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Gen-DarT- ein Vorhersagemodell für die chronische Toxizität 
durch Analyse veränderter Genexpression in Embryonen des 
Zebrabärblings (Danio rerio)? 
Doris Völker, doris.voelker@ufz.de; Christoph Veß, christophv@miltenyibiotec.de; Kristin Schirmer, 
kristin.schirmer@ufz.de; Stefan Scholz, stefan.scholz@ufz.de alle Leipzig 
 

Abstract 
Die toxischen Effekte von Chemikalien auf Organismen 
lassen sich auf initiale molekulare Interaktionen zurückführen. 
Veränderungen von Genexpressionsmustern sind Teil dieser 
molekularen Interaktionen oder werden sekundär – z.B. im 
Rahmen einer Stressantwort – durch diese hervorgerufen. 
Veränderte Genexpressionsmuster können daher toxische 
Effekte anzeigen, bevor eine phänotypische Veränderung 
sichtbar wird. Ziel dieser Arbeit war es, die Sensitivität des 
Fischembryotests, der als Ersatzmethode für den akuten 
Fischtest eingesetzt werden kann, durch die Analyse der 
Genexpression zu erhöhen und seine Aussagekraft 
hinsichtlich der Vorhersage potentiell chronischer Effekte zu 
erweitern. Mit Hilfe der Modellsubstanz 3,4-Dichloranilin 
wurden durch Mikroarrays und die Analyse ausgewählter 
Kandidatengene eine Reihe sensitiver Gene identifiziert, 
deren Expression im subakuten Bereich verändert war.  Die 
veränderten Gene (cyp1a, ahr2, nfe212, maft, hmox1 und 
fzr1) im Fischembryo wurden in Konzentrationsbereichen 
verändert, bei denen in einem chronischen Test (fish early life 
stage test) toxische Effekte beobachtet wurden. Die mit den 
identifizierten Genen assoziierten Signalwege deuteten auf 
eine protektive Wirkung, welche durch funktionelle Analysen 
mit transienter Manipulation der Genexpression bestätigt 
werden konnte. 
 
Alternativen zum Tierversuch 
Für die Zulassung von Chemikalien, Bioziden, Pestiziden und 
Medikamenten ist in Europa eine Umweltrisikoprüfung 
vorgeschrieben (Commission of the European Communities 
1993 und 1994; CVMP/VICH, 2004; EMEA/CHMP, 2006). Im 
Rahmen dieser Prüfung werden verschiedene Toxizitätstests 
durchgeführt, darunter auch akute und chronische Fischtests. 
Als Konsequenz des neuen Zulassungsverfahrens der 
Europäischen Union REACh (Registration, Evaluation and 
Authorisation of Chemicals, Commission of the European 
Communities, 2003) wird innerhalb der Umweltrisiko-
abschätzung für die nächsten Jahre eine erhebliche Zunahme 
der Anzahl von Tierversuchen für die Substanztestung 
erwartet (Bhogal, 2005). Gleichzeitig wächst jedoch auch der 
öffentliche Druck, Alternativen zu Tierexperimenten zu finden, 
um deren Zahl zu reduzieren.  

Nach geltenden EU-Richtlinien werden Experimente mit 
nicht-humanen Wirbeltierembryonen als schmerzfreie 
Alternativen eingestuft und sind daher als Ersatzmethoden zu 
Tierversuchen akzeptiert. Als Ersatzmethode zum akuten 
Fischtest (OECD 203, 1992) wird der  Danio rerio Embryotest 
(DarT, Nagel, 2002) eingesetzt, der in Deutschland im 

Rahmen der Untersuchung von Abwässern bereits in eine 
gesetzliche Regelung integriert ist (Bundesgesetzblatt, 2005). 
Ersatzmethoden für chronische Fischtests wie zum Beispiel 
dem Fish early life stage-Test (FELST, OECD 210) existieren 
dagegen derzeit nicht. Im Hinblick auf eine solche Ersatz-
methode war das Ziel der hier vorgestellten Arbeit die 
Erweiterung des Embryotests DarT zu einem Gen-DarT (Gen-
expression - Danio rerio Embryotest).  

