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Abstract 

Für die Ermittlung des Bioakkumulationspotentials von 

Chemikalien in aquatischen Organismen im Rahmen der 

REACH-Regulation werden standardmäßig Biokonzen-

trationstests mit Fischen nach OECD Richtlinie 305 durch-

geführt. Dieser in-vivo-Test ist technisch recht aufwendig und 

erfordert in der Regel mehrwöchige Versuchszeiträume, 

sowie eine hohe Anzahl Versuchstiere. Die Integration von 

Daten aus in-vitro-Biotransformationstests mit Fischhepa-

tozyten oder Leber-S9-Fraktionen in bestehende Bioakkumu-

lationsmodelle kann die Vorhersagegenauigkeit von 

alternativen in-silico-Methoden signifikant verbessern. Dies 

könnte in Zukunft dazu beitragen die Anzahl der geforderten 

in-vivo-Studien maßgeblich zu reduzieren. Derzeit wird 

intensiv an der Standardisierung (Entwicklung einer OECD 

Testrichtlinie) und Validierung der in-vitro-Testmethoden 

gearbeitet, um eine behördliche Anerkennung zu erreichen. 

 

Einleitung 

Die Identifizierung von bioakkumulativen Eigenschaften ist 

weltweit ein zentrales Element in der behördlichen Risiko-

bewertung von Chemikalien. Das maßgebliche Kriterium für 

die Bestimmung des aquatischen Bioakkumulationspotentials 

im Rahmen der europäischen Pflanzenschutzmittelregulation 

und Chemikaliengesetzgebung REACH ist der Biokonzen-

trationsfaktor (BCF), der die Aufnahme einer Substanz aus 

dem umgebenden Medium (Wasser) reflektiert. BCF-Werte 

werden standardmäßig anhand von Durchflussstudien mit 

Fischen nach OECD 305 (2012) bestimmt. Diese Biokonzen-

trationstests sind sehr zeitaufwendig, teuer, und vor allem aus 

ethischer Sicht problematisch wegen der hohen Anzahl 

benötigter Versuchstiere (>100 Fische pro Test). Im Zuge der 

REACH-Regulation werden für mehr als 3000 Chemikalien 

Bioakkumulationsdaten zu liefern sein (Weisbrod et al., 2009). 

Die vollständige Generierung dieser Daten über den in-vivo-

BCF-Test nach OECD 305 wäre mit enormen Kosten und 

einer theoretischen Versuchstierzahl von 300.000 verbunden. 

Die Entwicklung alternativer Methodengemäß dem 3R-Prinzip 

(reduce, refine, replace) ist demnach dringend erforderlich 

(Lombardo et al., 2014). 

 

Alternativmethoden zur Bestimmung des Bioakku-

mulations-potentials von Chemikalien in Fisch 

Eine Alternative zum in-vivo-Fischtest stellen computer-

gestützte (in silico) Methoden dar, bei denen die Vorhersage 

der Biokonzentration einer Chemikalie auf physikoche-

mischen Kenngrößen beruht. Es wurden zum Beispiel eine 

Reihe von quantitativen Struktur-Wirkungs-Beziehungs-Mo-

dellen (QSARs) entwickelt, die BCF-Werte auf der Basis des 

logKow eines Stoffes vorhersagen (Nendza und Müller, 2007). 

Daneben gibt es Massenbilanz-Modelle, die BCF-

Vorhersagen auf der Basis gemessener oder geschätzter 

Aufnahme- und Eliminationsprozesse treffen (Arnot und 

Gobas, 2006). Die größte Unsicherheit dieser Modelle besteht 

darin, dass eine mögliche Metabolisierung von Stoffen nicht 

oder nur unzureichend berücksichtigt wird. Die endogene 

Metabolisierung von Chemikalien im Organismus stellt jedoch 

einen wichtigen Eliminationsweg dar und hat somit ent-

scheidenden Einfluss auf die Bioakkumulation (Nichols et al., 

2007). Um die Vorhersagegenauigkeit bestehender Bioakku-

mulationsmodelle zu verbessern, werden demnach zuver-

lässige Methoden zur Ermittlung des metabolischen Poten-

tials einer Chemikalie benötigt (Arnot, Mackay und Bonnell, 

2008). 

