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Zusammenfassung Hintergrund und Ziel der Studie Die
Fischbesténde in der Donau sind seit Ende der 1980er-Jahre
stark riickldufig. Trotz intensiver bestandsstiitzender Mafi-
nahmen und einer verbesserten Wasserqualitdt entlang der
Donau seit den 1970er-Jahren konnte diese Entwicklung
nicht gestoppt werden. Ziel der umfassenden Weight-of-
Evidence-Studie (WOE) mit verschiedenen Lines-of-Evi-
dence war es, 1) mogliche kausale Verbindungen zwischen
molekularen und zellbiologischen Endpunkten sowie dkolo-
gisch relevanten Effekten zu analysieren, und 2) zu iiberprii-
fen, ob die okotoxikologischen Effekte fiir den Riickgang
der Fische verantwortlich sein konnten. Dazu wurden Sedi-
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mente und Fische an verschiedenen Standorten der Donau
entnommen und in einem integrierten Ansatz untersucht.
Das Ziel dieses Beitrages ist es, die Untersuchungsstrategie
und den Stand der seit 2003 laufenden Studie vorzustellen.
Wie kiirzlich von Chapman und Hollert (2006) vorgestellt,
wurde als Untersuchungsstrategie eine WOE-Studie mit
zahlreichen Lines-of-Evidence eingesetzt. 1) Mit einer Bio-
testbatterie wurde die akute und mechanismusspezifische
Toxizitdt untersucht, 2) histologische Untersuchungen und
der Mikrokerntest mit Fischzellen wurden als In-situ-Studien
durchgefiihrt. 3) Die Diversitit und Abundanz von Makro-
invertebraten und Fischen sowie 4) die Konzentrationen
von ausgewihlten persistenten organischen Verbindungen,
endokrinen Disruptoren und Schwermetallen wurde be-
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stimmt. 5) Um die Substanzen zu identifizieren, die fir die
toxischen Effekte in den Sedimenten verantwortlich sind,
wurden effektdirigierte Analysen durchgefiihrt.

Schliisselworter Donau - Effektdirigierte Analyse -
Fischriickgang - Weight-of-Evidence -
Wasserrahmenrichtlinie

Assessing sediments and fish health using
a weight-of-evidence approach — in search
for the causes of fish decline in the Danube River

Abstract Background and aim Despite intensive and con-
tinuous stocking and improvement of water quality since
the 1970s, fish populations, especially those of the gray-
ling (Thymallus thymallus), have declined over the last two
decades in the upper Danube River (Germany). In order
to assess 1) possible links between molecular/biochemical
responses and ecologically relevant effects, and 2) if eco-
toxicological effects might be related to the decline in fish
catches in the upper Danube river, sediment samples and
fish were collected at different locations and analyzed using
a weight-of-evidence (WOE) approach with several lines
of evidence. The objective of the presentation is to intro-
duce the conceptual framework and to review results of the
ongoing study. As previously addressed by Chapman and
Hollert (2006) a variety of lines of evidence can be used in
WOE studies. Briefly, 1) a comprehensive battery of acute
and mechanism-specific bioassays was used to characterize
the ecotoxicological hazard potential. 2) Histopathological
investigations and the micronucleus assay with erythrocytes
were applied, analyzing in situ parameters. 3) Diversity and
abundance of benthic macroinvertebrates and fish as well as
4) persistent organic pollutants, endocrine disrupting sub-
stances, limnochemical parameters and the concentration of
heavy metals were recorded. To identify organic contami-
nants a spotential causes of sediment toxicity assays, 5) ef-
fect directed analysis was applied.

Keywords Danube - Effect-directed analysis -
European Water Framework Directive - Fish decline -
Weight-of-evidence

1 Einleitung

In verschiedenen Fliissen in Europa und Nordamerika
wird seit einigen Jahren ein Riickgang der Fischbestinde
beobachtet. Auch die Fischbestinde in der oberen Donau
zwischen Sigmaringen und Ulm sind seit Ende der 1980er-
Jahre stark riickldufig. Insbesondere die Asche (Thymallus
thymallus) ist von diesem Riickgang betroffen, aber auch

Fischarten wie die Barbe (Barbus barbus) sind in ihren
Bestinden zurilickgegangen. Trotz intensiver bestandsstiit-
zender Mafinahmen und einer deutlichen Verbesserung der
Wasserqualitit entlang der Donau seit den 1970er-Jahren
konnte dieser Entwicklung nicht entgegengewirkt werden
(Keiter et al. 2009).

