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Zusammenfassung  In diesem Verbundvorhaben soll ein 
eukaryontisches Testkonzept entwickelt und bewertet wer-
den, welches ökotoxikologisch messbare Effekte schadstoff-
belasteter Sedimente in verschiedenen spezifischen biologi-
schen Endpunkten (Teratogenität, Gentoxizität, Mutagenität, 
Ah-Rezeptor-vermittelte Toxizität, Neurotoxizität und His-
topathologie) und auf dem Level der Genexpression (DNA-
Arrays und RT-PCR) untersucht, um molekulares und phy-

siologisches Grundlagenwissen über die Mechanismen der 
Schadwirkung in Embryonen des Zebrabärblings zu erlangen. 
Über eine umfangreiche Metaanalyse (Vergleich der Befunde 
dieses Projektes mit DNA-Array-Daten zu zahlreichen Mo-
nosubstanzen und eine Identifizierung der wirksamen Schad-
stoffgruppen mittels effektdirigierter Fraktionierung) soll die 
Kausalität der Effekte geklärt werden. Bisherige Biotestver-
fahren haben die Bioverfügbarkeit toxischer Schadstoffe nur 
unzureichend berücksichtigt. Dagegen besitzen Sediment-
kontakttests höchste Relevanz für das Ökosystem, da sie re-
alistische Expositionsszenarien simulieren. Insbesondere vor 
dem Hintergrund der Europäischen Wasserrahmenrichtlinie 
besteht daher ein großer Forschungsbedarf hinsichtlich der 
Entwicklung von Sedimentkontakttests und Genexpressi-
onsanalysen zum Nachweis mechanismusspezifischer Toxi-
zität. Durch die Einbindung von zwei Praxispartnern aus der 
Industrie und der Wasser- und Schifffahrtsverwaltung wird 
ein direkter Praxis- und Anwendungsbezug der stark grund-
lagenorientierten Forschungsarbeiten zur Entwicklung neuer 
Methoden gewährleistet.

Schlüsselwörter S edimente · Danio rerio · Toxizität · 
Genomics

1 Einleitung und Hintergründe

Die Europäische Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) schreibt 
als zu erreichendes Qualitätsziel den guten ökologischen 
Zustand von Gewässern bis 2015 vor. Die Sedimenttoxi-
kologie spielt bei diesen Bestrebungen eine entscheidende 
Rolle, da gerade Schwebstoffe und Sedimente als sekundä-
re Quellen für partikulär gebundene Schadstoffe eine große 
Bedeutung haben (Hollert et al. 2007). Durch die von der 
Europäischen Kommission veröffentlichte Tochterdirektive 
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der WRRL wird nun das Monitoring der Sedimentqualität 
reguliert und deren Bedeutung für die Erreichung des „gu-
ten ökologischen Zustandes“ hervorgehoben. Der neue Ar-
tikel 2 fordert, dass die Mitgliedstaaten dafür Sorge tragen, 
dass die Konzentrationen von 33 prioritären Schadstoffen in 
Sedimenten und Biota nicht ansteigen (EC 2006).

Vergangene Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass die 
Liste der prioritären Schadstoffe insbesondere aufgrund des 
Klimawandels und der geänderten Schadstoffspektren stän-
dig fortgeschrieben werden muss und biologische Wirktests 
sowie wirkungsorientierte Analytik in der Wasserforschung 
unbedingt weiterentwickelt werden müssen (Hollert et  al. 
2009b). Daher sind ökotoxikologische Tests notwendig, die 
eine Abschätzung der von diesen Chemikalien ausgehenden 
Umweltgefährdung ermöglichen und deren potenzielle Mo-
bilisierung aus Sedimenten und Schwebstoffen eingehend 
untersuchen. 

Bei Untersuchungen mit umfassenden In-vitro-Biotest-
batterien konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl der 
organischen Sedimentextrakte aus dem Einzugsgebiet des 
Neckars, des Rheins und der Donau ein zum Teil deutliches 
mutagenes, gentoxisches, endokrines und dioxinähnliches 
Schädigungspotenzial besitzen (Braunbeck et al. 2009; Hol-
lert et al. 2009a; Keiter et al. 2009). Vergleichbare Befunde 
zur Wirkung kontaminierter Sedimente in anderen aquati-
schen Ökosystemen wurden auch von weiteren Arbeits-
gruppen ermittelt (z. B. Blaise et al. 2004; Chen und White 
2004; Hallare et al. 2005; Kammann et al. 2004; Kilemade 
et al. 2004; Urban et al. 2010; Verweij et al. 2004), was die 
Unterschätzung der Problematik der Sedimentbelastungen 
als globales Phänomen deutlich macht. 

