Versuchstier des Jahres 2016:

Der Fisch
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Stumm, aber nicht schmerzfrei:
Der in der Forschung beliebte Zebrafisch (Danio rerio).

{i Menschen flir Tierrechte

Bundesverband der Tierversuchsgegner e. V.
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Versuchstier des Jahres 2016: Der Fisch

Der Fisch ist fur die Forschung ein dankbares ,Versuchstier” — nicht umsonst rangiert er in der
Tierversuchsstatistik an dritter Stelle mit steigender Tendenz. Er lasst sich relativ leicht halten,
schnell vermehren, eignet sich gut fir gentechnische Manipulationen und Giftigkeitstests —
und er hat keine Lobby. Doch der Fisch ist keine ,, Reflexmaschine”. Er leidet unter Schmerzen,
Stress und Angst. Deswegen haben Menschen fur Tierrechte — Bundesverband der Tierver-
suchsgegner den Fisch zum Versuchstier des Jahres 2016 ernannt. Die Ernennung dient dazu,
auf das Leid der Tiere im Labor aufmerksam zu machen. Indem wir Tierversuche mit Fischen
bekannt machen, die vorhandenen tierversuchsfreien Verfahren vorstellen und aufzeigen, wo
noch Entwicklungsarbeit nétig ist, tragen wir dazu bei, diese qualvollen Tierversuche még-
lichst bald zu beenden.

Fast 300.000 Fische im Tierversuch

In deutschen Tierversuchslaboren standen 2014 die Fische an dritter Stelle nach Mausen und
Ratten®. Seit 2012 nehmen die Zahlen der in Tierversuchen eingesetzten Fischen rapide zu.
Die letzte Steigerung um 35 Prozent erfolgte 2013/14 auf insgesamt 272.925 Fische. Das ent-
spricht 9,8 Prozent aller Tierversuche. Auch im langjahrigen Verlauf nehmen die Zahlen zu
—und dies, obwohl es mittlerweile ein anerkanntes Verfahren ohne ausgewachsene Fische im
Bereich der Umwelttoxikologie gibt. Hintergrund fur die Zunahme der Zahlen ist der rapide
Anstieg von gentechnisch veranderten Fischen: Im Jahr 2013 waren 19,3 Prozent der Fische,
die zu Forschungszwecken verwendet wurden, gentechnisch manipuliert. Allein fir die Un-
tersuchung der Auswirkung einer Manipulation wurde in 2014 der Einsatz von 297.000 Zebra-
fischen genehmigt?. Damit rangieren die Fische bei den gentechnischen Veréanderungen an
zweiter Stelle nach den Mausen.

Fische in Tierversuchen im Verlauf von 10 Jahren
(inkl. gettteter Tiere zur Organentnahme)

Quelle: BMEL
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Der Langzeitverlauf zeigt: Der Einsatz von Fischen im Tierversuch steigt. Auch der Anteil transgener Fische, von denen vor allem Zebrafische
betroffen sind, wéchst seit Jahren stetig (rote Linie). Lediglich in den Jahren 2005, 2007/08 und 2012 ist der ,Verbrauch” zuriickgegangen.
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Wird am haufigsten verwendet: der Zebrabarbling

Die in Tierversuchen verwendeten Fischarten sind vor allem der Zebrabarbling, aber auch
Arten wie der Reiskarpfling oder Medaka, Forellen, Goldfische, Dorsche, Flussbarsche, Aale,
Sprotten und Prachtgrundkarpflinge.

Reiskarpfling (Medaka, Oryzias latipes). Foto: Seotaro

Die Fische leiden hauptsachlich in der Grundlagenforschung, die sich mit humanmedizini-
schen Fragestellungen beschaftigt. Die Grundlagenforschung nutzt Fische zudem, um Ver-
fahren zur Manipulation des Genoms zu erforschen. Fir Untersuchungen mit dem Ziel einer
erfolgreichen genetischen Manipulation waren 2014 84 Prozent der genehmigten Versuche
an Zebrabarblingen vorgesehen. Diese Fischart wird u.a. genetisch verandert, um etwas tber
menschliche Erkrankungen herauszufinden (z.B. Forschung zur Entwicklung des Herzens und
der BlutgefaBe (3,8 Prozent), der Knochenregeneration (3,4 Prozent) oder des Immunsystems
(3,9 Prozent).

Tierversuche mit anderen Fischen Tierversuche mit anderen Fischen
in der Grundlagenforschung zu verschiedenen Forschungszwecken
{anzahl beantragte Fische, Quelle: Animaltestinfo) {anzahl beantragte Fische, Quelle: Animaltestinfo)

’ ® Nervensystem # Grundlagenforschung
= Ethologie, Tierverhalten, = Erhaltung der Art
Tierbiokogie

= Andere = Transiationale/angewandte
Forschung

Regulatorische Zwecke




Genetische Manipulation der Fische

Die Zahl der Tierversuche steigt im Bereich Gentechnik seit Jahren kontinuierlich an. Dies
steht im Gegensatz zu den in Deutschland und der EU geltenden gesetzlichen Zielsetzungen,
ktnftig weniger Versuchstiere fir wissenschaftliche Zwecke einzusetzen. Steigende Tierver-
suchszahlen werden haufig durch kommerzielle Interessen verursacht. Ma3geschneiderte
JTierversuchsmodelle” sind oft durch Patente geschitzt, wie z.B. Thrombosemodelle, ge-
schaffen durch gentechnische Verdnderungen des Zebrabarblings. In diesen Fallen sind nicht
nur die fertigen ,Modelle” mit einem Patent belegt, sondern auch die Techniken zur Herstel-
lung der ,,Modelle”.