 

Die Leber ist das wichtigste Metabolisierungsorgan von 

Fischen. In-vitro-Präparationen der Leber, wie isolierte Fisch-

hepatocyten oder subzelluläre Fraktionen (z.B. S9), sollten 

daher prinzipiell geeignet sein, Biotransformationsraten 

schnell und kostengünstig zu messen (Weisbrod et al., 2009). 

Die Integration von Biotransformationsraten aus in-vitro-Tests 

in bestehende in-silico-Modelle kann die Vorhersage des 

Bioakkumulationspotentials einer Chemikalie signifikant ver-

bessern. So wurde in kürzlich veröffentlichten Studien ge-

zeigt, dass modellierte BCF-Werte besser mit in-vivo-BCF-

Werten übereinstimmen, wenn in-vitro-Metabolismusdaten mit 

einbezogen waren (Cowan-Ellsberry et al., 2008; Han et al., 

2007; Nichols et al. 2013). Integrative Teststrategien wie 

diese, könnten in Zukunft dazu beitragen, die Anzahl der 

geforderten in-vivo-BCF-Tests maßgeblich zu reduzieren 

(Lombardo et al., 2014). 

In Substratabbauversuchen mit primären Hepatocyten 

oder Leber-S9-Fraktionen wird zunächst die intrinsische in-

vitro-Metabolismusrate (CLint,in vitro) eines Stoffes bestimmt. 

Über physiologische Modelle (Cowan-Ellsberry et al., 2008; 

Nichols, Schultz, und Fitzsimmons, 2006) können die Ergeb-

nisse aus den in-vitro-Versuchen auf die Gesamtleber und 

anschließend auf den Gesamtfisch extrapoliert werden. Die 

so erhaltene in-vivo-Metabolismusrate (kM) kann schließlich 

in Massenbilanzmodellen zur Berechnung des BCF ver-

wendet werden (Arnot und Gobas, 2004). 
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In den letzten Jahren wurde die Weiterentwicklung vor-

handener Bioakkumulationsmodelle (Nichols et al., 2013), 

sowie die Optimierung von Protokollen für in-vitro-Biotrans-

formationstests mit Fischhepatocyten und Leber-S9-Frak-

tionen entscheidend vorangetrieben (Fay et al., 2014a; Han et 

al., 2007; Johanning et al., 2012). Ein zentraler Fortschritt 

hierbei war insbesondere die Einführung der Cryopreser-

vationstechnik für primäre Fischhepatocyten (Mingoia et al., 

2010). Durch diese Technologie können charakterisierte 

Pools an Hepatocyten weltweit verfügbar gemacht werden 

und so die Variabilität der metabolischen Kapazitäten unter-

schiedlicher Zellisolate erheblich reduziert werden. 

Trotz des großen Potentials integrierter Teststrategien für 

die Bioakkumulationsbewertung und dem enormen Bedarf an 

in-vivo-Alternativen, haben in-vitro-Methoden in der regula-

torischen Praxis bislang keine Bedeutung. Um die behördliche 

Anerkennung zu erreichen, bedarf es vor allem standar-

disierter Protokolle zur Testdurchführung und dem Nachweis 

der Reproduzierbarkeit des in-vitro-Testverfahrens. Darüber 

hinaus muss die derzeitige Datenlage noch erweitert werden, 

um die Qualität der BCF-Vorhersage abschließend beurteilen 

zu können (Nichols et al., 2009). Ein weiterer Schwachpunkt 

des in-vitro-Ansatzes ist, dass die derzeitig verfügbaren in-

vitro-Protokolle ausschließlich für Regenbogenforelle (Oncor-

hynchus mykiss) entwickelt wurden. Für die regulatorische 

Akzeptanz ist es jedoch essentiell, dass die in-vitro-Methoden 

nicht auf eine Fischart limitiert sind. Es ist daher nachzu-

weisen, dass die verfügbaren in-vitro-Verfahren auf andere 

OECD 305 Spezies wie den Karpfen (Common carp) über-

tragen werden können. 

