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1 Einleitung und Zusammenfassung

Die Neuregulierung des europaischen Chemikalienrechts durch die Verordnung zur Regist-
rierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemischer Stoffe (REACH-VO) stellt das
Vorsorgeprinzip fir Mensch und Umwelt hinsichtlich besonders besorgniserregender Stoffe
stéarker in den Vordergrund *. Stoffe mit (sehr) persistenten, (sehr) bioakkumulierenden und
toxischen Eigenschaften (PBT- und vPvB-Stoffe), karzinogene, mutagene und repro-
duktionstoxische Substanzen (CMR-Stoffe), sowie Chemikalien, die in Einzelfallent-
scheidungen als besonders besorgniserregend identifiziert werden (z.B. Stoffe mit
endokriner Wirkung), kénnen zukunftig zulassungspflichtig werden.
Endokrine Wirkungen von Umweltchemikalien bedurfen einer besonderen Teststrategie, da
sie mit den Endpunkten in Standardtests nur unzureichend oder gar nicht erfasst werden 2.
Wahrend Uber die Testverfahren flr den aguatischen Bereich inzwischen weitgehend Ein-
vernehmen besteht und die Endpunktauswahl fortgeschritten ist, ist es weiterhin notwendig
Strategien zu entwickeln, um anhand von vorhandenen Informationen Stoffe zu identifizieren
die moéglicherweise endokrine Eigenschaften haben kdnnten. Hier bieten sich vor allem zwei
Mdglichkeiten an, deren Kombination den erfolgversprechendsten Ansatz ergibt:
¢ Die Nutzung aller bestehenden Informationen beziglich potenziell endokriner Wirkun-
gen, inshesondere auch solcher Daten, die im Rahmen (human)toxikologischer Un-
tersuchungen am Sauger erarbeitet wurden.
e Die Nutzung struktureller Molekilinformationen zur Vorhersage potenzieller endokri-
ner Wirkungen mit Hilfe Quantitativer Struktur-Wirkungs-Beziehungen (QSAR).

Beide Ansatze wurden in dem F&E-Vorhaben bertcksichtigt. Ziel des Vorhaben war es ein
Screeninginstrument zu entwickeln welches die Mdglichkeit gibt, anhand von vorhandenen
Informationen Stoffe zu identizieren die moglicherweise endokrin aktiv sein konnten. Der
Schwerpunkt liegt dabei auf dem Herausfiltern von Stoffen, die mit gréf3ter Wahrscheinlich-
keit ein endokrines Potential besitzen, und die im weiteren VVorgehen intensiver betrachtet
werden sollen. Die eindeutige ldentifizierung eines Stoffes als endokriner Disruptor ist an-
hand des Screeninginstrumentes nicht méglich und auch nicht angestrebt. Die Identifizierung
einer Substanz mit dem Screeninginstrument als potentiell endokrin dient nicht der Einstu-
fung des Stoffes als "besonders besorgniserregend” im Sinne der REACH Verordnung.

Im vorliegenden Bericht wird zunachst in Kapitel 2 ein Uberblick Giber schon existierende
(Q)SAR-Modelle und Uber bekannte Strukturmerkmale gegeben, die zur ldentifizierung mog-
licher endokrin wirksamer Stoffe herangezogen werden kdnnen. Die Bezeichung “endokrin
wirksam* bezieht sich in diesem Vorhaben auf das sexualendokrine System, speziell auf
Ostrogen- und Androgenrezeptor-vermittelte Wirkungen.

Zur Uberprufung der Anwendbarkeit von Strukturmerkmalen fiir die Erkennung endokrin
wirksamer Stoffe wird ein Datensatz von Stoffen mit bekannter endokriner Wirkung (bzw.
Nicht-Wirksamkeit) bendétigt. Es wurden Recherchen zu Stoffen durchgefuhrt, fir die Daten
aus in vitro Tests Uber dstrogene, androgene bzw. antiestrogene oder antiandrogene Wir-
kung vorlagen. Die Testsysteme und die Datenbasis werden in Kapitel 3 beschrieben.

Auf der Basis schon bekannter Strukturmerkmale und anhand des aus Kapitel 3 vorliegen-
den Datensatzes wurde ein Modell entwickelt, das zur Erkennung potentiell endokrin wirk-
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samer Stoffe herangezogen werden kann. Die Vorgehensweise, das zur Durchfiihrung
genutzte Software-System und die Anwendung des Modells auf den EINECS-Datensatz
werden in Kapitel 4 beschrieben.

In Kapitel 5 und 5.5 werden Mdéglichkeiten zur Identifizierung potentiell endokrin wirksamer
Stoffe an Hand von Befunden aus (human)toxikologischen Untersuchungen am Sauger auf-
gezeigt. Daten aus Langzeitstudien mit Mehrfachapplikation und reproduktionstoxikologi-
schen Studien bieten Hinweise auf endokrine Stérungen; als Parameter mit besonderer Aus-
sagekraft wurden identifiziert:

¢ Fehlbildungen der Reproduktionsorgane,
e Fehlbildungen und Variationen der sekundéren Geschlechtsmerkmale,
e Veranderungen der Serumhormonkonzentration.

In Kapitel 6 werden die Befunde aus den reproduktionstoxikologischen Studien an Saugern
mit Ergebnissen aus in vivo Studien mit Fischen und den in vitro Daten verglichen.

In Kapitel 7 werden Moglichkeiten der Integration chemischer und toxikologischer Gruppie-
rungsansatze unter Berlicksichtigung der jeweiligen Aussagekraft und Anwendungsdomanen
beschrieben. Die komplementaren Informationen erlauben eine kombinierte Methodik sowohl
fur die Priorisierung sexualendokrin wirksamer Stoffe als auch fur die Identifizierung von
weiteren Verdachtsstoffen.
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2 Gruppierung von Stoffen auf der Grundlage chemischer
Strukturmerkmale

2.1 Uberblick Uiber existierende (Q)SAR-Modelle

Quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen (QSARS) bieten erhebliche Mdglichkeiten zur
Abschétzung von Eigenschaften und Wirkungen von Chemikalien aus ihrer Struktur. Dabei
sind Verfahren zur Diskriminierung aktiver und nicht-aktiver Stoffe (z.B. endokrine Wirkungen
ja/nein) und Modelle zur Abschatzung von Wirkstarken (z.B. ECs, fur die Interaktion mit Re-
zeptoren) maglich. Endokrin wirksame Substanzen weisen eine erhebliche strukturelle Di-
versitat auf, die in Abhangigkeit von den zugrundeliegenden Rezeptorinteraktionen (Ostro-
gen/Androgen, Agonist/Antagonist) variieren kann. Die Kombination verschiedener qualitati-
ver Verfahren und quantitativer Modelle wird derzeit als notwendig erachtet, um endokrine
Wirkungen mit dem Ziel der Prioritatensetzung zuverlassig abzuschéatzen.

Die meisten QSAR-Modelle und Klassifizierungsverfahren beschreiben, entsprechend den
derzeit gebrauchlichen experimentellen Screening-Verfahren (Ligandenbindungstests), keine
Wirkungen, sondern Bindungsstarken am jeweiligen Rezeptor (% RBA: relative binding affi-
nity). Dies ist in zweierlei Hinsicht einschrankend: (1) Die Bindung an den Rezeptor ist zwar
notwendig, aber nicht hinreichend fir die Ausldsung endokriner Effekte und stellt nur einen
unter mehreren moglichen multiplen Mechanismen dar. (2) Eine Unterscheidung von Ago-
nisten und Antagonisten mittels Strukturmerkmalen ist auf dieser Basis nicht mdglich. Die
groRe strukturelle Ahnlichkeit von, z.B., Ostrogenrezeptoragonisten und -antagonisten ver-
deutlicht eine chemometrische Profilanalyse °. Die Tendenz, dass Antagonisten starker
“bulky” sind, daher mdglicherweise mit weiteren Stellen im Rezeptor interagieren und da-
durch die Quartarstruktur von Proteinen verandern, ist bisher nicht in pradiktive Modelle
fassbar *.

Detaillierte Informationen Uber einige (Q)SAR-Modelle sind in Tabelle 27 und Tabelle 28 im
Anhang aufgefiihrt. Vornehmlich zur Bindung an Ostrogenrezeptoren wurden QSARs fiir
diverse Substanzklassen mit unterschiedlichen Techniken von einfacher Regression bis zu
komplexen Klassifizierungen beschrieben (Reviews z.B. >®). Ein Vergleich zeigt, dass viele
(Q)SAR-Modelle die Hydrophobie (z.T. als log Kow) bzw. die Molekilgroe (z.B. als Moleku-
largewicht) in Verbindung mit Substrukturelementen (z.B. phenolische Ringstruktur, topologi-
sche Indizes) zur Beschreibung der Rezeptoraffinitdten verwenden. Damit liefern diese
(Q)SAR-Modelle eine gute Basis zur Identifizierung von Strukturmerkmalen in Substanzen,
die potentielle ER/AR-Liganden sind (siehe Kapitel 2.3).

Sterische und elektrostatische Interaktionen von Liganden mit Rezeptoren kénnen in silico
mit 3-dimensionalen QSAR-Techniken, z.B. COMFA (Comparative Molecular Field Analysis),
untersucht werden "°*°, Der fiir CERI (Japan) entwickelte Prototyp ADAM (Automatic
Docking Method) simuliert Rezeptorbindungen unter Berucksichtigung flexibler
Konformationen **. Voraussetzung sind Kenntnisse der Struktur und Konformation sowohl
des jeweiligen Rezeptors als auch der Chemikalie im biologischen Medium. Aufgrund des
grof3en Einflusses der subjektiven 3-dimensionalen Optimierung und Ausrichtung von
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Molekilen am Rezeptor ist COMFA zum automatischen Screening grof3er Datenséatze bisher
nicht einsetzbar.

COREPA (common reactivity pattern) beriicksichtigt verschiedene Konformationen flexibler
Molekiile *2. Deskriptorprofile ihrer Reaktivitaten und Wasserstoffbriickenbindungen werden
genutzt um die Bindung an Rezeptoren abzuschéatzen “**'*, Die Methode ist bisher nur
innerhalb von Stoffklassen zuverlassig anwendbar.

Das 4-stufige Modell der U.S. EPA zur Priorisierung endokrin wirksamer Substanzen "%
beginnt mit einfachen Filtern (Molekulargewicht, Ringstrukturen), gefolgt von Zuordnungen
durch parallele QSAR-Modelle auf der Basis von 2-D Strukturen und/oder Klassifizierungs-
modellen der Ahnlichkeit von Molekiilen °. Die 3. Stufe umfasst quantitative Abschatzungen
mittels CoMFA. Zur abschlieRenden Prioritdtensetzung werden die Ergebnisse der Stufen 1-
3 relativ zu Produktionsvolumen, Freisetzung, Exposition, etc. bewertet. Die steigende Kom-
plexitat der Methode minimiert falsch-negative Vorhersagen *°. Die Kombination heterogener
Entscheidungsbaume zu Entscheidungswaldern soll die Anwendungsdomaéne flr unter-
schiedliche Substanzklassen verbessern *’.

2.2 Uberblick tiber (kommerzielle) Expertensysteme

Expertensysteme stellen zumeist automatisierte Plattformen fur die Abschatzung von Che-
mikalieneigenschaften dar. Viele kommerzielle Systeme zeichnen sich durch sehr hohe
Kosten aus, ein Einsatz solcher Programme war im Rahmen dieses Vorhabens nicht mog-
lich.

Expertensysteme kdnnen eingeteilt werden nach:

a) der Art und Weise der Modellerstellung (statistisch, regel-basiert, wissens-basiert),

b) nach Art der Darstellung untersuchter chemischer Strukturen: Modelle, die auf zwei-
dimensionalen Strukturen basieren und solche, die drei-dimensionale Strukturen
betrachten,

c) ferner unterscheiden sich Expertensysteme darin, ob die Nutzer neue Modelle ent-
wickeln, neue Modelle nur hinzu fuigen, oder gar keine Anderung am System vor-
nehmen koénnen.

Regel-basierte Modelle sind auf der Basis automatisierter Regelerkennungen (Mustererken-
nung, andere statistische Verfahren) aufgebaut. Ihr Vorteil besteht darin, dass die abgeleite-
ten Regeln statistisch abgesichert sind. Andererseits besteht haufig der Nachteil, dass ein
mechanistisches Verstandnis fir die abgeleiteten Regeln fehlt ("black-box-Modell").
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Beispiele fur regel-basierte Expertensystem sind:

e TOPKAT (http://www.accelrys.com/products/topkat/) ist ein geschlossenes System,
das nur die vom Hersteller angebotenen Modelle enthélt. TOPKAT bericksichtigt nur
Parameter, die aus der zwei-dimensionalen Struktur abgeleitet werden kdnnen.
TOPKAT enthalt keine Modelle fur den Endpunkt "endokrine Wirkung".

o Multicase (http://www.multicase.com/) berticksichtigt im Gegensatz zu TOPKAT auch
einige Parameter, die sich auf die dreidimensionale Struktur beziehen. Multicase er-
mdoglicht auch die Entwicklung und Nutzung eigener Modelle. Multicase enthalt ein
Modell zur Erkennung von Substanzen mit Bindungspotential fir den dstrogenen
Rezeptor ***°,

e OASIS (http://btu6.btu.bg/) bietet sowohl existierende Modelle als auch die Méglich-
keit zur Modellentwicklung auf der Basis drei-dimensionaler Molekilparameter.
OASIS enthélt ein Modul zu endokrinen Wirkungen %.

o ADMEWorks / ModelBuilder
(http://www.fgs.pl/pl/life _science/admeworks modelbuilder/overview) bietet mit seiner
ModelBuilder-Komponente ein leistungsstarkes Tool zur Entwicklung von QSAR-
Modellen. Es kdnnen Modelle auf der Basis von zwei- oder drei-dimensionalen Struk-
turen entwickelt werden. Die ADMEWorks-Kompomente bietet dagegen schon ent-
wickelte Modelle an. ADMEWorks enthélt aber keine Modelle zum Endpunkt "endo-
krine Wirkung".

e OECD (Q)SAR Application Toolbox (http://www.oecd.org/env/existingchemicals/gsar)
ist frei verfligbar und bietet umfangreiche Verfahren zur Kategorisierung von Chemi-
kalien. Die Version 1.0 enthalt noch keinen Profiler fur "endokrine Wirkung".

e Propertest in Kombination mit weiteren QSAR-Tools des Fraunhofer IME ?** bietet
Programme zur Berechnung von 2D- und 3D-Molekulparametern, die fir die Ent-
wicklung von QSAR-Modellen genutzt werden kdnnen. Propertest dient in diesem
Vorhaben als Basis zur Implementierung eines Programms zur Durchfiihrung Sub-
struktur-basierter SAR-Modelle zum Endpunkt "endokrine Wirkung".

Als ein Beispiel fur ein wissens-basiertes Expertensystem kann das Programm DEREK ge-
nannt werden. Wissens-basierte Systeme werden aufgrund der Erfahrung von Spezialisten
erstellt und es liegt in der Regel keine statistische Ableitung der Modelle vor. DEREK bietet
keine Modelle zum Endpunkt "endokrine Wirkung" an.
(http://www.lhasalimited.org/index.php?cat=2&sub _cat=64)
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2.3 Aufbereitung des Kenntnisstandes tber Strukturmerkmale, die eine
Wechselwirkung mit Ostrogen- oder Androgenrezeptoren
ermaoglichen

Die Gruppierung von Stoffen als potentielle Liganden von Ostrogen- oder Androgen-Rezep-
toren bericksichtigt drei wesentliche Aspekte:

e Grundgeruste, die "steric fit" am Rezeptor bedingen,

e Substrukturen, die fur lokale Wechselwirkungen mit Bindungsstellen im Rezeptor ver-
antwortlich sind,

e physiko-chemische Eigenschaften, die Bindungsstarken am Rezeptor bestimmen,
modulieren oder abbilden kénnen.

Fur chemisch analoge Stoffklassen, die anhand ihrer Grundgeruste identifiziert werden, kdn-
nen deren relative Rezeptorbindungsstérken durch weitere (kleinere) Substrukturen und phy-
siko-chemische Eigenschaften beschrieben werden. Die entsprechenden QSAR-Modelle
sind spezifisch fir diese Substanzklassen. Substruktur-basierte Modelle fir einen breiteren
Anwendungsbereich verwenden zumeist mehrere charakteristische (kleinere) Bausteine, z.B.
phenolische OH-Gruppen mit definiertem Substitutionsmuster des aromatischen Rings
918.19.2426 ' Als Modulatoren der Rezeptorbindungsaffinitaten dienen weitere Substrukturen
und verschiedene physiko-chemische, z.B. sterische und elektronische, Eigenschaften.

Strukturmerkmale, die gemaf Literaturrecherche eine Wechselwirkung mit Ostrogen- und/
oder Androgenrezeptoren erméglichen, sind in Tabelle 29 und Tabelle 30 (im Anhang) zu-
sammengestellt. Aus den (Q)SAR-Modellen (Tabelle 27 und Tabelle 28) wurden zuné&chst
anhand der untersuchten Stoffklassen und der verwendeten Deskriptoren gemeinsame Stru-
kturelemente extrahiert. Von einer Unterscheidung von jeweiligen Agonisten und Antago-
nisten wurde abgesehen, da unterstellt werden kann, dass beide Arten von Rezeptorinter-
aktionen zu unerwiinschten Wirkungen von Umweltchemikalien fihren kénnen.

Bemerkenswert ist, dass es nur vier bis funf Datensatze gibt, die von verschiedenen Autoren
mit unterschiedlichen Methoden auf charakteristische Strukturmerkmale untersucht wurden.
Zur 6strogenen Aktivitdt wurden zumeist verwendet:

e NCTR (National Center for Toxicological Research) (n = 232, davon 129 aktive und
103 inaktive Stoffe; Substanzklassen: 33 Steroide, 22 DESs, 47 Phytodstrogene, 31
DDTs, 12 PCBs, 32 Alkylphenole, 8 Phthalate, 15 Pestizide und 32 "Andere"), in vitro
RBA % (Relative Binding Activity in Rezeptorbindungs Studien) %/,

e Diverse Strukturen (n = 188), in vitro RBA % (Relative Binding Activity in Rezeptor-
Bindungs Studien) ** (hierbei handelt es sich offensichtlich um einen Vorlaufer der
NCTR-Datenbasis),

e Aromaten (n = 120, davon 81 aktive, 36 inaktive und 3 ohne ECs-Wert; Stoffklassen:
Bisphenole, Benzophenone, Flavonoide, Biphenyle, Phenole und andere Mono-, Bi-
Aromaten), in vitro E-Screen (Zelltest: Reportergen-Assay) *°.
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Zur androgenen Aktivitat wurden verwendet:

e Diverse Strukturen (n = 202, davon 146 aktive und 56 inaktive Stoffe; Substanzklas-
sen: 54 Steroide, 11 DESs, 17 Phytodstrogene, 19 Phenole, 9 Flutamide, 18 Di-
phenylmethane, 6 PCBs, 7 Phthalate und 61 "Andere"), in vitro AR-Protein binding
affinity %,

e Speed (n = 66, davon 52 aktive und 14 inaktive Stoffe; Substanzklassen: 2 Steroide,
11 DDTs und Bisphenole, 5 Diphenylether, 4 Benzophenone, 7 Phenole, 5 Phthalate,
7 PAKs, 17 Organochlorverbindungen und 8 "Andere"), in vitro Reportergen-Assay %°.

Die in Tabelle 29 und Tabelle 30 (im Anhang) zusammengestellten Strukturmerkmale kon-
nen zwei grundsatzlichern Anwendungen dienen:

e Grundgeriste und Substrukturen zur Erkennung aktiver Stoffe,
o Filterkriterien zur Identifizierung inaktiver Stoffe.

Strukturmerkmale, die als Vorfilter zum Aussortieren von inaktiven Stoffen ("nicht-EDC") vor-
geschlagen wurden (Tabelle 1), kénnen ein wichtiger erster Schritt im Screening grof3er Da-
tenbasen fir die Prioritdtensetzung sein. Bei Kombination geeigneter Kriterien kénnte deren
Effizienz im Bereich von 20-30 % liegen °. Voraussetzung ist, dass keine falsch-negativen
Treffer erzielt werden, d.h. keine tatsachlichen EDC eliminiert werden. In Tabelle 1 sind
publizierte Screening-Kriterien (Vorfilter) zusammengestellt.

Tabelle 1:  Strukturmerkmale, die als Screening-Kriterien (Vorfilter) fiir “nicht-EDC* vorge-
schlagen wurden

Strukturmerkmal Beschreibung Ref.

MW < 94 MW 94 (=Phenol) entspricht dem Tong et al., Hong et al.,
kleinsten méglichen ER-Binder Shietal. "'

oder

MW > 1000

S aromat. —-OH =0 keine Ringstruktur mit Hong et al.,
Wasserstoffbriickenbindungs- Gallegos Saliner et al.,
donatoren Netzeva et al. 833"

log Kow < 4,655 wenn kein phenol. -OH Lipophilie Hong etal. ®

log Kow < 1,485 wenn phenol. -OH

Das Filterkriterium "Molekulargewicht" wurde anhand der NCTR-Datenbasis abgeleitet "**°.

Die untere Grenze (MW < 94) wird von den Autoren damit begriindet, dass Phenol der
kleinste mégliche ER-Binder sei. Die obere Grenze (MW > 1000) ist nicht durch explizite
Strukturen hinterlegt und reflektiert vermutlich die sehr geringe Anzahl von Stoffen mit so
hohem Molekulargewicht.

Das Filterkriterium "phenolische Ringstruktur" stellt eine Kombination von Angaben dar, die
einerseits anhand der NCTR-Datenbasis die Notwendigkeit einer Ringstruktur fur die Bin-
dung an den ER-Rezeptor betonen ® und andererseits nur bei Anwesenheit von Wasser-
stoffbriickenbindungsdonatoren eine 6strogene Wirkung beobachteten **3!. Die Bedeutung
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von Wasserstoffbriickenbindungen, nachgeordnetet moduliert von der Lipophilie der Stoffe,
wurde anhand des Aromaten-Datensatzes *° festgestellt.

Das Filterkriterium "Lipophilie" greift den bereits genannten Aspekt der Notwendigkeit einer
phenolischen Ringstruktur wieder auf und ergénzt dieses Kriterium um den differenzierenden
Faktor "Lipophilie". Ebenfalls anhand des NCTR-Datensatzes abgeleitet, wiederspricht
dieses Kriterium allerdings dem Vorfilter "phenolische Ringstruktur" insofern, als auch Nicht-
Phenole mit sehr hoher Lipophilie als "aktiv" klassifiziert werden.

Eine Uberprifung der Wirksamkeit der Vorfilterkriterien erfolgte anhand des fiir dieses Vor-
haben zusammengestellten Datensatzes von Stoffen mit bekannter endokriner Wirkung und
von Stoffen, bei denen eine endokrine Wirkung mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlos-
sen ist. Die im Kapitel 4.2 detailliert dargestellten Ergebnisse zeigen, dass diese Vorfilter die
Voraussetzung "keine falsch-negativen Treffer" nicht zuverlassig erfullen und wenig effizient
sind (eliminieren ~ 10 % der inaktiven Stoffe).

Fur die Prioritatensetzung im Bereich potentiell endokrin wirksamer Chemikalien sind Grund-
geruste und Substrukturen zur Erkennung aktiver Stoffe die wichtigsten in silico Werkzeuge.
RegelmaRig in vielen Studien identifiziert werden:

e Steroide,

e DESs,

e Phytodstrogene,

e Diphenylmethane,
e Biphenyle,

¢ Phenole.

Insgesamt sind die Befunde recht einheitlich, was u.a. daran liegt, dass samtliche publizier-
ten systematischen Studien zur Analyse und Bewertung von Strukturmerkmalen (Structural
Alerts) zur Identifizierung von dstrogen/androgen wirksamen Substanzen auf in vitro Daten
(i.a. Rezeptorbindungstests, Reportergen-Tests) basieren. Daraus ergibt sich zwangslaufig
eine Einschrankung dieses Inventars: Die Strukturmerkmale beziehen sich nur auf die Unter-
gruppe der sexualendokrin-wirksamen Substanzen, deren Wirkung durch kompetitive Inter-
aktion mit ER/AR-Rezeptoren vermittelt wird. Andere endokrine Wirkungen werden nicht
erfasst.

