrum an Biotestverfahren wird durch die Auswahl einiger weniger
in unserem Praktikumsbuch nur ein gewisses Fenster heutiger Methoden wiedergegeben,
die aber methodisch/didaktisch wie auch inhaltlich exemplarisch fur andere stehen. Die
Auswahl an Testverfahren unterliegt teilweise der eingeschrankten Expertise der Verfasser
bzw. entsprang subjektiven Kriterien der jeweiligen eigenen Forschungsumgebung und
inhaltlichen Ausrichtung unserer Arbeitsgruppen. Daher wurden besonders solche Versu-
che von den Verfassern bevorzugt dargestellt, die von ihnen selbst an verschiedenen deut-
schen Universititen in den letzten Jahren erprobt (z. B. Wachstumstest mit Lemna minor,
Kapitel 14), modifiziert (z. B. Keimung- und Wurzellingenhemmtest mit Lepidium sati-
vum, Kapitel 16) oder eben auch vollkommen neu entwickelt wurden (z. B. Reprodukti-
onstest mit Potamopyrgus antipodarum, Kapitel 10).

Das gesamte Praktikumsbuch ist in zwei grofSere Abschnitte geteilt. Der erste Abschnitt
beschiftigt sich in fiinf Kapiteln mit generellen Grundlagen 6kotoxikologischer Testver-
fahren. Hierzu gehoren gingige Begriffsbestimmungen, Anforderungen an Testverfahren
und ihre Durchfithrung, die Normung von Testverfahren und deren Einbeziehung in ent-
sprechende Umweltgesetze. Die 6kologische Relevanz und Wirkung von Schadstoftfen in
der Umwelt wird an Beispielen der Schwermetalle, der Pflanzenschutzmittel und hormon-
ahnlicher Substanzen dargestellt. Einen besonderen Schwerpunkt bildet die Abhandlung
der statistischen Bearbeitung 6kotoxikologischer Testverfahren. Dieses Kapitel wurde von
Herrn Privatdozenten Hans Toni Ratte, RWTH Aachen, erarbeitet und gibt einen Uber-
blick iiber Datenanalyse, Datenaufbereitung, giangige statistische Testverfahren und mog-
liche Fehlerquellen bei der Bearbeitung und Auswertung von Biotestergebnissen. Mit eini-
gen Bemerkungen und Anregungen zur organisatorischen Planung des Praktikums wird
der erste Abschnitt abgeschlossen. Neben sicherheitstechnischen und tierschutzrechtlichen
Anmerkungen werden einige Ausfithrungen zur Anfertigung eines Protokolls gemacht
sowie der zeitliche Umfang jedes einzelnen beschriebenen Versuchs angegeben.

Der zweite Abschnitt beinhaltet die Beschreibung von 17 Testverfahren mit Tieren, Pflan-
zen und Mikroorganismen. Die einzelnen Kapitel sind so organisiert, dass zunidchst der
Testorganismus charakterisiert wird. Nach einer kurzen Beschreibung der Anwendungs-
bereiche in der tiglichen Praxis werden im praktischen Teil an Hand eines konkreten
Experimentes notwendige Hinweise zum Testaufbau, der Testdurchfihrung und zur
Ergebnisauswertung gegeben. Aufserdem werden bei zahlreichen Versuchen Zusatzinfor-
mationen iiber methodische Feinheiten und ,Insiderwissen® aufgefiihrt, die im Text
gesondert hervorgehoben sind.

