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FISCH UND UMWELT

Der Fischei-Test

— Ein Toxizitatstest fiir okotoxikologische Untersuchungen

The fish egg assay, an test system for ecotoxicological assessment

Michael Vobach, Ulrike Kammann, Institut fiir Fischereiokologie

Der Fischeitest bzw. Embryotoxizititstest erfasst die sensiblen frithen Lebensphasen der Organismen. Wihrend
der Embryonalentwicklung sind Prozesse wie Proliferation, Zellmigration und Differenzierung besonders emp-
findlich gegeniiber Xenobiotika (Fremdstoffe). Mit Hilfe des Fischeitests konnen sowohl akut toxische als auch
subletale Endpunkte untersucht werden, wodurch eine differenzierte Aussage iiber die Wirkung der Schadstoffe

bzw. des Schadstoffgemischs ermoglicht wird.

Ein Problem der Embryotoxikologie ist die Verfiigbar-
keit von Untersuchungsobjekten (befruchtete Eier) zu
jeder Zeit. Da aufgrund des jahreszeitlichen Fortpflan-
zungsrhythmusses der sonst bei Fischtests verwende-
ten Fische wie z.B. Goldorfe (Leuciscus idus melano-
tus) und Regenbogenforelle (Oncorynchus myciss) und
des daraus folgenden einmaligen Ablaichens im Friih-
jahr eine stidndige Durchfiihrung des Tests nicht mog-
lich ist, wird als Alternativfisch der Zebrabirbling (Da-
nio rerio) verwendet. Durch die kurzen Laichintervalle
ist der Zebrabarbling besonders als Testorganismus fiir
toxikologische Untersuchungen geeignet (Nagel 2002)
und wurde schon vielfach fiir umwelttoxikologische Un-
tersuchungen eingesetzt (Oberemm et al. 1999; Wie-
gand et al. 2001; Roex et al. 2002).

Der Zebrabarbling (Danio rerio)

Der Zebrabirbling ist ein auf dem indischen Subkonti-
nent in flieBenden und stehenden Gewissern (auch in
Reisfeldern) beheimateter Siiwasserfisch, der innerhalb
der Klasse der Knochenfische (Osteichthyes) zur Fa-
milie der Karpfenfische (Cyprinidae) und hier zur Un-
terfamilie der Bérblinge (Rasborinae) gehort (Abbil-
dung 1). Der bis zu 4,5 cm grofle Schwarmfisch hat
einen schlanken Korper mit 2 Paar Bartfdden am ober-
standigen Maul. Ihren Namen verdanken die Zebrabér-
blinge den vier glinzenden Streifen, die iiber die blau-
en Seiten von den Kiemendeckeln bis zur Schwanzflosse
verlaufen. Die Miénnchen weisen an den Korperseiten
auf stahlblauer Grundfarbung goldglianzende Léingsbin-

Abbildung 1: Zebrabarblinge beim Laichen
Spawning zebrafish

den auf, die Liangsbinden der insgesamt blasser geférb-
ten Weibchen sind eher silbrig bis gelblich gefirbt. Auch
die deutlich gemusterte Analflosse dient zur Differen-
zierung der Geschlechter wéihrend der Laichreife. Das
Mainnchen besitzt in dieser Phase eine orange bis rot-
lich gefirbte Analflosse, die grofler als bei den Weib-
chen ist. Ansonsten ist das weibliche Tier in der Laich-
reife etwas kréftiger und auf den ersten Blick an der
aufgetriebenen Ventralpartie zu erkennen.

Halterung und Eiproduktion

Zur Eiproduktion werden adulte Wildfangnachzuch-
ten des Zebrabirblings verwendet. Die Elterntiere wer-
den in Aquarien (100 x 40 x 40 cm) mit einem Besatz
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von 100 Tieren gehiltert. Es hat sich ein Verhiltnis
von 2 : 1 (Méinnchen : Weibchen) als Gruppenzusam-
mensetzung bewihrt. Zur Zucht werden nur Elterntiere
verwendet, die einen einwandfreien Gesundheitsstatus
aufweisen, nicht medikament6s (vor)behandelt sind
und duBerlich keine erkennbaren Skelettdeformatio-
nen zeigen. Die Zebrabérblinge werden in Leitungs-
wasser bei einer Wassertemperatur von 26 + 1 °C gehil-
tert. Die Fiitterung erfolgt mit handelsiiblichem Zier-
fischtrockenfutter (Tetra Min). Zusitzlich hat sich eine
Fiitterung mit frisch geschliipften Salinenkrebsen (Ar-
temia-salina-Nauplien) bewihrt. Die Fiitterung erfolgt
mindestens zweimal tiglich.