In der Sedimenttoxikologie wird, wie allgemein in der 
Ökotoxikologie, ein Übergang von Problemen, die aus akut 
toxischen Konzentrationen von Schadstoffen erwachsen, 
hin zu Problemen in Folge einer chronischen Belastung 
mit niedrigen Konzentrationen einer meist komplexen 
Mischung aus zahlreichen Schadstoffen beobachtet. Eine 
Folgerung aus dieser Erkenntnis besteht darin, spezifische 
Schadwirkungen in der Wasserforschung, aber auch in nati-
onalen Regelwerken und in der WRRL, zu berücksichtigen 
(Ahlf et al. 2002; Hollert et al. 2007). 

Zukunftsweisende Konzepte im Umweltschutz sehen 
spezifische toxische Wirkungen als zunehmend wichtig an 
(Chen und White 2004). Zu spezifischen Wirkmechanismen 
werden beispielsweise Teratogenität, Neurotoxizität, Ah-
Rezeptor-vermittelte bzw. -assoziierte Toxizität, Gentoxizi-
tät, Mutagenität und Karzinogenität gezählt. Bisher ist, von 
wenigen Ausnahmen abgesehen, die Messung spezifischer, 
in diesem Falle möglicherweise irreversibler Schädigungs-
qualitäten in konventionellen Richtlinien bzw. gesetzlichen 
Verordnungen jedoch nicht implementiert. Detaillierte Cha-
rakterisierungen des Schadstoffpotenzials von Sedimenten 
lassen sich über die Verwendung verschiedener Expositi-

onsphasen in mehreren Biotests erhalten (Ahlf et al. 2002). 
Während Assays mit Extrakten unbestritten eine gute Eig-
nung als Indikatortests besitzen und zweifelsohne eine hohe 
Bedeutung bei der Simulation einer langfristigen Exposi-
tionssituation besitzen (Ahlf et al. 2002; Cote et al. 1998; 
Hollert et al. 1999), kann der eindeutige Nachweis über die 
tatsächlich bioverfügbare toxische Wirkung im Sinne eines 
„Weight of Evidence“ nur mit Biotests an nativen Proben 
ermittelt werden (Burton 1991, 1995; Chapman und Hollert 
2006; Chapman et al. 2002). 

Da Fachverbände und internationale Netzwerke (etwa 
die Society of Environmental Toxicology and Chemistry 
(SETAC), das europäische Netzwerk SedNet und die Eu-
ropean SETAC/SedNet-Sediment Advisory-Group) einen 
großen Handlungsbedarf hinsichtlich der Implementierung 
von Ökotoxizitätstests für spezifische Effekte in Untersu-
chungsstrategien und Regelwerken sehen (Brils 2004; Heise 
und Ahlf 2002), besteht derzeit ein hoher Forschungsbedarf 
hinsichtlich der Entwicklung von Sedimentkontakttests für 
spezifische Wirkungen. In diesem Kontext konnte bereits 
der Fischeitest mit Danio rerio an die Untersuchung von na-
tiven Sedimenten angepasst werden, um deren embryotoxi-
sche und teratogene Wirkung zu prüfen (Hollert et al. 2003). 
So wird seit einiger Zeit die Strategie verfolgt, nach Expo-
sition von Danio-rerio-Embryonen mit nativen Sedimenten 
nicht nur die akute Toxizität zu ermitteln, sondern auch die 
spezifischen toxischen Wirkungen zu bestimmen (Hollert 
et  al. 2003; Kosmehl et  al. 2006). Neue Studien konnten 
zeigen, dass native Sedimente auch benutzt werden können, 
um Zebrafischembryonen zu exponieren und z. B. deren 
Einzelzellen auf den Grad ihrer DNA-Fragmentierung hin 
zu untersuchen (Kosmehl et al. 2008; Kosmehl et al. 2006; 
Seitz et al. 2008). Dadurch kann spezifisch der bioverfügba-
re Anteil des gentoxischen Potenzials sedimentgebundener 
Schadstoffe bestimmt werden, indem der bereits etablierte 
Comet-Assay zur Untersuchung der Fischzellen eingesetzt 
wird (Kosmehl et al. 2007). 