Das Schlusskapitel bildet die Auflistung relevanter Literatur in Form von Lehr- bzw. Fach-

biichern zur Okologie, Okotoxikologie und Biostatistik sowie eine Ubersicht iiber aktuelle
Zeitschriften.
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Die Erstellung dieses Buches war nicht ohne Hilfe von Wissenschaftlern und Mitarbeitern
verschiedener Institutionen machbar. Ein ganz besonderes Dankeschon gilt Herrn PD Dr.,
Ratte fiir die Erarbeitung des Statistikkapitels sowie den Mitarbeitern der Arbeitsgruppen
in Zittau, Frankfurt und Hohenheim, die durch ihre Zuarbeit einen wesentlichen Anteil
an der Gestaltung der einzelnen Praktikumsversuche hatten. Wir freuen uns besonders,
dass zahlreiche Wissenschaftler aus dem In- und Ausland dankenswerterweise Bildmate-
rial zur Verfugung gestellt haben. Wir mochten uns aufferdem bei Herrn Dr. Nusch, Frau
Dr. Windgasse und Herrn Dr. Hoss fiir die kritische Durchsicht einiger Kapitel sowie bei
Frau Smoczynska, Frau Dr. Mosig und Herrn Zimmermann fir die Erstellung von Com-
putergrafiken sowie fiir das Korrekturlesen bedanken. Unser Dank gilt dem ecomed-Ver-
lag fiir die uneingeschrinkte Bereitschaft ein deutschsprachiges Lehrbuch auf den Marke
zu bringen und insbesondere dem Lektor Herrn Schmid fiir die unkomplizierte Zusam-
menarbeit und Unterstiitzung.

Stuttgart-Hohenheim, Frankfurt/Main, Zittau, Februar 2003

Anette Fomin, Jorg Oehlmann, Bernd Markert
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1 Einfliihrung in 6kotoxikologische

Testverfahren

Die Testverfahren, auch Biotests oder Bio-
assays genannt, werden als kleines Einmal-
eins der Okotox1kologle bezeichnet. Man
kann mit ihnen in relativ kurzer Zeit erste
Anhaltspunkte iiber die schidliche Wir-
kung einer Umweltchemikalie oder einer
Umweltprobe erhalten und hieraus weiter-
fithrende Untersuchungen ableiten. Es ist
zu beachten, dass ein Biotest in vielen wis-
senschaftlichen Disziplinen Anwendung
findet und im weitesten Sinne alle Ver-
suchsdurchfithrungen beinhaltet, bei denen
eine zu untersuchende Fragestellung mit
Organismen abgeklart werden soll. So wer-
den fordernde Wirkungen durch Vitamine
oder Arzneimittel ebenso durch Biotests
gepriift wie substanzvermittelte Wechsel-
wirkungen zwischen Organismen. Im vor-
liegenden Buch wird der Biotest nur im
Zusammenhang mit Schadstoffen betrach-
tet und daher als 6kotoxikologisches Test-
verfahren bezeichnet.

Der Begriff ,,Schadstoff* beinhaltet bereits
seine potentiell schidigende Wirkung auf
Organismen. Theophrastus Bombastus von
Hohenheim (1493-1541), bekannt unter
dem Namen Paracelsus, hat gesagt, dass die
Menge eines aufgenommenen Stoffes ihn
erst zum Schadstoff macht (,,dosis facit
venenum“). So gibt es zahlreiche Beispiele
fiir Stoffe, die in einem bestimmten Kon-
zentrationsbereich fiir einen Organismus
lebensnotwendig sind, bei Uberschreiten
dieses Bereiches aber zu toxischen Wirkun-
gen fihren. Prinzipiell gilt, dass Auspri-
gung und Stirke einer Wirkung sowohl
vom Stoff als auch vom Organismus ab-
hiangen und durch deren vielfiltige Wech-
selwirkungen mirt der abiotischen und bio-
tischen Umwelt beeinflusst werden. In der
Abbildung 1-1 ist ein okotoxikologischer
Wirkungskomplex dargestellt, der die ver-

schiedenen Abhangigkeiten einer Schad-
stoffwirkung wiedergibt.

Einen Bezug zum Ort des Auftretens stellt
der Begriff der Umweltchemikalie her. Er
ist als tibergeordnete Bezeichnung fir alle
in die Umwelt emittierten Stoffe zu verste-
hen. Allerdings wirkt nicht jede Umwelt-
chemikalie zwangsliufig auch schidigend
auf Organismen. Umweltchemikalien kon-
nen natiirlicherweise oder durch menschli-
che Titigkeit in die Umwelt gelangen,
wobei man bei Letzterem von anthropoge-
nen Stoffen spricht. Zu diesen gehoren
auch die Xenobiotika, die Fremdstoffe in
der Umwelt darstellen, aber nicht unbe-
dingt toxisch wirken miissen.