Synthetische Gentechnik lasst Zahl der ,Versuchtiere” steigen

Die neuen Methoden der synthetischen Gentechnik fihren zusatzlich dazu, dass immer mehr
JVersuchstiere” in immer klrzerer Zeit gentechnisch manipuliert werden kénnen. Die synthe-
tische Gentechnik arbeitet hierbei mit sogenannten Gen-Scheren und kinstlich synthetisierter
DNA: Das CRISPR/Cas9-System ermdglicht ahnlich wie TALEN, DNA-Sequenzen an gewunsch-
ten Stellen zu schneiden. Dadurch kénnen Sequenzbereiche entfernt (knock-out) und neue
an der Schnittstelle eingefiigt werden (knock-in). Die DNA-Abschnitte stammen meist von
anderen Lebenswesen, beispielsweise menschliche Gene in einer Maus oder einem Fisch. Die
Herstellung eines genetisch modifizierten Organismus dauert durch diese Technik nur noch
einige Wochen. Die Technik ist zwar prazise, aber noch nicht prazise genug. Manchmal wer-
den Genstiicke an falscher Stelle eingebaut oder Genbereiche an einer nicht gewlinschten
Stelle der DNA gel6scht. Dies kann u.a. zu unerwarteten Mutationen fthren, die oft groBes
Leid bei den manipulierten Tieren hervorrufen®.

Zebrafische in beantragten Tierversuchen 2014 Andere Fische in Tierversuchen 2014
(Aantrige n=24) (Quelle: Animaltestinfo.de) (Antrige n=57) (Quelle: Animaltestinfo.de)
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= Ausbildung




Junger Flussbarsch (Perca fluviatilis). Foto: Markus Koller, Fotolia.com

Bei den anderen Fischarten, wie Dorsch, Buntbarsch, Flussbarsch, Karpfen und Forelle, spielt
ebenfalls vor allem die Grundlagenforschung eine Rolle (knapp 50 Prozent), aber auch Unter-
suchungen zur Umwelttoxikologie (20 Prozent), zur Erhaltung der Art (21 Prozent) zur Zucht,
zur Haltung sowie zur Wiederansiedlung oder Wanderung. Die Forschungen zu Zucht- und
Haltungsbedingungen fir Fische im Rahmen der Lebensmittelerzeugung dienen vor allem

dem Zweck, Fisch als Nahrungsmittel fir den Menschen zu sichern. Dies ist wiederum mit gro-
Bem Tierleid in der Intensivtierhaltung in Aquakulturen und der Tétung verbunden®,
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Forschung im Dienste der Massenfischzucht: Kiinstliche Fischzuchten in hoher Dichte bedrohen die Artenvielfalt. Monokulturen begiinstigen
den Ausbruch von Infektionskrankheiten und Umweltverschmutzungen.
Foto: Phimak, Fotolia.com
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Fische leiden unter Schmerzen, Stress und Angst

Der vermeintlich stumme Fisch wird unterschatzt: Fische sind lernfahig, sie jagen koordiniert
im Team, spielen, benutzen Werkzeuge und kénnen teilweise Mengen unterscheiden® ¢ 7.89),
Sie erleiden aber auch Schmerzen und Stress‘?. Bereits in den 80er Jahren wurde schon zwei-
felsfrei belegt, dass Fische leidensfahig sind. Dies wurde in den 90er Jahren auch gerichtlich
bestatigt (OLG Celle, AZ 23 Ss 50/97)". Sowohl die Europaische Kommission als auch die EFSA
bestatigten 2009, dass die Reaktionen bestimmter Fischarten in bestimmten Situationen an-
nehmen lasst, dass sie auch in der Lage sind, Angst zu empfinden@. Auf Grundlage naturwis-
senschaftlicher Untersuchungen zu Fischen kommt Markus Wild, Prof. fur theoretische Philo-
sophie an der Universitat Basel in einem Gutachten zum Schmerzempfinden bei Fischen™ zu
dem Ergebnis, dass sich Fische nicht so sehr von Saugetieren unterscheiden. Auch wenn sie es
nicht deutlich zeigen kénnen: Fische leiden unter Schmerzen und unter Stress. Aber — anders
als bei Saugetieren — kénnen Fische ihren Schmerz nicht artikulieren. Deshalb sah man Fische
lange Zeit nur als reine Reflexmaschinen, die man eher als Masse oder Schwarm wahrnahm.

Zwei Karpfen. Foto: Kletr

Schmerz: Fische kénnen sich erinnern
Die Wissenschaftler Ollenschlédger & Reichenbach-Klinke beschrieben schon 1979 die anatomi-

schen Voraussetzungen von Fischen fur die Schmerzaufnahme und Weiterleitung durch Ner-
venendigungen. Bernatzky wies 1997 in der Haut von Forellen Schmerztransmitter nach, die
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sogenannte Substanz P.0". Diese ist ein Botenstoff (Neurotransmitter), der eine Rolle bei der
Schmerzlbertragung und bei der Steuerung von Entziindungsprozessen spielt. Russische
Wissenschaftler beschrieben 2004, dass Fische auf Verletzungen mit Lautgebungen reagie-
ren, die sie Uber ihre Schwimmblase erzeugen. AuBerdem besitzen Fische Gber den gesamten
Korper verteilt ein System von Schmerzrezeptoren, sogenannte Nozizeptoren. Am empfind-
lichsten reagieren sie an der Schwanzflosse, an den Riicken- und Brustflossen, an der Haut um
die Augen herum und am Riechsack, dem Geruchsorgan der Fische". Andere Wissenschaftler
fanden am Kopf der Regenbogenforelle 22 Schmerzrezeptoren®, Es gibt auch Untersuchun-
gen, nach denen sich Fische an einmal erlittene Pein erinnern kénnent?. Wie empfindsam die
Tiere sein kénnen, haben aktuell amerikanische Wissenschaftler z.B. beim Engel-Antennen-
wels untersucht. Die Bauchflossen verfiigen tber feine Mechanorezeptoren dhnlich denen
der menschlichen Fingerspitzen??”.

Leid: Keine klare Definition

Rechtlich sowie wissenschaftlich ist jedoch nicht klar definiert, was unter ,Schmerz” und
.Leid” zu verstehen ist. Schmerzen definieren Wissenschaftler als ,unangenehme sensorische
und emotionale Erfahrungen im Zusammenhang mit einer tatsachlichen oder potenziellen
Schadigung” (GV-SOLAS 1995 in Alzmann 2016, S. 107). Auch das deutsche Tierschutzrecht
bleibt in der Frage sehr schwammig: Darin gehéren zum Leiden ,alle nicht im Begriff des
Schmerzes umfasste Beeintrachtigungen des Wohlbefindens, die Gber ein schlichtes Unbeha-
gen hinausgehen (Maisack 2007 in Alzmann 2016)(®.