Große Lücken in der Forschung bestehen sowohl hin-
sichtlich des Verständnisses grundlegender molekularer Me-
chanismen, die zu toxischen Effekten führen, als auch hin-
sichtlich der Kenntnisse um Art und Ausmaß physiologischer 
Anpassung, die in den Embryonen zur Adaption an verän-
derte Umweltbedingungen oder Kompensation einer Belas-
tung während der Exposition führen. Dieses Wissen ist aber 
dringend nötig, da nach der WRRL letztendlich die Artenzu-
sammensetzungen und die Abundanz von Fischen (letztlich 
die Folge von Anpassung und Kompensation) als wichtigstes 
Kriterium zum Erreichen des guten ökologischen Zustandes 
herangezogen werden. Da inzwischen akute Toxizität in den 
meisten deutschen Gewässern nicht mehr von großer Bedeu-
tung ist, ist es für die Umsetzung der WRRL zielführend, eine 
Methodik zu entwickeln, die es mit empfindlichen spezifi-
schen und molekularen Tests erlaubt, prospektiv eine Aus-
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sage über mögliche Umweltfolgen der Schadstoffquellen zu 
treffen. Gerade über die Kombination von wirkungsorientier-
ter Analytik und entsprechenden mechanismusspezifischen 
und molekularen Tests kann nicht nur eine „Toxicity Identi-
fication Evaluation“, sondern auch eine „Toxicity Reduction 
Evaluation“ erreicht werden. In angelsächsischen und skan-
dinavischen Ländern wurden mit dieser Strategie sehr große 
Erfolge hinsichtlich einer Verbesserung der Gewässerqualität 
erreicht (z. B. Engwall et al. 1998; USEPA 2007).

2 Ziele

Da einerseits nur unzureichendes molekulares und physio-
logisches Wissen über Mechanismen spezifischer Schad-
wirkungen vorhanden ist und anderseits Behörden einen 
großen Handlungsbedarf hinsichtlich der Implementierung 
von spezifischen Schadwirkungen in Regelwerken sehen, 
besteht ein hoher Forschungsbedarf bezüglich der Entwick-
lung von Sedimentkontakttests für spezifische Wirkungen. 
Übergeordnetes Ziel dieses BMBF-Forschungsprojektes 
ist es daher, über die Entwicklung eines kombinierten Se-
dimentkontakttests für die Untersuchung von Teratogenität, 
Neurotoxizität, Gentoxizität, Mutagenität und Ah-Rezep-
tor-Agonisten sowie eines Sedimentkontakttests für Gen
expressionsanalysen mit Danio-rerio-Embryonen einen 
Beitrag für (i) die Entwicklung geeigneter Testsysteme zur 
Bewertung der bioverfügbaren, spezifischen Toxizität von 
Sedimenten, (ii) für das Verständnis der beteiligten zellu-
lären Mechanismen und (iii) für die Klärung der Kausalität 
der biologischen Effekte zu leisten. 

Langfristiges Ziel soll die Entwicklung eines DNA-Chips 
sein, der eine Auswahl hochspezifischer Gene enthält und 
sich zum Einsatz für Umweltscreenings eignet. Im Einzel-
nen sollen folgende Ziele erreicht werden: 
•	 Die molekularen und physiologischen Grundlagen ver-

schiedener ökotoxikologischer Endpunkte (Embryotoxi-
zität, Neurotoxizität, Gentoxizität, dioxinähnliche Wir-
kung) von nativen Sediment- und Schwebstoffproben in 
einem wirbeltierbasierten Testsystem sollen besser ver-
standen werden. Das Projekt wird in diesem Kontext klä-
ren, ob und wann toxische Einflüsse partikelassoziierter 
Schadstoffe in Embryonen nachzuweisen sind und wie 
sie die molekularen Mechanismen und die zeitliche Ent-
wicklung des Biotransformationssystems in Danio rerio 
beeinflussen. Durch Expressionsanalysen können zeitab-
hängig die Anpassungs- und Entgiftungsmechanismen 
der Embryonen untersucht und die Schadwirkungen auf 
molekularer Ebene erklärt werden. 

•	 Die wissenschaftliche Klärung dieser Fragestellungen ist 
eine wichtige Voraussetzung für das Verständnis und die 
Entwicklung entsprechender Sedimentkontakttests. Am 
Ende des Projektes soll ein routinetaugliches Testkonzept 

zur Verfügung stehen, mit dem übertragbare Aussagen 
über das bioverfügbare, ökotoxikologische Potenzial von 
Feststoffpartikeln auf eukaryontische Systeme getroffen 
werden können.