1.1 Definition und
Einteilung

Ein okotoxikologisches Testverfahren ist
eine Methode, mit der unter Standardbe-
dingungen im Labor die toxische Wirkung
von Umweltchemikalien auf Organismen
wie Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder
auch auf komplexere Systeme, zum Beispiel
ein Modellokosystem, untersucht werden
kann.

Die Palette an Testorganismen in einem
Biotest umfasst Mikroorganismen, niedere
und hohere Pflanzen sowie niedere und
hohere Tiere. Es wird die akute und chro-
nische Toxizitit von Schadstoffen und
Schadstoffgemischen ermittelt, die sich bei
den eingesetzten Organismen auf unter-
schiedlichen biologischen Ebenen manifes-
tiert. Die Wirkungskriterien kénnen mor-
phologische, physiologische, biochemische
sowie genetische Parameter sein, oder sie
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Einfiihrung

betreffen beispielsweise Verhaltensidnde-
rungen von Qrganismen. Die Einteilungs-
moglichkeiten fur Biotests sind vielfiltig
und beruhen auf der getesteten Organis-
mengruppe oder den ermittelten Wirkungs-
kriterien, der experimentellen Anordnung,
der Zahl getesteter Arten, der biologischen
Wirkung der Umweltchemikalie oder der
Dauer des Tests.

Einteilung nach getesteter
Organismengruppe und ermittelten
Wirkungskriterien

Okotoxikologische Testverfahren konnen
nach ihrer verwendeten Organismengruppe
eingeteilt werden. So spricht man beispiels-
weise von Bakterientest, Algentest, Daph-
nientest, Fischtest, Insektentest, Kressetest,
Protozoentest, Regenwurmtest oder Schne-
ckentest. Eine andere Einteilungsmoglich-
keit beriicksichtigt das zu messende Wir-
kungskriterium, das in Anlehnung an die
englische Bezeichnung ,,endpoint® auch als

Endpunkt bezeichnet wird. In diesen Fillen
werden die Verfahren zum Beispiel be-
nannt als: Karzinogenitatstest, Mutageni-
titstest, Schleimhaut-Reizungstest, Terato-
genitdtstest, Vitalititstest, Zehrungstest,
Keimungstest, Wachstumstest oder Mehr-
generationentest.

Einteilung nach experimenteller
Anordnung

Okotoxikologische Testverfahren werden
hiufig als statische Versuche durchgefiihrt.
Bei der statischen Versuchsanordnung er-
folgt eine einmalige Zugabe von Nihrstof-
fen und der Testprobe zum Organismus,
das heifSt, ein Austausch findet nicht statt.
Aufgrund dieser Vorgehensweise konnen
Nebenwirkungen auftreten, die das Tester-
gebnis beeinflussen kénnen. Beispielsweise
konnen Stoffwechselprodukte und Um-
wandlungsprodukte der Schadstoffe auf-
treten, die ihrerseits Wirkungen auslosen
konnen, oder es konnen Verianderungen
der Konzentration der Schadstoffe durch

_________

Messwertverarbeitung Messung der
Unterbrechungen
der Lichtstrahien,
Impulse je
Messperiode

¢ @
D - -i-? ......... -® ﬂ
-
Off— ®
0 QO 19 Ablauf

Wasserprobe

Infrarotlicht-
r Lampen
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Abb. 1-2: Dynamischer Daphnien-Durchflusstest nach KNIE. Dargestellt ist eine Messkammer, in
die Testwasser flieSt. Die Schwimmaktivitat der Daphnien wird mittels Infrarot-Lichtschranke regist-
riert (Quelle: KNIE, J. (1978): Der dynamische Daphnientest — ein automatischer Biomonitor zur
Uberwachung von Gewdssern und Abwissern. — Wasser und Boden 12, 310-312).
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Adsorption an Organismen oder Versuchs-
gefallen bzw. durch Abbau stattfinden.