 

Stand der Forschung und aktuelle Entwicklungen 

Mit der Durchführung eines ersten Interlaborvergleichs im 

Jahr 2013 mit cryopreservierten Hepatocyten aus Forellen 

konnten standardisierte Protokolle entwickelt, sowie eine gute 

Inter- und Intralabor-Reproduzierbarkeit der in-vitro-Test-

ergebnisse gezeigt werden (Fay et al., 2014b). Koordiniert 

durch das ILSI Health und Environmental Sciences Institute 

(HESI) findet aktuell ein weiterer Ringtest mit sechs inter-

nationalen Laboren aus Industrie und Forschung, darunter 

das Fraunhofer IME, statt. Neben dem Vergleich der meta-

bolischen Kapazität der beiden am weitesten entwickelten in-

vitro-Systeme, cryopreservierte Hepatocyten und Leber-S9-

Fraktionen aus Forelle, soll die Übertragbarkeit und Repro-

duzierbarkeit der erzielten Ergebnisse überprüft werden. Nach 

erfolgreicher Validierung der Testmethoden soll eine OECD 

Testrichtlinie zur Bestimmung der Biotransformationsrate von 

Chemikalien in in-vitro-Fischlebersystemen (OECD Projekt 

3.13) entwickelt werden. 

Von entscheidender Bedeutung für die behördliche Akzep-

tanz der in-vitro-Methoden wird es sein, ob sie für ein breites 

Spektrum an Chemikalien mit unterschiedlichen Eigen-

schaften anwendbar sind. Bisher wurde die Eignung der Test-

systeme nur für relativ unproblematische Stoffe mit moderater 

Lipophilität (logKow 4-6) und geringer Volatilität gezeigt. Für 

stark volatile oder hochlipophile Substanzen müssen die 

bestehenden in-vitro-Testsysteme möglicherweise modifiziert 

werden, um qualitativ hochwertige Ergebnisse zu erzielen. 

Die Verwendung biologischen Materials unterschiedlicher 

Herkunft kann zu hoher Variabilität der in-vitro-Testergebnisse 

führen. Der Einsatz von Benchmark-Substanzen zur Charak-

terisierung der metabolischen Kapazität wurde daher vorge-

schlagen (Weisbrod et al., 2009). Die Klärung der Frage, wie 

Benchmark-Daten zur Normierung der Transformationsraten 

von Stoffen mit unterschiedlichen Metabolisierungspfaden 

genutzt werden können, steht jedoch noch aus. 

 

In einem weiteren Forschungsprojekt wird derzeit am Fraun-

hofer IME die Übertragbarkeit der zuvor beschriebenen in-

vitro-Methoden auf Karpfen untersucht. Hierfür wurden Proto-

kolle zur Isolierung primärer Hepatocyten aus Karpfenleber 

entwickelt und anschließend Vergleichsstudien mit zwei 

Modellsubstanzen zum Substratabbau in Karpfen und Forelle 

durchgeführt. Die Ergebnisse aus dieser Studie zeigen, dass 

der Hepatocyten-Test prinzipiell auch auf andere Fischarten 

übertragbar ist (Bischof et al., 2015). 

 

Schlussfolgerung und Ausblick 

Die Forschungsarbeit der letzten Jahre hat die Entwicklung 

eines in-vitro-Fischtests zur Bestimmung metabolischer 

Transformationsraten von Chemikalien in der regulatorischen 

Bioakkumulationsbewertung stark vorangetrieben. Die verfüg-

baren in-vitro-Protokolle wurden standardisiert und erste 

Ergebnisse aus Ringversuchen lassen auf eine gute Repro-

duzierbarkeit der in-vitro-Testergebnisse schließen. In-vitro-

Systeme als Teil integrierter Teststrategien haben demnach 

durchaus Potential, den in-vivo-Bioakkumulationstest mit 

Fischen zukünftig zu reduzieren oder längerfristig eventuell 

sogar zu ersetzen. 

Für die spätere Akzeptanz der in Entwicklung befindlichen 

OECD Testrichtlinie muss jedoch noch bewiesen werden, 

dass sich die entwickelten und validierten in-vitro-Methoden 

für die Testung eines breiten Chemikalienspektrums eignen. 

Wenn dies gelingt, sollten die Voraussetzungen geschaffen 

sein, dass der in-vitro-Test durch die Behörden anerkannt und 

für die regulatorische Praxis zugelassen wird. 
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