Tabelle 29 und Tabelle 30 (im Anhang) verdeutlichen eindrucksvoll die groRe Ahnlichkeit von
Ostrogen- und Androgenrezeptoren bezuglich inrer Bindungsstellen. Nur wenige Substanz-
klassen interagieren nur mit einer dieser Rezeptorfamilien, z.B. Phthalate. Weil aber unter-
stellt werden kann, dass jede Bindung von Xenobiotika an Ostrogen- und/oder Androgenre-
zeptoren unerwinscht ist und mogliche Wirkungen nicht ausgeschlossen werden kénnen, er-
scheint es sinnvoll die Erkenntnisse zu beiden Rezeptortypen zusammenzufassen und ge-
meinsame Strukturmerkmale zu extrahieren, die im Sinne einer Prioritdtensetzung zum
Screening auf potentiell endokrin wirksame Substanzen dienen kénnen. Die in Tabelle 2
aufgefuhrten Strukturmerkmale sind als Indiz zu verstehen, dass entsprechende Stoffe
potentielle Liganden von Ostrogen- und/oder Androgenrezeptoren sein kénnen, Aussagen zu
maoglichen Wirkungen sind auf dieser Basis nicht moglich. Substrukturen, die eine Bindung
am Rezeptor verhindern kénnten (Biophobes %), sind grundsétzlich vorstellbar aber weder
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mechanistisch noch statistisch so gut abgesichert, dass sie als zuverlassige Screening-

Kriterien eingesetzt werden konnen.

Tabelle 2:  Strukturmerkmale, die Wechselwirkungen mit Ostrogen- und/oder Androgen-

rezeptoren ermoglichen. ER: Bindung an Ostrogenrezeptor, AR: Bindung an

Androgenrezeptor

Strukturmerkmal

Beschreibung

ER

AR

Steroid-Grundgerust
jede Art von Bindung

\4

DES-Grundgeriist (auch die meisten Phytodstrogene)
Briicke: C-C (Doppelbindung mdéglich) oder O-C (Phyto-
Ostrogene), Substitution erlaubt

A-Ring: p-OH (eher ER), p-Keto (eher AR)

Ring-Subst.: meist para, nicht weiter definiert

Diphenylmethane (z.B. Bisphenole, Benzophenone,
DDTs)

diverse Substituenten, Bindungen an C-Briicke und
Phenolringen erlaubt

Briicke kann C, O, S sein

Biphenyle (z.B. PCBs)
Cl-, OH-Substitution erlaubt
4-OH erforderlich fur Bindung

Dibenzodioxine

Dibenzofurane

Isoindole

Phthalate

neg.
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Strukturmerkmal Beschreibung ER | AR
Phenole v v
diverse Cl- oder Alkyl-, Alkoxy-substitution erlaubt,

HO ortho: nur OH-, CIl-Substitution

X Aromat. Phosphorséaureester ? Y

A A
O—P—0

O

Flutamide ? \4
||3 X1: N, O, C, Xp=X3: C=0, P=S, am Ring: 1 bis 2 m-, p-
/XZ Substituenten
X1

Die auf der Basis von in vitro Daten identifizierten fir ER/AR Aktivierung oder Hemmung
charakteristischen Strukturmerkmale werden durch die Ergebnisse von unterschiedlichen in
vivo Studien grundsétzlich bestétigt, wenn auch aufgrund der komplementaren Anwendungs-
domaénen (siehe Kapitel 7) in vitro / in vivo Extrapolationen nur eingeschrankt moglich sind
und nicht fiir eine Gewichtung der Relevanz von Strukturmerkmalen herangezogen werden

kdnnen.
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3 Zusammenstellung von Stoffen mit bekannter
endokriner Wirkung und von Stoffen, bei denen eine
endokrine Wirkung mit hoher Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen ist.

Ein Teilziel des Vorhabens war die Zusammenstellung von Stoffen mit bekannter endokriner
Wirkung und von Stoffen, bei denen eine endokrine Wirkung mit hoher Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen ist. Im Rahmen dieses Vorhabens beschrankt sich “endokrine Wirkung*“ auf
die uber den Ostrogenrezeptor (ER) oder Androgenrezeptor (AR) vermittelten Effekte, die
Rezeptor-aktivierend (Agonisten) oder -inhibierend (Antagonisten) sein kdnnen. Diese Stoff-
listen dienen unter anderem der Uberpriifung der in Kapitel 2.3 aufgestellten Kriterien. Die
Daten wurden in einer MS-Access-Datenbank zusammengefasst. Insgesamt liegen fir ca.
840 Stoffe Daten vor. Fur ca. 820 Stoffe liegen chemische Strukturen in Form von SMILES-
Codes vor und von diesen Substanzen sind ca. 790 rein organische Substanzen (also keine
Salze, Anorganika etc.). Nur diese kénnen fir SAR-Untersuchungen mittels der oben aufge-
fuhrten Substrukturmerkmale verwendet werden.

3.1 invitro Testsysteme

Zur Untersuchung der 6strogenen oder androgenen Aktivitdt von Substanzen stellen die
rezeptorbasierten in vitro Tests nitzliche Systeme dar, da sie die Fahigkeit einer Substanz,
mit den ER bzw. AR Rezeptor zu interagieren, messen.

Die Effekte von Ostrogenen und Androgenen werden von dem Ostrogen bzw. Androgenre-
zeptor vermittelt, die zu der Superfamilie der nuklearen Rezeptoren zahlen. Nach Bindung
eines Liganden werden die inaktiven Rezeptoren Uiber mehrere Schritte in ihre aktive Form
Uberfiihrt, die an spezifische DNA-Sequenzen bindet und letztendlich zu einer Genaktivie-
rung und Proteinsynthese filhrt, d.h. zu einer biologischen Antwort.

Es existieren zwei verschiedene Ostrogenrezeptor (ER) Formen, die Uiblicherweise als
ERupha Und ERpera beZeichnet werden. Bis 1995 war man der Meinung, dass es nur einen
ER-Typ gébe. Seit 1995 wurden verschiedene Isoformen eines zweiten ER (genannt ERpe,)
identifiziert. Durch das Vorkommen von ERype, im mannlichen Urogenitaltrakt wurde die
Diskussion tiber die Rolle der Ostrogene in mannlichen Organismen neu belebt.

Jeder Rezeptortyp wird von einem separaten Gen codiert, sie zeigen aber eine grof3e Se-
guenzhomologie. Beide ER-Typen sind in den verschiedenen Geweben vorhanden, aber es
gibt einige bemerkenswerte Unterschiede. ER4pna liegt tberwiegend im Endometrium, in
Brustkrebszellen, ovarialem Stroma und im Hypothalamus vor. ER,e;, Wurde nachgewiesen
in Niere, Hirn, Knochen, Herz, Lunge, Darmmukosa, Prostata und Endothelzellen *.

Die meisten der Testsysteme gehdéren zu den folgenden drei Kategorien:
1. Kompetitiver Ligandenbindungstest, der die Bindungsaffinitat einer Chemikalie an
den Rezeptor misst,
2. Reportergen-Test, der die durch Rezeptorbindung ausgeltste Aktivitat misst (NRNA
oder Protein),
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3. Zellvermehrungstest, der die durch Rezeptorbindung ausgeléste Zellvermehrung
misst.

Die haufigsten Testsysteme, die zur Detektion von ¢strogener oder androgener Aktivitat
verwendet werden, werden im Folgenden kurz vorgestellt.

3.1.1 Ligandenbindungstests

Die Tests beruhen auf dem primaren Wirktyp der Steroide, der Bindung an den Rezeptor.
Die Rezeptoren werden aus dem zytosolischen oder nukle&ren Extraxt von verschiedenen
Saugern oder anderen Wirbeltieren gewonnen *3. Die meisten Ostrogenbindungstests quan-
tifizieren die Fahigkeit der Testsubstanz mit radioaktiv markierten Estradiol um die Bindung
an den Rezeptor zu konkurrieren. Die Konzentration der Testsubstanz, die die Bindung des
markierten Estradiols um 50 % reduziert wird, als ICs, bezeichnet (Inhibitory Concentration).
Testergebnisse weren als ICsy Konzentration angegeben oder als relative Bindungsaffinitat
(RBA), die sich aus dem Verhéltnis der ICs, der Testsubstanz zu der ICs, des unmarkierten
Estradiols ergibt (meist in Prozent). Die Bedeutung dieser Tests liegt in erster Linie in der
Charakterisierung einer Substanz als Rezeptorligand. Agonistische oder antagonistische
Eigenschaften sowie die Fahigkeit, Transskriptions- und Translationsprozesse auszulésen,
koénnen nicht differenziert werden.

3.1.2 Reportergen-Tests

Reportergen-Tests basieren auf der Fahigkeit einer Substanz durch Rezeptorbindung
Transkriptionsprozesse auszuldésen. Somit erméglichen diese Systeme eine integrale
Erfassung der molekularen Kaskaden der Rezeptoraktivierung.

Reportergen-Tests werden mit genetisch veranderten Vertebratenzellen (meist Sduger) oder
Hefezellen durchgefiihrt. Die Transformation erfolgt durch Einfihren von Vektoren mit der
entsprechenden Rezeptor DNA-Sequenz zusammen mit dem “Response element®, verknuipft
mit einem Reportergen. Daneben gibt es Zellsysteme mit endogenem Rezeptor (ER: z.B.
menschliche Tumorzellen T47D oder MCF-7 Zellen). In Tumorzellen wird meist Luciferase
als Reportergen (Antwort = Lumineszenz) benutzt, in Hefezellen meist das Enzym 3-Galak-
tosidase (Antwort = Umsetzen eines farbigen Substrates).

In Tests auf aktivierende Wirkung (Agonisten) werden die Zellen direkt exponiert und die
Induktion des Reportergens kann konzentrationsabhangig bestimmt werden. Die Konzen-
tration der Testsubstanz, die die halbomaximale Induktion des Reportergens verursacht, wird
als ECsy bezeichnet. Die ECsy der Testsubstanz wird mit der ECsg einer Standardsubstanz
(meist 17R3-Estradiol oder Testosteron) verglichen und als relative Stérke angegeben.

In Tests auf hemmende Wirkung (Antagonisten) werden die Zellen gleichzeitig mit der Test-
substanz und einer Referenzsubstanz (meist 17R3-Estradiol oder [Dihydro-]Testosteron) inku-
biert. Die Kontrollzellen erhalten nur die Referenzsubstanz. Die Differenz zwischen den
Starken der Reportergenantworten wird als Mal3 fur die antagonistische Aktivitdt genommen.
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Sauger basierte Reportergen-Test

o CALUX Test System
Der Test benutzt die menschliche Mamma-Adenocarcinoma Zellen T47D mit endogenem
Ostrogenrezeptor und wurde stabil mit einem Luciferase Reportergen transfiziert, das
drei Ostrogen-Response-Elemente (ERE) enthalt ***°. In neuerer Zeit wurden die Zellen
auch stabil mit Androgenrezeptor transfiziert.

e MVLN Zelltest
In diesem Luciferase basierten Testsystem wird ein Derivat der MCF-7 Zellen verwendet
(menschliche Mammakarzinoma Zelllinie), die ebenfalls einen endogenen
Ostrogenrezeptor besitzt 3738,

e Reportergen-Test mit chiméren Rezeptoren
Diese Testsysteme benutzen chimére Rezeptoren, wie z.B. der E2-Bioassay ***°. Dieser
enthalt einen chimaren Rezeptor (Ligandenbindungsdomane des Ostrogenrezeptors und
die DNA-Bindungsdomane des Hefe-Transskriptionsfaktors Gal4) und ein Gal4
reguliertes Reportergen (Luciferase). Beide Konstrukte wurden in MCF-7 oder HelLa-
Zellen transient transfiziert. HGELN sind stabil transfizierte HeLa Zellen **.

Hefezell basierte Reportergen-Tests

e Yeast Ostrogen Screen (YES assay)
Der rekombinante Hefestamm wurde von GLAXO Inc. (U.K.) entwickelt und
Testergebnisse mit Umweltchemikalien zuerst von Routledge und Sumpter *? publiziert.
In diesem Testsystem wurde die Hefe Saccharomyces cerevisiae stabil mit dem
menschlichen Ostrogenrezeptor transfiziert sowie einem Plasmid, das die EREs und das
lac-Z Gen als Reortergen (R-Galaktosidase) enthalt. Der Ostrogenrezeptor in dieser Hefe
weist im Wesentlichen die gleiche Spezifitat auf wie der Forellen Ostrogenrezeptor *°.

Hefe besitzt eine Reihe von Vorteilen gegentber anderen Systemen, einschlie3lich der Ab-
wesenheit der endogenen Steroidhormon-Rezeptoren und dem daraus resultierenden Man-
gel an komplexen Wechselwirkungen zwischen dem ER und andere Rezeptoren 2. Dariiber
hinaus, da der ER in die Zelle transfiziert ist, gibt es keine Bedenken tber Auswirkungen von
Rezeptormutanten oder -varianten, wie in Rezeptor-positiven Zell-Linien, z.B. MCF-7 Zellen
4445 AuRerdem wachsen die Hefe-Zellen in einem steroidfreien Medium, wodurch ein
niedriger Hintergrundlevel besteht. Ein Nachteil des Tests ist das Vorhandensein der
Hefezellwand und aktiver Transportprozesse, die sich moglicherweise von denen der
Saugerzellen unterscheiden. Dies kann sich evtl. auf die Aktivitat einiger Testsubstanzen
auswirken “°. Auch wird berichtet, dass der YES-Assay nicht alle Antiéstrogene identifizieren
kann *%,

Neben dem GLAXO Stamm existieren noch andere Hefe-basierte Reportergen-Assays.
Darunter befinden sich eine dhnliches System *° und ein Hefe zwei-Hybrid-Assay *°. Doch
diese Tests sind empfindlicher gegenuber toxischen Wirkungen der Testsubstanzen als der
YES-Assay ..
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3.1.3 Zellvermehrungstests

Die dstrogenabhangige Zellvermehrung der menschlichen Brustkrebszelllinie MCF-7 wurde
1976 entdeckt *%. Soto et al. **** entwickelten daraus den “E-Screen”. In dem Test werden
gleiche Zellmengen mit den Testsubstanzen bzw. unbehandeltem Medium inkubiert und die
resultierende Zellproliferation nach 4-6 Tagen bestimmt. Antagonisten werden in zwei
Schritten identifiziert. Zuerst wird die Fahigkeit der Testsubstanz untersucht, die dstrogen-
induzierte Proliferation zu hemmen. Danach wird abgesichert, dass es sich um einen Ostro-
genrezeptor-vermittelten Prozess handelt: ansteigende Ostrogenkonzentrationen bei gleich-
bleibender Testsubstanzkonzentration mussen die Proliferationshemmung wieder aufheben

55

Ein gravierender Nachteil des E-Screens ist die mangelnde Ostrogenspezifitat. Die Zellen
reagieren auch auf ca. 20 andere Verbindungen, wie Mitogene, Cytokinine, Wachstumsfak-
toren, Nahrstoffe und andere Hormone *°. Dadurch kann der E-Screen eher als andere Tests
zu falsch-positiven Ergebnissen fihren. Durch zytotoxische Substanzen und andere Wachs-
tumsinhibitoren kénnen falsch-negative Ergebnisse auftreten.

Zusatzlich zu den in den Kapiteln 3.1.2 und 3.1.3 beschriebenen Verfahren wurden die aus-
gewerteten Daten mit folgenden Reportergen-Testystemen erhalten:

Tabelle 3:

Daten erhalten wurden

Zusammenstellung der Reportergen-Testsysteme, mit denen die ausgewerteten

Kurzbezeichnung

Test Charakteristika

Referenz

Saugerzellen

AR

AR-EcoScreen ™ cells

Chinesische Hamsterovarien Zellen (CHO-
K1), stabil transformiert mit einem Plasmid,
das das AR Response Element enthalt, ver-
knupft mit einem Luciferasegen und der

cDNA Sequenz fiir den Androgenrezeptor.

Araki et al. 2005 *’
Satoh et al. 2004 *®

hAR-luc CHO cells transiently
transformed

CHO Zellen, transient (nicht dauerhaft)
cotransfiziert mit dem humanen AR und

einem Luciferasevektor.

Vingaard et al. 2000 *°
Andersen et al. 2000 *°

hAR-luc CV-1 cells transiently
transformed

African Green Monkey kidney cells (CV-1),
transient cotransfiziert mit humanen AR und

einem Luciferasevektor.

Sun et al. 2006, 2007
61,62

MDA-MB-453 cell proliferation =
MDA-kb2

MDA-MB-453 Zellen (Brustkrebszellen)
wurden stabil transformiert mit einem
Luciferasegen. GR (Glucocorticoid) und AR
sind in der Zelle vorhanden. Diese Zelllinie
wurde MDA-kb2 genannt.

Wilson et al. 2002 &
Tamura et al. 2006 *°

PC-3 luc ***

Menschliche Prostata Zelllinie (androgen
insensitiv) wurde transient cotransfiziert mit
hAR und Luciferasegen.

Schrader and Cooke
(2002) *
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Kurzbezeichnung Test Charakteristika Referenz
ER
E-Screen siehe Kapitel 3.1.3 Schultis, Metzger 2004 %

HEK?293 cells ER-alpha, beta

Mit ERaipha 0der ERpeta Und einem
Luciferasegen stabil transfizierte 293HEK
Zellen (humane embryonale Niere).

Schreurs et al. 2005 ©

MVLN Zellen luc

MVLN-Zellen wurden aus humanen
Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen) durch
Einfligen eines Luciferase-Reportergens
entwickelt (Pons et al. 1990). Zusammen mit
dem Reportergen wurden weiterhin ein
Promotor und zusétzliche ERE in die DNA
der MVLN-Zellen stabil eingefiigt. Die Zellen
produzieren konstitutiv den humanen
Ostrogenrezeptor.

Satoh et al. 2004 8

MCF-7 (BUS) ER transactivation

MCF-7 (BUS) Zellen wurden transient
cotransfiziert mit Galaktosidase (interner
Standard) und ERE-Luciferase (ER
aktivierung) Expressionsvektoren.

Andersen et al. 2002 *°

MCEF-7 transformiert

MCF-7 Zellen wurden transient transfiziert mit
dem Gal4-reguliertem Luciferase
Reportergen (17m5-G-Luc) and Gal4-ER
chiméaren Rezeptoren, die die D, R, F
Domane des ERs von Mensch, Maus, Huhn,
Echse, Xenopus oder Forelle enthalten.

Matthews et al. 2002 ¢

Hepatozyten, Tilapia Vitellogenin

Priméare Hepatozyten aus méannlichen
Oreochromis niloticus wurden 44 h exponiert
und Vitellogenin in den Hepatozyten wurde
mit einem polyclonalem Antikérper in einem

nicht-kompetitivem ELISA bestimmt.

Liu et al. 2007 °®

Zellvermehrungstest

T47D cell proliferation

Die ER positive menschliche Brusttumor
Zelllinie T47D zeigt verstarkte Proliferation in

Gegenwart dstrogen aktiver Substanzen.

Nakazawa et al. 2002 ®°

MCEF-7 proliferation

siehe Kapitel 3.1 E-Screen

Andersen et al. 2002 %°

Hefezellen

ER

Yeast Ostrogen Screen (YES),

modifiziert zu LYES Assay

siehe Kapitel 3.1. Hier mit zusétzlicher Lyse
der Hefen am Testende.

Schultis and Metzger
2004 %

Yeast hERapha and hERbeta

bioassay

Saccharomyces cerevisiae wurde stabil mit
ERaipha 0der ERpeta transformiert und dem
yeast enhanced green fluorescent protein
(YEGFP).

Bovee et al. 2007 °

AR

Yeast androgen bioassay

Saccharomyces cerevisiae wurde stabil mit
AR transformiert und dem yeast enhanced
green fluorescent protein (YEGFP).

Bovee et al. 2007 °
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3.2 Datenquellen

Als Datenquelle wurden zunéchst ausgewertet:

1 NCTRER: National Center for Toxicological Research Ostrogen Receptor Binding Data-

base http://www.epa.qgov/ncct/dsstox/sdf nctrer.html

In diesem DSSTOX-Datensatz sind fur 232 chemische Substanzen die Rezeptorbin-

dungsaffinitaten angegeben (Ligandentest, Ostrogen-Rezeptor — relative binding affinity,

Spezies: Ratte) und eine Einteilung in funf "activity categories® durchgefuhrt (siehe
Tabelle 4). Dieser Datensatz stimmt mit dem weiter unten aufgefiihrten Datensatz der

Endocrine Disruptor Knowledge Base der FDA (EDKB FDA) uberein. Fur die SAR-Aus-

wertungen wurden die Klassifizierungen des FDA-Datensatzes (lbernommen, um eine
Vergleichbarkeit mit den Klassifizierungen der anderen Datenséatze beizubehalten.

Tabelle 4: Uberblick tiber die DSSTOX-Daten
"Activity category” Kriterium Anzahl Substanzen
active strong (ER_RBA > 1), 29
active medium (1> ER_RBA > 0.01), 41
active weak (0.01 > ER_RBA > 1E-5), 61
slight binder (max< 50% inhibition or ER_RBA< 1E-5) 8
inactive (no activity, equates with NA designation) 93

2 “Endocrine Disrupters”- Daten des ECB
http://ecb.jrc.it/documents/QSAR/QSAR _DATASETS/ENDOCRINE DISRUPTERS/
Im ECB-Datensatz finden sich 106 chemische Substanzen (unter Berilicksichtigung von
Isomeren: 110), die in 4 Kategorien eingeteilt sind (Tabelle 5). Die genaue Bedeutung der
Kategorien sowie der Ursprung dieser Daten sind unklar, bei der Entwicklung der Modelle
werden diese Daten daher nicht mit beriicksichtigt.
Tabelle 5: Uberblick liber die ECB-Daten
Kategorie "Label and class description™ Anzahl Substanzen
1 E (evidently active) 43
2 P (potentially active) 43
3A and 3B U (uncertain evidence) 17
3C N (non active) 3

3 Endocrine Disruptor Knowledge Base der FDA (EDKB FDA):
http://www.fda.qgov/nctr/science/centers/toxicoinformatics/edkb/index.htm

In der EDKB-FAD Datenbank sind sowohl fur die Bindung an den Androgen-Rezeptor als
auch fir die Bindung an den Ostrogen-Rezeptor Daten gegeben. Die Daten entstammen

Ligandenbindungstests die vom NCTR (National Center for Toxicological Research,
Jefferson, USA) validiert und durchgeftihrt wurden. Die Ergebnisse der Tests sind als
Prozent relative Bindungsstarke (RBA) der Substanz im Vergleich zu den entsprechen-
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den Positiv-Standards (17R-methyl-*H]methyltrienolone (R1881) fiirr AR und [*H]-17R-

Ostradiol fur ER) angegeben:

e Androgen-Rezeptor (rekombinater Rezeptor): fir 146 von 202 Substanzen ist der log
(RBA) gegeben, fur diese Substanzen liegt der Wert zwischen 2,3 und -3,6. Die rest-
lichen 56 Substanzen sind als nicht-bindend identifiziert worden.

e Ostrogen-Rezeptor (aus Ratten Uteri): fir 131 von 232 Substanzen ist der log (RBA)
gegeben, fir diese Substanzen liegt der Wert zwischen 2,6 und -4,5. Die restlichen
101 Substanzen sind als nicht-bindend identifiziert worden.

4 http://www.scorecard.org/health-effects/

Diese Liste flhrt 288 Stoffe auf, die als "Suspected Endocrine Toxicants" bezeichnet
werden. Da nicht feststellbar ist, wie diese Stoffliste zustande gekommen ist, und die
Liste eine ganze Reihe von Stoffen enthalt, die sonst nicht in den Ublichen Listen vor-
kommen (z.B. Ethanol, Chloroform), wurde auf eine Auswertung dieser Liste fur den
Zweck der Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen verzichtet.

Des Weiteren wurde Primarliteratur ausgewertet; fir die in Tabelle 6 aufgefiihrten Testsys-
teme wurden Daten recherchiert.