•	 Des Weiteren soll untersucht werden, ob über den Ver-
gleich der Genexpressionsmuster von umweltrelevanten 
Chemikalien und von komplexen Sedimentproben eine 
Art „Sediment-Profiling“ erreicht wird, das Rückschlüs-
se auf Substanzklassen mit hoher Wirkung hinsichtlich 
der Genexpressionsänderungen erlaubt.

•	 Kann über den Vergleich der biologischen Wirkdaten aus 
diesem Projekt mit Daten aus effektdirigierten Fraktio-
nierungen ein Beitrag hinsichtlich der Klärung der Kau-
salität der biologischen Effekte für ein identisches Sedi-
ment geleistet werden?

•	 Durch die Verwendung von nativen Sedimenten und or-
ganischen Extrakten in den Biomarkeruntersuchungen 
und den DNA-Microarray- bzw. RT-PCR-Analysen wird 
geklärt, wie hoch der Anteil der bioverfügbaren Wirkung 
am gesamten ökotoxikologischen Schädigungspotenzial 
ist. Diese Information ist grundlegend für die wissen-
schaftliche Bewertung der Aussagekraft von gewöhnli-
chen Gentoxizitätstests mit organischen Extrakten. 

•	 Durch eine Belastung in den Kontakttests zur spezi-
fischen Wirkung und in den Genexpressionsanalysen 
mit nativen Proben kann das tatsächlich bioverfügbare 
Schädigungspotenzial erfasst werden, sodass eine hohe 
Übertragbarkeit der Laborbefunde auf die Situation im 
Freiland angenommen werden kann. Durch die Nutzung 
von Sedimentprobenmaterial aus anderen Studien (mit 
umfassenden Biotestbatterien, chemischen Analysen und 
In-situ-Untersuchungen) soll die Frage geklärt werden, 
(i) ob die Sedimentkontakttests und Genexpressions-
analysen mit anderen Parametern korrelieren und (ii) ob 
diese Untersuchungen für ein holistisches Verständnis 
der Belastungssituation von aquatischen Systemen – wie 
es die Europäische Wasserrahmenrichtlinie fordert – ei-
nen zusätzlichen Erkenntnisgewinn bedeuten. 

•	 Ein Vorteil des hier vorgestellten Testverfahrens gegen-
über bisherigen In-vitro-Biotests zur gentoxischen und 
dioxinähnlichen Wirksamkeit mit wässrigen Expositi-
onspfaden ist zweifelsohne, dass Interpretationsschwie-
rigkeiten hinsichtlich der Bioverfügbarkeit und damit der 
ökologischen Relevanz der partikelgebundenen Toxizität 
minimiert werden können. Daher soll hinterfragt werden, 
ob die Kontakttests und die Genexpressionsanalysen ei-
nen Beitrag hinsichtlich einer höheren Justitiabilität in 
Regelwerken des Wasservollzugs leisten können.

Langfristig sollen durch die Umwelt-Genomik weitreichen-
de Fragen im Sinne einer Stressökologie bearbeitet werden, 
wie beispielsweise: Welche Gene werden durch anthropo-
gene Stressoren exprimiert und wofür sind sie gut? Sind 
diese Änderungen adaptive Prozesse der Organismen? Was 
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sind die Konsequenzen dieser Genänderungen auf dem Level 
des Ökosystems, der Biozönose und der Fischpopulation?

3 Arbeitspakete

Die Ziele dieses Verbundprojektes sind in vier Modulen mit 
verschiedenen Arbeitspaketen integriert: 
•	 Modul Bioassay – spezifische Toxizität in Embry-

onen von Danio rerio: In diesem Modul werden die 
spezifischen Effekte (Embryotoxizität, Teratogenität, 
Gentoxizität, Mutagenität, AhR-vermittelte Toxizität, 
Neurotoxizität, Calciumoszillation und Histopathologie) 
der Sedimentextrakte, der nativen Sedimentproben aber 
auch der Monosubstanzen in unterschiedlichen Biotests 
mit Danio rerio geprüft. 