Die genannten Nebenwirkungen werden
minimiert, wenn eine semistatische Ver-
suchsdurchfithrung angewendet wird. Hier-
bei wird bei aquatischen Testorganismen in
groferen Zeitabstinden das Testmedium
mit den darin enthaltenen Nihrstoffen und
der Testprobe ausgetauscht. Wird dagegen
die zu testende Wasserprobe oder der
Schadstoff in einem standigen Durchfluss
im System gehalten, spricht man von dyna-
mischen oder kontinuierlichen Testverfah-
ren. Ein Beispiel hierfiir ist der dynamische
Daphnientest (Abbildung 1-2), bei dem in
eine Testkammer gefiltertes, temperiertes
Testwasser flieSt und die Schwimmfihig-
keit der Daphnien mittels Lichtschranke
registriert wird. Dieser Test findet, wie
auch weitere dynamische Testverfahren
vor allem mit Fischen, in der kontinuierli-
chen Uberwachung von Gewissern An-
wendung. Hierbei ist es wichtig, dass die
Verfahren sehr schnell ungunstige Situatio-
nen anzeigen. Die kontinuierliche Test-

durchfithrung ist daher haufig mir einer
andauernden und zeitnahen Messanzeige
gekoppelt, so dass man in diesen Fillen von
online-Verfahren spricht. Langjdhrige Er-
fahrungen zur Uberwachung von Flieflge-
wissern liegen zum Beispiel mit dem Dreis-
sena-Monitor vor, bei dem die Schliefibe-
wegung und der Offnungszustand der
Zebramuscheln iiber einen Magneten, der
an der Schale der Muschel befestigt ist, als
entweder/oder-Reaktion online gemessen
wird. Toxische Stoffe im Wasser beeinflus-
sen die SchlieSbewegung, so dass die online
gemessenen Signale Hinweise auf die
Anwesenheit dieser Stoffe liefern.

Einteilung nach der Zahl getesteter
Arten

Bei vielen okotoxikologischen Testverfah-
ren wird jeweils nur eine biologische Art
verwendet, so dass sie Einzel- oder Single-
Spezies-Tests genannt werden. Werden
dagegen Mehr-Arten-Testsysteme verwen-
det, spricht man von Multi-Spezies-Tests.
Diese werden nicht wahllos, sondern in

Abb. 1-3: Darstel-
lung eines Mikrokos-
mos mit autotrophem
Subsystem, bestehend
aus Produzenten,
Konsumenten und
Destruenten, die in
verschiedenen Gefa-

Mixer
®)
Pumpe
Herbivore
Autotrophes
Subsystem

3en kultiviert werden
und iiber ein Pump-
system miteinander
verbunden sind
(Modifikation des
Taub-Mikrokosmos)
(Quelle: FENT, K.
(1998): Okotoxikolo-
gie. — Thieme, Stutt-

N

Dekompositen

gart/New York).
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Form eines Modellokosystems miteinander
kombiniert. Dieser so genannte Mikrokos-
mos ist ein Ausschnitt bzw. Teil eines Oko-
systems im Labormafsstab und besitzt
wesentliche Eigenschaften von diesem wie
Energiefluss, Stoffkreislauf und Artenviel-
falt. In einem Mikrokosmos kann die Wir-
kung von Schadstoffen und Umweltproben
beispielsweise auf die zeitlich unterschied-
liche Entwicklung einer Phytozonose, auf
Photosynthese- und Atmungsaktivitdten
der verschiedenen Testarten oder auf die
Bioakkumulation untersucht werden. Ein
einfaches Labor-Modellokosystem  stellt
der Taub-Mikroskosmos dar (Abbildung
1-3). Hier wird eine Algenpopulation als
Produzenten mit einer Zooplankton-Popu-
lation als Konsumenten und Bakterien als
Destruenten zusammengestellt. Auf diese
Art und Weise konnen iiber einen kurzen
Zeitraum durch Schadstoffe hervorgeru-

fene Verinderungen im Bezichungsgefuge
untersucht werden. Es gibt zahlreiche
Erweiterungen der Modellokosysteme, die
allerdings hier nicht weiter betrachtet wer-
den sollen.