Eine Gruppe freilebender Karpfen in einem Gewasser. Foto: xperiarch, Fotolia.com
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Diabetes-Versuche mit Zebrafischen

Dem kleinen Zebrafisch wird seine ungewdhnliche Fahigkeit zur Regeneration zum Verhang-
nis: Da er in der Lage ist, seine Riuckflosse nach Verletzungen neu zu bilden, wird er in Versu-
chen zur Zuckerkrankheit (Diabetes mellitus Typ 1) eingesetzt. Nachdem im Zebrafisch klnst-
lich ein Diabetes erzeugt wurde, wird untersucht, ob dadurch seine Regenerationsfahigkeit
beeintrachtigt wird, ahnlich wie es bei den Wundheilungsstérungen bei Diabetespatienten
der Fall ist.

Beim Diabetes mellitus werden die Insulin produzierenden Zellen der Bauchspeicheldrise
zerstort. Dies wird kanstlich beim Zebrafisch nachgestellt. Dazu werden die Fische mehrmals
mit 2-Phenoxyethanol-haltigem Wasser betaubt und ihnen dann eine Streptozocin-Lésung

in die Bauchhéhle injiziert. Streptozocin ist spezifisch toxisch (giftig) fur die insulinproduzie-
renden Betazellen in den Langerhans'schen Inseln der Bauchspeicheldrise — deswegen wird
es zur klnstlichen Auslésung eines Diabetes mellitus genutzt. Erst in der 4. Woche beginnen
die eigentlichen Versuche!® 29, Bedingt durch die Zerstérung der Beta-Zellen leiden die Fische
in der Folge unter Diabetes-bedingten Netzhauterkrankung des Auges (Retinopathien) und
Nierenerkrankungen (Nephropathien).

Riickenflossen werden amputiert

Bei den eigentlichen Versuchen werden die Zebrafische wiederum betdubt und die Riucken-
flosse mit einem sterilen Skalpell amputiert. Dies wird gemacht, um zu untersuchen, ob der
kunstlich erzeugte Diabetes die Fahigkeit zur Regeneration beeintrachtigt. Im Normalfall
sind die Tiere in der Lage, die Riuckflosse neu zu generieren. Durch den Diabetes kommt es
zu einer Verschlechterung der Flossenregeneration. Die Regenerationsfahigkeit wird fotogra-
fisch dokumentiert. Eine Computersoftware berechnet das Regenerationsvermégen. Bei den
Zebrafischen, die trotz der Behandlung mit Streptozocin in der Lage waren, die Rickenflosse
vollstandig zu regenerieren, wird die Flosse nach einer bestimmten Zeit ein zweites Mal am-
putiert®. Am Ende der Versuche werden die Tiere getotet.

Tierversuche mit Zebrafischen in der

Grundlagenforschung
Humanerkrankungen und Tierverhalten/Biologie e Kardiovaskul. System (Blut- u. LymphgefiRe)
(Anzahl beantragte Fische, Quelle: Animaltestinfo)

= Onkologie

Nervensystem

Atmungssystem
m Gastrointestinales System, inkl. Leber
= Muskuloskelettales System
m Immunsystem

® Urogenitales System/Stoffwechsel

m Sinnesorgane (Haut, Augen, Ohren)
u Endokrines System/Stoffwechsel

» Multisystemisch

= Ethologie, Tierverhalten, Tierbiologie

= Andere
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Fluoreszierende Zebrafische zur Erforschung von GefaBschaden

Bei Patienten mit Diabetes mellitus entsteht das sogenannte Methylglyoxal als Nebenprodukt
von Stoffwechselvorgéngen. Es fihrt zu GefaBschaden, die u.a. Diabetes-bedingte Netz-
haut-erkrankungen des Auges und Nierenerkrankungen nach sich ziehen. Um die Wirkweise
dieser Zuckerablagerungen besser zu verstehen, werden Zebrafischembryonen eingesetzt,
bei denen klnstlich GefaBschaden durch hohe Glucose und Methylglyoxal-Konzentrationen
erzeugt werden. Fur diese Untersuchung werden die Fische zuvor gentechnisch verandert
(Bezeichnung: tg(fli1:EGFP))?" 22, Dazu wird ihnen im Ein-Tages-Stadium ein DNA-Fragment
injiziert, damit sie wahrend der Embryonalentwicklung in allen BlutgefdaBen ein Fluoreszenz-
protein (EGFP) produzieren, das mit einem speziellen Lichtmikroskop erkennbar wird. Damit
werden die Fehlbildungen bei der GefaBentwicklung durch Ablagerungen am lebenden
Organismus beobachtet®?,

Fluoreszenz durch gentechnische Verdnderung: Links und rechts eine griin fluoreszierende Maus unter UV-Licht.
In der Mitte eine Maus ohne Griinfluoreszierendes Protein (GFP).

Quelle: Ingrid Moen, Charlotte Jevne, Jian Wang, Karl-Henning Kalland, Martha Chekenya, Lars A Akslen, Linda Sleire, Per @ Enger, Rolf K
Reed, Anne M @yan and Linda EB Stuhr: Gene expression in tumor cells and stroma in dsRed 4T1 tumors in eGFP-expressing mice with and
without enhanced oxygenation. In: BMC Cancer. 2012, 12:21. doi:10.1186/1471-2407-12-21, PDF.
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Kinstlich erzeugt: Herzmuskelerkrankungen bei Zebrabarblingen

Trotz anatomischer Unterschiede zwischen Saugetier- und Zebrafischherz verwenden Forscher
Zebrafische, um die genetischen Mechanismen angeborener Herzerkrankungen des Men-
schen zu untersuchen®. Uber die zelluldren Mechanismen verschiedener Herzmuskelerkran-
kungen ist wenig bekannt. Daher werden diese Erkrankungen auf genetischer Ebene beim
Menschen ermittelt. Diese Genveranderungen werden dann kinstlich beim Tier hergestellt,
indem sie in die DNA des Fischembryos eingebaut werden. Das Tier entwickelt sich dann mit
dem genetischen Schaden. Wahrend ihrer Entwicklung sind die Zebrafische durchsichtig. Die
Forscher nutzen dies und beobachten mit Hilfe von Fluoreszenztechniken die Entwicklung der
Erkrankung am lebenden Tier.