•	 Modul Genexpression – molekulare und physiologi-
sche Wirkmechanismen von Sedimentschadstoffen: 
Mittels DNA-Microarrays werden nach Exposition mit 
Sedimenten, Sedimentextrakten und Fraktionen einer 
effektdirigierten Analyse relevante Gene identifiziert. 
Durch den Einsatz einer RT-PCR sollen diese Kandida-
tengene verifiziert werden, um letztlich einen speziellen 
Array zu entwickeln, der es ermöglichen soll, ein Pro-
filing kontaminierter Sedimente zu erstellen. In einem 
weiteren Validierungsschritt werden, nach Exposition 
mit künstlichem Sediment, dotiert mit Monosubstanzen, 
Veränderungen im Genexpressionsmuster detektiert.

•	 Modul Auswertung: Ziel dieses Moduls ist es, die Da-
ten statistisch zu vergleichen und zu bewerten sowie um-
fangreiche Metaanalyse durchzuführen. Weiterhin sollen 
anhand des Genexpressionsprofils und der Biomarker
antworten bestimmte Schadstoffklassen in komplexen 
Sedimentproben verifiziert werden. Hierfür werden die 
Ergebnisse aus den Biotestverfahren und den Genexpres-
sionsstudien mittels Principle-Component- und Cluster-
Analysen analysiert. 

•	 Modul Praxistransfer und Markteinführung: Durch 
die Einbindung des KMU „Hydrotox – Labor für Öko-
toxikologie und Gewässerschutz GmbH“ (HYDRO) und 
die assoziierte Mitarbeit der Bundesanstalt für Gewässer-
kunde (BFG) wird ein direkter Praxis- und Anwendungs-
bezug der stark grundlagenorientierten Forschungsar-
beiten zur Entwicklung neuer Methoden gewährleistet. 
HYDRO wird Teile der entwickelten Methodik im eige-
nen Methodenrepertoire integrieren, im Kontext anderer 
Projekte auf seine Praxistauglichkeit und letztendlich auf 
seine Marktfähigkeit im Sinne von German Waters über-
prüfen. Die Bundesanstalt für Gewässerkunde überprüft 
die Methodik auf die Anwendbarkeit und Implementie-
rung innerhalb der Regelwerke und Monitoringstrategien 
der Bundesschiffahrtsverwaltung sowie der Maßnahmen-
pläne der WRRL. 

4 Das DanTox-Konsortium

Das DanTox-Konsortium besteht aus sechs Partnern, re-
präsentiert durch zwei Universitäten, ein Helmholtz-For-
schungszentrum, zwei KMUs und einer Bundesoberbehör-
de (assoziierter Partner). 
•	 Institut für Umweltforschung, Lehr- und For-

schungsgebiet Ökosystemanalyse, RWTH Aachen 
University (Dr. Steffen Keiter, Sabrina Peddinghaus und 
Prof. Dr. Henner Hollert): Koordination, Embryotoxizi-
tät, Teratogenität, Genotoxizität, Mutagenität, AhR-ver-
mittelte Toxizität, RT-PCR und „Sediment-Profiling“,

•	 Aquatische Ökologie und Toxikologie, Institut für 
Zoologie, Universität Heidelberg (Britta von der Goltz 
und Prof.  Dr. T homas Braunbeck): Live Imaging der 
EROD-Induktion, Neurotoxizität, Genotoxizität und 
Histopathologie,

•	 Karlsruhe Institute of Technology (KIT), Institute of 
Toxicology and Genetics (ITG) (Jens Otte, Nga Yu Ho, 
Dr. Sepand Rastegar und Prof. Dr. Uwe Strähle): DNA-
Microarrays und RT-PCR, Datenauswertung und „Sedi-
ment-Profiling“, 

•	 Forschungsinstitut für Ökosystemanalyse und -be-
wertung e. V., GAIAC (Dr. R ichard Ottermanns und 
Dr. Monika Hammers-Wirtz): statistische Bewertung der 
Daten und Begleitung des Projektes, Metaanalyse, 

•	 Hydrotox GmbH (Dr. Christoph Hafner): Standardisier-
te aquatische Testbatterie, Fischeitests und Praxistransfer 
und 

•	 Bundesanstalt für Gewässerkunde (BfG) als assoziier-
ter Partner (Dr. Ute Feiler und Dr. Georg Reifferscheid): 
Überprüfung der im Projekt erarbeiteten Produkte auf de-
ren Tauglichkeit für eine Implementierung in Regelwer-
ke der Wasser- und Schifffahrtsverwaltung und Maßnah-
menpläne der WRRL. Die BfG unterstützt das Projekt als 
beratender Partner und bei der Sediment-Probennahme.
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