Einteilung nach der biologischen
Wwirkung einer Testprobe

Unter der Wirkung wird einerseits die
Toxizitdt, das heiflt die Giftigkeit einer
Probe verstanden, andererseits stellt auch
die Akkumulation eines Stoffes eine Wir-
kung dar. Man unterscheidet Wirkungstest
und Akkumulationstest. Die meisten 6ko-
toxikologischen, vor allem akuten Testver-
fahren sind Wirkungstests, bei denen als
Messparameter physiologische, biochemi-
sche oder morphologische Veridnderungen
von Organismen untersucht werden.

Abb. 1-4: Darstel-
lung einer Labornah-
rungskette, bestehend
aus Kieselalgen (Nitz-
schia actinastroides),

Glaskolben

Wasserspiegel

Egel

der Miitzenschnecke
als Weideganger
(Ancylus fluviatilis) |

— _':Mijtzenschnecke
' Kieselalgen

und einem rauberi-

schen Egel (Glossi-
phonia complanata).

Millipore-Filter
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Mit Wirkungstests vergleichbare Akkumu-
lationstests an einzelnen Organismen sind
bislang kaum entwickelt worden, da die
Untersuchung zur Bioakkumulation haufig
zu Fehlbewertungen fithrr, wenn keine
okosystemrelevanten Schadstoffkonzentra-
tionen eingestellt werden. Allerdings wer-
den Akkumulationstests an Labornah-
rungsketten in Mikrokosmen praktiziert.
In der Abbildung 1-4 ist eine Nahrungs-
kette, bestehend aus Kieselalgen, der Miit-
zenschnecke und einem rauberischen Egel,
dargestellt. Zunachst werden die Kieselal-
gen in einer Suspensionskultur mit der
Probe belastet. Anschliefend werden die
Algen auf Membranfilter aufgetragen und
dienen der Miitzenschnecke als Futter.
Diese wiederum werden von den Egeln
gefressen. Obwohl der Versuch in getrenn-
ten Testansdtzen ablauft, ermoglicht er die
Untersuchung der Bioakkumulation eines
Schadstoffes im Verlauf einer Nahrungs-

kette, was als okologische Magnifikation
bezeichnet wird.

Einteilung nach der Dauer des Tests

Okotoxikologische Testverfahren kénnen
zur Bestimmung akuter, subchronischer
sowie chronischer toxischer Wirkungen
von Schadstoffen dienen. Die Applikation
eines Schadstoffs kann dabei einmalig sein
und akute Wirkungen auslésen, kann
mehrfach, aber nicht dauerhaft erfolgen
und subchronische Wirkungen hervorrufen
oder kann langanhaltend oder wiederholt
durchgefiihrt werden und zu chronischen
Wirkungen fuhren (Abbildung 1-5).

Aus zeitlicher Sicht treten akute Wirkun-
gen immer innerhalb einer kurzen Zeit auf.
Man spricht daher auch von Kurzzeitwir-
kung. Testverfahren, die akute Wirkungen
bestimmen, werden Kurzzeittest genannt.
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Abb. 1-5: Darstellung der zeitlichen Wirkung von akuten und chronischen Schadstoffkonzentrati-
onen auf Organismen und Populationen (Quelle: MARKERT, B. (1997): Instrumental Element and
Multi-Element Analysis of Plant Samples. — Wiley & Sons, Chichester/New York/Brisbane/Toronto/