Tabelle 6:  Anzahl Substanzen, fur die in der Literatur Daten gefunden wurden

Wirktyp Anzahl Substanzen
Reportergen-Tests:

Androgenrezeptoraktivierung, Agonist 93
Androgenrezeptoraktivierung, Antagonist 395
Ostrogenrezeptoraktivierung, Agonist ER alpha 202
Ostrogenrezeptoraktivierung, Antagonist ER alpha 86
Ostrogenrezeptoraktivierung, Agonist ER beta 62
Ostrogenrezeptoraktivierung, Antagonist ER beta 7

Ligandenbindungs-Tests:

Rezeptorbindung AR 36
Rezeptorbindung ER alpha 246
Rezeptorbindung ER beta 28

ER = Ostrogenrezeptor; AR = Androgenzeptor

Die Daten wurden in einer MS-Access-Datenbank aufgenommen, die dem Umweltbundes-
amt zur Verfigung gestellt wurde. Die Daten wurden sorgféltig zusammengestellt, es erfolgte
aber keine Qualitatskontrolle (im Sinne des 4-Augenprinzips).

Die Datenbank sowie das Auswerteprogramm (siehe unten) werden in einem separaten
Dokument (Handbuch) genauer beschrieben.
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3.3 Vergleich der Aktivitaten in Rezeptor-Ligandenbindungstests und
Tests auf Reportergen-Aktivierung in Zellen in vitro

3.3.1 Androgenrezeptor

Daten Uber Androgenrezeptor-Ligandenbindungsstarken wurden aus einer Veréffentlichung
der FDA (EDKB FDA) und aus der offentlich zuganglichen Literatur zusammengestellt. Die
Ergebnisse der zellbasierten Reportergen-Tests stammen Uberwiegend aus 6ffentlich zu-
ganglicher Literatur. Die Anzahl der getesteten Substanzen variiert sehr und die gemeinsa-
men Datensatze, d.h. Substanzen, fur die sowohl Ligandenbindungstests als auch zellbasier-
te Androgenrezeptortests auf agonistisches und/oder antagonistisches Potential vorliegen,
sind nicht sehr hoch (siehe Zusammenstellung unten). Fur einen Teil der in den Liganden-
bindungstests untersuchten Substanzen konnten keine Ergebnisse aus Reportergen-Test
gefunden werden. Einige Stoffe wurden sowohl auf ihre Agonisten- und Antagonisten-Eigen-
schaften getestet.

Tabelle 7:  Anteil der gemeinsamen Datensétze aus Ligandenbindungstests und

Reportergen-Tests

Davon auch in AR-Agonist-
Zelltest (Reportergen-Test)

Davon auch in AR-Antagonisten-
Zelltests (Reportergen-Test)

Ligandenbindungstests, Quellen:

untersucht untersucht
FDA-Datensatz (EDKB FDA) 10 % 18 %
Literaturstudie (dieser Bericht) 60 % 35%

Zur Uberprufung der Sicherheit der negativen Testergebnisse (falsch-negative Resultate sind
unerwinscht, da sonst kein Aussortieren von Substanzen erfolgen kann) wurden die Klassi-
fizierungen der verschiedenen Testsysteme verglichen. Negative oder sehr schwach wirk-
same Substanzen wurden mit 5 klassifiziert (siehe Kapitel 4.1).

Tabelle 8: Vergleich der FDA-Ligandenbindungstests (EDKB FDA, n=202) mit Reportergen-

Tests (Zelltests) auf androgene und antiandrogene Aktivitat

Anzahl davon in
Rezeptorbindung AR | Substanzen | Zelltests | Klasse5 | Klasse 4 | Klasse 3 | Klasse 2 | Klasse 1

Wirksamkeitsklasse im Zelltest AR Agonisten
FDA Klasse 5 70 2 2 0 0 0 0
FDA Klasse 4 103 9 8 0 1 0 0
FDA Klasse 3 21 4 0 0 3 0 1
FDA Klasse 2 4 2 0 0 0 2 0
FDA Klasse 1 4 3 0 0 0 1 2
Wirksamkeitsklasse im Zelltest AR Antagonisten

FDA Klasse 5 70 8 4 1 1 1 1
FDA Klasse 4 103 26 2 1 8 11 4
FDA Klasse 3 21 2 0 0 0 0 2
FDA Klasse 2 4 0 0 0 0 0 0
FDA Klasse 1 4 0 0 0 0 0 0

Es liegen nur wenige gemeinsame Testergebnisse aus Ligandenbindungstests und Repor-
tergen-Tests (Zelltests) vor. FUr Substanzen aus dem FDA-Datensatz (EDKB FDA) und Re-
portergen-Tests auf AR Agonisten liegen 20, fir Antagonisten 36 gemeinsame Datensatze
vor (Tabelle 8). Am Beispiel der Antagonisten (FDA) zeigt sich, dass basierend auf den Li-
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gandenbindungstests keine generelle sichere Aussage hinsichtlich "kein Potential* (Klasse 5)
getroffen werden kann, da bei den 8 Substanzen, fiir die gemeinsame Daten vorliegen, nur
50 % der Substanzen als "potentiell inaktiv‘ (Klasse 5) in den Reportergen-Tests eingestuft
wurden.

Bei den AR Agonisten sind aufgrund der nur 2 gemeinsamen Datensatze in der Klasse 5
keine sicheren Aussagen moglich. Die schwachen AR Liganden (FDA Klasse 4) wurden in
Reportergen-Tests auf Agonisten lGberwiegend als "inaktiv (8 von 9 Stoffen) eingestuft. Hier
ist zu bedenken, dass die Klassifizierung suboptimal sein kann (siehe Kapitel 4.1). Lag eine
hdhere Bindungsfahigkeit in den Ligandenbindungstests vor, wurden die Substanzen aller-
dings als AR-aktivierend identifiziert. Die Daten bestatigen, dass aufgrund der Bindung an
den Rezeptor keine Aussagen Uber agonistische oder antagonistische Eigenschaften vorge-
nommen werden kénnen.

Ein etwas hoéherer Anteil gemeinsamer Datenséatze fir Ligandenbindungstests und zellba-
sierte Reportergen-Test wurde mit den aus der Literatur recherchierten Daten zur Rezeptor-
bindung erhalten, allerdings nur fiir die Klasse 5 Substanzen (Tabelle 9). Die Mehrzahl der
Substanzen war negativ in den Ligandenbindungstest (30 von 37). Von den 11 nicht an den
AR-Rezeptor bindenden Substanzen mit gemeinsamen Daten (AR Agonisten) wurden 9 in
den Reportergen-Tests ebenfalls als negativ klassifiziert. Die verbleibenden 2 Substanzen
ohne Bindungseigenschaften waren schwach aktiv in den Reportergen-Tests (Klasse 3), al-
lerdings lasst diese geringe Zahl keine seridése Schlussfolgerung zu. Bezlglich der Antago-
nisten waren 11 von den 19 Substanzen ohne die Fahigkeit an den AR-Rezeptor zu binden
auch in den Reportergen-Tests inaktiv, die restlichen 8 Substanzen wurden allerdings als
aktiv eingestuft.

Tabelle 9:  Vergleich der Ligandenbindungstests aus Literaturrecherchen (n=37) mit
Reportergen-Aktivierungstests (Zelltests) auf androgene und antiandrogene

Aktivitat
Anzahl davon in
Rezeptorbindung AR | Substanzen | Zelltests | Klasse5 | Klasse4 | Klasse 3 | Klasse2 | Klasse 1
Wirksamkeitsklasse in Zelltest AR Agonisten
Lit.-Rech. Klasse 5 30 11 9 0 2 0 0
Lit.-Rech. Klasse 4 0 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 3 4 1 0 0 1 0 0
Lit.-Rech. Klasse 2 1 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 1 2 1 0 0 0 0 1
Wirksamkeitsklasse in Zelltest AR Antagonisten
Anzahl davon in
Rezeptorbindung AR | Substanzen | Zelltests | Klasse5 | Klasse 4 | Klasse 3 | Klasse2 | Klasse 1
Lit.-Rech. Klasse 5 30 19 11 0 4 4 0
Lit.-Rech. Klasse 4 0 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 3 4 2 1 0 0 0 1
Lit.-Rech. Klasse 2 1 1 0 0 0 0 1
Lit.-Rech. Klasse 1 2 0 0 0 0 0 0

3.3.2 Ostrogenrezeptor

Fir 41 Substanzen liegen sowohl Ostrogenrezeptor Ligandenbindungstests (ERapha) als
auch ERgpha-Reportergen-Test vor, von denen 17 nicht an ERapha binden (Klasse 5) (Tabelle

UBA F+E Vorhaben 206 67 448/05: Bewertung und Regulation von Umwelthormonen, Teilvorhaben 5 24



10). Von diesen Substanzen waren 13 in den Reportergen-Test ebenfalls inaktiv und die
restlichen 4 Substanzen zeigten eine geringe Aktivitat. Die 10 Substanzen mit schwacher
Bindung an ERgpha (Klasse 4) und die starker bindenden Stoffe (Klassen 1-3) wurden bis auf
jeweils 1 Substanz in den Reportergen-Tests auch als aktiv klassifiziert.

Tabelle 10:  Vergleich der FDA-Ligandenbindungstests (EDKB FDA, n=231) mit Reportergen-
Aktivierungstests (Zelltests) auf dstrogene Aktivitét

Wirksamkeitsklasse im Zelltest ERaipha Agonisten
Anzahl

Rezeptorbindung Substanzen | davonin
ERaipha, FDA FDA Zelltests Klasse5 | Klasse4 | Klasse3 | Klasse?2 | Klasse 1
FDA Klasse 5 132 17 13 4 0 0 0
FDA Klasse 4 49 10 1 5 4 0 0
FDA Klasse 3 32 9 0 0 6 1 2
FDA Klasse 2 13 2 1 0 0 0 1
FDA Klasse 1 5 3 0 0 0 0 3

Basierend auf den Daten zur Ligandenbindung aus den Literaturrecherchen liegen 108 ge-
meinsame Datensatze fiir ER,pna Aktivierung und 43 gemeinsame Datensétze flr ERper AK-
tivierung in Reportergen-Tests vor (Tabelle 11). Von diesen Substanzen waren 76 keine
ERapha Liganden. 58 (76 %) von diesen Substanzen waren ebenfalls negativ in den Repor-
tergen-Tests, 18 Substanzen (24 %) wurden dagegen als ER-Agonisten klassifiziert. Interes-
santerweise waren 14 der 15 relativ bindungsstarken Substanzen (Klasse 2) in den ERapha
Reportergen-Tests ohne Wirkung.

Bezlglich des ER, liegen 43 gemeinsame Datensatze Uber ERpe, Ligandenbindung und
ERpeta Aktivierung in Reportergen-Tests vor. Fur 27 Substanzen konnten sowohl ER g4 Li-
gandenbindungstests als auch ERpe, Aktivierungstests zusammengestellt werden (Tabelle
11).

Beim Vergleich der ER,pna Ligandentest / ERyea Reportergen-Test Datensétze zeigte sich,
dass 30 der 43 Substanzen keine ER4pna Liganden waren, von denen aber 10 (33 %) eine
ERGuea Aktivierung in den Reportergen-Tests hervorriefen (66 % Ubereinstimmung bezuglich
Klasse 5). Der Vergleich der anderen Klassen dieser Datensatze zeigt ebenfalls ein unein-
heitliches Muster, wahrscheinlich ein Ausdruck der unterschiedlichen Affinitaten der Sub-
stanzen zu den zwei ER-Typen, moglicherweise aber auch aufgrund der weniger etablierten
ERyeta Testsysteme im Vergleich zu den ERypna TesSts.

Der Vergleich der Testdaten, die nur mit ERpe, basierten Tests erhalten wurden, zeigt, dass
78 % (14 von 18 Stoffen) in beiden Testsystemen als negativ (Klasse 5) eingestuft wurden.
Der Vergleich der anderen Klassen dieser Datensétze zeigt ein uneinheitliches Muster.
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Tabelle 11:

Vergleich der ERgpna Und ERyera Ligandenbindungstests aus der Literatur (n=261

bzw. 29 ) mit ERupha Und ERpera Reportergen-Tests (Zelltests) auf 6strogene

Aktivitat
Rezeptorbindung davon in
ERaipha Anzahl ERaipha Klasse 5 | Klasse 4 | Klasse 3 | Klasse 2 | Klasse 1
Substanzen Zelltests
Wirksamkeitsklasse im Zelltest ERaipha AgOnisten
Lit.-Rech. Klasse 5 207 76 58 11 6 0 1
Lit.-Rech. Klasse 4 0 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 3 24 13 5 4 2 0 2
Lit.-Rech. Klasse 2 24 15 14 0 1 0 0
Lit.-Rech. Klasse 1 6 4 1 0 0 0 3
Wirksamkeitsklasse im Zelltest ERpeta AgOnisten
Rezeptorbindung Anzahl davon in
ERaipha Substanzen ERbeta Klasse 5 |Klasse 4 |Klasse 3 |Klasse 2 |Klasse 1
Zelltests
Lit.-Rech. Klasse 5 207 30 20 6 4 0 0
Lit.-Rech. Klasse 4 0 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 3 24 7 3 1 1 2 0
Lit.-Rech. Klasse 2 24 3 2 0 0 1 0
Lit.-Rech. Klasse 1 6 3 0 0 0 0 3
Rezeptorbindung Anzahl davon in
ERbeta Substanzen ERbeta Klasse 5 |[Klasse4 |Klasse 3 |Klasse 2 |Klasse 1
Zelltests
Lit.-Rech. Klasse 5 19 18 14 4 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 4 0 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 3 7 6 3 2 1 0 0
Lit.-Rech. Klasse 2 1 1 1 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 1 2 2 0 0 0 0 2

Zu antidstrogenen Wirkungen konnten 26 gemeinsame Datensatze von Rezeptorbindung-
und Rezeptoraktivierungsstudien zusammengestellt werden (Tabelle 12). 9 Substanzen zeig-
ten keine Bindung an den ER,pha, VON denen aber 6 in den Reportergen-Tests als antidstro-
gen klassifiziert wurden. Die 16 gut an den ERgpha bindenden Substanzen (Klasse 1-3) zeig-
ten in den Reportergen-Tests bis auf 1 Substanz keine antagonistische Eigenschaften.

Tabelle 12:

Reportergen-Tests (Zelltests) auf antiostrogene Aktivitat

Vergleich der ER4pna Ligandenbindungstests aus der Literatur (n=261) mit ERgpna

Wirksamkeitsklasse im Zelltest ERajpha Antagonisten
Rezeptorbindung Anzahl Sub- | davon in
ERaipha stanzen Zelltests | Klasse 5 | Klasse4 | Klasse3 |Klasse?2 | Klassel
Lit.-Rech. Klasse 5 207 9 3 0 6 0 0
Lit.-Rech. Klasse 4 0 0 0 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 3 24 5 5 0 0 0 0
Lit.-Rech. Klasse 2 24 10 9 0 0 0 1
Lit.-Rech. Klasse 1 6 1 1 0 0 0 0

Eine genauere Analyse der Klasse 1 Substanzen zeigt, dass die 6 Stoffe mit hoher Rezep-
torbindungsaffinitat auch in den jeweiligen Reportergen-Aktivierungstest héchste Aktivitat
zeigen (wenn Daten vorhanden waren), mit Ausnahme eines Stoffes (NOCAS12), der keine
Aktivierung des ER,pna (Agonist, Tabelle 11) hervorrufen konnte aber auch nicht als ERgjpha
Antagonist wirkte Tabelle 12).
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Aufgrund der den zellbasierten Reportergen-Test zugrundeliegenden Mechanismen (siehe
Kapitel 3.1) wird davon ausgegangen, dass positive Ergebnisse in den Reportergen-Tests
eine héhere Sicherheit beztiglich der Einstufung als potentiell androgen oder antiandrogen
wirksame Substanz bieten als die Aussagen Uber die reine Fahigkeit zur Ligandenbindung
allein.
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4 Untersuchungen zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen

4.1 Vorbereitung des Datensatzes

Zur Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen waren alle Daten zuvor als "Ja/Nein"
(bezogen auf potentielle endokrine Wirkung) zu klassifizieren. Die Heterogenitat der Daten
erforderte hier ein gestuftes Vorgehen. Teils lagen die Daten schon klassifiziert vor (wie z.B.
in dem ECB-Datensatz: vier Klassen von "evidently active" bis "non active"), teils lagen Re-
zeptorbindungsaffinititdten vor, teils relative Potenzen.

Im ersten Schritt wurde entschieden, alle Ergebnisse sowohl aus den Ligandenbindungstests
als auch aus den Reportergen-Tests in die Klassen "1" bis "5" einzuteilen (1=aktiv, 5=nicht
oder sehr gering aktiv. Die relativen Aktivitatsdaten der Reportergen-Test lagen auf 1 nor-
miert vor (1 = Standard), dagegen wurden die relativen Aktivitdtsdaten der Rezeptorbin-
dungstests in % des Standards angegeben. Zur Vereinheitlichung der Angaben der relativen
Potenzen wurden Letztere durch 100 dividiert und zur Einstufung der relativen endokrinen
Potenz aller Daten folgendes Schema verwendet:

Klasse Bezeichnung relative Potenz 2 relative Potenz <
1 stark aktiv 1 1000
2 0.1 1
3 0.001 0.1
4 0.00001 0.001
5 nicht bis sehr schwach aktiv 0 0.00001

Im zweiten Schritt wurde ein Ja/Nein-Kriterium fiir jede Substanz festgelegt. Fir alle Daten-
satze wurde fir die Klassen "1" bis "4" (einschlieRlich) die Gesamtklassifizierung auf "aktiv"
gesetzt, fur die Klasse "5" "nicht aktiv". Beim Vorliegen mehrerer Ergebnisse reicht eine "ak-
tiv'-Klassifizierung aus, um insgesamt die Klassifizierung auf "aktiv" zu setzen (worst-case-
Prinzip).

Nach Durchfiihrung dieser Klassifizierung sind 307 (von 744) Substanzen als "aktiv" und 437
Substanzen als "nicht aktiv* klassifiziert.

4.2 Anwendbarkeit von Vorfiltern

Vorfilter sollen eindeutig nicht-endokrin wirksame Substanzen erkennen und diese vor einer
evtl. aufwendigeren SAR-Analyse aus dem Datensatz entfernen. Wichtig ist, dass diese Vor-
filter keine falsch-negativen Ergebnisse liefern, d.h. tatsachliche EDC nicht eliminiert werden.

Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Vorfilter wurden alleine und in sinnvoll erscheinenden Kombi-
nationen getestet. Die Ergebnisse dieser Uberpriifung sind in Tabelle 13 aufgefiihrt. Zum
Verstandnis derTabelle: bei der Anwendung eines Vorfilters wird nur eine Aussage tber Un-
Wirksamkeit gemacht, es kann hier also keine “positiv‘-Vorhersage getroffen werden. Wenn
fur eine Substanz ein Vorfilter zutrifft, dann sollte diese in jedem Fall unwirksam sein. Ist sie
im Experiment denoch wirksam, so wird sie unten als “falsch-negativ* gezahlt. Der Vorfilter
"MW < 94 findet nur 12 Substanzen innerhalb des Datensatzes der 784 Substanzen. Von
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diesen 12 Substanzen sind 8 tatsachlich als "nicht aktiv* klassifiziert, sie werden also als
"korrekt-negativ“ gezahlt. Die 4 “falsch-negativen® Ergebnisse stehen dann fur Substanzen
mit einen MW < 94, die als “aktiv* klassifiziert wurden. Uber die ibrigen 772 Substanzen des
Datensatzes (mit einem MW >= 94) wird an dieser Stelle keine Aussage getroffen.

Tabelle 13: Anwendbarkeit von Vorfiltern

Vorfilter falsch | korrekt | kommentar
negativ | negativ
MW < 94 4 8 | Die fehlklassifizierten Substanzen wurden nur anhand des ECB-

Datensatzes als “aktiv‘ gefunden.

=> Der Filter ist anwendbar, da er mit grundsatzlichen
Uberlegungen (siehe Kapitel 2.3) begriindet werden kann.

MW > 1000 0 1 | Datensatz zu klein, nicht anwendbar

KEIN phenolisches 237 320 | Zu hoher Anteil an Fehlklassifizierungen, nicht anwendbar
OH

keine Ringstruktur 14 32 | Zu hoher Anteil an Fehlklassifizierungen (auch wenn 9 der 14

falsch-negativ klassifizierten Substanzen lediglich auf Basis der
ECB-Daten als “aktiv“ eingestuft wurden), der Filter ist nicht
anwendbar.

Bei drei der falsch-negativ klassifizierten Substanzen handelt es
sich um hochfluorierte Stoffe wie z.B.: 3,3,4,4,5,5,6,6,6-
nonafluoro-1-Hexanol

log Kow < 4,655 114 257 | Zu hoher Anteil an Fehlklassifizierungen, nicht anwendbar
UND KEINE

phenolische OH

log Kow < 1,485 4 19 | Zu hoher Anteil an Fehlklassifizierungen, nicht anwendbar
UND phenolische

OH

log Kow < 1,485 9 108 | 6 der 9 falsch-negativ klassifizierten Substanzen wurden

UND KEINE lediglich auf Basis der ECB-Daten als “aktiv* eingestuft,
phenolische OH = der Filter ist bedingt anwendbar

Keine Ringstruktur 4 17 | Die vier fehlklassifzierten Substanzen wurden lediglich auf der
UND Basis der ECB-Daten als “aktiv* eingestuft. Dimethoat wurde in
log Kow < 1,485 anderen Untersuchungen als “nicht androgen wirksam*“ und

“nicht dstrogen wirksam*“ gefunden.
Fir Methylbromid liegen keine weiteren Informationen vor.
=> Der Filter ist bedingt anwendbar

Keine Ringstruktur 2 3 | Die beiden fehlklassifizierten Substanzen wurden nur auf der

UND Basis der ECB-Daten als “aktiv* eingestuft. Aufgrund der

MW < 94 geringen Datenbasis ist keine Aussage Uber die Anwendbarkeit
maglich.

MW < 200 7 84 | Diese Kriterien sind bisher nicht beschrieben worden. Die sieben

UND fehlklassifizierten Substanzen wurden nur anhand des ECB-

Datensatzes als “aktiv‘ gefunden.

KEIN Benzolring
=> Filter bedingt anwendbar

Von den in Tabelle 1 genannten Kriterien und deren Kombinationen konnten lediglich die
Kriterien "MW < 94“ und "Keine Ringstruktur UND log Kow < 1,485" als akzeptable Vorfilter
identifiziert werden. Die ODER-Kombination dieser beiden Filter fihrt jedoch lediglich zu
einer Reduktion des Datensatzes um 28 Substanzen (entspricht ca. 4% des Gesamtdaten-
satzes) bei gleichzeitiger “falsch-negativ“-Klassifizierung von drei Substanzen, die jedoch,
wie oben schon ausgefihrt, nur auf Basis des ECB-Datensatzes mit unbekannter Datenher-
kunft und -qualitat als “aktiv* eingestuft wurden.

Die UND-Kombination der beiden Filter reduziert den Datensatz um lediglich funf Substan-
zen (hier aber ohne falsch-negative), ist also fir die praktische Anwendung nicht hilfreich.
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Die Filterbedingung “MW < 200 UND KEIN Benzolring“ hingegen reduziert den Datensatz um
84 Substanzen (entspricht ca. 11%) und in einer ODER-Kombination mit den anderen Krite-
rien um 90 Substanzen (ca. 12%) bei 3 bzw. 4 Fehlklassifizierungen (ECB-Datensatz).

Die Kombination dieser drei Kriterien erscheint als mdglicher Vorfilter fir ein Screening gro-
Rer Datensatze.

Da Vorfilter jedoch auf das eigentliche Ergebnis eines Screenings auf potentiell endokrin
wirksame Stoffe keinen Einflu haben sollten, ist die Anwendung solcher Filter grundsatzlich
wenig sinnnvoll.