Die Wirkung toxischer Substanzen entfaltet sich zunächst 
auf molekularer Ebene und kann Physiologie und Vitalität 
sowohl auf zellulärer, als auch auf organismischer Ebene 
beeinflussen. Als Folge solcher molekularen Interaktionen 
treten Veränderungen von Genexpressionsmustern auf, z.B. 
durch Interaktion von Schadstoffen mit Rezeptoren oder als 
Teil einer Stressantwort. Veränderungen der Genexpression 
können toxische Effekte anzeigen, bevor ein phänotypischer 
Effekt sichtbar wird. Die dieser Arbeit zugrunde liegende 
Hypothese war daher, dass die Analyse Schadstoff-abhängig 
exprimierter Gene in Embryonen des DarT das toxische 
Potential einer Substanz bereits bei subakuten Expositions-
konzentrationen anzeigt, und so die Sensitivität des 
konventionellen Embryotests erhöhen kann (Abb. 1). Anders 
als die üblichen toxischen Endpunkte dieses Tests ermöglicht 
eine Untersuchung der Genexpression darüber hinaus 
Einblicke in zelluläre Mechanismen, die durch eine toxische 
Substanz beeinflusst werden. Als Modellchemikalie für diese 
Arbeit wurde 3,4-Dichloranilin (3,4-DCA) gewählt, das bereits 
als Referenzsubstanz im DarT eingesetzt wird.  
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Abb. 1. (→ Grafik vergrößern) Forschungshypothese: Gen-
expressionsanalysen im Danio rerio Embryotest DarT 
erhöhen die Sensitivität und Aussagekraft des Tests und 
ermöglichen die Vorhersage chronisch toxischer 
Konzentrationen. A: 48h Stunden alter Zebrabärblingsembryo, 
B: adulter Zebrabärbling, 
C: erweiterter Danio rerio Embryotest. 
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Identifizierung Schadstoff-abhängiger Gene im 
Zebrabärblingsembryo 
Um Schadstoff-sensitive, differentiell exprimierte Gene zu 
identifizieren, wurden Zebrabärblingsembryonen ab dem 
Zeitpunkt der Befruchtung mit der Modellsubstanz 3,4-DCA 
exponiert. Nach 48 Stunden Exposition wurde die RNA isoliert 
und sensitive Gene durch eine Kombination von Mikroarrays 
und der gezielten Analyse potentiell sensitiver Gene mit RT-
PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) 
identifiziert. Mikroarrays erlauben die simultane Analyse 
zehntausender Gene durch Hybridisierung der mRNA mit 
Gen-spezifischen Oligonukleotiden oder cDNAs. Die 
Ergebnisse der Mikroarray-Analysen wurden durch 
quantitative RT-PCR in unabhängigen Experimenten (d.h. 
Experimenten, die nicht für die Mikroarrays verwendet 
wurden) bestätigt. Zusätzlich wurden mittels RT-PCR solche 
Gene analysiert, für die eine potentielle Schadstoff-sensitive 
Antwort angenommen werden konnte, die aber aufgrund der 
eingeschränkten Größe des Oligonukleotid-Arrays  (14000 
Sequenzen) nicht auf den Mikroarrays enthalten waren. Durch 
die Kombination dieser beiden Methoden wurden sechs 
Konzentrations-abhängig exprimierte Gene, die eine Rolle in 
Biotransformationsprozessen (cyp1a, ahr2), zellulären 
Stressantworten (nfe212, maft, hmox1) und in der Kontrolle 
des Zellzyklus (fzr1) spielen, identifiziert (Voelker et al., 
2007a). 
 
Die identifizierten Gene geben Einblicke in die molekulare 
Wirkungsweise von 3,4-DCA, das aufgrund von quantitativen 
Struktur-Wirkungsbeziehungen (QSAR) als polar narkotisch 
wirkende Substanz beschrieben wird (Arnold et al., 1990). Die 
durch 3,4-DCA induzierten Stress-sensitiven Gene spielen 
primär eine Rolle in der Biotransformation der Phase 1 und 2. 
CYP1A ist ein Isoenzym der Cytochrom P450 Familie. Seine 
Expression wird über den Ah-Rezeptor reguliert und durch 
Polyaromaten, aber auch eine Reihe anderer Substanzen 
induziert (Bock, 1994; Denison und Heath-Pagliuso, 1998; 
Waller und McKinney, 1995). Auch für den 
Transkriptionsfaktor nfe212 ist eine Regulation durch den Ah-
Rezeptor beschrieben (Miao et al., 2005). NFE212 (p45 NF-
E2 related factor 2) kontrolliert über weitere Kofaktoren (z.B. 
kleine maf-Proteine wie das MAFT) die Expression von Phase 
2-Enzymen (Motohashi und Yamamoto, 2004; Shen et al., 
2004). Da Hitzeschock-Proteine auch über den NFE212-
Signalweg reguliert werden (Kwak et al., 2003) könnte dies 
die Induktion von hmox1 erklären (Martin et al., 2004). Hmox1 
besitzt in seiner Regulationseinheit typische Hitzeschock-
protein-Regulationselemente (Alam et al., 199, Alam et al., 
2004) und wird durch sehr verschiedene Stressbedingungen 
induziert. Hierzu gehören eine Vielzahl von Chemikalien, die 
oxidativen Stress hervorrufen, aber auch spezifisch wirkende 
Substanzen, wie Schwermetalle, Endotoxine, inflamma-
torische Zytokine und Prostaglandine (Alam et al., 2004). 
Durch seine katalytische Funktion – die Umwandlung von 
Biliverdin zu Bilirubin - trägt HMOX-1 zur Kompensation von 
oxidativem Stress durch reaktive Sauerstoff-Spezies bei. Ob 