Singapore).
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Sie haben meist eine Dauer von 24 bis deutlich unter einer chronischen (siche
96 h. unten) Wirkung liegt, bezeichnet man diese

als subchronisch. Man geht bei Tests fir
Wenn der Zeitraum der Wirkung eines subchronische Wirkungen von einem Zeit-
Schadstoffs iiber einer Kurzzeit-, aber noch
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Abb. 1-6: Ultrastrukrurelle, histopathologische und enzymatische Reaktionen als Biomarker fur
Schadstoffbelastungen bei Forellen im Vergleichsbach ,Krihenbach® und im belasteten Bach
,Korsch* (oben). Gehalte an potentiellen Schadstoffen im Freiwasser des ,,Krihenbachs“ und der
,Korsch“ (unten). (Quelle: TRIEBSKORN, R., ADAM, S., BEHRENS, A., BRAUNBECK, T., GANZER, S.,
HONNEN, W., KONRADT, J., KOHLER, H.-R., OBEREMM, A., PAWERT, M., SCHLEGEL, T., SCHRAMM,
M., SCHUURMANN, G., SCHWAIGER, ]., SEGNER, H., STRMAC, M., MULLER, E. (1999): Eignung von
Biomarkern zur FlieBgewisserbewertung: Zwischenergebnisse aus dem Projekt ,, Valimar* (1995-
1997). - In: OEHLMANN, J., MARKERT, B. (Hrsg.): Okotoxikologie. Okosystemare Ansitze und
Methoden. ecomed, Landsberg, 382-398.)
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raum zwischen mehreren Tagen und eini-
gen Wochen aus.

Eine chronisch toxische Wirkung eines
Schadstoffs tritt bei Organismen erst nach
einem langeren Belastungszeitraum auf.
Diese Wirkungen werden in chronischen
Testverfahren ermittelt, deren Zeitraum
sich nach dem eingesetzten Organismus
richtet. Eine chronische Toxizitdt liegt
dann vor, wenn Einwirkungen von Schad-
stoffen Gber einen Grofsteil des individuel-
len Lebens andauern, das bei manchen
Kleinorganismen nur einige Wochen lang
ist (z. B. 28 Tage bei Chironomus riparius).
Fur Sdugetiere und den Menschen betragt
der Zeitraum mindestens 0,5 bis 2 Jahre.

Umfasst ein okotoxikologischer Test einen
vollstindigen Lebenszyklus eines Organis-
mus, dann spricht man vom Lebenszyklus-
Test oder ,Life-cycle-test“. Dieser Test
beinhaltet mindestens eine Reproduktions-
phase, die vom Ei uber das Jugend- und
Adultstadium  bis zum Eistadium der
nichsten Generation fuhrt. Dadurch ist es
moglich, die Wirkung einer Umweltchemi-
kalie auf verschiedene Entwicklungsstadien

von Organismen zu untersuchen, wobei
sich die Empfindlichkeiten einzelner Sta-
dien sehr unterscheiden kénnen. Eine prak-
tische Anwendung findetr der Reprodukti-
onstest mit Daphbnia magna (siche Tabelle
2-3).

Biomarker und Biosensor

Vom Begriff des okotoxikologischen Test-
verfahrens miissen die Bezeichnungen Bio-
marker und Biosensor unterschieden wer-
den. Unter einem Biomarker versteht man
einen messbaren biologischen Parameter
auf suborganismischer, hiufig biochemi-
scher Ebene. Die Abgrenzung zwischen
Biotest und Biomarker ist insofern schwie-
rig, als Biotests hiufig Biomarker als Mess-
parameter fir die Wirkung eines Schad-
stoffs haben. Biomarker reagieren emp-
findlich auf bestimmte Umweltchemikalien
und sind Ausdruck stressbedingter Reakti-
onen. Beispiele fur Biomarker sind Entgif-
tungsenzyme, Antioxidationsenzyme, me-
tallbindende Proteine, Stressphenole, Stress-
proteine und DNA-Addukte. Messungen
von Biomarkern haben sich bei Freilandun-
tersuchungen belasteter Gewisser bewihrt.