4.3 Anwendbarkeit bekannter Substrukturen zur ldentifizierung
potenziell endokrin wirksamer Stoffe

Die in Kapitel 2.3 beschriebenen Substrukturen wurden auf ihnre Anwendbarkeit als Indikato-
ren fir eine potentielle endokrine Wirkung getestet. Zusatzlich wurden im Laufe der Untersu-
chungen weitere Substrukturen als mdgliche Indikatoren (structural alerts) identifiziert. Alle
gepruften Substrukturen sind in Tabelle 40 (im Anhang) mit SMILES-Code und Struktur-
formel aufgelistet. Die Prifung erfolgte in 4 Schritten:

e Zunachst wurde fir alle Stoffe des in Kapitel 4.1 beschriebenen Trainingsdatensatzes
das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit der Substrukturen geprift und eine Matrix
aufgebaut, die in den Zeilen die Substanzen des Datensatzes und in den Spalten die
Substrukturen enthélt. Das Vorhandensein einer Substruktur in einer Substanz wurde
mit einer “1“ und die Abwesenheit durch eine “0“ gekennzeichnet.

o Fir jede der Substrukturen wurde dann die Zahl der Substanzen ermittelt, die die
Substruktur enthalten UND als aktiv klassifiziert wurden (“korrekt-positiv‘. Ebenfalls
wurde die Anzahl der Substanzen festgestellt, die die Substruktur enthalten, aber als
nicht aktiv klassifiziert wurden (“falsch-positiv*).

e Wenn eine Substruktur fir mindestens 2/3 (66 %, enspricht %-Treffer in Tabelle 14)
aller Stoffe, die diese Substruktur enthalten, eine korrekte Vorhersage trifft, dann wird
diese Substruktur als Indikator verwendet. Die 66 % sind nicht statistisch begriindet,
sondern willkrlich festgelegt. Auf diese Weise sollte eine Balance zwischen zuviel
“falsch-positiv‘ und zuviel “falsch-negativ‘ gehalten werden. Wirde man statt der 66%
den Wert 50% verwenden, dann ergabe sich eine deutlich héhere Zahl von “falsch-
positiven“ ohne damit eine deutliche Verbesserung der Vorhersage zu erhalten. So
wurde z.B. der Benzolring (ist aus diesem Grund nicht als Indikator verwendet wor-
den!) auf der Basis 50 %-Treffer als Indikator fur endokrine Wirkung erkannt.

o Da mit den so gefundenen Substrukturen noch zu viele Substanzen falsch-negativ
klassifiziert waren, wurden weitere Indikatoren hinzugenommen. Zum Teil wurden
auch Indikatoren verwendet, die etwas unterhalb der 66 %-Treffergrenze lagen, es
wurde aber auch, durch genauere Betrachtung der als falsch-negativ klassifizierten
Strukturen, weitere neue Indikatoren definiert, die in Kapitel 2.3 nicht aufgelistet sind.
So werden jetzt z.B. (poly)-brombierte Diphenylether oder HBCDs als aktiv eingestuft.
Desweiteren wurden einige Substrukturen aus Analogiegriinden als "alert" eingestuft.
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Mit Hilfe der iterativ verbesserten Indikatoren (oder: structural alerts) kénnen 257 von 307
(84 %) aktiven Substanzen erkannt werden. Dagegen werden nur 100 von 437 (23 %) nicht
aktiven Substanzen als "aktiv" erkannt (falsch-positiv). Problematisch ist die relativ hohe Zahl
falsch-negativ erkannter Stoffe (50 entsprechend 16 %).

Zum Teil sind diese Substanzen aber auch nur als “schwach aktiv“ (Kategorie 4) klassifiziert
worden. Fir das Teilziel des Projektes “Erkennen der wichtigsten Kandidaten® sind diese
Ausreil3er daher nicht von Bedeutung. In Tabelle 31 (im Anhang) sind alle falsch-negativ
klassifizierten Substanzen aufgefuhrt. Hier sind acht Substanzen zu finden (rot markiert), die
in Klasse 1 oder 2 gehdren (also deutlich bis stark aktive Substanzen) sowie weitere 26 der
Klasse 3 (gelb markiert).

Insgesamt sind also 8 Substanzen falsch-negativ klassifiziert, die deutlich aktiv sind (Klassen
1 und 2) und 26 Substanzen, die nur mittlere Aktivitat aufweisen (Klasse 3). Beriicksichtigt
man die Stoffe nicht, die maximal in Kategorie 4 fallen, ergibt sich also eine Gesamtzahl an
34 “Ausreilern®,

Tabelle 14: Anwendbarkeit von Substrukturindikatoren fir die Erkennung "aktiver”

Substanzen
Structural
alert inaktiv. aktiv Differenz  %-Treffer Kandidaten Kommentar

s.a.01 8 56 47 87 X

s.a. 02 0 19 18 100 werden alle durch s.a. 01 erfasst

s.a. 03 0 21 20 100 X

s.a. 04 1 14 13 93 X

s.a. 05 2 17 15 89 X

nur ein weiteres korrekt-positives Ergebnis,
s.a. 06a 8 18 10 69 dafir einige falsch-positive mehr als s.a. 05
ein korrekt-positives und ein falsch-positives

s.a. 06b 2 15 13 88 mehr als s.a. 04

s.a. 07 0 8 8 100 X

s.a. 08 7 8 1 53

s.a. 09 4 5 1 56

s.a. 10 0 0 0

s.a. 11 0 1 1 100 X

s.a. 12 4 7 3 64

s.a.12b 8 12 4 60 X

s.a. 13a 0 0 0

s.a.13b 0 0 0

s.a. 14 35 46 11 57

s.a. 15a 7 3 -4 30

s.a. 15b 2 0 -2 0

s.a. 15¢ 1 4 3 80 X

s.a. 16 0 6 6 100 X

s.a. 17 15 19 4 56 X Erfasst z.B. DDT-Analoge

s.a. 18 14 11 -3 44 X

s.a. 19a 2 6 75 X

s.a. 19b 3 4 1 57 X Analogieschluf3 zu 19a und 19c¢
s.a. 19c 3 6 3 67 X

s.a. 20a 1 0 -1 0

s.a. 20b 1 0 -1 0

s.a. 20c 0 6 6 100 X
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Structural

alert inaktiv. aktiv Differenz %-Treffer Kandidaten Kommentar

s.a. 21 0 1 1 100 X

s.a. 22 0 0 0

s.a. 23 6 7 1 54 X

s.a. 24 2 16 14 89 X

s.a. 25a 3 3 0 50

s.a. 25b 17 15 -2 47

s.a. 25¢ 3 7 4 70 X

s.a. 26 98 131 33 57

s.a. 27 4 7 3 64

s.a. 28 5 1 -4 17

s.a. 29 1 0 -1 0

s.a. 30a 0 2 2 100 X

s.a. 30b 0 4 4 100 X

s.a.3la 1 1 0 50

s.a. 31b 0 0 0

s.a. 31c 0 1 1 100 X

s.a. 32a 0 1 1 100 X

s.a. 32b 1 3 2 75 X

s.a. 33 6 0 -6 0

s.a. 34a 15 39 24 72 X

s.a. 34b 9 7 -2 44

s.a. 34c 5 23 18 82 X

s.a. 34d 2 6 4 75 X

s.a. 35 8 13 5 62 X einige aktive Polyaromaten werden erfasst

s.a. 36a 35 28 -7 44

s.a. 36b 0 0 0

s.a. 37 1 3 2 75 X

s.a. 38 2 3 1 60 X HBCDs sollen erfasst werden

s.a. 39 1 5 4 83 X

s.a. 40 0 9 9 100 X

s.a. 4la 0 4 4 100 X

s.a. 42b 0 0 0

s.a. 43 14 16 2 53 X

s.a. 44a 0 0 0

s.a. 44b 7 8 1 53
Norbornadien (aus Analogieschluf? zu

s.a. 45 0 0 0 X Norbornan und Norbornen)
Norbornan-Grundkdorper erfasst einige aktive

s.a. 46 6 8 2 57 X Substanzen
Norbornan-Grundkorper erfasst einige aktive

s.a. 47 2 6 4 75 X Substanzen

s.a. 48a 2 14 12 88 X BDEs sollen erfasst werden

s.a. 48b 3 11 8 79 X BDEs sollen erfasst werden

s.a. 48c 3 17 14 85 X BDEs sollen erfasst werden

s.a. 49 1 3 2 75 X

4.4 Entwicklung eines Programms zur Durchfihrung substruktur-
basierter SAR-Modelle

Es wurde ein Tool entwickelt, mit dem Substrukturmodelle auf einen grof3en Datensatz an
chemischen Strukturen angewendet werden kénnen. Die Definition der Substrukturmodelle
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wird mittels einer einfach zu bedienenden Eingabemaske in MS-Access durchgefihrt. Es
konnen Regeln erstellt werden, die sich auf Substrukturen, auf den Verteilungskoeffizienten
log Kow und auf das Molekulargewicht beziehen. Die Regeln kénnen "UND" und "ODER"
verknupft werden. Zur Auswertung der Regeln wurde ein Programm entwickelt, das chemi-
sche Strukturen in Form von SMILES-Codes einlesen und anschlieRend die Modelle aus-
werten kann.

Das Auswerteprogramm sowie die zugrundeliegende Datenbank werden in einem separaten
Dokument (Handbuch) genauer beschrieben.

4.5 Uberpriifung der Applicability Domain mittels ACFs

Grundsatzlich h&angt die Zuverlassigkeit von Vorhersagen ab von der Zielsetzung und den
Grenzen des jeweiligen (Q)SAR-Modells und der Einschatzung, ob dieses Modell fir den
fraglichen Stoff geeignet ist, um Vorhersagen von seinen Eigenschaften oder Wirkungen zu
machen. Die Anwendungsdomane (AD) eines (Q)SAR Modells umfasst den Bereich der Akti-
vitaten oder Eigenschaften und chemischen Strukturen, in dem das Modell Vorhersagen mit
einer ausreichenden Zuverlassigkeit macht. Fir den vorliegenden Datensatz wurde die
Methode der “Atom Centered Fragments (ACF)“ zur Bestimmung der AD herangezogen.
Diese Methode beruht, wie auch das oben beschriebene Modell der structural alerts auf to-
pologischen Eigenschaften der chemischen Struktur. Weitere Parameter, z.B. physiko-che-
mische Eigenschaften, werden bei dieser Methode nicht verwendet.

ACFs beruhen auf der hypothetischen Zerlegung einer Struktur in Fragmente. Bei den im
Folgenden verwendeten ACFs 1. Ordnung wird dabei ausgehend von jedem Nicht-Wasser-
stoff-Atom des Molekiils ein Fragment aufgebaut, das die Nachbaratome (ohne H) sowie den
Bindungstyp zu diesen Nachbaratomen umfasst.

Auf diese Weise wird jede Struktur in n ACFs zerlegt (h=Anzahl Schweratome). Zum Teil gibt
es dabei nattrlich identische ACFs innerhalb einer Struktur. Diese Prozedur wird fur alle
Strukturen des Trainingsdatensatzes durchgefiihrt und alle jemals gefundenen ACFs werden
in einer Datenbank zusammengefihrt.

Wird nun das SAR-Modell auf eine “neue” Substanz angewandt, so werden auch fur diese
Substanz alle ACFs ermittelt. Sind alle ACFs der Testsubstanz in der Liste der ACFs des
Trainingssets zu finden, so wird die neue Struktur als zur AD gehérend betrachtet. Wenn
auch nur eine ACF der Testsubstanz nicht in der Liste der Trainingsset-ACFs ist, wird die
Testsubstanz als NICHT zur AD gehorend betrachtet. In der Ergebnistabelle des Programms
(siehe Handbuch) wird auch fir Substanzen, die nicht zur so definieren Anwendungsdomane
gehdren, eine Klassifizierzung ausgegeben. Es wird jedoch zusatzlich ein Hinweis auf die
Nichtzugehorigkeit zur AD gegeben.

4.6 Anwendung der Methode auf den EINECS-Datensatz

Die in Kapitel 4.3 aufgefuhrten “Structural Alerts“ wurden auf die Strukturen des EINECS-
Datensatzes angewendet. Von den 100204 Stoffen der EINECS-Liste liegen fur 31215 keine
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SMILES-Codes vor. Von den verbleibenden 68989 Stoffen konnten jedoch nur 41768 be-
rechnet werden, bei den restlichen Substanzen handelt es sich um Salze (inkl. quaternarer
Ammonuimverbindungen) und Anorganika.

33548 Substanzen fallen in die durch die ACFs definierte Anwendungsdomane: aus dieser
Liste wurden 3585 Stoffe (ca. 11%) als potentielle Kandidaten fiir endokrine Wirkung gefun-
den. Damit sind diese Stoffe NICHT als endokrin wirksam identifiziert, es besteht jedoch die
Mdoglichkeit, dass sie aufgrund ihrer chemischen Struktur mit dem ER- oder AR Rezeptor
interagieren konnen. Erst durch weitere Informationen kann geklart werden ob dieser Stoff
auch in Umweltorganismen zu populationsrelevanten Effekten aufgrund einer endokrinen
Wirkweise fuhrt und ob im Einzelfall ein solcher Stoff als besonders Besorgnis erregend im
Sinne der REACH Verordnung eingestuft werden sollte.

Die identifizierten Stoffe sollten bei entsprechender Evidenz geeigneten Prifungen unter-
zogen werden. Weitere 413 Kandidaten sind in den 8220 Stoffen zu finden, die nicht in die
AD fallen. Aus prinzipiellen Uberlegungen ist die Vorhersagemethode hier nicht anwendbar
(siehe oben). Unter dem Vorsorgegesichtspunkt sollten diese Stoffe aber auch Beriicksichti-
gung finden.
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5 Gruppierung von Stoffen auf der Grundlage toxikolo-
gischer Wirkungen

5.1 Einleitung

Neben den Methoden der in-silico-Toxikologie und der Ableitung eines endokrinen Risiko-
Potentials aus strukturellen Eigenschaften einer Substanz, kann unter Umstanden eine Fille
an Aussagen aus den vorliegenden toxikologischen in vivo Daten extrahiert werden. Um dies
zu ermoglichen wurden im Folgenden die relevanten OECD-Guidelines in ihrer aktuellen
Version darauf analysiert (Stand: Dez. 2008), welche mdglicherweise endokrin-beeinflussten
Parameter erhoben werden. Anhand von endokrin-wirksamen Modellsubstanzen wurde dar-
aufhin ausgewertet, ob und welche dieser OECD-Parameter aus in vivo Studien sich als In-
dikatoren einer endokrinen Stérung nutzen lassen.

Ziel dieses Arbeitspaketes war es, Endpunkte fiir mdgliche Stérung des endokrinen Systems
durch Testsubstanzen in Standard in vivo Studien zu identifizieren, die

e bei einer Substanzbewertung hinsichtlich ihres endokrinen Potentials herangezogen
werden kénnen,

o die zum Abgleich der in vitro gefundenen Aktivitdten mit in vivo Befunden in Saugern
dienen sollen.

Sowohl von der WHO und OECD, als auch von der US EPA wird die Definition eines "endoc-
rine disruptors" weiter gefasst als die im gegenwartigen Projekt betrachtete Wirkung als
Agonist oder Antagonist an Ostrogen- und/oder Androgenrezeptor .

Da in den zur Verfigung stehenden in vivo Studien der zugrundeliegende Mechanismus der
endokrinen Stérung zwangslaufig nicht sicher identifiert werden kann, ist davon auszugehen,
dass neben der Rezeptorinteraktionen andere Interaktionen relevant sein kénnen. Um eine
vollstdndigere Auswahl und bessere Validierung von endokrin-beeinflussten Parametern
durchfuhren zu kénnen, wurden tber den Rahmen des Projektes hinaus zusatzlich Enzym-
inhibitoren der Steroidsynthese und Thyriostatika als haufig anzutreffende Mechanismen
einer endokrinen Wirkung in die Untersuchungen mit einbezogen. Bei den Enzyminhibitoren
handelt es sich dabei um Substanzen, welche hemmend auf die Aromatase (fiir die Um-
wandlung von Androgenen in Ostrogene, in der menschlichen Plazenta, in Ovarien und
Testes) oder die 5-alpha-Reduktase (Umwandlung von Testosteron in das an vielen Zielor-
ganen wirksamere Dihydrotestosteron, in den Testes) wirken. Die letztgenannten Mechanis-
men sowie zusatzliche moégliche Interaktionen, z.B. mit Dopamin, Prolaktin oder den Gona-
dotropinen, der Funktion der Nebennieren oder der Nebenschilddriisen sollten in weiteren
Untersuchungen evaluiert werden

Da vor allem in der pranatalen und juvenilen Entwicklung ein geregeltes Zusammenspiel
aller Komponenten des endokrinen System die Voraussetzung aller Entwicklungsvorgange
ist, wurden zum einen in den folgenden Auswertungen auch Einfliisse auf die Steroidsyn-
these und die Entwicklung der Schilddriise mit ihrer grundlegenden Steuerungsfunktion in
der physiologischen Entwicklung berticksichtigt und alle Auswertungen hinsichtlich endokrin-
sensitiver Parameter an Multigenerationsstudien durchgefihrt. Mehrgenerationsstudien stel-
len zum einen den Goldstandard in der reproduktionstoxikologischen Forschung dar und die
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Maximalanforderung fir Hochtonnage-Substanzen im Rahmen von REACH. Darlber hinaus
ermaoglichen die in mehreren Generationen und in verschiedendsten Entwicklungsstadien
erfaldten Daten eine moglichst detaillierte Aussage Uber eine endokrine Beeinflussung des
Organismus. Von diesem Maximalangebot von Daten aus soll im Weiteren eruiert werden,
welche weiteren Studientypen zur Identifizierung endokriner Stérungen herangezogen wer-
den kdnnen.

5.2 Daten- und Studienanforderungen unter REACH

Im Rahmen von REACH werden in Abh&ngigkeit von der jahrlichen Tonnage unterschied-
liche Studienanforderungen erhoben (Tabelle 15). Aus den in der Tabelle fett markierten Stu-
dientypen konnen Daten zu reproduktionstoxischen Effekten oder zu einer Wirkung auf die
Reproduktionsorgane und das endokrine System abgeleitet werden.

Tabelle 15: Unter REACH in der Toxikologie erhobene Daten in Abhangigkeit von der
Produktionsmenge

e > 10t/a > 100 t/a > 1000 t/a
>1t/a

(additional) (additional) (additional)
Skin Irritation/Corrosion in | Skin Irritation Subchronic Toxicity Long-term Toxicity
vitro in vivo (90d) (> 12 months)
Eye Irritation Eye Irritation o Reproductive Toxicity
T T Developmental Toxicity )
in vitro in vivo (2-Generation)
Skin Sensitization in vivo Cytogenicity in vitro Carcinogenicity
Mutagenicity N )

Mutagenicity mammalian
(AMES Test)
o cells
in vitro
Acute Toxicity (oral) Acute Toxicity (inhalation)

Acute Toxicity (dermal)

Repeated Dose Toxicity

(28 d)

Screening

Developmental Toxicity

Mit zunehmender jahrlicher Tonnage steigt das Expositionsrisiko und zusatzliche Untersu-
chungen werden erforderlich. Ab einer Tonnage von 10 t/a kbénnen aus den erhobenen Un-
tersuchungen direkte endokrine Effekte auf die Reproduktionsorgane und die Nachkommen-
schaft abgeleitet werden.

Um Aufschluss zu geben, welche Parameter unter welchem Studientyp erhoben werden,
wurden die unter REACH geforderten sowie zusatzliche Studientypen der OECD Guidelines
analysiert. In die vergleichende Ubersicht der relevanten OECD Guidelines wurden einbezo-
gen:

e Untersuchungen zur Toxizitat bei wiederholter Applikation (14, 21 und 28-Tage-

Studien, orale, dermale und inhalative Applikation),
o subchronische (90-Tage-Studien mit oraler, dermaler oder inhalativer Applikation),
e chronische Studien,
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e Screening-Studien zur Toxizitat in der Entwicklung,

e Studien zur Neurotoxizitat,

e klassische reproduktionstoxikologische Studien (pranatal, 1- und 2-
Generationsstudien),

¢ kombinierte Studiendesigns,

e Uterotrophic und Hershberger Assay.

Die innerhalb eines Studientyps erhobenen Daten sind auf das Expositionsszenario und zu
erwartende Effekte zugeschnitten und evaluiert. Da subchronische und chronische Exposi-
tionen nicht priméar der Detektion reproduktionstoxischer Effekte dienen, besteht hier die Not-
wendigkeit, aus der Fllle der erhobenen Daten reproduktionstoxikologisch relevante Para-
meter zu ermitteln. Dartiber hinaus werden aus den unterschiedlichen reproduktionstoxikolo-
gischen Studientypen der Fragestellung angepasste Parameter ermittelt. So dienen z.B.
Studien zur pranatalen Entwicklung (OECD Guideline 414) der Abschéatzung eines teratoge-
nen Potentials, wahrend Multigenerationsstudien (OECD Guidelines 415 und 416) auf das
Fortpflanzungsvermogen und die Entwicklung der Nachkommenschaft fokussiert sind. Stu-
dientypen wie der Uterotrophic Assay (OECD Guideline 440) und der Hershberger Assay
(OECD Draft Version) wurden speziell zur Detektion endokrin basierter Effekte etabliert, lie-
fern aber keine Aussagen Uber generationsubergreifende Effekte. Dariliber hinaus sollte be-
dacht werden, dass Guideline-konforme Studien tber die geforderten Untersuchungen hin-
aus erweitert werden kdnnen und somit zusatzliche Hinweise zu mdéglichen Einfliissen und
Wirkmechanismen liefern kénnen®.

Die in Tabelle 16 genannten Parameter stellen eine umfassende, aber nicht vollstéandige
Auswahl reproduktionstoxikologischer Erhebungen dar, welche jedoch in keinem momentan
validierten Studientyp in ihrer gesamten Komplexitat erhoben werden. Alle aufgefiihrten
Parameter stehen in einem direkten engen Zusammenhang zueinander, kénnen einander
beeinflussen und diirfen in ihrem Zusammenspiel nicht getrennt voneinander betrachtet
werden. Und alle diese Parameter konnen primar oder sekundar durch endokrin wirksame
Substanzen beeinflusst werden.

Als Beispiele fur die angeflihrten Wechselwirkungen innerhalb und zwischen den Parameter-
komplexen 1-4 kann z.B. ein reduziertes Gewicht der Jungtiere einen verspateten Zeitpunkt
der sexuellen Reife hervorrufen, eine verminderte maternale Schilddrisenfunktion kann Ent-
wicklungsverzdgerungen der Jungtiere induzieren oder endokrin bedingte Verhaltensstérun-
gen der Muttertiere kénnen das Uberleben der Jungtiere beeintrachtigen.