jedoch auch 3,4-DCA zur Entstehung reaktiver 
Sauerstoffspezies führt, ist bisher nicht bekannt. Neben der 
Regulation durch den Ah-Rezeptor ist jedoch auch eine 
Regulation über den MAPK (mitogene activated protein 
kinase)-Signalweg möglich, da die Aktivierung von NFE212 
auch über diesen kontrolliert wird (Shen et al., 2004). Fünf der 
durch 3,4-DCA regulierten Gene im Zebrabärblingsembryo 
deuten somit auf ein regulatives Netzwerk, das im 
Wesentlichen auf der Regulation über den Ah-Rezeptor 
und/oder den MAPK-Signalweg basiert und auf eine generelle 
Stress- oder adaptive Antwort deutet, die auch durch andere 
Chemikalien induziert werden könnte. Eine Ausnahme bildet 
das durch 3,4-DCA reprimierte Gen für das fizzy related 
protein 1 (fzr1). FZR1 spielt eine wichtige Rolle bei der 
Regulation der Zellteilung. 3,4-DCA könnte den Zellzyklus 
durch die Repression der Transkription von fzr1 beeinflussen 
und zu einer Unterbrechung der Mitose führen, einem für die 
Entwicklung des Embryos bedeutenden Vorgang. 
 
Sensitivität des Gen-DarTs 
Signifikante Veränderungen der Genexpression durch 3,4-
DCA wurden bereits bei Expositionskonzentrationen 2-16fach 
unterhalb der LOEC (lowest observed effect concentration, 
Endpunkte Überleben und Entwicklungsanomalien) von 12,4 
µM beobachtet (Abb. 2). In Bezug auf subletal chronische 
Effekte von 3,4-DCA im FELST mit einem LOEC von 0,11 µM 
liegt die Sensitivität des Gen-DarT deutlich über der akuten 
Toxizität und nahe des im FELST beobachteten LOEC für 
chronische Toxizität (Abb. 2). Die höchste Empfindlichkeit 
wurde für die Genexpression von cyp1a (0,78 µM) 
nachgewiesen. Die hohe Sensitivität der Genexpression 
konnte durch die Untersuchung der durch 3,4-DCA 
veränderten Gene für 12 weitere Testsubstanzen bestätigt 
wurde. Für die meisten der untersuchten Substanzen konnten 
signifikante Änderungen der Genexpression deutlich 
unterhalb der akuten Wirkkonzentrationen und im gleichen 
Konzentrationsbereich wie toxische Effekte im fish early life 
stage test beobachtet werden (Weil et al., unveröffentlichte 
Daten). 

 
Abb. 2. (→ Grafik vergrößern) Sensitivität des Gen-DarTs 
(Genexpressions-Danio rerio-Embryotest) im Vergleich zu 
Effektkonzentrationen von 3,4-DCA  (= LOEC, lowest 
observed effect concentration) im Zebrabärblings-
Fischembryotest (DarT) und fish early life stage tests (FELST) 
für die Testsubstanz 3,4-Dichloranilin. Gezeigt sind die 
LOECs für die Genexpression von cyp1a, ahr2, nfe212, maft, 
hmox1 und fzr1 im Embryo (* = signifikant veränderte 
Genexpression im DarT). Genexpressionsanalysen sind bis 
zu 16fach sensitiver als die konventionellen toxischen 
Endpunkte des DarT. 
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Die Identifikation der hier betrachteten Gene erfolgte mit nur 
einer Modellsubstanz. Durch Verwendung weiterer 
Modellsubstanzen und Durchführung weiterer Microarrays 
kann mit der Identifizierung weiterer Gene und ggf. einer 
erhöhten Sensitivität gerechnet werden. Daher erfolgen in 
unserer Arbeitsgruppe zurzeit Untersuchungen mit weiteren 
Modellsubstanzen. 
 