Verletzte Herzen und Hitzeschocks

Auch Zebrabarblinge verfagen Uber ein beachtliches Regenerationsvermégen. Sie kdnnen
sogar eine Verletzung am Herzen regenerieren. Inzwischen wurde ein molekularer Mechanis-
mus aufgedeckt, der bei den Fischen fir die Regeneration sorgt®®. Ein Signalprotein an den
Wundrandern macht es méglich. Um diese Erkenntnisse zu gewinnen, wurden verschiedene
gentechnisch veranderte Fischlinien im Alter von 4 bis18 Monaten und 8 bis 9 Wochen ver-
wendet und mit einem in flissigem Stickstoff gefrorenen Kupferfaden am Herzen so verletzt,
dass Gewebe abstarb (sogenannte Cryoinjury)?®2?, Um bei anderen transgenen Fischen eine
durch Hitzeschock ausgeldste Reaktion des Gewebes zu bewirken, wurden die Fische fir eine
Stunde in 37° warmes Wasser gesetzt und danach die Wassertemperatur wieder auf 27 °C
reduziert. Dies sollte den Selbstheilungsmechanismus blockieren. Eine Teilgruppe wurde nach
funf Stunden getotet und die Herzen entnommen. Bei einer anderen Teilgruppen wurden die
Hitzeschockexperimente mehrfach wiederholt. Danach wurden auch diese getétet und unter-
sucht.

Die Halfte der Fische sterben in akuten Giftigkeitstests

Auch in der regulatorischen Toxikologie, d.h. bei gesetzlichen vorgeschriebenen Giftigkeits-
prifungen, werden Fische eingesetzt. In der Okotoxikologie sind Fische immer noch wesentli-
cher Bestandteil der Prifszenarien. Um beispielsweise das toxische Potential von chemischen
Ausgangsstoffen, Fertig- und Zwischenprodukten, Pestiziden, Bioziden, Nahrungsmittel-
zusatzstoffen oder Duftstoffen zu untersuchen, wird z.B. der akute Giftigkeitstest durchge-
fuhrt. Dazu werden Zebrafische der Prafsubstanz ausgesetzt. Vor dem Versuch erfolgt eine
sogenannte Dosisfindungsstudie, um die Test-Konzentrationen auswahlen zu kénnen. Unter-
suchungsziele sind die akute letale (tdédliche) Toxizitat, also die Konzentration im Wasser, die
50 Prozent einer Prafgruppe von Fischen innerhalb einer bestimmten Wirkungsdauer totet.
Die Fische werden der dem Wasser zugesetzten Prifsubstanz fir einen langeren Zeitraum mit
wechselnden Konzentrationen ausgesetzt. Die Todesfalle werden mindestens alle 24 Stunden
erfasst. Soweit moglich, werden bei jeder Beobachtung auch die Konzentrationen berechnet,
die 50 Prozent der Fische toten (LC50-Test). Auch die Uberlebenden Tiere werden nach dem
Versuch getotet®@.




Leidensreduzierung: Fischembryos statt ausgewachsene Fische

Es gibt mittlerweile mehrere Verfahren, die ohne ausgewachsene Fische auskommen: Dies
sind der Fischembryo-Toxizitatstest (FET) (OECD Testrichtlinie 236), der kurzfristige Giftigkeit-
stest am Embryo und Dottersackstadien (OECD 212), der Early Life Stage-Test mit Fischlarven
(OECD 210) und der sogenannte ,Fischeitest” (DIN 2001), bei dem statt ausgewachsenen
Fischen die frisch befruchteten Eier des Zebrabarblings in der Abwasseruntersuchung einge-
setzt werden. Da Larven gegenlber Chemikalien sehr empfindlich sind, gelten diese Tests als
gut geeignet zur Vorhersage des gesamten Lebenszyklus. Zu den frithen Entwicklungsstadien
zahlen das befruchtete Ei, verschiedene Embryonalstadien, die Larve, die sich noch vom Dot-
tersack ernahrt (Eleutheroembryo) und die freischwimmende Larve, die sich selbst ernahrt.
Die Giftigkeit wird anhand der Schadigung des Embryos gemessen, sowie der Schlipfrate der
Larven, der Mortalitat sowie anhand von Wachstum und méglichen Deformationen. Diese Er-
satzmethoden zum ausgewachsenen Fisch werden in der Fachwelt begrifBt. Doch sie bergen
ein moralisches Dilemma: Unter tierethischen Gesichtspunkten ist diese Methode nicht wirk-
lich tierversuchsfrei, weil hier noch immer ein lebendes Tier eingesetzt wird. Dennoch tragen
sie zur Leidensreduzierung bei. Fischembryonen werden als Ersatz oder Methodenverfeine-
rung betrachtet, da vermutet wird, dass die Entwicklungsstadien wahrscheinlich keine oder
weniger Schmerzen, Leiden, Stress oder nachhaltige Schaden erleiden?® 29, Insofern handelt
es sich hier um eine Verfeinerung des Tierversuchs mit dem Ziel, das Leid der ,Versuchstiere”
zu reduzieren.

Fischembryotest gilt nicht als Tierversuch

Obgleich es sich um lebende Organismen handelt, gilt der Fischembryotest FET nach der
EU-Tierversuchsrichtlinie nicht als Tierversuch. Die Regulierungsbehérden haben einheitlich
festgelegt, dass frihe, noch nicht ,freilebende” Entwicklungsstadien von Fischen als nicht
geschltzt eingestuft werden. Darunter fallen demnach auch alle Stadien, die sich noch nicht
unabhdngig ernahren kénnen. Beim Zebrabarbling wurde erst deutlich spater als 120 Stunden
nach Befruchtung der Eier eine aktive externe Nahrungsaufnahme beobachtet. Daher wer-
den Experimente mit dem Zebrabarbling bis zu einem Alter von 5 Tagen nicht als Tierversuch
betrachtet und auch nicht in der Tierversuchsstatistik erfasst®®.