Eine gute Wasserqualitit ist Vorraussetzung fiir eine
erfolgreiche Zucht. Zur Reinigung wird das Aquarien-
wasser mit einem Eheim-Filter und Tunze-Turbellen
tiber Filterwatte und Aktivkohle gefiltert. Wochentlich
wird 1/3 des Aquarienwassers gegen Leitungswasser
ausgetauscht.

In der freien Natur erfolgt die Balz und Eiablage bei
den Zebrabérblingen ganzjdhrig innerhalb einer Stun-
de nach Sonnenaufgang. Diese Eigenart macht man sich
zu nutze und erhilt durch fest eingestellten Hell-Dun-
kel-Rhythmus von 12 Stunden eine kontinuierliche Ei-
produktion der Elterntiere innerhalb einer Stunde nach
Einschalten der Beleuchtung.

Adulte Zebrabirblinge sind starke Laichréduber, die die
abgelegten Eier in der Regel sofort fressen. Aus diesem
Grund werden Laichkésten eingesetzt, in die ein Edel-
stahlgitter eingehingt ist, durch das die Eier nach der
Eiablage hindurchfallen und somit fiir die Zebrabérb-
linge unerreichbar sind. Als Anreiz und Ausloser fiir
das Ablaichen sind neben dem Licht Pflanzen (taktiler
Reiz) notwendig. Der taktile Reiz wird durch Pflanzen-
attrappen aus Kunststoff, die auf dem Edelstahlgitter
befestigt sind, stimuliert.

Balz und Eiablage finden innerhalb einer Stunde nach
Beleuchtungsbeginn statt. Die Eier mit einem Durch-
messer von 0,6 bis 0,7 mm werden in das freie Wasser

The fish egg assay, a test system for ecotoxicological
assessment.

Zebrafish (Danio rerio) embryos have been used to quan-
tify the teratogenic potential of environmental samples and
harmful substances respectively. The short spawning in-
terval renders this species a good test organism in toxico-
logical research. Due to the transparency of the eggs sev-
eral lethal and non-lethal endpoints can be detected in
parallel after 48 h of embryonal development. Zebrafish
embryos have been shown to be sensitive to a number of
environmental relevant contaminants, as well as to ex-
tracts from polluted sediments.

abgegeben und fallen durch die Edelstahlgitter auf den
Boden der Laichkisten. In der Regel konnen zwischen
50 und 100 Eier pro Weibchen erhalten werden. 1V2
Stunden nach dem Einschalten des Lichtes werden die
Laichkisten entnommen. Die transparenten Eier kon-
nen im Schréglicht iiber einer schwarzen Unterlage
leicht identifiziert werden.

Embryonalentwicklung und Eidifferenzie-
rung

Das Ei des Zebrabirblings wird durch das Chorion, die
Eihiille, nach auflen begrenzt. Das Chorion ist transpa-
rent und umgibt den Perivitellinraum, in dem sich der
Dotter (vegetativer Bereich) und die dem Dotter ani-
mal aufsitzende Keimscheibe befinden. Ein frisch be-
fruchtetes Ei, bei dem es noch zu keiner Zellteilung
gekommen ist, wird als Zygote bezeichnet.

Bei einer Wassertemperatur von 26 °C setzt bei befruch-
teten Eiern nach etwa 15 Minuten die erste Zellteilung
ein, weitere Zellteilungen folgen im Abstand von
ungefihr 15 Minuten. Die Keimscheibe wird synchron
in4, 8, 16 und 32 Zellen, sog. Blastomeren, geteilt (Dis-
coidalfurchung). In diesem Stadium sind befruchtete
Eier eindeutig zu erkennen. Ist das Blastulastadium er-
reicht, beginnt die Epibolie.