Relevanz Schadstoff-abhängig veränderter Gene 
Die in ihrer Expression veränderten Gene können – über die 
entsprechenden Genprodukte – sowohl eine protektive 
Wirkung gegenüber dem Schadstoff haben als auch die 
toxischen Effekte vermitteln. Um Informationen über die 
funktionelle Bedeutung der Gene im Zusammenhang mit der 
Toxizität von 3,4-DCA zu erhalten, wurde die Expression in 
3,4-DCA-exponierten Embryonen durch Injektion von siRNA 
(Repression, Tuschl, 2001) oder mRNA (Überexpression) in 
das embryonale Ein-Zell-Stadium manipuliert. Hierzu wurden 
die Gene cyp1a und hmox1 ausgewählt, da diese die höchste 
Sensitivität für eine differentielle Expression bei fast allen 
untersuchten Testsubstanzen aufwiesen. Der Effekt dieser 
Manipulation auf die Toxizität von 3,4-DCA (d.h. auf die 
Häufigkeit von Embryonen mit typischen Entwicklungs-
anomalien nach 48 Stunden Exposition) wurde untersucht. 
Die Überexpression der Gene cyp1a oder hmox1 hatte eine 
verringerte Anzahl Entwicklungsstörungen zur Folge, während 
die Injektion von siRNA der gleichen Gene zu einer Erhöhung 
der Entwicklungsstörungen führte. Die beobachteten 
gegensätzlichen Auswirkungen der siRNA- und mRNA-
Injektion auf die Toxizität von 3,4-DCA deuten auf eine 
protektive Wirkung der veränderten Genexpression (Voelker 
et al., 2007b). 
 
Gen-DarT als Ersatzmethode zum Tierversuch 
Die hier vorgestellten Untersuchungen veranschaulichen das 
Potential Schadstoff-abhängig exprimierter Gene zur 
Risikoanalyse von Schadstoffen. Genexpressionsanalysen 
wie sie in dieser Arbeit durchgeführt wurden, sind geeignet 
die Aussagekraft des konventionellen Embryotests zu 
verbessern und können möglicherweise als 
Vorhersagemodell für chronische Toxizität eingesetzt werden. 
Die Sensitivität der in dieser Arbeit gezeigten 3,4-DCA-
abhängigen Genexpression liegt relativ nahe am 
Konzentrationsbereich chronischer Effekte im FELST. Für 12 
weitere Substanzen konnte mit den gleichen Genen ein 
ähnliches Ergebnis erzielt werden. Gene, wie die hier 
vorgestellten, könnten daher die Anzahl von Tierversuchen für 
die Untersuchung der chronischen Toxizität reduzieren und 
zusätzliche mechanistische Informationen vermitteln. Durch  
Identifizierung weiterer Gene und Untersuchung zusätzlicher 
Chemikalien soll die Analyse der Genexpression in 
Zebrabärblingsembryonen zu einem Vorhersagemodell für 
chronische Toxizität optimiert werden. Da zurzeit keine 
alternativen experimentellen Modelle für den Ersatz 
chronischer Fischtests zur Verfügung stehen, besitzt die 
Analyse der Genexpression bei weiterer Optimierung ein 

hohes Potential zur Entwicklung einer Ersatzmethode. In 
Kombination mit funktionellen Genanalysen zeigen die 
Ergebnisse darüber hinaus, dass der Zebrabärblingsembryo 
auch zur Bewertung der Relevanz differentieller 
Genexpression – adaptive Funktion oder Vermittlung der 
Toxizität - eingesetzt werden kann. 
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Anreicherung persistenter organischer Schadstoffe in den Polargebieten 
– Modelluntersuchungen 
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Zusammenfassung 
Atmosphärische Transporte vermögen Stoffe zwar innerhalb 
weniger Tage von mittleren in hohe Breiten zu verfrachten. 
Die globale Verteilung chemisch sehr unterschiedlicher 
mittelflüchtiger organischer Stoffe wird aber durch Multi-
kompartimentprozesse kontrolliert. Für die Untersuchung von 
großräumiger Verfrachtung in die, und Verbleib von Spur-
enstoffen in den Polargebieten eignen sich komplexe Modelle, 
die die naturräumlichen Gegebenheiten und die Chemo-
dynamik auflösen. Es wurde ein auf einem sog. Klimamodell 
aufbauendes Multikompartiment-Chemie-Transport-Modell 
entwickelt und zur Untersuchung großräumigen Stoffaus-
breitungs- und -verteilungsverhaltens angewandt. Tatsächlich 
wird gefunden, dass das Ferntransportpotenzial mittel-
flüchtiger Stoffe aufgrund mehrerer Emissions-Transport-
Depositions-Zyklen erhöht ist (sog. Grashüpfer-Effekt oder 
Multi-hopping). Das Modellexperiment sagt eine Anreicherung 
von γ-HCH (nicht aber von DDT) in der Arktis und Antarktis 
jedoch auch ohne den Grashüpfer-Effekt voraus, d.h. allein 
aufgrund des Transports in der Atmosphäre, der einer 
Erstemission folgt. Offenbar ist die Anreicherung der 
mittelflüchtigen und schwer abbaubaren Stoffe in den Polar-
gebieten nicht notwendigerweise auf Multi-hopping zurück-
zuführen, sondern kann auch meteorologisch bedingt sein.  
 