Da z.B. die subchronischen und chronischen Tests nicht primar der Detektion reproduktions-
toxischer Effekte dienen, besteht die Notwendigkeit, aus der Fille der erhobenen Daten fiir
die einzelnen Tests die reproduktionstoxikologisch relevanten Parameter zu ermitteln. Eine
Zusammenfassung der Auswertungen ist Tabelle 16 zu entnehmen. Zur besseren Ubersicht-
lichkeit wurden Parameter, welche in einem engen physiologischen Zusammenhang stehen,
zu Parameterkomplexen zusammengefasst:

! Es wurden und werden von der OECD groRRe Anstrengungen unternommen, veraltete Guidelines den neuen
Anforderungen anzupassen (OECD Guidelines 407, 414, 416, 426) und darlber hinaus neue Guidelines zu
etablieren und zu finalisieren, um potentielle endokrine Effekte zu detektieren (z.B. OECD Guideline 440:
Uterotrophic Bioassay; Hershberger Assay (Draft-Version)). Allerdings ergibt sich aus dem momentanen Wandel
der Guidelines auch die Notwendigkeit, bei Begutachtung von guideline-konformen Studien die zum Zeitpunkt der
Durchfuihrung der Studie jeweils aktuelle Guideline-Version zu beachten.
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Komplex 1: Effekte auf Paarungsverhalten, Fertilitat, Schwangerschaft, Geburt und
Laktation,

Komplex 2: Effekte auf die Entwicklung der Nachkommen (Uberleben, physische
Entwicklung, sexuelle Reifung),

Komplex 3: Effekte auf die Reproduktionsorgane (Gewicht, Histopathologie, Spermien-
parameter, Ovarienfunktion),

Komplex 4: Effekte auf die endokrinen Drisen und Hormonkonzentrationen.
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Tabelle 16: Vereinfachte Zusammenfassung der in OECD Guideline Studien erhobenen reproduktionstoxikologischen Parameter, welche durch
endokrine Wirkungen beeinflusst werden kénnen

X = mandatory
0 = optional, recommended Repeated Dose Studies Reproductive Toxicity Studies Neurotoxicity Studies Endocrine System Screening
Combined Repeated
Repeated Dose Subchronic Dose Toxicity Study
Dermal 21/28- Dermal / with Reproduction/ Reproduction/
day Study; P Dose 28-| Rept Dose P Dose 90-| Inhalation Developmental Prenatal tal (o] ion | Two. Uterotrophic
Inhalation 14/28-| day Oral Toxicity | day Oral Toxicity [ day Oral Toxicity | Toxicity: 90-day |Chronic Toxicity| Toxicity Screening | Developmental | Toxicity Screening Reproduction Reproduction Developmental Neurotoxicity Bioassay in Hershberger
day Study in Rodents | Study in Rodents; | Study in Rodents Study Studies Test Toxicity Study Test Toxicity Toxicity Neurotoxicity Study| Study in Rodents| Rodents Assay
OECD 407
guideline| | OECD 410 + 412 OECD 407 enhanced OECD 408 OECD 411 + 413 OECD 452 OECD 422 OECD 414 OECD 421 OECD 415 OECD 416 OECD 426 OECD 424 OECD 440
latest version| 1981 1995 2007 revised 1998 1981 1981 1996 2001 1995 1983 2001 2007 1997 2007 2007
draft; updated with ;L:;Zian::l?::lllt:
parameters for parameters for draft
Parameter endocrine effects endocrine effects
general toxicity parameter
body weight/body weight changes in adults X X X X X X X X M | X X X X X X
mating, fertility, gestation, parturition, lactation
oestrus cyclicity, precoital interval X X X
mating index, fertility index, gestation index X M X X X
number of corpora lutea, ns, pre-/post-|
loss X X X X
maternal weight gain during gestation X X X X X X
gestation length, parturition, dystocia X X X X X
|Titter size, number of stillborn/live offspring, sex ratio X X X X X X
development of offspring
lexternal/internal malformations and variations X X X X X
survival of pups M X X X X
pup body weight/weight gain X X X X X X
lanogenttal distance o X
physical development: pinna detachment, incisor eruption, eye
lopening, hair growth © ©
functional development: reflex ontogeny, motor activity,
sensory function, learning and memory © us
sexual development: testes descend, vaginal opening,
preputial separation, onset of oestrus i = = &
reproductive organs
weight and histopathology: female reproductive organs +
follicle counts X X X X X X X X X X X
|Ristopathology mammary gland (male/female) X X X X
weight and histopathology: male reproductive organs + sperm
X X X X X X X X X X X
endocrine glands and hormone concentrations (excl. |
gonads)
\weight and histopathology: pituitary, thyroid, adrenals X X X M X X X X X o
serum hormone level LH, FSH, TSH, estradiol, testosterone,
DHT, prolactin, progesterone, T3, T4 © ©
additional pup data additional data
additional data for on motor activity, on functional
hematology, additional data on sensory function, tests and
clinical additional data for]| hematology and reflex ontogeny behaviour,
data for data for data on istry, urine data |clinical biochemistry, and physical hematology,
r , clinical analysis, clinical for hematology, | additional data on development may clinical
clinical biochemistry, (urine clinical ophthalmology, biochemistry, clinical sensory reactivity, be recommended biochemistry,
biochemistry, | analysis), sensory biochemistry, motor activity and | urine analysis, | chemistry and motor activity, if not covered by ohthalmology,
(urine analysis) reactivity (urine analysis) | sensory reactivity urine analysis strength other studies T Q!
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5.3 Mogliche Detektion endokriner und reproduktionstoxischer Effekte
durch Studienanforderungen unter REACH und Parameter zur
Evaluierung

Bei Betrachtung der oben angefiihrten Effektkomplexe 1-4 zeigt sich, dass zum gegenwarti-
gen Zeitpunkt von Studien zur wiederholten Applikation (OECD Guidelines 407, 408, 410,
411, 412, 413, 452) lediglich direkte Effekte auf die Reproduktionsorgane in Form von Ge-
wichtsveranderungen und histologischen Veranderungen detektiert werden kénnen. Dem-
gegenuber werden in Studientypen, welche primér auf die pra- und postnatale Entwicklung
von Jungtieren fokussieren zwar die Parameterkomplexe 1 und 2 (Verpaarung, Gestation,
Laktation, Entwicklung der Nachkommen) abgedeckt, aber Effekte auf die Reproduktions-
organe, die endokrinen Driisen und Hormonkonzentrationen im Organismus werden weitest-
gehend Ubergangen. Eine gro3tmoégliche Abdeckung reproduktionstoxischer Effekte ist somit
durch die 2-Generationenstudie (OECD 416) in ihrer aktuellen Version gewahrleistet. Eine
solche 2-Generationenstudie ist unter REACH erst ab einer jahrlichen Produktionsmenge
von 1000 Tonnen gefordert und wird somit nur fir eine begrenzte Anzahl von Stoffen vor-
liegen (vgl. Tabelle 17). Liegen entsprechende Daten aus Mehrgenerationsstudien nicht vor,
missen sowohl Studien zur Entwicklungstoxizitat und/oder Teratologie als auch zur wieder-
holten Applikation im Zusammenspiel ihrer Resultate begutachtet werden. Liegen auf Grund
einer geringen jahrlichen Tonnage (< 10 t) entsprechende Daten nicht vor, kann das Poten-
tial einer endokrinen Wirkung am Saugetier und Menschen nur durch 6kotoxikologische, in
vitro und in silico Methoden wie Struktur&hnlichkeiten zu bekannten und besser untersuchten
Stoffen abgeleitet werden.

Die Gesamtheit der Parameter, welche unter OECD Guideline Studien zur wiederholten Ap-
plikation und Reproduktionstoxikologie erhoben werden, wurde im Folgenden auf mégliche
Veranderungen durch endokrin wirkende Substanzen getestet.

Zur Validierung der ausgewdahlten Parameter wurden Modellsubstanzen anhand ihres Wirk-
mechanismus und des Vorliegens von reproduktionstoxikologischen Mehrgenerationsstudien
ausgewahlt (Tabelle 32, im Anhang). Als Substanzen mit Bindung an den Ostrogenrezeptor
dienten hierbei 17-beta-Estradiol (ein natlrlicher Agonist), Diethylstilbestrol, Tamoxifen und
Raloxifen (therapeutisch eingesetzte selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren, SERM), die
Industriechemikalie Nonylphenol, das Phytodstrogen Genistein und das Pestizid p,p"-DDT.
Testosteronpropionat, 17-beta-Trenbolon und Flutamid als Therapeutika und die Pestizide
Vinclozolin und Procymidon wurden als am Androgenrezeptor bindende Substanzen und
Finasteride und Linuron, wie oben erwéahnt, als Inhibitoren der Steroidsynthese in die
Bewertung mit aufgenommen. Thyroxin (ein physiologisches Schilddriisenhormon), das
Therapeutikum Propylthiouracil und Ammoniumperchlorat wirken direkt auf die Schilddrise
und ihre Hormonproduktion und wurden als Affektoren dieses Organes mitgefiihrt, um auch
diese Komponente adverser endokriner Wirkungen zu zeigen. Genistein und p,p"-DDT
stellen dartiber hinaus 2 Substanzen dar, welche mit mehr als einem Wirkmechanismus in
das endokrine System eingreifen kénnen. Uber seine Wirkung am Ostrogenrezeptor hinaus
hemmt Genistein die Aromataseaktivitat und der aktive p,p"-DDT-Metabolit p,p"-DDE wirkt
antiandrogen.
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Tabelle 17: Zusammenfassung der erhobenen reproduktionstoxikologischen/endokrinen
Parameter in Abhangigkeit von der jahrlichen Tonnage einer Substanz unter

REACH
X =nrendatory, mininel layout
=] >10t/annual tonnege >100 t/annuel tonnege >1000 tfannual tonnece
Subchronic
Repeated Dose Reproduction/ Dermrel /
Denrel 21/28-chy,| Repeated Dose 28| Developental | Repested Dose 9 Inhelation Prerstal Chronic Two-Gereration
Inhelation 14/28- | day Oral Toxicity | Toxicity Screening| cay Oral Toxicity] Toxicity: 90-cay | Developmental | Toxicity | Carcinogeni-city | Reproduction
caySudy | Studyin Rodents Test Study in Rodents Sudy Toxicity Sudy Studies Studies Toxicity
CECDguickling 410+412 407 21 408 411+413 414 452 451 416
latest versiony 1981 2008 19% revised 1998 1981 2001 1981 1981 2001
Paraeter
rreting, fertility, gestation, parturition, lactation
(oestrus cydlicity, precaital interval X X
eting index; fertility index, gestation index X X X
ruber of corpora lutes, inplantations, pre-/ post- . . .
inplartation loss
etermal weight ggin during gestation X X X
(gestation length, perturition, dystocia X X
litter size, nuber of stillbonlive offspring, sex ratio X X X
offspring development
extemal/intemal melforations and variations X X X
survival of pups X X
pupffoetus body weighteight gain X X X
lanogenital distance 0
offspring physical developent o
dffspring functional developent 0
offspring sexual developent X
mﬁﬁl e ” ’ X X X X X X X X
histopethology menery gland (mrele/fenele) 0 X X X X
%g?m e ” * X X X X X X X X
endocrire glands and hormrone concentrations (excl.
Qrect)
eight and histopathology: pituiitary, thyroid, ackerels X X X X X X X
seumhomore levels 0

15 weitere Substanzen mit zwar reproduktionstoxischen Effekten nicht aber endokriner Wir-
kung dienten als Negativkontrollen. Darlber hinaus wurden 15 Chemikalien mit vermuteter
oder bekannter endokriner Wirkung, deren Wirkmechanismus nicht vollig geklart ist, als
"Testsubstanzen" aufgenommen: das Mykotoxin Zearalenon, Tributylzinnchlorid, die Phtha-
late Butylbenzylphthalat und Di-2-ethylhexyl-phthalat, das Insektizid Lindan, die Phenolderi-
vate Bisphenol A, Pentachlorophenol, 4-Nonylphenol, 2,4-Dichlorophenol, Benzophenon,
Nitrobenzol und Ethylbenzol sowie die bromierten Alkane Dibromoessigsaure, 1-Bromo-
propan und 2-Bromopropan (siehe Tabelle 33, im Anhang).

Um die Vergleichbarkeit der ausgewerteten Publikationen zu erhéhen, wurden nur Studien
ausgewahlt, welche am toxikologischen Standardmodell, der Ratte, durchgefiihrt wurden.
Aus reproduktionstoxikologischer Sicht stellt die Ratte in ihrer Anatomie, Physiologie und
Ontogenese ein gut charakterisiertes, seit langem verwendetes Modell mit einer guten Da-
tenlage an Vergleichsmaoglichkeiten zum Menschen dar und stellt das Modell der Wahl zur
Detektion endokrin-basierter Effekte dar .

Alle in der folgenden Aufstellung gezeigten Effekte wurden in den aufgefihrten Multigene-
rationsstudien **** mit den getesteten Dosierungen beobachtet und stellen nicht unbedingt
die Gesamtheit aller zu dieser Substanz beobachteten und publizierten Effekte dar. Hierbei
wurden alle auftretenden Effekte in allen untersuchten Dosierungen erfaf3t und dosis-ab-
hangige Unterschiede wurden nicht analysiert. Es ist somit zu beachten, dass sich
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maglicherweise auftretende spezifische Effekte bei niedrigen Dosierungen und unspezifische
Effekte nach Gabe hoher Dosen unter Umsténden tberlagern kdnnen. Diese Analysenvari-
ante wurde gewahlt, um zu simulieren, welche Daten im Rahmen von REACH als Maximal-
anforderung zu erwarten sind.

Wie in der Gegenuberstellung (Tabelle 34, im Anhang) deutlich sichtbar, unterscheiden sich
die dokumentierten Effekte endokrin wirksamer Substanzen in Abhangigkeit von ihrem Wirk-
mechanismus. Doch auch innerhalb eines Wirkmechanismus sind die beobachteten Effekte
nicht uniform. Dies kann in der Wirkpotenz einer Substanz begriindet liegen (z.B. starker ER-
Agonist Ostradiol vs. schwacher ER-Agonist Nonylphenol) und damit moglicherweise direkt
strukturabhéangig sein. In der Gegenuberstellung zeigt sich aber auch, wie stark strukturahn-
liche Substanzen in Multigenerationsstudien in Bezug auf die ausgeltsten Effekte variieren
konnen. Als Beispiel dient die Gegeniiberstellung der selektiven Ostrogenrezeptor-Modula-
toren (SERM) Tamoxifen und Raloxifen in 1- und 2-Generationsstudien. Wahrend Tamoxifen
(starke ER Bindung in vitro) in den ausgewerteten Studien keine Veranderungen der Fertilitat
der Elterngeneration, der pra- und postnatalen Mortalitat oder des Koérpergewichtes der
Jungtiere hervorruft, sind diese Parameter unter Gabe von Raloxifen (schwache ER Bindung
in vitro) negativ beeinflusst.

Tabelle 18 fasst die Daten der Gegentiberstellungen zusammen. Hierzu wurden aus Griin-
den der Ubersichtlichkeit, einzelne Parameter, welche in einem engen physiologischen Zu-
sammenhang stehen, zusammengefasst und Substanzen mit gleicher Zielstruktur kombi-
niert. Die Zahlenwerte der Datensatze geben an, wie oft in den ausgewerteten Studien diese
Parameter untersucht wurden, die prozentualen Angaben zeigen, wie oft diese Parameter
negativ beeinflusst wurden. Die Differenz dieser prozentualen Angeben zu 100 % ermoglicht
eine Aussage darlber, wie oft ein Parameter zwar untersucht wurde aber keine
Veranderungen in den ausgewerteten Studien auftraten.
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Tabelle 18:

Beeinflussung reproduktionsbiologischer Parameter durch reproduktionstoxische Substanzen ohne endokrine Wirkung sowie durch

endokrin wirkender Substanzen mit den Zielstrukturen Ostrogenrezeptor, Androgenrezeptor, Aromatase, 5-a-Reduktase und Schilddriise

Endokrin wirksame Substanzen

keine endokrine Wirkung

Zielstruktur:

Zielstruktur:

Enzyminhibitoren
(Zielstruktur:

Zielstruktur:

Reproduktionstoxische

Ostrogenrezeptor Androgenrezeptor Aromatase, 5-a- Schilddruse EDC gesamt Substanzen ohne endokrine
Effekte
Reduktase)
Cyclophosphamid, Koffein, Styrol,
- . p,p’-DDT, Toluol, Tetrahydrofuran, Glutaraldehyd,
17-beta—IOstrad|oI,-DES, Testosteronpropionat, 17- L X . Thyroxin, Chloroform, Acrolein, Acrylsaure, 1,1-
Tamoxifen, Raloxifen, Genistein, Finasterid, . h h "
- beta Trenbolon, K Propylthiouracil, Dichloro-1-fluoroethan, Methyl tertiary
Nonylphenol, Genistein, " . i Linuron A
- _DDT Vinclozolin, Procymidon, Ammoniumperchlorat butyl ether, Isopropanol,
p.p Flutamid Schwefelwasserstoff, Zinkchlorid,
Schwefelkohlenstoff
Allgemeine Toxizitatsparameter Anzahl der adverser Anzahl der adverser Anzahl der adverser Anzahl der [ adverser | Anzahl der adverser Anzahl der adverser Effekt
9 P Datensatze Effekt Datensatze Effekt Datensatze Effekt Datensétze Effekt Datensatze Effekt Datensatze
Korpergewicht/Gewichtsveranderungen in adulten Tieren 7 86% 7 86% 3 100% 8 67% 20 85% 15 87%
Verpaarung, Fertilitat, Trachtigkeit, Laktation
Ostruszyklus, Zeit bis zur erfolgreichen Verpaarung 8 50% 4 25% 2 50% 3 33% 17 40% 4 75%
Verpaarungs-, Fertilitats-, Gestationsindex 23 43% 13 38% 3 67% 10 0% 49 37% 40 13%
Anzahl Corpora lutea, Implantationsstellen, Pra-/Postimplantationsverluste 16 69% 8 13% 8 33% 3 33% 30 37% 27 26%
Maternale Gewichtszunahme wahrend der Trachtigkeit 6 50% 7 71% 3 100% 2 50% 18 68% 12 92%
Trachtigkeitsdauer, Geburt, Dystozie 7 57% 2 50% 2 0% 4 75% 15 46% 5 20%
\WurfgroRe, Anzahl der Tot-/Lebendgeburten, Geschlechterverhaltnis 22 32% 18 6% 11 0% 5 80% 56 29% 46 26%
Entwicklung der Nachkommen
AuRere/innere Fehlbildungen und Variationen 6 50% 13 92% 6 67% 0 0% 25 52% 12 67%
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Jungtiere 9 56% 10 40% 2 50% 6 67% 27 53% 18 39%
Korpergewicht/Zunahme der Jungtiere 13 46% 12 42% 5 20% 6 67% 36 44% 24 79%
Ano-Genitalabstand 5 20% 7 100% 3 67% 0 0% 15 47% 0 0%
Physische Entwicklung: Zeitpunkt von Ohr- und Augenéffnung, Durchbruch
der Zahne. Fellwachstum 8 63% 2 0% 4 50% 1 100% 15 53% 8 38%
Funktionelle Entwicklung: Reflexontogenese, lokomotorische Aktivitat, o, 0, 0, 0,
Sinnesfunktionen, Lernen und Gedachtnis 5 60% 1 0% 1 100% 3 33% 10 48% 4 0%
exuelle Entwicklung: Hodenabstieg, Vaginalorinung, Praputialseparation, o o o o " o
Einsetzen des Ostruszyklus 12 67% 13 69% 8 63% 4 75% 37 68% 6 17%
Reproduktionsorgane
Sev_wcht und Histopathologie: Weibliche Geschlechtsorgane und 25 64% 22 59% 8 50% 3 33% 58 5206 36 17%
ollikelanzahl
Histopathologie: Brustdriisen (mannlich/weiblich) 2 100% 6 100% 3 100% 2 100% 13 100% 1 0%
istopathologie: Mannliche Geschlechtsorgane und o o o o o o
Spermaparameter 49 47% 61 69% 26 88% 10 20% 146 56% 83 22%
Endokrine Driisen und Hormonkonzentrationen (exkl. Gonaden)
Gewicht und Histopathologie: Hypophyse, Schilddriise, Nebennieren 16 63% 12 42% 4 25% 7 71% 39 50% 24 17%
Serumhormonkonze:rtrﬁgn_fz: LH, FSH, TSH, Ostradiol, Testosteron, DHT, o5 7% 21 57% 2 0% 14 100% 62 57% 6 0%
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Wie aus Tabelle 18 zu ersehen ist, zeigen einige der reproduktionstoxikologischen Parame-
ter wenig Aussagekraft iber hormonell bedingte Einfliisse. Hierzu gehdren Verénderungen
des Korpergewichtes, Angaben zur WurfgréRe in Multigenerationsstudien, die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit der Jungtiere und deren physische Entwicklung. Die Wahrscheinlichkeit
einer negativen Beeinflussung dieser Parameter scheint ahnlich durch reproduktionstoxische
Substanzen mit oder ohne endokrines Potenzial. Parameter mit hoher Pradiktivitat fir endo-
krine Beeinflussungen sind farblich in Tabelle 18 hervorgehoben (roter Rahmen, fett).
Allerdings werden bestimmte aussagekraftige Parameter oftmals nur dann erhoben, wenn
bereits ein Anfangsverdacht tiber eine mégliche Stérung der hormonellen Steuerung vorliegt
oder wurden in veralteten OECD Guidelines nicht standardmafig mit erfasst. Hierzu gehoren
Angaben zur Lange und Normalitat des Ostruszyklus, Messung des Ano-Genitalabstandes in
neonatalen Tieren, Angaben zur sexuellen Reifung (Vaginaloffnung, Einsetzen des Ostrus-
zyklus, Hodenabstieg, Praputialseparation), histopathologische Untersuchungen der méann-
lichen und weiblichen Brustdrisen und die Bestimmung von Serumhormonkonzentrationen.
Auch rein statistische Angaben zum Auftreten von Fehlbildungen und Variationen bei der
Untersuchung von Foten und Neugeborenen haben wenig Aussagekraft tiber potentielle
endokrine Effekte, wenn nicht gezielt Effekte an den Reproduktionsorganen oder sekundaren
Geschlechtsmerkmalen betrachtet werden. Eine Zusammenfassung, welche Parameter in
welchem Studientyp, in Abhéngigkeit von der jahrlichen Tonnage, erhoben werden, ist
Tabelle 17 zu entnehmen.

5.4 Vergleich substanz-spezifischer Effekte auf juvenile und adulte
Organismen

Juvenile (in der Entwicklung begriffene) und adulte Organismen unterscheiden sich physio-
logisch oftmals grundlegend. Diese Unterschiede zeigen sich in der Aufnahme, Verteilung
und Ausscheidung von kérperfremden Substanzen, in der Ausstattung und Aktivitat des
Stoffwechsels, im Verhalten und damit in verhaltensabh&ngigen Expositionsrisiken und in
vielen weiteren Aspekten. Dementsprechend kann sich die Empfindlichkeit gegeniliber scha-
digenden Einflissen in Abhangigkeit von der Entwicklungsphase verandern. Die Komplexitat
der physiologischen Unterschiede wird dadurch erhdht, dass 1. verschiedene Organsysteme
unterschiedlich schnell reifen und dass 2. diese Reifungsprozesse in verschiedenen Spezies
zeitlich unterschiedlich ablaufen %

Besonders empfindliche Phasen durchlaufen Organsysteme wahrend ihrer Anlage (Organo-
genese, pranatal), Reifung (Histogenese, pra- und postnatal) sowie wahrend der Etablierung
regulatorischer Feedback-Mechanismen (z.B. Uber die Hypothalamisch-Hypophysére-
Gonadale/Thyroidale Achse, pra- und postnatal) **¢**.

Das Szenario, wie aus vorliegenden Studiendaten aus unterschiedlichen Expositionsphasen
Effekte auf das Endokrinum abgeleitet werden kdnnen sei im Folgenden erklart. Die Wirkung
endokriner Einflisse auf das sich entwickelnde Urogenitalsystem sei am Beispiel des anti-
androgen, potentiell thyreostatisch agierenden Dicarboximid-Fungizides Vinclozolin erlautert.
Hierzu wurden 2 Mehrgenerationsstudien herangezogen ******'*2 Vinclozolin agiert als Anta-
gonist am Androgenrezeptor und fuihrt zu einer Blockade der androgen-abhangigen Gen-
expression im Organismus. Pré- und postnatale Exposition, d.h. wahrend der Reifung der
Reproduktionsorgane, im Vergleich zu alleiniger Exposition im erwachsenen Stadium fiihren
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in beiden Geschlechtern zu unterschiedlichen Effekten (Tabelle 35, im Anhang).
Unterschiede in den physiologischen Konsequenzen einer endokrinen Beeinflussung in
Abhangigkeit vom Expositionsszenario sind farblich hervorgehoben.

Wie die Daten belegen, kann eine hormonelle Beeinflussung wahrend der Entwicklung weit
reichende Konsequenzen fir alle folgenden Lebensphasen haben. Erfolgt die antiandrogene
Wirkung des Vinclozolins wahrend der Organogenese der Reproduktionsorgane, kann es
z.B. zu Fehlbildungen im Sinne einer Hypoplasie oder Agenese, zu morphologischen Femini-
sierungserscheinungen und zu Funktionsstérungen der endokrinen Driisen kommen. Im er-
wachsenen Alter resultieren hieraus erhéhte Inzidenzen von Tumoren der Reproduktions-
organe, eingeschrankte Fertilitdt, Stérungen des Sexualverhaltens und Fehlfunktionen von
Hypophyse und Schilddriise. Erfolgt die Exposition hingegen ausschliel3lich im erwachsenen
Organismus, kdnnen die endokrinen Effekte nur mit Hilfe einer aufwendigen histopathologi-
schen Begutachtung (Hoden, Nebenhoden, Samenblaschen, Nebennieren, Hypophyse,
Ovarien) und Serumkonzentrationsbestimmungen detektiert werden. Wie Tabelle 35 (im
Anhang) zu entnehmen ist, stellt das Pestizid Vinclozolin ein Beispiel fir eine endokrin
wirksame Substanz dar, bei welcher das Risikopotential schon bei adulter Exposition zu
Tage tritt (z.B. durch Veranderungen der Hypophyse und der Reproduktionsorgane sowie
von Serumhormonkonzentrationen) aber durch Multigenerationsstudien die schadigenden
Effekte weitaus deutlicher werden.