0, -Messung
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Abb. 1-7: Schema-
tische Darstellung des
kontinuierlichen Bak-
terientoximeters
Toxiguard (Quelle:
BLESSING, B., FRITZ-
LANGEN, H., KREBS,
F. (1994): Bakterien-
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So ist zum Beispiel die Induktion des Bio-
transformationsenzyms EROD in der
Leber von Fischen ein guter Indikator fiir
die Anwesenheit organischer Umweltche-
mikalien (Abbildung 1-6).

Ein Biosensor ist eine Messanordnung, die
durch eine geeignete Kombination eines
selektiven biologischen Systems mit einer
physikalischen Ubertragungseinrichtung die
Wirkung von Umweltchemikalien misst.
Als biologische Komponente werden En-
zyme, Antikorper, Organellen, Zellen,
Gewebe oder Bakterien verwendet. Die
Ubertragungseinheit kann beispielsweise
eine potentiometrische oder amperometri-
sche Elektrode sowie ein optischer oder
optoelektrischer Empfinger sein. Fin Bei-
spiel hierfiir ist das Bakterientoximeter
»Toxiguard® (Abbildung 1-7), bei dem
lebende Mikroorganismen als biologische
Komponente verwendet werden. Durch
eine Elektrode wird der Sauerstoffver-
brauch der Bakterienbiozonose gemessen,
wobei eine Zunahme des Sauerstoffgehal-
tes die Anwesenheit toxischer Stoffe an-
zeigt.

1.2 Prinzip und Durch-
fiihrung 6kotoxikolo-
gischer Testverfahren

Die Grundstruktur eines o6kotoxikologi-
schen Testverfahrens besteht aus dem Test-
organismus, dem Testparameter, den Test-
bedingungen sowie der Testprobe bzw.
dem Testgut. Der Testorganismus ist in den
meisten Fillen ein lebender Organismus,
kann aber auch nur aus einer funktionellen
Einheit bestehen, wie beispielsweise Leber-
zellen oder isolierte Chloroplasten. Der

Testparameter, auch Wirkungskriterium
oder Endpunkt genannt, ist die Antwort
des Testorganismus auf die Exposition
gegeniiber einer Probe. Der Testparameter
ist eine sichtbare und/oder messbare Ver-
anderung im Organismus, der mit der
Belastung direkt oder indirekt im Zusam-
menhang steht. Die Testbedingungen kenn-
zeichnen die Priifsituation. Sie sind dem
jeweiligen Organismus angepasst und um-
fassen u.a. Licht, Temperatur und Nahr-
stoffe. Die Testprobe ist der zu untersu-
chende Schadstoff oder ein Schadstoffge-
misch als Reinsubstanz{en) bzw. als kom-
plexe Umweltprobe, die dem Testorganis-
mus in unterschiedlicher Form appliziert
werden kann.

Die Anwendung von &kotoxikologischen
Testverfahren erfolgt unter nachvollzieh-
baren, standardisierten Bedingungen, um
storende Faktoren weitgehend auszuschlie-
8en bzw. zu minimieren und so ein hohes
Maf$ an Reproduzierbarkeit zu gewihrleis-
ten. Der Ablauf eines Testverfahrens
erfolgt dabei nach einem einheitlichen
Schema (Abbildung 1-8). Dieses beinhaltet,
dass die Wirkung einer Probe auf Organis-
men im Verlaufe einer bestimmten Zeit im
Vergleich zu unbelasteten Kontrollansit-
zen zu bestimmen ist. Dazu wird von der
Probe in der Regel eine Verdinnungsreihe
hergestellt. Haufig miissen Testsubstanz
oder Testgemisch in vorbereitenden Schrit-
ten dem Testorganismus angepasst werden.
So ist beispielsweise beim Leuchtbakterien-
Test ein Aufsalzen der Testprobe notwen-
dig, da ein mariner Organismus verwendet
wird, der einen bestimmten Salzgehalt
benotigt. Beim Einsatz von tierischen Orga-
nismen muss in vielen Fillen der pH-Wert
der Testprobe im Neutralbereich liegen,
um storende pH-Wert-Effekte auszuschlie-
en.