Drei Stunden spiter geht die Entwicklung in das Gas-
trulastadium tiber, bei dem der Dotter zunehmend vom
Blastoderm umwachsen wird. Dieser Vorgang ist nach
ca. 10 Stunden abgeschlossen und es beginnt das Seg-
mentierungsstadium mit der Ausbildung des Schwan-
zes und der Somiten. Gehirn und Nervensystem diffe-
renzieren sich und die Anlage der Augen erfolgt.

Einen Tag nach der Befruchtung wird der ldangliche
Fischlarvenkorper erkennbar und die Embryonen ma-
chen ihre ersten Bewegungen. Nochmals 24 Stunden
spater ist auch das Herz ausgebildet, der Verdauungs-
trakt mit der Leber entwickelt und eine deutliche Kor-
perpigmentierung wird sichtbar (Abbildung 2a). Dabei
fallen vor allen Dingen die Melanophoren auf, die auf
dem Korper verstreut und auch auf den Augen zu fin-
den sind. In dem nun folgenden Schliipfstadium erfolgt
eine weitere Grolenzunahme, gleichzeitig wird der
Dottervorrat stark aufgebraucht. Das Maul ist geoffnet
und die Kiemendoffnungen sind erkennbar. Nach dem
Schliipfen (72 bis 96 Stunden) ist das friihe Larvalsta-
dium erreicht (Westerfield 1995).

Unbefruchtete Eier koagulieren innerhalb der ersten 8
bis 10 Stunden. Eier mit UnregelméBigkeiten bei der
Teilung (Asymmetrie), Bldschenbildung oder Verlet-
zung des Chorions werden fiir den Versuch nicht her-
angezogen. Bei kleinen génzlich weilen Eiern handelt
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Abbildung 2: Zebrafischembryo (48h). a: normal entwickelt; b: Dottersackédem; c: Wirbelsaulendeformation; d: keine Pigmen-

tierung.

Zebrafish embryo (48h). a: normal development, b: yolk sack oedema, c: spline deformation, d: no pigmentation.

es sich um denaturierte Oozyten. Diese Oozyten sind
bereits in den Fischen denaturiert und werden ebenfalls
nicht zu Testzwecken verwendet.

Versuchsdurchfiihrung

Der Versuch wird in Anlehnung an die neue DIN-Norm
38415-6 T6 (DIN 2001) fiir den Fischeitest durchge-
fiihrt. Am Abend vor der geplanten Eiablage werden
die mit Laichsubstrat (griine Plastikbidnder) preparier-
ten Ablaichkésten in die Aquarien mit den Eltertieren
gestellt. Nach Simulation einer Dammerung erfolgt am
Morgen nach dem Einschalten der Beleuchtung die Ei-
ablage. 1 bis 1%2 Stunden nach dem Einschalten der
Beleuchtung werden die Laichkdsten mit den Eiern aus
den Aquarien entfernt. Die Eier werden in kleine Plas-
tikgefidfle iiberfiihrt. Nachdem die eventuell vorhan-
denen Kotreste entfernt wurden, stehen die Eier fiir
die Versuchsdurchfiihrung zur Verfiigung. Bei der Aus-
wabhl der Eier ist zwischen befruchteten und unbefruch-
teten zu differenzieren. Eier, deren Keimscheibe asym-
metrisch geteilt ist, Bldschenbildung aufweist oder
deren Chorion verletzt ist, diirfen nicht fiir den Ver-
such herangezogen werden. Diese Differenzierung
beeinflusst die gesamte Versuchsdurchfiihrung. Be-
fruchtete Eier ab dem 4- bis 8-Zellstadium werden

unter dem Binokular fiir den Test aussortiert und in
24 Well-Platten tiberfiihrt. In jedes Well werden 5 Eier
in 1 ml Testlosung pipettiert. Pro Versuchsansatz wer-
den 60 Eier benotigt.