Einleitung 
Das Verständnis der weitreichenden Verfrachtung natürlicher-
weise in der Umwelt nicht oder kaum abbaubarer Fremdstoffe 
ist von Bedeutung für die Unversehrtheit der Ökosysteme 
(Genom-, Organismen- und Ökosystemebenen, insbesondere 
im aquatischen Bereich) und die menschliche Gesundheit 
(Expositionspfade Ernährung, aber auch Inhalation). Es ist 
ebenso notwendig zur Einschätzung von Chemikalienrisiken 
(nationale und internationale Chemiepolitik, Konventions-
prozesse zum Schutz der Umwelt und Gesundheit [1]). In den 
letzten Jahren wurden Sachstandsberichte für einzelne 
Regionen und den Globus insgesamt vorgelegt, wobei die 
Arktis seit jeher wegen der Vulnerabilität der Ökosysteme und 
der potenziell hohen Exposition der indigenen Völker 
gegenüber Giftstoffanreicherung in den marinen Nahrungs-
ketten im Vordergrund stand [2]. In der Arktis werden nicht 
nur besorgniserregende Konzentrationen von chlor-
organischen Stoffen in Organismen (Fische, Meeressäuger, 
Eisbären) beobachtet, sondern auch Episoden hoher 
Luftverschmutzung (Stickoxide, sekundäre Aerosole, 

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe), die denen in 
mittleren Breiten kaum nachstehen [3]. 
 
Fragestellung und Methodik 
Die Gründe für die Anreicherung zumindest der chlor-
organischen Stoffe in den Polargebieten (aber auch im 
Hochgebirge) werden in den Stoffeigenschaften vermutet: 
Gemäß einer Hypothese [4-5] verhält sich die Stoffverteilung 
zwischen den Bodenkompartimenten (Böden, Land- und 
Meereis, Vegetation, Ozean) einerseits und der Luft 
andererseits auf großen Raumskalen und auf lange Sicht trotz 
gerichteter Transporte nicht anders, als die Stoffverteilung in 
einer Destillationskolonne, sog. ‚Global distillation‘, - wenn nur 
der Dampfdruck der Substanz eine Trennung unter 
Atmosphärentemperaturen nahelegt, also Mittelflüchtigkeit 
vorliegt (Sättigungsdampfdrücke 10-5–10-2 Pa bei 293 K). Das 
Ferntransportpotenzial mittelflüchtiger Stoffe sollte aufgrund 
mehrerer Emissions-Transport-Depositions-Zyklen erhöht 
sein (sog. Grashüpfer-Effekt, multi-hopping).  
 
Aufgrund der zeitlich und auch räumlich variablen Emissions-
flüsse praktisch sämtlicher relevanter Stoffe können experi-
mentelle Ansätze (d.h. großskalige Feldmessungen [6-7]) 
wichtige Anhaltspunkte liefern, aber keine strenge Verifikation 
der Hypothese darstellen. Anders numerische Modelle der 
Umweltchemie: In sog. Klimamodellen z.B. sind die natur-
räumlichen Gegebenheiten einschließlich der realitätsnahen 
Variabilitäten von Winden und Meeresströmungen auf Zeit-
skalen zwischen Stunden und Jahrzehnten und darüber 
hinaus (in den gekoppelten Chemie-Klima-Modellen) die 
Chemie der Atmosphäre abgebildet. Die Hypothese war 
bislang jedoch ausschließlich mit stark generischen 
Modellwerkzeugen überprüft worden, die die Transporte 
zwischen Klimazonen durch Massentransferkoeffizienten 
(pseudo-Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten erster Ord-
nung) ausdrücken und ohne regionale Auflösung [8]. Freilich 
müssen Klimamodelle zu Multikompartiment-Chemie-Trans-
ort-Modellen erweitert werden um dem Multikompariment-
erhalten mittelflüchtiger und schwer abbaubarer Stoffe 
Rechnung tragen zu können [9] (Abb. 1).  
 
 
 
 
 

95



Originalbeiträge 

13. Jahrg. 2007/ Nr. 4                                                                                                             Mitt Umweltchem Ökotox 

Abb. 1: Illustration der Dimensionen der verwendeten Version 
des Multikompartiment-Chemie-Transport-Modells: 

 
a. Kompartimente: Interkompartimentmassenflüsse, null-
dimensionale Darstellung. Pfeile von und nach außen 
bedeuten Quellen bzw. Senken (Abbau) für das System. 
 

 
 
b. Räumliche und zeitliche Auflösungen in der Atmosphäre: 
globale Verteilungen von DDT und γ-HCH entsprechend der 
Ausbringung in Agrarökosystemen 1980, 2.8° x 2.8°, 19 
Niveaus von 1000-10 hPa Luftdruck und 30 min als Zeitschritt 
(zeitliche Dynamik im Film, 
Internet: http://www.dkrz.de/movies/DDT_Lindane.mpg ). 
 