Problem: Fischembryotest wird nicht von allen Beh6érden anerkannt

Der Fischembryotest (OECD Testrichtlinie 236) ist seit 2013 zwar eine anerkannte Alternativ-
methode zu Versuchen mit ausgewachsenen Fischen (OECD Testrichtlinie 203). Fur diese aku-
ten 5-Tage-Toxizitatstests ist der Embryotest jedoch nur als Alternative und nicht als Ersatz
anerkannt®?. Deswegen fuhren viele Hersteller weiterhin Tests an ausgewachsenen Fischen
durch, wie u.a. den 5-Tage Toxizitatstest an Fischen (nach OECD Testrichtlinie 203), die ver-
langerte Giftigkeitsstudie am Fisch (OECD Testrichtlinie 204), den 28-tdgigen Jungfischwachs-
tumstest nach OECD Testrichtlinie 215) oder den Sexualorgan-Entwicklungstest (nach OECD
Testrichtlinie 234). Bei Hinweisen auf Nervengiftigkeit insbesondere bei der Pestizidherstel-
lung fordert auch die Europaische Behorde fir Lebensmittelsicherheit (Efsa), dass ein Fisch-
test durchgefihrt wird. Um diese Tests am adulten Fisch beenden zu kénnen, arbeiten Wis-
senschaftler derzeit an der Entwicklung eines Vergleichstests, um die Aussagefahigkeit des
Embryotests als Alternative zum Fischtest noch weiter zu auszubauen.
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Fischlarventest in einem Forschungsinstitut Foto: anyaivanova, istockphoto.com

Fischembryotest auf dem Priifstand

Derzeit lauft eine Gutachtenbewertung im Auftrag der EU-Chemikalienagentur. Bisheri-

ge Abgleiche von mehr als 300 Substanzen gegen den Fischtest (OECD 203) haben gezeigt,
dass die Ergebnisse zu 95 Prozent Ubereinstimmten. Die Industrie — auch in den USA —ist am
Fischembryotest interessiert und nutzt ihn in der Routineprifung. Der Test ist weitaus kosten-
gunstiger als der konventionelle Fischtest. Nur, wenn es um die Chemikalienregulierung geht,
ist man in den USA zurlckhaltend und verlangt den Fischtest. Da auch deutsche Hersteller
ihre Produkte in den USA vermarkten wollen, fihren sie nicht selten den Fischtest auf der
Grundlage der Anforderungen der US-amerikanischen Umweltbehérde (EPA) durch.

Fische in Langzeit-Giftigkeitstests

Fische kommen auch im Bereich der Langzeit-Giftigkeitstests (Langzeittoxizitat) zum Einsatz.
Zum Beispiel beim sogenannten ,Extended One Generation Reproduction Test” (OECD Te-
strichtlinie 240). Dabei werden Reiskarpflinge (Medaka) Uber mehrere Generationen einer
Substanz ausgesetzt. Dabei werden die Effekte einer Chemikalie auf mehrere Generationen
des Reiskarpflings untersucht. Britende Paare werden der Substanz im Wasser ausgesetzt.
Hiernach wird die Fruchtbarkeit (Anzahl gelegter Eier) und gesondert Schlupf und Uberleben
der Nachkommen sowie deren Entwicklunguntersucht. Die Tiere werden danach wieder in
Paaren zusammengesetzt, das Reproduktionsverhalten beobachtet und wiederum die Anzahl
gelegter Eier, Schlupfrate und Uberlebensfahigkeit der Larven ermittelt. Tote Eier werden
entfernt. Alle Tiere werden nach dem Versuch getétet, gewogen und vermessen. Zudem wer-
den Leber, Niere und Geschlechtsorgane entnommen und untersucht.
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Fische werden uber 28 Tage einer giftigen Substanz ausgesetzt

Ein weiteres Beispiel ist der , Juvenile Growth Test” (OECD 215). Dieser Langzeit-Giftigkeitstest
dauert 28 Tage. Hier werden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) Gber einen lange-
ren Zeitraum einer potenziell giftigen Substanz ausgesetzt. Danach wird die Auswirkung der
Chemikalie auf das Wachstum der Jungfische untersucht. Ermittelt werden soll die geringste
Testkonzentration, bei der das Wachstum der Fische noch signifikant beeintrachtigt wird®".
Far den ,Juvenile Growth Test” gibt es noch kein anerkanntes tierversuchsfreies Verfahren.

Lichtblicke: Giftigkeitspriifungen ohne Fische

Verschiedene Wissenschaftlerteams haben in den letzten Jahrzenten versucht, den akuten
Fischtest (OECD 203) durch Fischzelllinien zu ersetzen®? 33, Bereits 1985 wurden in Kanada
Zellkulturen beispielsweise aus Leberzellen der Regenbogenforelle entwickelt®4 3%,

Ein neues Verfahren ist das des Schweizer Wasserforschungsinstituts EAWAG. Die Methode
auf Basis von Kiemenzellen ist in ihrer Vorhersagefahigkeit fur die akute Fischtoxizitat mit
dem Fischembryotest vergleichbar. Dieser Test hat einen entscheidenden Vorteil zum Leber-
zelltest: Die Kiemen sind gute Anzeiger fir Chemikalien im Wasser. Schadigungen lassen sich
durch Messungen der Vitalfunktionen dokumentieren, beispielsweise die Beeintrachtigung
der Sauerstoffversorgung der Kiemenzellen. Die Auswertung der Messungen lasst eine Be-
urteilung der Sterblichkeitsrate der Fischzellen zu. Wie beim Fischtest wird die Konzentration
bestimmt, bei der 50 Prozent der Zellen sterben. Bei Untersuchungen hat sich jedoch heraus-
gestellt, dass die Zelllinie far einige Substanzen nicht empfindlich genug ist (36). Derzeit lauft
eine internationale Ringstudie in verschiedenen Laboratorien in Europa und den USA zur
Untersuchung von Robustheit und Vergleichbarkeit der Methode. Sobald die Ergebnisse der
Studie vorliegen soll das Verfahren auf EU- (EURL-ECVAM) und internationaler Ebene (OECD)
behordlich anerkannt werden®?).