Toxikologische Endpunkte

Nach 24 und 48 Stunden werden die Eier auf letale
Missbildungen (entsprechend DIN 38415-T6) und nicht
letale Missbildungen hin untersucht und die Ergebnis-
se protokolliert. Zur Beurteilung der toxischen Effekte
erfolgt ein Vergleich des Entwicklungsstandes zwischen
schadstoffexponierten Gruppen und nicht exponierten
Embryonen (Kontrollen). Folgende Parameter zéhlen
zu den letalen Missbildungen und konnen Hinweise
auf Wirkmechanismen geben:

* Koagulation der Eier:
Koagulierte Eier sind teilweise oder vollstindig un-
durchsichtig und im mikroskopischen Bild dunkel. Die
fiir die Normalentwicklung charakteristischen Struk-
turen sind ganz oder teilweise nicht mehr erkennbar.

¢ Fehlen der Somitenanlage:
Die segmentale Anordnung der Ursegmente des Em-
bryos muss erkennbar sein. Die absolute Anzahl der
Somiten ist nicht ausschlaggebend.
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e Ablosung des Schwanzes vom Dotter:
Eine Ablosung des Schwanzes muss klar erkennbar
sein. Der Fortschritt der Schwanzablosung ist abhén-
gig vom Entwicklungsstadium der sich entwickeln-
den Embryonen im Ei.

* Herzschlag:
Ist innerhalb einer Beobachtungszeit von 30 sec. kein
Herzschlag erkennbar, gilt der Embryo als tot. Voraus-
setzung fiir einen Blutkreislauf ist ein schlagendes Herz.
Auf Grund der Lage der Eier in den Wells ist der Herz-
schlag gelegentlich schlecht erkennbar; als zusitzliches
Kriterium kann der Blutkreislauf herangezogen wer-
den, der haufig gut im Schwanzwurzel-, Kopf- und Dot-
tersackbereich sichtbar ist. Die Herzschlagfrequenz
spielt fiir die Bewertung des Herzschlagparameters
keine Rolle.

Nach DIN 38415-T6 gilt ein Embryo nach 48 Stunden
als tot, wenn er entweder

* koaguliert ist,

* kein Herzschlag feststellbar ist,

* keine Somitenanlage erfolgt ist oder

¢ die Ablosung des Schwanzes vom Dotter nicht erfolgte.

Wihrend des Testes konnen weitere nicht letale Miss-
bildungen (Abbildung 2 b-d) auftreten, die fiir die Be-

wertung des Testergebnisses nach DIN 38415-T6 nicht
beriicksichtigt werden:

* Fehlen der Augenanlagen:
Existenz der Augenanlagen bei Embryonen fehlt.

¢ Keine Spontanbewegung:
Eine Bewegung des Embryos ist nicht erkennbar.

e Fehlen der Pigmentierung:
Anlage von Melanocyten als sternformige Flecken auf
dem Korper des Embryos fehlen.

 Odeme:
Ausbildung blasenartig aufgetriebener Gewebeverin-
derungen.

e Wirbelsdulenverkrimmungen:
Missbildungen und Fehlentwicklungen der Wirbel-
sdule.

e Allgemeine Deformationen:
Missbildungen oder Unterentwicklungen des gesam-
ten Embryos.

Einsatzmoglichkeiten des Fischeitests in
der Umweltuntersuchung

Als Beispiel fiir die Anwendung des Fischeitestes sei die
toxikologische Untersuchung von marinen Sedimentex-
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Abbildung 3: Dosis-Effekt Kurve eines Sedimentextrakts (Substanzgemisch) aus der Ostsee im Fischei-Test berechnet nach
Weibull-Transformation (durchgezogene Linie) mit Konfidenzintervallen (gestrichelte Linien). Vertikale Linien: EC4o und ECgq mit
Konfidenzintervallen. Diese Berechnung wurde mit Unterstitzung von W. Wosniok, Universitat Bremen, Institut fir Statistik,

durchgefiihrt.