Ein solches globales Modell wurde am Zentrum für Marine 
und Atmosphärische Wissenschaften, Hamburg, seit einigen 
Jahren entwickelt [10-13] und auf die Untersuchung der 
atmosphärischen und ozeanischen Ausbreitung und 
Verteilung von Pestiziden, polyzyklischen aromatischen 
Kohlenasserstoffen und oberflächenaktiven Stoffen 
angewandt [12-16]. Hierbei wurde auf das allgemeine 
Zirkulationsmodell (general circulation model, GCM) der 
Atmosphäre, ECHAM5 [17], aufgebaut, in das ein verein-
fachtes Chemiemodell [18] und ein voll dynamisches 
Aerosolmodell, HAM [19], integriert sind. HAM beschreibt die 
Aerosolpopulation durch insgesamt 7 log-normalverteilte 
Moden, davon 3 extern gemischte, wasserunlösliche und 4 

intern gemischte, wasserlösliche Partikeltypen. Die 
Bodenkompartimente, Böden, Vegetation, ozeanische 
Mischungsschicht und optional Meereis sind durch zwei-
dimensionale Sub-Modelle repräsentiert. Ein Ozean-GCM mit 
integriertem Biogeochemie-Modul zur Simulierung der 
Schwebstoffdynamik [20] kann optional angekoppelt werden. 
 
Ergebnisse und Diskussion 
Atmosphärische Transporte verfrachten Stoffe innerhalb 
weniger Tage von mittleren in hohe Breiten. Die globale 
Verteilung chemisch sehr unterschiedlicher mittelflüchtiger 
organischer Stoffe schließt selbstverständlich die Polar-
gebiete mit ein. Dies ist in Abb. 2 für einen mittelflüchtigen 
polyzyklischen Kohlenwasserstoff, Anthracen (p298 K ≈ 1 x 10-3 

Pa), gezeigt. Die dortigen Belastungsniveaus, atmos-
phärische Konzentration und ihre Saisonalität, vermag das 
Modell zu reproduzieren. 
 
Abb. 2: Verteilung von Anthracen in die Arktis: 
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(b.) Vergleich mit Beobachtungen in europäischen mittleren 
(Košetice/Tschechien, 49°N, Monatsmittel 1996-99 [21]) und 
hohen Breiten (Zeppelinfjell/Spitsbergen, 79°N, Monatsmittel 
1994-98 [22]). 
 
Die Bedeutung des Grashüpfer-Effekts (multi-hop) für das 
Ferntransport-Potenzial der mittelflüchtigen organischen 
Stoffe DDT (p293 K ≈ 3 x 10-5 Pa) und Hexachlorcyclohexan 
(HCH; p293 K ≈ 3 x 10-3 Pa) im Gegensatz zu einmaligem 
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Transport (single-hop), wurde durch Separation der beiden 
Transportmodi im Modellexperiment untersucht [13]. DDT und 
HCH, chlororganische Pestizide der ‚ersten Generation‘, sind 
historisch gesehen die weltweit bedeutendsten Insektizide. 
Während DDT nur noch in tropischen Ländern und zumindest 
legal fast ausschließlich in Gesundheitsprogrammen (Vor-
beugung gegen Wirte des Malaria-Erregers) eingesetzt wird 
und α-HCH und andere Isomere heute verboten sind, ist γ-
HCH (Lindan) ein in sehr vielen Landwirtschaften, auch in 
Industriestaaten, bedeutsames Pestizid. Lindan ist, wenn auf 
Landoberflächen deponiert, flüchtiger, wird aber durch Nieder-
schlag auch rascher aus der Atmosphäre entfernt als DDT.  
 
Multi-hopping von DDT und HCH verändert deren Verteilung 
über die verschiedenen Umweltmedien und erhöht deren 
Gesamtverweildauer (Persistenz). Die Simulationen zeigen, 
dass sowohl der Grashüpfer-Effekt als auch die Verteilung 
nach Erstemission für den Ferntransport bedeutsam sind. Der 
Grashüpfer-Effekt erleichtert den Ferntransport. Innerhalb der 
atmosphärischen Grenzschicht und nahe der Ausbringungs-
regionen überwiegt der Grashüpfer-Transportmodus (Abb. 3-
4). Die Wahrscheinlichkeit in der freien Troposphäre und in 
noch höheren Luftschichten bereits reemittierte γ-HCH-
Moleküle anzutreffen ist höher als für DDT-Moleküle, was mit 
rascherer Auswaschung und Reemission von γ-HCH an den 
Oberflächen zusammenhängt. Das Modellexperiment sagt 
eine Anreicherung von γ-HCH in der Arktis und Antarktis auch 
ohne den Grashüpfer-Effekt voraus, d.h. allein aufgrund des 
Transports in der Atmosphäre, der einer Erstemission folgt: 
Der Anteil der globalen atmosphärischen Depositionen in der 
Arktis (17%) übersteigt deutlich den Anteil der Arktis an der 
Erdoberfläche (8%; Tab. 1).  
 