Kombination von Zelllinien dokumentiert Erbgutveranderungen

Neben der Kiemenzelllinie RTgill-W1 nutzen die Schweizer Wissenschaftler auch die Leberzell-
linie (RTL-W1) und die Darmzelllinie der Regenbogenforelle (RtgutGC)©& 39, Fur Tests, die die
Wirkungen von Stoffen aus oberflachlichen Sedimentschichten von Gewassern auf das Erbgut
von Zellen untersuchen (Mutagenitatsstudien), hielten Forscher z.B. die Fisch-Leberzelllinie
geeignet sowie den Ames-Test, ein Riickmutationstest (Punkt- oder Genmutation) mit dem
Bakterium Salmonella typhimurium. Sie empfehlen jedoch die Kombination aus beiden Tests,
da die beiden Zellinien unterschiedliche Mutationsereignisse, also Veranderungen des Erbgu-
tes, dokumentieren kdnnen®9,

Zellen dokumentieren Wirkung schadlicher Metalle

Weitere Zelllinien, die fir bestimmte Fragestellungen im Bereich der akuten Giftigkeit ge-
nutzt werden, sind die Kiemenzellen (Primare Kiemenepithelzellen (FIGCS)), mit denen vor
Ort in den Gewassern 6kotoxikologische Tests durchgefihrt werden kdnnen®“' 42, Allerdings
werden die Zellen von frisch getoteten Forellen entnommen®. Diese Zellen sind in der Lage,
bioreaktive Metalle in Flussfeldversuchen aufzuspiren. Dies sind Metalle, die negativen Ein-
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Trinkwassergewinnung in Deutschland erfolgt nicht nur iiber Grundwasser, sondern auch aus Flusswasser.
Blick auf die Wassergewinnungsanlage in Essen-Burgaltendorf an der Ruhr. Foto: Maschinenjunge

fluss auf Lebewesen in ihrer Umgebung haben kénnen. Die Primarzellen sind fur Bioverfig-
barkeits- und Giftigkeitsuntersuchungen in nattrlichen Lebensraumen geeignet®® und sind
als Ersatz fur die Giftigkeitstests am Fisch, fur Bioakkumulationsstudien sowie fir Wasserqua-
litatsmonitorings nutzbar®.

Fischvirus: Zellen ermdglichen Untersuchung

Eine weitere Zelllinie (PLHC-1) aus dem Leberkarzinom eines Zahnkarpfens, eignet sich fur
die Umweltbeobachtung®“®. Aus der Ruckenflosse des Reiskarpflings wurde eine Zelllinie
(OLHNI-2) gewonnen, mit der 2010 ein Fischvirus untersucht werden konnte®“”. Weitere Zell-
linien stammen aus den Epithelzellen (FHM) der Elritze, aus dem Keimdrisengewebe (RTG-2)
der Regenbogenforelle, aus dem Gewebe (BF-2) von Jungfischen des Blauen Sonnenbarschs
sowie aus dem Bindegewebe (Fibroblasten) des Goldfisches. Letztere kann die zellschadigen-
de Wirkung von Chlorphenolen (Chlorkohlenwasserstoffe) bestimmen®®. In einem anderen
Forschungsprojekt (CElISens-Eco8) wurde eine Strategie zur Vorhersage von direkt tédlich
wirkenden industriellen organischen Chemikalien entwickelt. Diese basiert auf Fisch-Zelllinien
und Zebrabarblingsembryonen®.

EU fordert Nutzung mehrerer Ansatze

Die europaische Validierungsbehdérde ECVAM, die fur die Anerkennung neuer Verfahren als
Ersatzverfahren zum Tierversuch zustandig ist, hat in ihrem Statusbericht far 2015 drei tier-
versuchsfreie Verfahren zu Giftigkeitstests an Fischen beurteilt und hat einen Strategieplan
vorgelegt, wie die Tierversuche minimiert oder vermieden werden kénnen®”. Darunter fiel
ein Test auf zellschadigende Wirkung auf Basis einer Fischzelllinie (Kiemenzelllinie der regen-
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bogenforelle RTgill-W1) und sogenannte ,, Adverse Outcome Pathways” (AOPs) fir den Be-
reich der Langzeitgiftigkeitstests an Fischen. Unter AOPs versteht man Untersuchungen, Gber
welche Wege und Mechanismen Chemikalien den Kérper negativ beeintrachtigen kénnen.
Dazu betrachtet man den schadigenden Einfluss beginnend mit der molekularen Ebene, Uber
die Zellebene, das Organ, den gesamten Organismus bis hin zu einer ganzen Population®9,
Verschiedene Forschungsgruppen arbeiten an der Identifizierung und Beschreibung dieser
~AOPs” fur die chronische Fischtoxizitat. Dazu beobachten sie friihe Entwicklungsstadien wie
Embryos und Larvenstadien mit dem Ziel, eine Toolbox mit relevanten AOPs und dazu passen-
de, auf dem FET basierende, Tests zu entwickeln, um diese AOP-Ereignisse erkennen zu kén-
nen.

Ein weiteres Verfahren, das als "Treshold of Toxicological Concern" (TTC) bezeichnet wird,
zielt darauf ab, das Expositionsniveau aller Chemikalien bestimmen zu kénnen, unter dem
kein spurbarer schadigender Effekt auftritt. Das Konzept wird bereits bei der Risikobewer-
tung von Chemikalien bezlglich der Wirkung auf die menschliche Gesundheit eingesetzt und
bei der Europaischen Behoérde fur Lebensmittelsicherheit (Efsa) fur die Risikobewertung von
Ruckstanden in Lebensmitteln diskutiert. Hier wird das Konzept auf im Wasser beheimatete
Lebewesen Ubertragen. Die Anwendung kann helfen, Giftigkeitstests mit Fischen zu vermei-
den®",

Einsatzmoglichkeiten von Zelllinientests werden tberpriift

Unter Berlicksichtigung des gegenwartigen Stands der Technik schldgt die Validierungsbehér-
de vor, dass u.a. zur Identifizierung und Klassifizierung der akuten und chronischen Fischto-
xizitat eine Vielzahl an Ansatzen genutzt werden sollte, um den Tierversuch zu minimieren
oder besser zu vermeiden®?. Dazu sollen mehrere OECD-Testrichtlinien Gberarbeitet bzw.
Uberpraft werden. AuBerdem sollen die Einsatzmdglichkeiten von Zelllinientests untersucht
und validiert werden. Zudem soll der Zebrafisch Embryotoxizitatstest, der TTC-Ansatz sowie
die Anwendung des AOP-Konzepts vorangetrieben werden. Weitere MaBnahmen sind die
Eruierung der Méglichkeiten, wie das Waiving-Prinzip. Dieses kénnte den Verzicht auf den
Tierversuch mit Fischen ermdglichen, wenn Informationen fiur vergleichbare Substanzen oder
Molekule bereits vorliegen. Weiterhin setzt die Zulassungsbehérde auf den Einsatz weitere
Modelle zur Vorhersage der Bioakkumulation (Anreicherung einer Substanz im Organismus),
die Verbesserung von computerbasierten Vorhersagemodellen und die Entwicklung einer
OECD-Testrichtlinie fur eine in-vitro-Leberstoffwechseluntersuchung.