Teratogenicity dose effect curve of sediment sample from Baltic sea; solid curve: calculated fish embryo test result after Weibull-
transformation; dashed curve: confidence intervall. Vertical lines: EC;, and ECs, with confidence intervalls. Results are ex-

pressed in (% lethality) related to sediment dry weight.
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trakten erwihnt. Durch den Eintrag aus Fliissen und At-
mosphire gelangen in Nord- und Ostsee komplexe Mi-
schungen anthropogener Substanzen, die sich unter be-
stimmten Voraussetzungen in Sedimenten anreichern.
Uber die Wirkung dieser Substanzen auf das Okosystem
ist wenig bekannt. Informationen {iber Konzentration und
Verhalten der Stoffe in der Umwelt und insbesondere tiber
die Toxizitit der Substanzen sind notig, um diese im Hin-
blick auf die Aufnahme in Monitoringprogramme zu
bewerten.

Untersuchungen an organischen Extrakten von Sedimen-
ten aus Nord- und Ostsee haben gezeigt, dass in diesen
Proben Substanzen vorliegen, die zu — teilweise letalen —
Schidigungen von Fischembryonen fiihren kénnen und
eine deutliche Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zei-
gen (Abbildung 3). Ahnliche Wirkungen von Sediment-
extrakten wurden bereits fiir den SiiBwasserbereich be-
schrieben (Strmac et al. 2002). Welche Substanzen im
marinen Milieu die Verursacher der beobachteten Effek-
te sind, ist nicht klar. Auf der Suche nach den toxischen
Substanzen wurden im Rahmen des BMBF-geforderten
Projektes ,,Jdentifizierung sedimentgebundener Schad-
stoffe: Toxizitatstest-geleitete Analytik* (ISIS 2003) eine
Reihe umweltrelevanter Einzelsubstanzen, im Fischei-
test untersucht. Dazu gehorten insbesondere bromierte
Verbindungen und Abbauprodukte von polyaromatischen
Kohlenwasserstoffen. Als toxikologische Kenngrofien
wurden EC5, Werte fiir jede Substanz aus der Dosis-Wir-
kungs Kurve berechnet. ECs, bezeichnet die effektive
Konzentration, bei der 50% der Versuchsorganismen in-
nerhalb eines bestimmten Zeitraums einen Effekt zeigen.
Verschiedene Bromindol- und Bromphenol-Verbindun-
gen zeigten EC5, Werte von etwa 5 mg/l .

Tabelle 1: Ergebnisse von fiinf Brom-haltigen Einzelsubstan-
zen und einer Mischung aus dem Fischei-Test. Maximale Kon-
zentration 10 mg/l Testlésung. ,Koagulation* und ,kein Herz-
schlag” sind fir den Embryo letal.

Fish egg test summary with five bromoindole substances and
one mix. Maximum concentration 10 mg/L test solution. “Co-
agulation” and “no heart beat” are lethal for the embryo.

Kein  Fehlende Dotter-
Koagu- Herz  Pigmen-  sack-
lation  schlag tierung 6dem
4-Bromphenol X
5-Bromindol X X
Mix 4-Bromphenol/
5-Bromindol 5 I 52
4-Bromindol X X X
6-Bromindol X X
4,6-Dibromindol X

Auch wurde beobachtet, dass verschieden Substanzen
zu unterschiedlichen Missbildungen im Zebrafischem-
bryo fithren konnen. Durch die Kombination solcher
Substanzen (z.B. 4-Bromphenol und 5-Bromindol) war
es moglich, mehrere Missbildungen nebeneinander am
selben Embryo zu beobachten (Tabelle 1). Die Missbil-
dungen folgen offensichtlich verschiedenen Dosis-Wir-
kungs-Beziehungen und treten substanzspezifisch auf
(ISIS, 2003). Diese Eigenschaft des Fischeitests ist fiir
andere umweltrelevante Substanzen bereits aus der Li-
teratur bekannt (z.B. Oberemm et al. 1999; Strmac et al.
2002).

Die Vielzahl der Endpunkte, die parallel an einem Ei
bestimmt werden konnen, machen den Test interessant.
Die Erfassung der nicht-letalen Missbildungen erhoht
die Empfindlichkeit des Testes gegeniiber der DIN
Methode, die nur die fiir den Embryo letalen Verinde-
rungen erfasst. Es zeigte sich, dass einzelne Missbil-
dungen substanzspezifisch auftreten. Damit ist dieser
Test besonders gut fiir die Untersuchung von Mi-
schungstoxizititen geeignet.
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