Hieraus ist abzuleiten, dass bei der Beurteilung einer mdglichen endokrinen Wirkung einer
Substanz folgende Faktoren zu berlicksichtigen sind:

e Zeitpunkt und Lange der Exposition (prakonzeptionell, pranatal, perinatal, pubertar,
adult),

e Zeitpunkt der Begutachtung (Fotus, juveniler oder erwachsener Organismus),

e Qualitativer Umfang der Untersuchungen (beide Geschlechter,
Hormonkonzentrationen, Verhalten, Anogenitalabstand, Spermienparameter,
Ostruszyklus),

e Quantitativer Umfang der Untersuchungen (ist z.B. die Stichprobenanzahl
ausreichend zur Detektion von erhéhten Tumorinzidenzen?).

5.5 Vergleich von Substanzklassen-spezifischen Effekten zwischen
Studien mit Mehrfachapplikationen und Mehrgenerationsstudien

Wie schon im Vergleich von substanzspezifischen Effekten auf juvenile und adulte Organis-
men ausgefihrt, kénnen sich die Auswirkungen auf den Organismus unterscheiden, je nach
dem, ob der Eingriff in die endokrine Regulation wéhrend der Organogenese und Histoge-
nese oder aber nach Abschluf® der Reifungsprozesse erfolgt. Da "Repeated-Dose"-Applikati-
onen nach den Vorschriften der Guidelines an adulten Tieren durchgefuhrt werden, kdnnen
sich die beobachteten Effekte auf die Reproduktionsorgane und die hormonelle Steuerung
erheblich von denen auf juvenile Tiere unterscheiden.

Um diese mogliche Diskrepanz zu verdeutlichen, wurden vergleichende Datenbankenabfra-
gen zu "Repeated-Dose"-Applikationen und zu reproduktionstoxikologischen Studien durch-
gefluhrt.

UBA F+E Vorhaben 206 67 448/05: Bewertung und Regulation von Umwelthormonen, Teilvorhaben 5 45



Ein Beispiel einer solchen Datenbankabfrage mit der Vernetzung von Registrierungs-
nummer, Struktur, Zielorgan, Effekt und LOEL ist in Tabelle 36 im Anhang aufgefihrt.

Aus der Gruppe der Phthalatester gibt es eine Reihe von Substanzen mit nachgewiesener
Toxizitat auf die mannlichen Reproduktionsorgane und die mannliche Fertilitat mit einer er-
hdhten Sensitivitat in der fétalen Entwicklung und in neugeborenen Tieren gegeniber puber-
taren und erwachsenen Organismen **°. Tabelle 37 zeigt den Vergleich einer Abfrage aus
einer Datenbank zu wiederholter Applikation und einer Abfrage aus einer reproduktionstoxi-
kologischen Datenbank. Als Abfrageparameter dienten Effekte auf das Gewicht, die Entwick-
lung und die Histopathologie der Hoden und/oder Effekte auf die Anzahl, Motilitat und/oder
Morphologie der Spermien der Versuchstiere.

Nach wiederholter Applikation zeigten sich bei 5 von 9 Substanzen/Substanzgemischen
Effekte auf die Hoden in adulten Tieren. Dabei war der LOELo4en grof3er oder gleich dem
LOEL des Gesamtorganismus und die Hodentoxizitat bestimmte somit nicht den Gesamt-
LOEL. Es sollte hierbei also nicht nur auf die gesamttoxizitatsbestimmenden Effekte fokus-
siert werden sondern alle auftretenden Effekte bertcksichtigt werden. In der Abfrage der
reproduktionstoxikologischen Datenbank zeigten alle untersuchten Phthalate (n=7) Effekte
auf die Hoden und/oder Spermienparameter. Die ermittelten LOELjgen 0der LOELspermien
lagen hierbei zum Teil deutlich unter den Angaben zur selben Substanz aus Studien mit
wiederholter Applikation. Dies kann sowohl biologische Griinde (Exposition des Organismus
Uber einen weiten Entwicklungszeitraum) als auch studienbedingte Griinde (niedrigere ver-
wendete Dosierungen in Reproduktionsstudien) haben und verdeutlicht erneut die Relevanz
von reproduktionstoxikologischen Mehrgenerationsstudien. Allerdings ist die Anzahl der Sub-
stanzen fur welche reproduktionstoxikologische Studien vorliegen weitaus geringer.

5.6 Gewichtung der beobachteten Effekte fir ihre mdégliche Relevanz als
Indikator fir endokrine Wirkungen

Wie bereits betont, ist die Komplexitat der Interaktionen und Regulationen innerhalb des en-
dokrinen Systems grof3 und die Vielschichtigkeit des Problems wird dadurch erhoht, dass
endokrin wirksame Substanzen Uber verschiedene Mechanismen agieren kénnen. Dartber
hinaus ist die Anzahl von Substanzen, fir welche das reproduktionstoxikologische Maximal-
programm in Form von 2-Generationsstudien vorliegt, begrenzt. Es ergibt sich also die Not-
wendigkeit, aus den vorliegenden Daten diejenigen zu extrahieren, welche eine Aussage
Uber ein endokrin-wirksames Potential einer Substanz zulassen und diese dariber hinaus
einem Ranking ihrer Relevanz zu unterziehen. Um die verschiedenen Parameter, welche als
potentiell relevant eingeschétzt wurden, als Indikatoren fir eine endokrine Beeinflussung
zueinander ins Verhaltnis zu setzen, wurde folgendes Schema entwickelt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schema zur méglichen Unterscheidung zwischen allgemeinen reproduktions-
toxischen Effekten und Eingriffen in das endokrine System

Im Schema wird zwischen hoher Wahrscheinlichkeit endokriner Ursachen (roter Bereich),
fraglicher Beteiligung endokriner Einflisse (gelber Bereich) und unwahrscheinlicher endo-
kriner Beeinflussung (griiner Bereich) unterschieden. Basierend auf den in Tabelle 34 (im
Anhang) bei endokrin wirksamen Modellsubstanzen beobachteten Effekten, wurden diese
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Parameter in ihrer Bedeutung als Indikatoren gewichtet. Hierbei kdbnnen Veranderungen der
Serumhormonkonzentrationen, isolierte Fehlbildungen der Reproduktionsorgane und

Veranderungen der sekundaren Geschlechtsmerkmale im Sinne einer Maskulinisierung oder
Feminisierung als deutliche Indizien eines gestérten Hormonhaushaltes angesehen werden.

Demgegenuber stehen Parameter, welche in einem engen urséchlichen Zusammenhang mit
der Kdrpergewichtsentwicklung in juvenilen und adulten Organismen stehen. Diese Parame-
ter sind in der Abbildung derart gekennzeichnet, dass von ihnen weitere Entscheidungspfade
ausgehen (z.B. ist die verzdgerte Sexualentwicklung mit einem einhergehenden einge-
schrankten Wachstum gekoppelt?). Kommt es auf Grund toxischer Schadigung zu einer Ge-
wichtsreduktion oder eingeschrankten Gewichtszunahme, kénnen sich damit einhergehend
auch die Gewichte der Reproduktionsorgane vermindern. Bei Jungtieren kdnnen maternale
Effekte (z.B. reduzierte Milchproduktion) oder direkte toxische Einfllisse zu einer verzogerten
Gewichtszunahme und einhergehend zu einem verminderten Kdrperwuchs und einer verzo-
gerten Entwicklung fihren. Dies kann z.B. zu einer verzdgerten sexuellen Reifung (Vaginal-
offnung und Einsetzen des Ostruszyklus bei weiblichen Tieren und Praputialseparation bei
mannlichen Tieren) oder reduzierten Kérpermaf3en und somit auch zu einem reduzierten
Ano-Genitalabstand fiihren. Treten reduzierte Organgewichte, verringerter Ano-Genitalab-
stand und Entwicklungsverzdgerungen gemeinsam mit reduziertem Kdérpergewicht oder ver-
ringerter Gewichtszunahme auf, ist das Risiko einer substanz-bedingten endokrinen Ursache
als eher gering anzusehen. Darliber hinaus kann eine reduzierte Wurfgrof3e Einfluss auf die
postnatale Gewichtszunahme haben. In seltenen Fallen kann es substanz-bedingt zu einer
Zunahme des Koérpergewichtes und entsprechend gegenlaufigen Veranderungen kommen.
Viele reproduktionstoxikologische Parameter sollten nur in Zusammenhang mit einem mog-
licherweise parallel einhergehend allgemeintoxischen Effekt der fraglichen Substanz betrach-
tet werden. So kénnen Veranderungen der Ovarienfunktion und eine reduzierte Fertilitat
154155 "aine erhéhte pranatale Mortalitat und eine reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Jungtiere auf maternalen toxischen Effekten beruhen.

Somit sollten die Parameter aus dem gelben Bereich entweder in ihrer Abhangigkeit von all-
gemein-toxischen Einflissen oder in ihrer Summe im Sinne eines "Weight-of-Evidence" als
Indizien fir hormonelle kausale Zusammenhange gewertet werden. Treten multiple Befunde
innerhalb dieser fraglich-endokrin-bedingten Gruppe auf, sollten die Werte kontrolliert, zu
Kdrpergewicht und allgemein-toxischen Befunden korreliert und gegebenenfalls gezielte
Untersuchungen der Serumhormonkonzentrationen und Reproduktionsorgane veranlasst
werden.

Als Beispiel einer solchen Dateninterpretation seien die in Tabelle 35 (im Anhang) angefihr-
ten Beobachtungen bei einer pra- und postnatalen Exposition gegeniber Vinclozolin aufge-
fuhrt: Hier sprachen die Fehlbildungen der mannlichen Geschlechtsorgane, die Feminisie-
rungserscheinungen der mannlichen Brustdrisen und die Veranderungen der Serumkonzen-
trationen von Schilddriisen- und Hypophysenhormonen deutlich fir endokrine Effekte (roter
Bereich), wahrend der verringerte Ano-Genitalabstand, die Gewichtsabnahme der mann-
lichen Reproduktionsorgane und die verringerte mannliche Fertilitaét nur Warnsignale dar-
stellen, da sie mit Anzeichen einer allgemein-toxischen Schéadigung (verringertes Kérperge-
wicht und gesteigerte Mortalitat) korrelieren (gelber Bereich). Aber auch diese Parameter
sollten als "Weight-of-Evidence" in ihrem Zusammenspiel ausreichen, um Bedenken im
Umgang mit dieser Substanz hervorzurufen.
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5.7 Zusammenfassung

In Abhangigkeit von der in Verkehr gebrachten Menge einer Substanz steigt die im Rahmen
von REACH geforderte Datenmenge und hiermit auch die Chance einer Detektion mdglicher
toxischer Effekte. Bereits ab einer jahrlichen Tonnage von 10 t kbénnen aus den geforderten
Studien mdégliche Effekte auf das endokrine System abgeleitet werden. Wie die Analyse der
in verschiedenen OECD Guideline Studien erhobenen Parameter zeigte, ist die Komplexitat
der Daten allerdings hoch und fr eine mdglichst vollstandige Risikoabschatzung erscheint
derzeitig kein Studientyp vollkommen ausreichend. Die grof3tmoégliche Datenmenge kann in
2-Generationsstudien evaluiert werden, welche aber nur fir eine begrenzte Anzahl von Sub-
stanzen zur Verfugung steht (jahrliche Tonnage > 1000 t). Darlber hinaus kdnnen durch die
Kombination von Daten aus Repeated-Dose-Applikationen/Langzeittestungen (28 d, 90 d,
chronisch) und reproduktionstoxikologischen Studien (Developmental Screening, Develop-
mental Neurotoxicity, Prenatal Development) Aussagen zur Beeinflussung der Parameter-
komplexe Fertilitat, Trachtigkeit, Jungtierentwicklung, Reproduktionsorgane, Hormonhaushalt
getroffen werden.

Als Parameter mit besonderer Aussagekraft in Hinblick auf endokrine Stérungen wurden
identifiziert:

¢ Fehlbildungen der Reproduktionsorgane,
¢ Fehlbildungen und Variationen der sekundaren Geschlechtsmerkmale,
¢ Veranderungen der Serumhormonkonzentration.

Eine Reihe von weiteren Parametern kann darlber hinaus deutliche Hinweise auf Stérungen
des Hormonhaushaltes liefern, muss aber in vielen Fallen in Abhangigkeit von weiteren Pa-
rametern gesehen werden und sollte nur in Zusammenhang mit diesen evaluiert werden.
Einfluss nehmende Parameter sind Veranderungen des Kérpergewichtes und daraus resul-
tierende Entwicklungsstorungen und allgemein-toxische Befunde. Weitere Befunde und
Parameter mit Aussagekraft hinsichtlich ihrer hormonellen Steuerung wéren:

¢ Gewichtsveranderungen der Reproduktionsorgane,

e Histopathologische Veranderungen der Reproduktionsorgane und sekundaren
Geschlechtsmerkmale,

e Veranderungen von spermatologischen Parametern,

¢ Veranderungen der ovariellen Funktion,

e reduzierte Reproduktionsleistung,

¢ erhohte pré- und postnatale Mortalitat,

e Veranderungen der sexuellen Reifung,

o Veranderungen der aul3eren Geschlechtsmerkmale im Sinne einer Maskulinisierung
oder Feminisierung.

Bei diesen Parametern kann von einem "Weight of Evidence" ausgegangen werden und das
Auftreten mehrerer Effekte (unter Beachtung der oben aufgefiihrten EinfluR nehmenden Fak-
toren) sollte eine Kontrolle der Daten oder zuséatzliche gezielte Erhebung von Parametern
induzieren.
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Die moglichen Effekte einer endokrin wirksamen Substanz im Tiermodell sind Uberaus viel-
seitig und ihre Auspragung wird mitbestimmt von:

1. Expositionszeitraum (prékonzeptionell, pra-/postnatal, juvenil, adult),

2. Expositionsdauer (Werden kritische Zeitfenster der Organbildung und
-reifung beeinflusst?),

3. Evaluierungszeitraum (Ist der zeitliche Abstand zwischen Exposition und
Begutachtung ausreichend lang fur die Ausbildung adverser Effekte oder sind
transiente adverse Effekte eventuell abgeklungen?),

4. Wirkmechansmus der Substanz (z.B. Steroidrezeptoragonist, -antagonist,
Enzyminhibitor, multiple Wirkmechanismen),

5. Expositionsdosis (Uberdecken z.B. allgemein-toxische Effekte auftretende
endokrine Stérungen?),

6. Potenz der Wirksubstanz (z.B. schwache vs. potente Rezeptoragonisten).

Somit kann von einer moglichst gesicherten Risikoeinschatzung ausgegangen werden, wenn
sowohl Daten aus einer ausreichend langen Exposition von erwachsenen Tieren als auch
aus einer perinatalen und juvenilen Exposition vorliegen. Liegen solche Daten nicht vor,
muss gezielt evaluiert werden, ob und wie sensitive Parameter in den vorhandenen Studien
untersucht wurden und ob hier Veranderungen auftraten. Hierbei sollte genau unterschieden
werden, ob ein Organ nicht untersucht wurde oder ob eine makroskopische oder eine
mikroskopische Untersuchung keinen pathologischen Befund ergab.
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6 Vergleich von substanz-spezifischen Effekten in vitro /in
vivo und in reproduktionstoxikologischen Studien

6.1 Detektion endokriner Effekte in 6kotoxikologischen Studien mit
Fischen

Zum Vergleich der rechcherchierten in vitro Daten mit Daten aus umweltrelevanten in vivo
Studien aus dem aquatischen Bereich wurden Ergebnisse aus Studien mit Fischen zusam-
mengestellt, die zur Charakterisierung der Wirkung endokrin aktiver Substanzen durchge-
fuhrt wurden. Die Daten wurden der UBA Studie "Charakterisierung endokrin vermittelter
Wirkungen in Fischen: Relevante Parameter fur die Entwicklung einer neuen OECD-Test-
methode und die Anwendung in der gesetzlichen Umweltrisikobewertung" (Forschungs-
projekt FKZ 206 67 470, Schéfers et al. 2007) entnommen.

Ziel der Studie war, die bisher vorliegenden Anwendungserfahrungen von Lebenszyklus-
Studien mit Fischen bei endokrin wirksamen Substanzen zu sammeln und zu vergleichen,
um allgemeine Aussagen zur Empfindlichkeit von Endpunkten ableiten und Bewertungs-
unsicherheiten reduzieren zu helfen. Charakteristische populationsrelevante und indikative
Endpunkte wurden fur die relevanten sexual-endokrinen Wirkmechanismen herausgearbeitet
und ein Vergleich der Empfindlichkeiten vorgenommen.

Verwendet wurden Daten aus Full Life Cycle Tests (FLCT) und Zwei-Generationen-Tests
des Fraunhofer IME und aus der Literatur. Anhand der Ergebnisse erfolgte anschlieRend
eine Einordnung von Studiendaten aus FLC-Tests aus der Datenbank des Umweltbundes-
amtes. Im zweiten Teil der Studie wurden Biomarker-Messungen aus Fish Screening Assays
(FSA) den Effektdaten von populationsrelevanten Endpunkten aus FLCT gegenibergestellt
und bezlglich Empfindlichkeit und Vorhersagepotenzial bewertet.

Fur Interaktionen mit dem Ostrogenrezeptor (ER) stellt die Sexualentwicklung das empfind-
lichste Expositionsfenster da. Eine sexual-endokrine Wirkung manifestiert sich am empfind-
lichsten im Reproduktionsparameter Befruchtungsrate; die Sensitivitaten von Wachstum und
Geschlechtsentwicklung liegen nah daran. Ein FSA mit Erfassung der Blutkonzentration von
Vitellogenin (VTG) als Wirkindikator reagiert vergleichbar empfindlich und lasst keine falsch
negativen Ergebnisse erwarten. Die Androgenrezeptor-(AR-)Interaktionen miissen nach ago-
nistischer und antagonistischer Wirkweise unterschieden werden. VTG ist hier als Biomarker
nicht immer aussagekréaftig. Der empfindlichste populationsrelevante Endpunkt fiir den unter-
suchten AR-Antagonisten ist die Fekunditat. Empfindlicher indikativer Endpunkt im FSA und
Zwei-Generationen-Test ist das Sexualsteroid 11-keto-Testosteron. Beziglich der AR-Ago-
nisten ist die Sexualentwicklung das empfindlichste Belastungsfenster und das Geschlech-
terverhaltnis der sensitivste Endpunkt. Auch fir die Aromatase-Inhibitoren ist die
Sexualentwicklung das empfindlichste Belastungsfenster. Eine sexual-endokrine Wirkung
manifestiert sich in unterschiedlichen Endpunkten, deren Empfindlichkeit in den untersuchten
Tests meistens nur eine Konzentrationsstufe auseinander lag: In einer Verschiebung des
Geschlechterverhaltnisses, in Wachstumsverzogerungen oder einer Reduktion der Eizahl.
VTG als Wirkindikator reagierte empfindlich im FSA. Die untersuchten Fischspezies
reagieren grundsatzlich &hnlich empfindlich auf Hormonrezeptor-Interaktionen. Die
Auspragung der Wirkungen kann differieren. So reagieren Medaka und Dickkopfelritze mit
einer Verweiblichung auf ER-Agonisten, wahrend der protogyne Zebrabarbling mit einer
Verzdgerung oder Hemmung der mannlichen Entwicklung reagiert; auf Aromatase-Hemmer
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scheint der Zebrabéarbling empfindlicher mit einer Vermannlichung zu reagieren, wahrend die
Dickkopfelritze empfindlicher mit reduziertem juvenilen Wachstum reagiert. Die Frage nach
der Notwendigkeit eines Zwei-Generationen-Tests anstelle eines FLCT hangt von der
Relevanz maternalen Transfers von Wirkungen ab und kann aufgrund der fehlenden
Vergleichbarkeit der Daten nicht geklart werden. Um ein verkirztes Testverfahren anstelle
des FLCT oder Zwei-Generationen-Tests anzuwenden, bedarf es genauer Informationen
Uber den vorliegenden Wirkmechanismus und des Nachweises, dass das Verfahren das
empfindlichste Expositionsfenster und den empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkt
fur diesen Wirkmechanismus erfasst. Partielle Life Cycle Tests (Kurzzeit-Reproduktionstests)
sind daher immer ungeeignet. Der Fish Sexual Development Test (FSDT) kann fur AR-
Agonisten und Aromatase-Hemmer ausreichen.

Insgesamt konnten Studien mit 12 Substanzen ausgewertet werden. Die Ergebnisse sind im
rechten Teil der Tabelle 19 zusammengefasst.

6.2 Vergleich substanz-spezifischer Effekte durch in vitro- und in vivo-
Modelle

Als nachster Schritt der Arbeiten wurde fir die aus den toxikologischen Studien extrahierten
Substanzen gepriift, ob entsprechende in vivo Daten aus Life Cycle Tests bzw. Screening-
Tests mit Fischen und in vitro Daten aus Rezeptorbindungstests oder zellbasierten Reporter-
gen-Tests vorlagen. In Tabelle 19 sind diese Daten fir die Substanzen, fur die Ergebnisse
aus Fisch Studien vorliegen (FLCT oder FSA) vergleichend dargestellt. In Tabelle 38 und
Tabelle 39 (im Anhang) sind alle ausgewahlten Modellsubstanzen aus den Saugetiertests
aufgelistet und den vorhandenen in vivo Fisch- und den in vitro Daten gegenibergestellt.

In Tabelle 39 (im Anhang) wurden Ubereinstimmungen und auftretende Kontroversen
zwischen den beobachteten Effekten im Saugertest und den in vitro Tests farblich
hervorgehoben (griin [Ubereinstimmung] / weil3 [keine Ubereinstimmung bzw. keine Daten)).
Um eine hohere Datendichte zu gewahrleisten, wurden fur diesen Vergleich strukturdhnliche
Substanzen zur weiteren Datenanalyse herangezogen.