2t .
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Diese MaBnahmen sind bereits in der Umsetzung: Neben Ringstudien zur Uberprifung der

Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit von Zellkulturen konnten Wissenschaftler in einer ak-
tuellen Forschungsarbeit mit einem Computermodell belegen, dass untersuchte Chemikalien
wahrend der verschiedenen Lebensstadien des Fisches (Embryo-Larve-ausgewachsener Fisch)
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die gleichen Toxizitatsmechanismen aktivieren. Die Befunde stitzen das Argument, dass der
Fischembryotest eine geeignete Alternative fir den akuten Fischtest ist®?. Eine Uberarbei-
tung der Richtlinie 203 (akuter Fischtoxizitatstest) begann im September 201454,

Ferne Zukunftsvision: Fish-on-a-Chip

Ein Losungsansatz kénnte analog zum Human-on-a-Chip der Fish-on-a-Chip sein. Doch eine
Kombination einzelner Fischorgane in Miniaturform auf einem Chip gibt es noch nicht.
Schweizer Wissenschaftler haben jedoch einen Anfang gemacht: Mit einem Organ-on-a-Chip
mit Fischdarmzellen werden Expositions- und Transportphanomene untersucht sowie phy-
siologische Stressfaktoren und das Zusammenspiel verschiedener Zelltypen. Die in-vitro-Zell-
methoden sind aber derzeit noch nicht validiert. Momentan laufen Machbarkeitsstudien im
Rahmen von Doktorarbeiten®>. 2014 stellten zudem chinesische Wissenschaftler einen Zebra-
fish-on-a-Chip fur Giftigkeitstests und Untersuchungen von fruchtschadigenden Effekten vor.
Allerdings nutzten sie Embryos und Larven vom Zebrafisch zur Bewertung der Auswirkungen
eines Asthmamittels®®. In ferner Zukunft wird es moglich sein, mithilfe der Chiptechnologie
spezielle Fragestellungen zu beantworten. Der grundsatzliche Ersatz von Tierversuchen durch
Chips im Hochdurchsatzverfahren liegt im Bereich der aquatischen Toxikologie jedoch noch in
weiter Ferne. Zu viele komplexe Stoffwechselfunktionen in und zwischen den verschiedenen
Organen mussen noch geklart werden.

Softwareprogramme erganzen Zelltests

Es gibt einige frei verfiigbare Softwareprogramme, um die Eigenschaften von Chemikalien
zu beurteilen. Mit ihnen lasst sich eine mogliche Giftigkeitswirkung im Wasser vorhersagen.
Diese Vorhersagemodelle reichen zwar alleine nicht aus, doch sie kénnen den FET und die
in-vitro-Zelltests erganzen.

Abwassertests: Fischeier statt Goldorfen

Far Routineuntersuchungen von Abwassern werden weltweit Fische eingesetzt. Vor 2003
wurde in Deutschland fir die Ermittlung der potentiellen Toxizitat von Abwassern der soge-
nannte akute Fischtest mit Goldorfen genutzt. Seit 2004 wurde dieser Test flur die Bestim-
mung der Abwassertoxizitat durch den sogenannten ,Fischeitest” (DIN 2001) mit Fischeiern
des Zebrabarblings ersetzt. Hierbei wird die Embryonalentwicklung der Zebrafische wahrend
der ersten Stunden nach der Befruchtung des Eies beobachtet. Die Methode wurde vom Bun-
desverband Menschen fir Tierrechte bereits beim ersten Versuchstier des Jahres 2003 vorge-
stellt®”). Der Abwassertest geht auf die Initiative des Umweltbundesamtes zurtck®®.

Langerfristige Tests ohne Fischeinsatz

Das Schweizer Wasserforschungsinstitut EAWAG hat eine in-vitro-Testmethode entwickelt,
bei der die Teilungsgeschwindigkeit von Kiemenzellen der Regenbogenforelle gemessen und
mit einem Computermodell auf den gesamten Fisch hochgerechnet werden kann®®. Derzeit
kann jedoch noch nicht beurteilt werden, ob sich die Kiemenzellen als ,,Indikatoren” fur alle
Gewebe im Fisch bewahren. Die Forscher hoffen, dass das Verfahren zuklnftig die langfristi-
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gen Tierversuche zum Fischwachstum (OECD Testrichtlinie 215) ersetzen kann. Die Schweizer
Wissenschaftler versuchen zudem, das Fischwachstum mittels eines in-vitro-Tests vorherzusa-
gen. Die Zelltests sind dabei direkt mit Computermodellen verknipft.