Zumindest für γ-HCH ist damit gezeigt, dass die Anreicherung 
der mittelflüchtigen und schwer abbaubaren Stoffe in den 
Polargebieten nicht notwendigerweise auf Multi-hopping 
zurückzuführen sein muss, sondern auch meteorologisch 
bedingt sein kann. Für DDT (Tab. 1) und für die polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffe Anthracen und Fluoranthen 
(p298 K ≈ 1 x 10-3 Pa) wird dies dagegen nicht gefunden. Weil 
die Depositionen dieser Stoffe in der Arktis jedoch dem 
Flächenanteil nahekommen (≈6% für DDT, s. Tab. 1), kann 
auch für diese Stoffe nicht ausgeschlossen werden, dass sie 
sich allein durch Single-hopping in der Arktis anreichern: Dies 
könnte ein Modellexperiment mit artifizieller, nämlich 
meridional isotroper Erstemissionsverteilung klären. 
 
In diesen Simulationen wurde mangels kinetischer Daten der 
Abbau der mit Partikeln assoziierten Moleküle vernachlässigt, 
obwohl er nicht Null sein mag. Daraus resultiert eine 
systematische Überschätzung des Ferntransportpotenzials. 
Ferner ist die Beschreibung des Stoffaustausches im System 
Luft/Eis/Schnee stark vereinfacht. 
 
 
 

Stoff DDT γ-HCH 
Transportmodus Multi-

hop 
Single-

hop 
Multi-
hop 

Single-
hop 

Gesamtinventar 95 520 240 1000 
Inventar in der 
Arktis / Antarktis a 

7 / 2 22 / 9.9 32 / 4 53 / 14 

Inventar in der 
Grenzschicht / 
Stratosphäre b 

39 / 12 172 / 78 112 /26 420 / 
110 

Gesamtdeposition 2112 6540 6170 16010 
Deposition in den 
Ozean 

43 37 39 33 

Deposition in die 
Arktis / Antarktis a 

353 / 
46 

347 / 
7.2 

2040 / 
85 

2720 / 
11 

Verhältnis der 
anteiligen Depo-
sitionen in Arktis 
und Antarktis zu 
deren Flächen-
anteil a,c 

2.1 0.7 4.1 2.1 

a Arktis: 66.5°N-90°N, Antarktis: 66.5°S-90°S  
b Planetarische Grenzschicht: 750-1000 hPa, Stratosphäre: 
10-100 hPa.  
c 8% der Erdoberfläche befindet sich jenseits von 66.5°N oder 
66.5°S 
 
Tabelle 1: Atmosphärisches Inventar (t) und Depositions-
flüsse (t a-1) von DDT und γ-HCH in der unter den Transport-
modi Grashüpfer-Effekt (multi-hop) und einmaliger Transport 
(unterbundene Re-emission, single-hop): Gesamtinventar im 
Jahresmittel des zehnten Jahres nach Einbringung in die 
Umwelt. [12, 14] 
 

 
Abb. 3: Atmosphärische Fracht (Gesamtsäulendichte in µg/m²) 
von γ-HCH (Schattierung) und reemittierter Anteil davon 
(Isolinien). Jahresmittel im zehnten Jahr des Eintrags in die 
Umwelt. [12, 14] 
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Auswahl und Nutzung von Referenzmatrices zur Bestimmung 
von Stoffeigenschaften und des Umweltverhaltens von Stoffen 
 
 
Werner Kördel, werner.koerdel@ime.fraunhofer.de; 
Karlheinz Weinfurtner, karlheinz.weinfurtner@ime.fraunhofer.de; beide Schmallenberg 

 
Abstract 
Zur Abschätzung des Umweltverhaltens und der Wirkungen 
von Stoffen (z.B. Allgemeinchemikalien und Wirkstoffe wie 
Pflanzenschutzmittel, Arzneimittel und Biozide) auf Öko-
systeme bedarf es eines Satzes valider Testergebnisse. 
Testdaten können gruppiert werden in intrinsische Stoffeigen-
schaften wie Wasserlöslichkeit und Dampfdruck und 
extrinsische Eigenschaften wie Adsorption /Desorption, Bio-
abbau oder Wirkungen auf Bodenorganismen. Diese Test-
ergebnisse werden teilweise stark von den Eigenschaften des 
Testböden mit beeinflusst. Es gilt daher ein durchgängiges 
Konzept für die Auswahl, Aufarbeitung und Bereitstellung 
solcher Referenzmatrices wie z.B. Referenzböden zu ent-
wickeln. Wesentliche Kriterien dabei sind die Rückführbarkeit 
der erarbeiteten Daten auf reale Umweltausschnitte sowie 
Eignung der Referenzmatrices für die Testung möglichst 
vieler Stoffeigenschaften und die Repräsentativität (Verall-
gemeinerungsmöglichkeit) der erarbeiteten Daten.  
 