Fur den Vergleich von Effekten in Sdaugern und in Fischen stehen nur 8 Substanzen zur Ver-
figung. Die Ubereinstimmung der Daten aus der Sauger- und der Fischtestung ist sehr gut
und wird duch die in vitro Testergebnisse erganzt. Es treten keine falsch-negativen Ergeb-
nisse auf, d.h. alle in den Saugetierstudien als "endokrin wirksam" identifizierten Substanzen
wurden in den Fischstudien und in den in vitro Tests als potentiell wirksam erkannt, wenn
auch mit unterschiedlichen Einschatzungen der Wirksamkeitsstéarke. Die Detailergebnisse
der Fischstudien und der in vitro Tests geben teilweise Hinweise auf den zugrundeliegenden
Wirkmechanismus (z.B. bei Androgenrezeptor Agonisten).
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Tabelle 19: Vergleich der in vitro und in vivo Daten der Substanzen, fir die Ergebnisse aus Fisch Studien vorliegen (FFLC oder FSA)

Reproductive toxicology database

Reportergen-Test (Zelltests)

Receptor binding
studies

Relative potency to

Full-life cycle,

Fish in vivo effects*

Literature FLCT oder

Fish Screening

Relative potency to positive control positive control Danio rerio * PLCT Assay (FSA)
in vivo
EDC ER ER AR AR Fertilisation
Compound CAS Mechanism Effect | Agon. | Antag. | Agon. | Antag. ER AR rate NOEC NOEC (Parameter) Effekt
17-alpha oy . 1 ng/L juvenil. Wachstum,
Ethinylestradiol 57-63-6 ER Agonist + strong strong 0.3 ng/L, stark Gonaden Zunahme VTG
. . 2.9 ng/L
17-beta Estradiol 50-28-2 ER Agonist + strong no strong | strong | strong yes Befruchtungsrate
Selektiver ER 1.6 pg/L und 1.65 pg/L (PLC juvenil.
Tamoxifen 10540-29-1 | Agonist and + weak no weak strong weak Vtg Reduktion | Wachstum Abnahme VTG
Antagonist in Weibchen 0.11 pg/L (FLC) Vig Red.
e o ER Agonist, Enzym . 1.3 pg/L,
Genistein 446-72-0 | |hhibitor: Aromatase * weak no yes marginal | moderat
Methyl-Testosterone 58-18-4 AR Agonist strong 9.98 ng/L => Ménnchen
1 ng/L Sex rate => .
17 beta-Trenbolone 10161-33-8 | AR Agonist + Mannchen, \lj;ame Effekt auf
<1 ng/L Eischadigung 9
| | 189 g/l Vig bei 0L
Flutamide 13311-84-7 | AR Antagonist + no strong Ei Produktion . -
FO sign. Effekt bei
270 ng/L
. yes | 86 pg/L 1 pg/L, Histopathologie
Bisphenol A 80-05-7 ER Agonist +/? weak no weak / | weak weak : ! Zunahme VTG
no schwach Testes
4-tert-Pentylphenol 80-46-6 ER Agonist <51 pg/L, Vtg Mannchen
4-tert-Octylphenol 140-66-9 ER Agonist weak yes weak lmlozgl{:’t Zunahme VTG
. 4.2 pg/L,Gonado-
- -15- ?
4-Nonylphenol 84852-15-3 | ER Agonist +/% weak weak yes weak somatischer Index
< 16 pg/L, Vtg Mannchen
Prochloraz . Zunahme;
(DMI fungicide) 67747-09-5 | Aromatase Inhibitor 64 ug/L Sex Rate => Abnahme Vtg
Mannchen

DMI fungicide = demethylation inhibitor (sterol inhibitor), FLC = Full Life Cycle, PLC = Partial Life Cycle

* Daten aus: Schéfers et al. (2007) Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen: Relevante Parameter fir die Entwicklung einer neuen OECD-Testmethode und
die Anwendung in der gesetzlichen Umweltrisikobewertung. Forschungsprojekt FKZ 206 67 470
** ELCT durchgefiihrt im Fraunhofer IME
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Als allgemeines Muster lasst sich unter Verwendung der drei Testarten (Tabelle 19)
erkennen:

e Ostrogenrezeptor Agonisten, bestatigt durch die Ergebnisse aus in vitro Tests,
induzieren einen Vitellogeninanstieg in Fischen und beeinflussen negativ die
Fekunditat (Fruchtbarkeit) in den FLCTSs.

e Der Ostrogenrezeptor Antagonist mit starker Bindung an den ER-Rezeptor in vitro,
fuhrte aufgrund des reduzierten Ostradiollevels zu reduzierten
Vitellogeninkonzentrationen im Blutplasma in weiblichen Fischen und zu einer
reduzierten Fekunditat im FLCT.

e Androgenrezeptor Agonisten verursachten in den Zebrabarblingen eine Verschiebung
des Geschlechterverhaltnisses hin zu Mannchen und wurden entsprechend positiv in
vitro Tests erkannt.

e Der Androgenrezeptor Antagonist wurde aufgrund der negativen Effekte auf die
Eiproduktion im FLCT (Ausbleibende Balz der Mannchen) als endokrin aktiv
identifiziert und der Wirkmechanismus durch die in vitro Testergebnisse bestatigt.

Fur den Vergleich von Effekten in Sdugern und den Ergebnissen aus in vitro Tests steht eine
hdhere Datendichte zur Verfligung. In Tabelle 39 (im Anhang) sind ausgewahlte Modell-
substanzen aufgefiihrt, deren endokrine Aktivitaten noch auf anderen als der ER/AR
Interaktion beruhen. Fir 28 Substanzen dieses Modellsubstanzsets lagen in vitro Daten vor.
Wenn positive Testergebnisse (unabhangig von der Starker der Wirkung) aus in vitro Tests,
bevorzugt den Reportergen-Tests, vorlagen, wurden die Substanzen auch in den Saugetier-
studien als sicher endokrin oder méglicherweise endokrin eingestuft, solange es sich bei
dem Wirkmechanisimus um ER/AR-Interaktionen handelte. Das Ausmalf3 der Auspragung
der Effekte kann aufgrund der in vitro Testergebnisse nicht abgeschéatzt werden, da den in
vitro Einstufungen als schwacher Aktivator mehrmals starke Effekte in vivo gegenliber-
standen.

Die detailierte Auswertung und der Vergleich aller vorliegenden ER/AR-basierten Daten wird
in Kapitel 7 vorgenommen. Als Ausblick kann man beziiglich des Vergleichs der in vivo und
in vitro Daten zusammenfassen:

Der Vergleich der in vivo und in vitro Daten fur die 51 Stoffe, fur die beiden Arten von Tester-
gebnissen vorliegen (Tabelle 22), zeigt, dass samtliche in vitro aktiven Stoffe (Klassen 1-4)
auch in vivo potentiell aktiv sind. Demgegenuber ist Inaktivitat in vitro (Klasse 5) kein Indika-
tor fir die Abwesenheit von Wirkungen in vivo (jeweils 24 von 48, entspr. 50 %). Diese Beob-
achtung weist darauf hin, dass anhand von in vitro Tests zur ER/AR-Ligandenbindung und
zur Reportergen Aktivierung in Zellen nur etwa die Halfte der in vivo potentiell endokrin wirk-
samen Stoffe identifiziert werden kdnnen. Wenn aber eine in vitro Aktivitat (Klassen 1-4)
festgestellt wird, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer sexualendokrinen Wirkung in vivo
auszugehen. Damit reflektiert das Ergebnis, dass ER/AR-vermittelte Wirkungen eine Teil-
menge aller endokrinen Dysfunktionen sind. Die 24 in vivo potentiell aktiven, aber in vitro
inaktiven Verbindungen (Klasse 5) kdnnen teilweise mit anderen Wirkmechanismen und
teilweise mit dem Vorhandensein falsch-positiver Klassifizierungen im in vivo Datensatz
erklart werden.
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7 Integration der chemischen und toxikologischen
Methoden zur Identifizierung von potentiell ER/AR-
wirksamen Chemikalien

Die Integration verschiedener Verfahren zur Identifizierung von potentiell endokrin wirksa-
men Chemikalien bietet eine von mehreren méglichen Entscheidungshilfen im Rahmen der
Prioritatensetzung fir weitergehende Untersuchungen. Die Idealvostellung einer kombinier-
ten Methodik ist ein gestuftes System, das zunachst anhand einfacher chemischer und/oder
toxikologischer Filter unwirksame Stoffe eliminiert und anschlieBend besonders geféahrliche
Substanzen fokussiert.

Die Komponenten einer kombinierten Methodik sollten so zusammengestellt sein, dass das
Spektrum der relevanten Wirkungen ebenso wie die fraglichen chemischen Strukturen um-
fassend abgedeckt werden kann. Dazu bedarf es zunéchst eines Vergleichs der Aussage-
kraft und der jeweiligen Anwendungsdomanen (AD) der verfligbaren chemischen und toxi-
kologischen Gruppierungsansatze, d.h. einer Beschreibung welche Effekte, Interaktionen,
etc. fur welche Stoffe/Stoffklassen mit den Verfahren gemessen werden kdnnen.

In vergleichenden Analysen der chemischen und toxikologischen Methoden zur Identifizie-
rung von potentiell ER/AR-wirksamen Chemikalien werden statistische Kenngroéf3en (Richtig-
keit, Sensitivitat, Spezifitat) ermittelt, die die relative Ubereinstimmung der Verfahren sowie
die Anteile falsch-negativ und falsch-positiv klassifizierter Substanzen angeben. Im Sinne
des Vorsorgegedankens von REACH ist die Minimierung falsch-negativ klassifizierter Sub-
stanzen von besonderer Bedeutung.

7.1 Aussagekraft von chemischen und toxikologischen Methoden zur
Identifizierung von potentiell ER/AR-wirksamen Chemikalien

Unterschiede in der Aussagekraft und Anwendbarkeit der verschiedenen Verfahren zur
Identifizierung von potentiell endokrin wirksamen Chemikalien beruhen zumeist auf unter-
schiedlichen mechanistischen Domanen der Testsysteme hinsichtlich der erfassten Wir-
kungen (MOA Mode Of Action) und der Berticksichtigung kinetischer Faktoren (Bioverfligbar-
keit, Metabolismus, etc). Weil es nicht nur eine "endokrine Wirkung" gibt (kein eindeutig
definierter Endpunkt im Sinne der OECD Prinzipien), existiert auch kein "Goldstandard-
Testverfahren®, an dem die Ergebnisse aus anderen Studien gemessen werden kénnen.

Endokrin wirksame Stoffe in in vivo Studien: Langzeit in vivo Untersuchungen von
Effekten auf Reproduktion und/oder Entwicklung von Saugern kénnen die Auswirkungen
einer Stérung des endokrinen Systems erfassen (siehe Kapitel 5). Um den Kausal-
zusammenhang zwischen endokriner Stérung und dem beobachteten Effekt, z.B. Riickgang
der Reproduktion, herzustellen, bedarf es zusatzlicher endokrin relevanter Messparameter.
So kdnnen z.B. geringe Verédnderungen reproduktiver Parameter durch geringe Ver-
anderungen des maternalen Kdrpergewichtes verursacht werden (vgl. *****"). Weil endokrine
Effekte keinen definierten Endpunkt sondern einen Symptomenkomplex darstellen, der auf
sehr unterschiedlichen toxikologischen Wirkpfaden beruhen kann, sind sie nicht durch ein
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einziges Testverfahren erfassbar. Die verschiedenen in vivo Testsysteme sind grundsatzlich
komplementéar, weil sich ihre Ergebnisse zur Interpretation toxikologischer Befunde ergénzen
sollen, d.h. kein einzelnes Testverfahren erlaubt eine eindeutige ldentifizierung bzw. den
endgultigen Ausschluss von endokrinen Wirkungen. Dazu sind vielmehr multiple, sich gegen-
seitig bestatigende, Testergebnisse notwendig, z.B. verschiedene Untersuchungsparameter
an verschiedenen Spezies in verschiedenen Lebensphasen.

Endokrin wirksame Stoffe in in vitro Studien: Rezeptor-basierte in vitro Tests erfassen
die intrinsische Fahigkeit einer Substanz, mit Rezeptoren zu interagieren. Bezlglich der
sexualendokrinen Wirkung sind dies der Estrogen- (ER) und der Androgenrezeptor (AR), auf
denen der Fokus dieses Vorhaben liegt (siehe Kapitel 3). Die Bindung eines Liganden flhrt
letztendlich zu einer Genaktivierung und Proteinsynthese, d.h. zu einer biologischen Antwort.
Die meisten der Testsysteme gehdéren zu den folgenden drei Kategorien:

o Kompetitiver Ligandenbindungstest, der die Bindungsaffinitat einer Chemikalie zu
dem Rezeptor misst,

o Reportergen-Test, der die durch Rezeptorbindung ausgeltste Aktivitat misst (NRNA
oder Protein),

o Zellvermehrungstest, der die durch Rezeptorbindung ausgeltste Zellvermehrung
misst.

Der Rezeptor- bzw. Ligandenbindungstest beruht auf dem primaren Wirktyp der Steroide,
der Bindung an den Rezeptor, die durch physikalisch-chemische und sterischen Merkmale
des Rezeptors und des Stoffes beeinflusst wird. Die Bedeutung dieser Tests liegt in der
Charakterisierung einer Substanz als potentieller Rezeptorligand. Es ist nicht méglich,
antagonistische Eigenschaften (Blockierung, Hemmung) und agonistische Eigenschaften,
d.h. die Fahigkeit, Transskriptions- und Translationsprozesse auszulésen, zu differenzieren.
Die Einbeziehung der letztgenannten Mechanismen erlauben die Reportergen-Tests, die das
Potential einer Substanz zur Rezeptoraktivierung in zellbasierten Tests untersuchen.
Grundsatzlich besteht die Mdglichkeit bei zellbasierten Tests auch mit metabolischer Aktivie-
rung der Testsubstanzen zu arbeiten,.

Endokrin wirksame Stoffe in SAR-Modellen: Weil samtliche derzeit verfligbaren SAR-
Modelle auf der Basis von Daten aus in vitro Reportergen-Tests und Ligandenbindungs-
assays abgeleitet wurden, entspricht deren mechanistische Anwendungsdomane der dieser
Testverfahren, die aber eingeschrankt wird durch die chemischen Strukturmerkmale des
Trainingsdatensatzes. Die strukturelle (topologische) Doméne kann anhand von ACFs 1.
Ordnung (kleine Fragmente, aus denen die Substanzen bestehen) erfasst werden (siehe
Kapitel 4.5). Ein Vergleich der im Trainingssatz enthaltenen ACFs mit denen des fraglichen
Stoffes dient zur Feststellung, ob dieser Stoff in die Anwendungsdoméne des Modells fallt.
Nur wenn alle ACFs in dem fraglichen Molekil auch im Trainingssatz vertreten sind, ist
dieses Molekul durch die topologische Anwendungsdomane des Modells abgedeckt.

Endokrin wirksame Stoffe im regulativen Sinn: Im regulativen Bereich kdnnen endokrin
wirksame Substanzen zu den besonders besorgniserregenden Stoffen (SVHC) gehoren,
deren giftige Wirkung nicht sofort erkennbar ist und die das Potential in sich tragen,
irreversible Schaden zu verursachen. Die Risikobewertung dieser Substanzen unterliegt
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besonderen Regeln und erfordert meist Einzelfallentscheidungen, inkl. der méglichen For-
derung nach zusatzlichen, erweiterten Testverfahren.

Wie in den vorherigen Kapiteln detailliert aufgezeigt, stellen endokrine Effekte keinen eigen-
standigen toxikologischen Endpunkt dar, denn sie kdnnen durch vielfaltige verschiedene Me-
chanismen, u.a. Rezeptorbindung, hervorgerufen werden. Sie treten haufig erst nach Lang-
zeitexposition auf. Durch die Wirkung auf verschiedene Komponenten des Hormonsystems
kénnen eine Vielzahl schadlicher Effekte im Mensch oder Tier hervorgerufen werden .
Nicht jede Beeintrachtigung des endokrinen Systems, wie Inhibierung der Hormonsynthese
oder Bindung einer Substanz an Estrogen-, Androgen- oder Thyroidrezeptoren muss zu
einem adversen Effekt fihren. Weitere Faktoren wie Aufnahme, Metabolismus, Verteilung
und Ausscheidung im Organismus kénnen die Wirkungen beeinflussen. Diesen wissen-
schaftlichen Fakten ist in der sog. “Weybridge Definition* Rechnung getragen worden **°.
Ein Vergleich der aus den verschiedenen chemischen und toxikologischen Methoden ver-
fugbaren Informationen mit den Ansprichen unter REACH in Art. 57f zeigt, dass keine der
Informationen alleine ausreicht, um einen Stoff eindeutig als SVHC zu identifizieren, aber flr
manche Wirkmechanismen (und damit einen Teil der potentiellen SVHC) kdnnen alle Bau-
steine wichtige Informationen liefern.

7.2 Vergleichende Analyse der (partiellen) Ubereinstimmung von
chemischen und toxikologischen Methoden zur Identifizierung von
potentiell ER/AR-wirksamen Chemikalien

Aus der in Kapitel 7.1 beschriebenen Aussagekraft und Anwendbarkeit von in vivo, in vitro
und SAR-Verfahren ergibt sich, dass diese Methoden zur Identifizierung von Stoffen mit
potentieller Wirkung auf endokrine Systeme verschiedene Bereiche abdecken und dabei nur
partiell Gbereinstimmen konnen. Die grof3ten Unterschiede betreffen universelle in vivo Ver-
fahren und spezifische in vitro Assays, da letztere nur jeweils einen von vielen méglichen
Wirkpfaden reprasentieren. Chemische in silico Verfahren nutzen die funktionellen Ahnlich-
keiten von Liganden mit gleichem Wirkmechanismus und bilden die Tests, von denen sie
abgeleitet wurden ab.

Fur die vergleichende Analyse der (partiellen) Ubereinstimmung der Ergebnisse der
chemischen und toxikologischen Gruppierungsansatze wurden drei Datensatze verwendet:

¢ invitro Daten: Die in Kapitel 3 beschriebene Datenbasis zu Rezeptor-Liganden-
bindungstests und Reportergen-Aktivierung in Zellen wurde fiir 744 Stoffe ausge-
wertet. Beim Vorliegen mehrerer Ergebnisse erfolgte die Klasseneinteilung anhand
des jeweils niedrigsten Ergebnisses. Die Daten aus der ECB-Liste wurden nicht
verwendet, da sie keinem in vitro Verfahren zugeordnet werden kénnen. Damit
entspricht dieser Teildatensatz demjenigen, der zur Ableitung des Substruktur-
Modells (Kap. 4) verwendet wurde.

e invivo Daten: Anhand einer (limitierten) Liste von Effekten, welche fir eine endokrine
Dysfunktion sprechen kdnnen (siehe Kapitel 5.7), wurden 240 organische Stoffe aus
der ReproTox-DB und der RepeatedDose-DB des Fraunhofer ITEM extrahiert. Dabei
handelt es sich um alle Substanzen in den Datenbanken welche die gelisteten Effekte
zeigen, sodass ein unbekannter Anteil falsch-positiver Klassifizierungen (repro-
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duktionstoxisch: ja; endokrin wirksam: nein) zu beachten ist. Dies wird unterstiitzt
durch einen Abgleich mit den endokrinen Modellsubstanzen (Tabelle 34, im Anhang),
der keine falsch-negativen Befunde ergab.

¢ insilico Daten: Das in Kapitel 4.3 beschriebene Substruktur-Modell wurde auf die 933
Stoffe der in vivo und in vitro Datenbasen angewendet und ein Klassifizierungsergeb-
nis als "Candidate: yes" oder "Candidate: no" erhalten.

Der dritte Datensatz (in silico) enthélt alle Strukturen, fur die entweder in vivo und/oder in
vitro Testergebnisse vorliegen. Von den insgesamt 933 Stoffen liegen flr 693 nur in vitro
Daten, fur 189 nur in vivo Daten und lediglich fir 51 sowohl in vivo als auch in vitro Daten
vor. Die sehr geringe Uberlappung der in vivo und in vitro Datensétze mit lediglich 51 Stoffen
zeigt, dass fur einen sehr grof3en Anteil der in vivo reproduktionstoxischen Stoffe korrespon-
dierende in vitro Befunde, die zur Absicherung des Wirkungsmechanismus dienen kénnen,
nicht publiziert sind. Die geringe Uberlappung der Teildatenséatze fiihrt weiterhin dazu, dass
sich fur die paarweisen Vergleiche der chemischen und toxikologischen Methoden zur Iden-
tifizierung von potentiell ER/AR-wirksamen Chemikalien jeweils verschiedene Grundgesamt-
heiten ergeben, die zumeist nicht mit dem Datensatz zur Ableitung des Substruktur-Modells
(Kap. 4) tbereinstimmen. Aus diesem Grund kdnnen die absoluten Zahlen zu den einzelnen
Verfahren abweichen, die dann auf der Basis prozentualer Abweichungen und
Ubereinstimmungen vergleichbar sind.

Die Ergebnisse der paarweisen Vergleiche der Einstufung von Chemikalien als potentiell en-
dokrin wirksam anhand der chemischen und toxikologischen Gruppierungsansatze wurden
uber die Gesamt-Ubereinstimmung der Befunde (Richtigkeit), das Auftreten falsch-negativer
Befunde (Sensitivitat) und das Auftreten falsch-positiver Befunde (Spezifitat) quantifiziert
(TP: true positive; TN: true negative; FP: false positive; FN: false negative):

(TP+TN)

Richtigkeit =
Tot

x100;

Sensitivitat = L x100;
TP+ FN

Spezifitat = _ TN x100.
TN + FP

Die Ubereinstimmenden Klassifizierungen (TP, TN) sind in den nachfolgenden Tabellen blau
hinterlegt, wahrend abweichende Einstufungen (FP, FN) gelb gekennzeichnet sind. Bei der
Berechnung der Detailergebnisse der paarweisen Vergleiche wurde grundsatzlich das
jeweils "hdhere" System (in vivo > in vitro > in silico) als Referenz verwendet.

Der Vergleich der Ergebnisse der in vitro und in silico Klassifizierungen zeigt insgesamt eine
gute Ubereinstimmung von 80 % (Tabelle 20). Von den in vitro aktiven Stoffen (Klassen 1-4)
werden 16,3 % (50 von 307) falsch-negativ klassifiziert (Candidate: "no"). Relativ zu allen in
vitro inaktiven Stoffen (Klasse 5) betragt der Anteil falsch-positiver Klassifizierungen
(Candidate: "yes") 22,9 % (100 von 437). Bemerkenswert ist, dass die Vorhersagen des
Substruktur-Modells umso besser sind, je ausgepragter die Aktivitat in vitro ist, d.h. Stoffe in
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den in vitro Klassen 1 und 2 werden besser klassifiziert als schwach-aktive und nicht-aktive
Substanzen der Klassen 3, 4 und 5.

Tabelle 20:

Richtigkeit = 79,8 % (Gesamtubereinstimmung)
Sensitivitat = 83,7 % (— 16,3 % falsch-negative Klassifizierungen)

Spezifitat = 77,1 %

(— 22,9 % falsch-positive Klassifizierungen)

Detailergebnisse des paarweisen Vergleichs der in vitro und in silico Befunde
(n =744)

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4 Klasse 5 &
Candidate: "yes" 33 60 84 80 100 357
Candidate: "no" 2 6 26 16 337 387
z 35 66 110 96 437 744

Betrachtet man die Detailergebnisse in Tabelle 20 klassenweise, ergeben sich sehr unter-
schiedliche Fehlerquoten (Tabelle 21). Insbesondere starke Binder (Klassen 1 und 2) werden
durch das Substruktur-Modell gut erkannt (Abweichungen < 10 %), wahrend die Klassifizie-
rung von (sehr) schwachen Rezeptorliganden unsicherer ist (Abweichungen > 15 %).

Tabelle 21: Fehlerquoten des klassenweisen Vergleichs der in vitro und in silico Befunde
(n =744)
Klasse 1 57 %
Klasse 2 9,1 %
Klasse 3 23,6 %
Klasse 4 16,7 %
Klasse 5 22,9 %

Der Vergleich der in vivo und in vitro Daten fir die 51 Stoffe, fur die beide Arten von Tester-
gebnissen vorliegen (Tabelle 22), zeigt, dass samtliche in vitro aktiven Stoffe (Klassen 1-4)
auch in vivo potentiell aktiv sind. Demgegenuber ist Inaktivitat in vitro (Klasse 5) kein Indika-
tor fir die Abwesenheit von Wirkungen in vivo (jeweils 24 von 48, entspr. 50 %). Diese Beob-
achtung weist darauf hin, dass anhand von in vitro Tests zur ER/AR-Ligandenbindung und
zur Rezeptorgen Aktivierung in Zellen nur etwa die Halfte der in vivo potentiell endokrin wirk-
samen Stoffe identifiziert werden kdnnen. Wenn aber zuséatzlich eine in vitro Aktivitat
(Klassen 1-4) festgestellt wird, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer sexualendokrinen
Wirkung in vivo auszugehen. Damit reflektiert das Ergebnis, dass ER/AR-vermittelte Wir-
kungen eine Teilmenge aller endokrinen Dysfunktionen sind. Die 24 in vivo potentiell aktiven,
aber in vitro inaktiven Verbindungen (Klasse 5) kénnen teilweise mit anderen Wirk-
mechanismen und teilweise mit dem Vorhandensein falsch-positiver Klassifizierungen im in
vivo Datensatz erklart werden.
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Tabelle 22: Detailergebnisse des paarweisen Vergleichs der in vivo und in vitro Befunde

(n =51)

Richtigkeit = 52,9 % (Gesamtibereinstimmung)
Sensitivitdt = 50,0 % (— 50 % falsch-negative Klassifizierungen)
Spezifitat = 100 %  (— KEINE falsch-positiven Klassifizierungen)

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

_ Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4 Klasse 5 z
;)no\t/é\;](t)ieu aktiv 6 6 11 1 24 48
inaktiv 0 0 0 0 3 3
b2 6 6 11 1 27 51

Der Vergleich der Ergebnisse des Substruktur-Modells mit der potentiellen in vivo Aktivitat
(Tabelle 23) ergibt fir den reduzierten Datensatz des in vivo/in vitro Vergleichs (n = 51)
ahnliche Ergebnisse wie die in vitro Klassifizierung. Auch das Substruktur-Modell liefert keine
falsch-positiven Ergebnisse, doch der Anteil falsch-negativer Vorhersagen ist erheblich zu
hoch.