2 Ziel

In diesem Ubersichtsbeitrag soll ein Uberblick iiber die ver-
schiedenen Untersuchungen zum Riickgang der Fischbestén-
de in der oberen Donau gegeben werden. Ein Schwerpunkt
des Beitrages liegt auf der Vorstellung einer Weight-of-Evi-
dence-Studie, die in den Jahren 2002 bis 2009 am Institut
fiir Zoologie der Universitit Heidelberg durchgefiihrt wur-
de. In der integrierten Studie wurde das Triade-Konzept zu
einer Weight-of-Evidence-Strategie mit unterschiedlichen
Beweislinien (lines-of-Evidence) erweitert (Abb. 1, vgl.
Chapman und Hollert 2006). Eine detailliertere Ubersichts-
darstellung zu dieser Thematik geben Keiter et al. (2009).

3 Ergebnisse und Diskussion

Die obere Donau wurde in den 1920er-Jahren in weiten Ab-
schnitten begradigt und dadurch hydromorphologisch stark
verdandert. Das Makrozoobenthos als bedeutende Nahrungs-
quelle fiir viele Fischarten ist ebenfalls von Verdnderungen
in den morphologischen Verhéltnissen in einem Gewdsser
betroffen, jedoch konnte bei entsprechenden Untersuchun-
gen in den vergangenen Jahren keine gravierende Stérung
in der Makrozoobenthos-Zusammensetzung festgestellt
werden. In den vergangenen Jahrzehnten wurden in der
Donau hauptséchlich Untersuchungen zur Gewéssergiite
durchgefiihrt, die sich im Zuge von Aus- und Neubau zahl-
reicher Kldranlagen stetig verbessert hat. Untersuchungen
zur Belastung mit prioritiren organischen Schadstoffen in
Sedimenten hingegen begannen erst Mitte der 1990er und
zeigten zunichst eine deutliche Abnahme z. B. der Konzen-
trationen mehrkerniger aromatischer Kohlenwasserstoffe
(PAHs). Ergebnisse eigener Untersuchungen ergaben je-
doch sehr hohe PAH-Konzentrationen in zwei Sedimentpro-
ben (Schwarzach £ 16 PAHs = 26,3 mg/kg; Opfingen T 16
PAHs = 5,3 mg/kg; Keiter et al. 2008).

Im Jahr 2002 wurde die obere Donau erstmals unter 6ko-
toxikologischen Gesichtspunkten untersucht (Keiter et al.
2006). Dabei wurde fiir verschiedene Abschnitte der oberen
Donau ein hohes 6kotoxikologisches Belastungspotenzial
festgestellt. Als direkte Folge dieser Studie wurde im Sinne
des Weight-of-Evidence-Konzeptes eine umfassende Unter-
suchung der oberen Donau initiiert, um mdgliche Ursachen
fir den Fischriickgang und Belastungsschwerpunkte zu
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Abb. 1 In dieser Studie wurde
das Triade-Konzept zu einer
Weight-of-Evidence-Strategie
mit unterschiedlichen Beweis-
linien (Lines-of-Evidence)
erweitert (vgl. Chapman und
Hollert 2006)