Einleitung 
Für eine Beurteilung des Umweltrisikos von Stoffen benötigt 
man verlässliche Daten zur Abschätzung bzw. Modellierung 
der Verteilung und des Verhaltens (fate) in und zwischen den 
Kompartimenten. Eine Grundlage dafür sind die physikalisch-
chemischen Eigenschaften wie z.B. Dampfdruck, Schmelz-
punkt, Wasserlöslichkeit oder Verteilung zwischen Fett- und 
Wasserphase (n-Octanol/Wasser). Diese sogenannten intrin-
schen Stoffeigenschaften hängen allein vom betrachteten 
Stoff ab und können somit jederzeit von einem anderen Labor 
verifiziert werden. Die Bestimmungsverfahren sind in inter-
national anerkannten Richtlinien (z.B. OECD-Testrichtlinien) 
festgelegt.  
 
Anders verhält es sich mit Stoffeigenschaften, die nicht nur 
von dem untersuchten Stoff selbst, sondern auch von der 
Matrix, in der der Test durchgeführt wird, abhängen. Typische 
Beispiele hierfür sind z.B. die Bestimmung der Sorption eines 
Stoffes an Böden oder Sedimente oder der Abbau/  
Metabolismus eines Stoffes in diesen Kompartimenten. Es ist 
Lehrbuchwissen, dass die Sorption eines Stoffes stark von 
dem Boden- bzw. Sedimenteigenschaften abhängt. Analoges 
gilt für die Abbau/Metabolismusprozesse in Böden und 
Sedimenten. Auch die Wirkung eines Stoffes auf Organismen 
hängt von der verwendeten Matrix ab. So können z.B. für 
einen Stoff die NOEC-Werte im Regenwurmtest stark 
differieren, je nachdem in welchem Boden bzw. 
Bodensubstrat der Test durchgeführt wurde.  
Diese Eigenschaften wurden als extrinsische 

Stoffeigenschaften bezeichnet. Es stellt sich somit das 
Problem: Wie können erarbeitete Daten miteinander ver-
glichen werden, die an verschiedenen Orten mit sich 
voneinander unterscheidenden Matrices gewonnen wurden? 
Man kann die Frage auch anders stellen: Wie stark können 
bzw. müssen diese zur Testung genutzte Matrices standar-
disiert werden, und wie viel verschiedene Matrices müssen 
eingesetzt werden, um eine verlässliche Expositions-
abschätzung durchführen zu können? Erschwerend kommt 
hinzu, dass Böden und Sedimente dynamische Systeme mit 
teilweiser hoher zeitlicher und räumlicher Variabilität 
darstellen. Bei einer zweiten Boden- oder Sedimentprobe-
nahme wird diese sich mehr oder weniger deutlich von der 
ersten unterscheiden. Dieses Problem stellt sich auch, wenn 
in Böden oder Sedimenten verfügbare oder mobile 
Stoffanteile bestimmt werden sollen. So wird z.B. in ISO 17 
402 (Soil quality – Guidance for the selection and application 
of methods for the assessment of bioavailability of 
contaminants in soil and soil materials) ausgeführt, dass das 
Wissen hinsichtlich geeigneter Bestimmungsverfahren zur 
Erfassung verfügbarer/bioverfügbarer Anteile von Konta-
minanten noch sehr begrenzt ist und standardisierte und 
erprobte Methoden für die meisten Expositionspfade nicht 
verfügbar sind. Zu vergleichbaren Ergebnissen kommen auch 
Harmsen et al. (2005). 
 
Konzept zur Auswahl und Nutzung von Referenzmatrices 
Ziel der Auswahl und Festlegung von Referenzmatrices ist es, 
die Komplexizität und Variabilität eines zu betrachtenden 
Umweltkompartiments bzw. des Ausschnitts so zu reduzieren, 
dass sich aus Sicht der mit der Referenzmatrix durch-
zuführenden Laborversuche ein handhabbares und 
überschaubares Untersuchungsobjekt ergibt. Bei dieser 
Reduktion ist jedoch darauf zu achten, dass die Rückführ-
barkeit der Ergebnisse auf reale Umweltbedingungen nicht 
verloren geht. Abbildung 1 verdeutlicht das prinzipielle 
Vorgehen am Beispiel von Referenzböden. Für Böden 
bedeutet dies die Auswahl von wenigen Referenzböden mit 
hoher Repräsentativität aus der Vielzahl natürlicher Böden. 
Dieses Vorgehen entspricht dem in der Bodenbiologie, wo 
begründet ausgewählte „Stellvertreterorganismen“ getestet 
werden. Von diesen Ergebnissen wird auf die Auswirkung auf 
das Ökosystem Boden geschlossen. Die Vorgehensweise 
wird in Kapitel III weiter ausgeführt. Das Modell kann dann 
leicht auf andere Matrices wie z.B. Sedimente übertragen 
werden. 
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