Humane Krankheitsmodelle statt genmanipulierte Fische

Anstelle von Tiermodellen kénnen heute auch humane Krankheitsmodelle in der Petrischale
erzeugt werden. Wie bei den gentechnischen Veranderungen beim Tier kann dafir ebenfalls
die CrispR/Cas9-Methode genutzt werden. Das wichtigste Ziel von in-vitro-Krankheitsmo-
dellen ist es, ein tieferes Verstandnis in die Krankheitsursachen zu gewinnen, um neue oder
verbesserte Therapien zu entwickeln. Es gibt mittlerweile unzahlige Krankheitsmodelle in der
Petrischale fur die Organe Herz, Lunge, Darm, Leber und Nieren. Weitere Modelle eignen sich
fur die Untersuchung der Blutbildung, der GefaB3e, des Hormonhaushaltes, des Skeletts und
des Nervensystems. Hinzu kommen Knorpelerkrankungsmodelle, Hauterkrankungsmodelle
und Modelle der verschiedensten Infektions- und Krebserkrankungen®®,

Ausblick: No6tig sind Investitionen und Kombinationsverfahren

Beim Fisch wird der kontinuierliche Anstieg der Tierverbrauchszahlen im Bereich der gentech-
nischen Veranderung besonders deutlich. Dies zeigt — nicht nur fir den Fisch — die Dringlich-
keit eines Verbotes von Patenten auf Tiere sowie den Schutz der genetischen Integritat von
Lebewesen. Dabei bieten humane Krankheitsmodelle ein groBes Potential, um Krankheiten
des Menschen zu untersuchen. Die Zukunft in der Grundlagenforschung muss deswegen hei-
Ben: Menschliche Krankheitsmodelle statt genmanipulierte Tiere.

Betreffend des Entwicklungsstandes der tierversuchsfreien Methoden lasst sich sagen, dass
bereits diverse Bausteine an Verfahren zur Verfigung stehen. Bewahrt hat sich zweifelsfrei
der Fischembryotest. Laufende Untersuchungen bestatigen seine Aussagefahigkeit insbeson-
dere als Alternative fur den akuten Fischtest. Zudem ist die Industrie an dem vergleichsweise
kostenglinstigen Embryotest interessiert, was dem Verfahren weiteren Auftrieb geben wird.
Doch der Test an Embryonen birgt ein moralisches Dilemma: Unter tierethischen Gesichts-
punkten ist diese Methode nicht wirklich tierversuchsfrei, weil hier noch immer lebende Tiere
eingesetzt werden. Fest steht jedoch, dass er zur Leidensreduzierung beitragt, solange es
noch keine anderen Verfahren gibt.

Ein vielversprechender Bereich sind Zelllinientests, wie beispielsweise das Verfahren des
Schweizer Wasserforschungsinstituts EAWAG, das auf Basis von Kiemenzellen arbeitet. Aus
tierethischer Sicht sind diese Verfahren auch teilweise problematisch, da fir die Gewinnung
der Zellen auch Tiere sterben mussen. Aber sie tragen zu einer erheblichen Leidensreduzie-
rung bei, da nicht mehr am lebenden Tier getestet wird. Deswegen ist zu hoffen, dass die
derzeit laufende internationale Ringstudie positive Ergebnisse bringt und die Methoden még-
lichst schnell behérdlich anerkannt werden.

Das grofBte Potenzial zur Ablésung der qualvollen Fischtests liegt in der Kombination verschie-
dener Methoden. Insofern ist die Strategie der EU-Zulassungsbehdérde ECVAM zielfuhrend,
die auf eine VerknUpfung unterschiedlicher Verfahren setzt. Vielversprechend sind u.a. Zell-
linientests, der Fischembryotest, die ,, Adverse Outcome Pathway” (AOPs) fiir den Bereich der
Langzeitgiftigkeitstests an Fischen und das Konzept des "Treshold of Toxicological Concern".
Damit die Kombinationen verschiedener Verfahren in der Praxis ankommen und zur Ablo-
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sung des Tierversuchs beitragen, fordert der Bundesverband, die Validierung und Anerken-
nung von sogenannten integrierten Teststrategien und ggfs. damit verbundener Messgerate,
wenn einzelne Methoden als Ersatz zum Tierversuch nicht ausreichen. Eine weitere wichtige
MaBnahme ist die Streichung der Tierversuchsverfahren aus den Prifvorschriften, sobald ein
tierversuchsfreies Verfahren aufgenommen wird und die zwingende Anwendung dieser Me-
thode.

Um die Entwicklung neuer sowie den Ausbau und Kombination vorhandener tierversuchs-
freier Methoden zu beschleunigen, muss jedoch noch erhebliche Forschungsarbeit geleistet
werden. Dazu muss deutlich mehr Forschungsférderung in die Entwicklung dieser Verfahren
flieBen. Dartber hinaus ist die Etablierung weiterer Lehrstihle far tierversuchsfreie Metho-
den, ein Ausbau der Férderung von Nachwuchswissenschaftlern, die Unterstitzung potenziel-
ler Methoden bis zu ihrer Anerkennung sowie schnelle Anerkennungsverfahren auf europai-
scher und internationaler Ebene notwendig. Denn die behérdlichen Anerkennungsverfahren
dauern mit 6 bis 15 Jahren immer noch viel zu lang.

Weitere zielfihrende MaBnahmen fir einen Paradigmenwechsel hin zu einer tierversuchsfrei-
en Zukunft hat der Bundesverband in einem umfangreichen Ma3nahmenkatalog zusammen-
gestellt.

Rechtsgrundlagen fiir Tierversuche an Fischen

Rechtsgrundlagen fiir die Zulassung von Tierversuchen fiir Pflanzenschutzmittel, Industrie-
chemikalien, Biozide und Veterinararzneimittel.

OECD 203 Akuter Toxizitatstests an adulten Fischen: 5-Tage-Studie

OECD 204 Verlangerte Toxizitatsstudie am Fisch: 14-Tage-Studie (gestrichen)
OECD 210 Early-Life Stage Toxicity Test

OECD 212 Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages

OECD 215 Fish, Juvenile Growth Test

OECD 229 Fish Short Term Reproduction Assay

OECD 230 21-day Fish Assay zum Test auf Ostrogen-/Androgenaktivitat sowie
Aromatase-Hemmung

OECD 234 Fish Sexual Development Test

OECD 240 Medaka Extended One Generation Reproduction Test (MEOGRT)
OECD 305 Bioaccumulation in Fish: Aqueous and Dietary Exposure

REACh-Verordnung 440/2008 und 1907/2006 EG
Chemikaliengesetz sowie
Pflanzenschutzmittel Verordnung 2009/1107/EG

VYV VYV VYVYVVYVYVVY

Ersatz:
» OECD 236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test

AuBereuropaisch:

» EPA OPPTS 850.1400

» EPA OPPTS 850.1075 zur Prifung von Pestiziden auf ihre Wirkung auf aquatische
Okosysteme
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