identifizieren. Neben Untersuchungen zur ultrastrukturellen
Organisation der Leber an der Barbe (Barbus barbus) wurde
der Mikrokerntest als definitiver Mutagenititstest an Ery-
throcyten und Leberproben von Barben aus dem Freiland
und entsprechenden Kontrolltieren als In-situ-Test durch-
gefiihrt. Die verschiedenen In-vitro-Biotestbefunde (Seitz
et al. 2008) korrelierten auch mit den Befunden aus den In-
situ-Tests (Bottcher et al. 2009; Grund et al. 2009a).
Nachdem eine insgesamt hohe dioxindhnliche Aktivitdt
nachgewiesen werden konnte (Keiter et al. 2008; Otte et al.
2008), wurden die Sedimentproben in drei Instituten paral-
lel mit drei verschiedenen Biomarkern fiir Ah-Rezeptor-
Agonisten untersucht (Keiter et al. 2008). Dabei wurden in
allen eingesetzten Testverfahren sehr hohe TCDD-Aquiva-
lenzkonzentrationen ermittelt, sodass die Donausedimente
dieser Standorte im Vergleich zu anderen untersuchten Se-
dimenten deutscher Einzugsgebiete als hoch belastet klas-
sifiziert werden miissen. Von der vergleichsweise hohen
Aktivitdt der Sedimente im EROD-Assay (Biomarker fiir
dioxindhnliche Substanzen) konnte in chemischen Analysen
jedoch nur ein geringer Anteil durch prioritdre Schadstoffe
erklart werden. Mit einer einfachen effektdirigierten Ana-
lyse (Multilayerfraktionierung) konnte hingegen gezeigt
werden, dass ein Grofiteil der dioxindhnlichen Aktivitit an
diesen Standorten von unbekannten und méBig persistenten
Schadstoffen ausging. Eine Ausnahme stellte der Zufluss
Schwarzach dar, fiir dessen Sedimente eine Summenkon-
zentration von 26,3 mg/kg fiir die EPA-PAHs ermittelt wer-
den konnte, sodass sie mit dem ATV-Klassifikationsschema
der ARGE Elbe in die Qualitétsklasse V (schlechteste Qua-

@ Springer

- - -+
/ f”r

[ Chemische
‘ Analyse

Bioassays |

—
~

Effekt-dirigieré \
Analysen \

...Identifizierung der fiir Effekte
/ verantwortlichen Schadstoffe

—— - _— —
AN Histopatho- ™\
Micronucleus e \
elnsitu
Assay in situ \ P og - \
| _, :

. / ot "E _
B

1 .

... Bewertung der Relevanz der in
vitro-Daten fiir das Freiland

litatsklasse nach ATV) gruppiert wurden. In dieser Probe
konnten etwa 50% der dioxindhnlichen Wirksamkeit im
Biotest durch prioritdre PAHs und ca. 20% durch persis-
tente Schadstoffe (u.a. PCBs und PCDD/Fs) erklirt werden
(Keiter et al. 2008). Insgesamt verdeutlichen diese Befun-
de, dass in den meisten Fillen mit den Konzentrationen der
chemisch quantifizierten organischen Schadstoffe (Liste der
prioritiren Stoffe aus dem Anhang der EU-WRRL sowie
zusétzliche PCDD/Fs) die nachgewiesenen starken biologi-
schen Effekte nicht erkliart werden konnen. Es liegt daher
—analog zu anderen Untersuchungen in europdischen Fluss-
einzugsgebieten — der Schluss nahe, dass nicht-prioritire or-
ganische Schadstoffe in den Sedimenten fiir die Effekte in
den Biotests und moglicherweise auch fiir einen Grofteil
der Feldeffekte (Mikrokerntest in sifu, histopathologische
Verdnderungen der Fische, Storungen der Altersstruktur der
Fische) verantwortlich sind (Brack et al. 2007; Hollert et al.
2007; Keiter et al. 2009).

4 Ausblick

Durch die in der Weight-of-Evidence-Studie verwendeten
Tests konnte gezeigt werden, dass an der Donau eine erheb-
liche okotoxikologische Belastungssituation vorliegt, die
auch einen Einfluss auf die Fischpopulationen ausiiben konn-
te. Jedoch werden noch weitere Untersuchungen notwendig
sein, um letztlich die genauen Ursachen fiir den Riickgang
der Fischpopulationen zu identifizieren. Derzeit wird hierzu
eine effektdirigierte Analyse zur Identifizierung der beteilig-
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ten Stoffe und deren mogliche Quellen durchgefiihrt, deren
Befunde ebenfalls vorgestellt werden (Grund et al. 2009b,
2009c; Higley et al. 2009). AuBlerdem wird innerhalb dieser
Studie das endokrine Belastungspotenzial der Donau mit-
tels histopathologischer Untersuchungen an Gonaden aus
Freilandfischen und verschiedener In-vitro-Testverfahren
abgeschitzt. Des Weiteren sollen in einem geplanten Ver-
bundprojekt COMPSEARCH durch vergleichende Untersu-
chungen verschiedene Eintragspfade auf ihr 6kotoxikologi-
sches Schéadigungspotenzial sowie der potenzielle Einfluss
des Wandels der Landnutzung iiberpriift werden.
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