Tabelle 23: Detailergebnisse des paarweisen Vergleichs der in vivo und in silico Befunde

(n=51)

Richtigkeit = 49,0 % (Gesamtibereinstimmung)
Sensitivitat = 45,8 % (— > 50 % falsch-negative Klassifizierungen)
Spezifitat =100 %  (— KEINE falsch-positiven Klassifizierungen)

Candidate: "yes" Candidate: "no" b3
in vivo
potentiell aktiv 22 26 48
in vivo
inaktiv 0 3 3
z 22 29 51

Die Anwendung des Substruktur-Modells ergibt fir den gesamten Datensatz zur potentiellen
in vivo Aktivitat (n = 240) deutlich schlechtere Ergebnisse, weil viele in vivo aktive Stoffe (inkl.
moglicherweise falsch-positiven) nicht erkannt werden (Tabelle 24). Damit liefert auch die
zusatzliche in silico Klassifizierung "Candidate: yes" einen eindeutigen Hinweis auf sexual-
endrokrine Wirkungen von Stoffen in vivo, wahrend die in silico Klassifizierung "Candidate:
no" nicht als Indikator fiir die Abwesenheit von Wirkungen in vivo dienen kann.

Wird die Anwendung der in silico Klassifizierung auf diejenigen Substanzen des gesamten
Datensatzes beschrankt, die in die topologische AD des Substrukturmodells fallen (n = 215),
ist die Vorhersage der potentiellen in vivo Aktivitat nicht signifikant besser. Lediglich der An-
teil falsch-negativer Kandidaten reduziert sich durch die Berticksichtigung der AD von 192
auf 171, bleibt aber > 80 %.
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Tabelle 24: Detailergebnisse des paarweisen Vergleichs der in vivo und in silico Befunde
(n = 240)

Richtigkeit = 20,0 % (Gesamtibereinstimmung)
Sensitivitdt = 15,4 % (— > 80 % falsch-negative Klassifizierungen)
Spezifitat = 100 %  (— KEINE falsch-positiven Klassifizierungen)

Candidate: "yes" Candidate: "no" b3
in vivo
potentiell aktiv 35 192 227
in vivo
inaktiv 0 13 13
z 35 205 240

Die grundsatzliche Ubereinstimmung der in vitro und in silico Klassifizierungen (Tabelle 20)
wird indirekt bestatigt durch die Ergebnisse der jeweiligen paarweisen Vergleiche mit den in
vivo Befunden (Tabelle 22, Tabelle 23, Tabelle 24). Die oben ausfihrlich dargestellten und in
Tabelle 25 zusammengefassten Ergebnisse der paarweisen Vergleiche der chemischen und
toxikologischen Gruppierungsansatze demonstrieren eindrucksvoll, dass die verschiedenen
Biotests und chemischen Klassifizierungsverfahren kein hierarchisches sondern eher ein
komplementares System darstellen.

Tabelle 25: Ubersicht der Ubereinstimmungen von chemischen und toxikologischen
Gruppierungsansatzen

n Ubergiﬁf‘nﬂ‘nung Sensitivitat Spezifitat
in vitro /in silico 744 79,8 % 83,7 % 77,1 %
51 84,3 % 79,2 % 88,9 %
in vivo /in vitro 51 52,9 % 50,0 % 100 %
in vivo /in silico 51 49,0 % 45,8 % 100 %
240 20,0 % 15,4 % 100 %

Anhand eines direkten Vergleichs der in vitro und in silico Klassifizierungen fiir den gesam-
ten Datensatz (n = 933), der als Zusatzinformation die Aktivitat in vivo berlcksichtigt (Tabelle
26), lassen sich die Anwendungsmdglichkeiten der Kombination von chemischen und toxiko-
logischen Gruppierungsansatzen exemplarisch darstellen.

Dazu ist zunachst festzustellen, dass samtliche positiven Klassifizierungen in vitro und/oder
in silico nur Stoffe betreffen, die in vivo als potentiell endokrin wirksam eingestuft sind. Von
diesen 48 Stoffen liegen fur 19 einander bestatigende Ergebnisse aus allen drei Grup-
pierungsansétzen vor, weitere 5 Stoffe mit potentieller in vivo Aktivitdt werden nur in vitro
aber nicht aufgrund ihrer chemischen Struktur erkannt. 3 Substanzen mit potentieller in vivo
Aktivitat, aber ohne in vitro Aktivitat (Klasse 5), werden in silico identifiziert, wahrend fir 21
Substanzen weder in vitro Befunde noch in silico Klassifizierungen Hinweise auf ER/AR-
Wirksamkeit liefern. Daraus ist zu folgern, dass eine Auswertung nur auf der Basis von in
vivo Befunden an Saugern die Gefahr birgt, dass reproduktionstoxische Stoffe als EDC
identifiziert werden, deren Wirkweise nicht der endokrine Wirkpfad ist.
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Fur die 13 in vivo inaktiven Substanzen liegen auch aus den in vitro und/oder in silico
Klassifizierungen keinerlei Hinweise auf eine sexualendokrine Wirkung vor. Damit wird
bestéatigt, dass in vivo Befunde in Studien zur Reproduktionstoxizitat an Saugern ein
notwendiges aber kein hinreichendes Indiz fur endokrine Wirkungen sind.

Liegen keine Angaben zu Wirkungen in vivo vor (n = 693), liefern in vitro Befunde und in
silico Klassifizierungen Hinweise auf Kandidaten fur weitere Untersuchungen. Eine Entlas-
tung von Stoffen ist mit diesen Gruppierungsansatzen aber nicht moglich, weil dieses
Screening die Gefahr birgt, dass Substanzen mit anderen endokrin-relevanten Wirkmecha-
nismen nicht erkannt werden (viele falsch negative).

Tabelle 26: Vergleich der in vitro und in silico Klassifizierungen unter Berticksichtigung der
in vivo Befunde

(n =933)
keine
in vitro in vitro in vitro in vitro in vitro Angaben s
Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4 Klasse 5 |zurin vitro
Aktivitéat

in vivo potentiell aktiv

Candidate: "no" 0 1 4 0 21 166 192

in vivo inaktiv

Candidate: "yes" 0 0 0 0 0 0 0

Candidate: "no" 0 0 0 0 3 10 13

keine Angaben zur in vivo Aktivitat

Candidate: "yes" 27 55 77 79 97 0 335

Candidate: "no" 2 5 22 16 313 0 358

Die Auswertung der Ergebnisse des Vergleichs von chemischen und toxikologischen
Methoden zur Identifizierung von potentiell ER/AR-wirksamen Chemikalien ergibt:

e Stoffe, die in vivo potentiell endokrin wirksam sind UND in vitro aktiv sind UND in
silico als "Candidate: yes" klassifiziert werden, sind mit grof3er Wahrscheinlickkeit
EDC im Sinne des Art. 57f der REACH-VO (19 von 933 Stoffen, entspr. 2,0 %, rot
unterlegt).

o Stoffe, die in vivo potentiell endokrin wirksam sind UND entweder in vitro aktiv sind
ODER in silico als "Candidate: yes" klassifiziert werden, sind mit erheblicher Wahr-

scheinlichkeit EDC und sollten weitergehend untersucht werden (16 von 933 Stoffen,

entspr. 1,7 %, orange unterlegt).

e Stoffe, fur die keine Angaben zur potentiellen endokrinen Wirksamkeit in vivo vor-
liegen, die aber in vitro aktiv sind UND in silico als "Candidate: yes" klassifiziert
werden, sind mit einiger Wahrscheinlickkeit EDC und damit Kandidaten fir weiter-
gehende Untersuchungen (238 von 933 Stoffen, entspr. 25,5 %, gelb unterlegt).
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Stoffe, fur die keine Angaben zur potentiellen endokrinen Wirksamkeit in vivo vor-
liegen, die aber entweder in vitro aktiv sind ODER in silico als "Candidate: yes"
klassifiziert werden, sind mit geringerer Wahrscheinlickkeit EDC und damit Kandi-
daten zweiter Prioritat fur weitergehende Untersuchungen (142 von 933 Stoffen,
entspr. 15,2 %, hellgelb unterlegt).

Stoffe, die in vivo UND in vitro inaktiv sind UND in silico als "Candidate: no" klassifi-
ziert werden, sind mit gro3er Wahrscheinlickkeit keine EDC im Sinne des Art. 57f der
REACH-VO (3 von 933 Stoffen, entspr. 0,3 %, grin unterlegt).

Die 313 Stoffe (33,5 %, hellgriin unterlegt), fur die keine Befunde zur in vivo Wirkung
vorhanden sind, die in vitro inaktiv sind UND die in silico Klassifizierung "Candidate:
no" ist, sind ebenso wie die 10 Stoffe (1,1 %, hellgriin unterlegt), die in vivo inaktiv
sind, aber zu denen keine Angaben zur in vitro Wirksamkeit vorliegen UND die in
silico Klassifizierung "Candidate: no" ist, nur mit geringer Wahrscheinlichkeit EDC und
damit Kandidaten nachrangiger Prioritat fur weitergehende Untersuchungen.

Die Auswertung der Ergebnisse des Vergleichs von chemischen und toxikologischen
Methoden zur Identifizierung von potentiell ER/AR-wirksamen Chemikalien fihrt zu
folgenden Schlussfolgerungen:

Die chemischen und toxikologischen Gruppierungsansatze stimmen im Hinblick auf
toxikologische Wirkmechanismen und funktionelle Ahnlichkeiten der Testsubstanzen
nur partiell tberein.

Screening nur auf der Grundlage von in vitro Tests zur Charakterisierung von
Substanzen als potentielle ER/AR-Rezeptorliganden birgt die Gefahr, dass
Substanzen mit anderen endokrin-relevanten Wirkmechanismen nicht erkannt
werden (viele falsch negative).

Eine Auswertung nur auf der Basis von in vivo Untersuchungen von Effekten auf
Reproduktion und/oder Entwicklung an Saugern birgt die Gefahr, dass Stoffe als EDC
identifiziert werden, deren Wirkweise nicht der endokrine Wirkpfad (Stérung sexual-
endokriner und andere endokriner Mechanismen) ist (viele falsch positive).

Die Kombination von chemischen und toxikologischen Gruppierungsansatzen liefert
sehr gute, einander ergénzende Informationen, die zur gegenseitigen Unterstitzung
Evidenz-basierter Bewertungen "endokrin wirksam: Ja/Nein" herangezogen werden
konnen. Experimentelle Befunde, die diese These stiitzen, sind auch in der aktuellen
Literatur zu finden **°.

7.3 Anwendung der Gruppierungsansatze in der Prioritdtensetzung

Die komplementare, nicht-hierarchische Natur der chemischen und toxikologischen Grup-
pierungsansatze erlaubt es nicht, eine lineare Kombination der Verfahren zu konzipieren, die
zunachst anhand einfacher chemischer und/oder toxikologischer Filter unwirksame Stoffe
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eliminiert und anschliel3end besonders gefahrliche Substanzen fokussiert. Stattdessen er-
zwingen die nur partiell tberlappenden Anwendungsdoménen der Verfahren ein paralleles
Vorgehen im Sinne Evidenz-basierter Bewertungen "endokrin wirksam: Ja/Nein".

7.3.1 Identifizierung besonders besorgniserregender Stoffe (= Prioritatenliste)

Mit der Zielsetzung der Erstellung einer Prioritatenliste besonders besorgniserregender
Stoffe (SVHC) mit sexualendokrinen Wirkungen, d.h. die Fokussierung der diesbeziiglich
gefahrlichsten Chemikalien, wird folgendes Vorgehen vorgeschlagen:

1. Bei Vorliegen von Studien zur Reproduktionstoxizitat und/oder Repeated-Dose-
Studien sollten alle Stoffe herausgefiltert werden, die Ver&nderungen der in Kapitel
5.7 genannten Parameter aufweisen:

- Fehlbildungen der Reproduktionsorgane,

- Fehlbildungen und Variationen der sekundaren Geschlechtsmerkmale,

- Veranderungen der Serumhormonkonzentration,

- Gewichtsveranderungen der Reproduktionsorgane,

- Histopathologische Veranderungen der Reproduktionsorgane und sekundéren
Geschlechtsmerkmale,

- Veranderungen von spermatologischen Parametern,

- Veranderungen der ovariellen Funktion,

- reduzierte Reproduktionsleistung,

- erhéhte pra- und postnatale Mortalitat,

- Veranderungen der sexuellen Reifung,

- Veranderungen der auReren Geschlechtsmerkmale im Sinne einer Maskulinisierung
oder Feminisierung.

2. Liegen auRerden Klassifizierungen als in vitro = aktiv und/oder SAR-Vorhersagen
"Candidate: yes" vor, ist dies ein eindeutiger Hinweis, dass der Stoff ein potentieller
ER/AR A(nta)gonist in Saugetieren ist. Die Evidenz wird gestiitzt durch die Spezifitat
von 100 %, d.h. keine falsch-positiven Klassifizierungen, der Korrelationen der in vivo
Befunde mit in vitro und in silico Ergebnissen. Die gute Korrelation der in vivo Effekte
in Saugerstudien und Fischstudien zeigt, dass dieses Ergebnis auch fir Umweltorga-
nismen relevant ist.

3. Die anhand von (1) und (2) priorisierten Stoffe sollten vordringlich einer weiteren
Uberprifung ihres Potentials fur endokrine Wirkungen unterzogen werden.

7.3.2 Identifizierung weiterer Verdachtsstoffe

Keiner der vorliegenden Gruppierungsansatze weist eine Sensitivitat von 100 % auf, d.h.
kann sicher falsch-negative Befunde ausschliel3en. Daher ist keines der Verfahren geeignet,
Verdachtsstoffe zuverlassig von der Klassifizierung "endokrin wirksam" zu entlasten. Daraus
folgt im Umkehrschluss, dass alle Stoffe, die mit einem der Gruppierungsansatze gerastert
werden potentielle Verdachtsstoffe sind, deren tatsachliche Wirksamkeit mit weiteren
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Prifungen zu verifizieren/falsifizieren ist. Im Sinne einer Kosten- und Ressourceneffizienz ist
folgendes Vorgehen plausibel:

1. Anhand des Vorfilters "Strukturmerkmale" kénnen Kandidaten fur weitere
Verdachtsstoffe identifiziert werden (wohlwissend dass die Nicht-Kandidaten nicht
"unwirksam" sein mussen).

2. invitro Testung kann zur Eingrenzung/Bestatigung der Verdachtsstoffe filhren (auch
hier bleibt das Risiko dass die Nicht-Kandidaten nicht "unwirksam" sein missen).

3. Wenn aufgrund der Befunde von (1) und (2) die Aufnahme eines Stoffes in die
Prioritatenliste erwogen wird, sollte eine weitere Uberpriifung des Potentials des
Stoffs fir endokrine Wirkungen erfolgen.

Die vorgeschlagene Vorgehensweise bedeutet im Fall der EINECS-Substanzen (Kapitel 4.6),
dass 3585 Stoffe (ca. 11 %) potentielle Kandidaten fir endokrine Wirkungen sind ebenso wie
weitere 413 aus den 8220 Stoffen, die nicht in die Anwendungsdomane fallen. Damit ist nicht
gesagt, dass diese Stoffe tatséchlich endokrine Wirkungen haben, eine genauere Betrach-
tung ware unter dem Vorsorgegesichtspunkt aber wiinschenswert. Andererseits ist eine Ent-
lastung der 38183 Strukturen ohne "Alerts" mit den derzeit verfligbaren Screening-Verfahren
nicht abschlieRend mdglich.

Die chemischen und toxikologischen Gruppierungsansatze kdnnen gemafd den Ergebnissen
dieses Vorhabens nicht die in sie gesetzten Hoffnungen zur eindeutigen Identifizierung von
endokrin wirksamen Stoffen als SVHC erfllen, bieten dennoch erhebliches Potential sowohl
zur Priorisierung besonders besorgniserregender Stoffe als auch der Identifizierung weiterer
Verdachtsstoffe.
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Tabelle 27:

(Q)SAR-Modelle, die die Wechselwirkung mit Ostrogenrezeptoren modellieren

Deskriptoren Beschreibung Endpunkt |Datensatz |Statistik |Kommentar Ref.
(gesamt)
Molekulargewicht < 94 oder > 1000 Vorfilter, Substanzen mit | ER-Bindung | Training: keine MW 94 (=Phenol) entspricht dem Hong et al., Fan7q etal.,
oder diesen Eigenschaften N=232 falsch- kleinsten méglichen ER-Binder Shietal. °"*
. . sollen nicht-EDC sein (NCTR) negativen
keine Ringstruktur
H-bond Wasserstoffbriicken- Ostrogene 120 aromat. |ext. Valid. |nHdon = % aromat. OH Gallegos Saliner et al.,
bindungsdonatoren Gen- Verbindungen | n=343 berechnet mit TSAR Netzeva et al. ** ¥
E?Srgssm:;l ggré%%/rd-: nHdon = 0 — inaktiv
[molA] o970 nHdon = 1-5 und log Kow > 1,8 —
False neg. | gkiiv
rate:
15,91%
Quant.-chem. Frontier atomic charges |ER-Bindung |12 hydroxyl. |r2=0,79 pEC50 = -6,46 + 0,51 logP + 5,65 Bradbury at al. *
EC50 [molll] PCB AF(fHOMO)
HOMO ER-Bindung | 151 div. 10-35% Entscheidungsnetz Mekenyan et al. 3
Intramolekulare Verbindungen | falsch- 4 Aktivitatsklassen
Distanzen positiv
Batterie von COREPA  |ER-Bindung | N=645 - Differenzierung verschiedener Serafimova et al. °
Modellen (CERI) Interaktionstypen durch
Verwendung verschiedener
Deskriptoren (u.a. Nukleophilie,
lokale Hydrophobie,
stereoelektronische Parameter)
Quantum similarity ER-Bindung |120 aromat. |62-92% Ahnlichkeiten der Elektronendichte | Gallegos Saliner et al. ***
Verbindungen | Concord. | sypstrukturindikatoren (Phenole,
Bisphenole, Benzophenone,
Flavonoide, Biphenyle)
Hydrophobie - - - keine Werte angegeben, “rather Katzenellenbogen *°

hydrophobic”
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Deskriptoren Beschreibung Endpunkt |Datensatz |Statistik |Kommentar Ref.
(gesamt)
log Kow ER-Bindung |N=232 Aktiv wenn phenolische Ring- Tong et al. 8
(NCTR) struktur und log Kow > 1,485
Inaktiv wenn keine phenolische
Ringstruktur und log Kow < 4,655
weitere Differenzierung anhand
von Deskriptoren zur Geometrie
(Breite) und Oberflachen-ladungen
Stabilitat - - - keine Werte angegeben: “resistant Katzenellenbogen *°
to metabolic degradation”
3-D Pharmakophore ER-Bindung |N=232 3-D Similarities in Tong et al., Shietal. ** *°
(NCTR) - Hbond-Akzeptor
- hydrophobe Zentren
- aromatische Zentren
- “Shape constraints"”
verwendet in Verbindung mit
anderen Modellen des EPA 4-
Stufen Systems
Diverse Deskriptoren 88 von 202 Deskriptoren | ER-Bindung | Training: > 98% Entscheidungswald (lineare Tong et al. 162
in 7 Entscheidungs- N=232 78% Kombination der Wahrschein-
baumen (NCTR) Concord lichkeiten aus 7 Entscheidungs-
Validation: " |baumen)
2000x leave > 98% Concordanz fir sehr
77 (1/3) out hohe/niedrige Wahrscheinlichkeit,
78% bei Wahrscheinlichkeit 0,3-
0,7
(a) 79 Deskript. in 6 ER-Bindung |(a) N=232 91-97% Verfahren siehe '°?, zusatzlich Tong et al. *’
Entscheidungsbdumen (NCTR) domain extrapolation
(b) 138 Deskript. in 4
Entscheidungsbhaumen (b) N=1092
div. Lit.-daten
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Deskriptoren Beschreibung Endpunkt |Datensatz |Statistik |Kommentar Ref.
(gesamt)
8 topologische ER-Bindung |N=128 r2=0,824 | Deskriptoren beschreiben GréRe, Liu et al. *%
Deskriptoren (NCTR) 0?=0,78- Verzweigung, Polaritat
4 Qutlier 0,79%
eliminiert
3 topologische ER-Bindung |N=232 83-89% wichtigster Deskriptor: Substruktur Liu et al. ***
Deskriptoren (NCTR) Concord. (phenol. -OH)
+ 1 Substruktur (phenol. 4-9% verschiedene Klassifizierungs-
-OH) Ext. Valid.: falsch- verfahren sind ~ gleichwertig
N=87 161 negativ
4 topologische ER-Bindung |N=28 r2=0,899 | EAI=PC1-Score der multiplen Liu et al. *®®
Deskriptoren EAI (Index 02=0,831- Biotests
aus multipl. 0,854%
Endpunkten
Tabelle 28: (Q)SAR-Modelle, die die Wechselwirkung mit Androgenrezeptoren modellieren
Strukturmerkmal Beschreibung Endpunkt |Datensatz Statistik |[Kommentar Ref.
(gesamt)
3-D CoMFA Similarity AR-Bindung | N=146 diverse r2=0,902 nicht zum Screening geeignet Hong et al. 166
Strukturen
CoMFA AR-Bindung |N=13-49 r2=0,825- nicht zum Screening geeignet Tamura et al.
0,983
02=0,091-
0,555
Quant.-chem. COREPA kompetitive 11 Steroide und | --- paarweise Ahnlichkeit der bes. Bradbury et al. *?
Rezeptor- 17 Nicht-Steroide aktiven bzw. inaktiven Substanzen
bindung
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Tabelle 29:

Strukturmerkmal “Substruktur®

Strukturmerkmale, die eine Wechselwirkung mit Ostrogenrezeptoren ermdglichen

. Mg: Strukturmerkmal “Grundgeriist“, Ms:

Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
Steroide
v s.a. 01: Steroid- ER-Bindung |stark Training: Steroid-Grundgeriist von DSSTox *’
Steroidgrundgerst | Grundgerist (mit N=232 17R-Ostradiol
’ mit beliebiger aromat. A Ring) (NCTR)
Anordnung von
‘ Doppelbindungen
v s.a. 01 Steroid- ER-Bindung | --- Training: jede Art von Bindung Hong et al. 9
Steroidgrundgerust | Grundgerist N=232
mit beliebiger (NCTR)
Anordnung von
Doppelbindungen
v s.a. 02 ohne die im | Steroid- ER-Bindun --- div. Lit.-Daten | C1, C2: aromat. C Klopman &
) p
5 Kommetntar Grundgerust C3: Ubergang aromat., Chakravati *°
4 genannten istik: eséattigter Rin
1 \3/ Einschrankungen Statistik: 9 .g g
(konservativer r2=0,96 C4: aliphat. C
_ Ansatz) Sens. 100%
Spec. NA
| v s.a. 03 ohne die im | Steroid- ER-Bindung |--- div. Lit.-Daten |C1, C2: aromat. C Klopman &
2 3 4 Kommentar Grundgerust C3: Ubergang aromat., Chakravati *®
1 \ P gt_anannt__en geséttigter Ring
Einschrankungen Ca: aliohat. C
| (konservativer - aliphat.
= Ansatz)
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
DES
OR v s.a. 04 ohne die im | DES-Grundgerist | ER-Bindung | stark Training: DES hat an beiden DSSTox *’
Kommentar N=232 Ringen p-OH
A ggnar;]nt_gnk (NCTR) R ist nicht weiter definiert
inschranungen Ethyl-Substitution der
(konservativer Ethenvibriicke erlaubt
Ansatz) enylbriicke erlau
OR v s.a. 05 ohne die im | DES-Grundgerist | ER-Bindung | stark Training: an einem Ringen p-OH DSSTox %
Kommentar (Hexestrol- N=232 oder p-OR
genar;]ntenk Derivate) (NCTR) R ist nicht weiter definiert
Einschrankungen
O (konservativer Methy]—, I_Ethyl-
Ansatz) Substitution der
Ethylbriicke erlaubt
A\ 4 s.a.6 DES-Grundgerust | ER-Bindung | --- Training: jede Art von Bindung fur Hong et al. 9
(auch die meisten N=232 Substituenten, Briicke
lPGDytobstrogene (NCTR)
A\ 4 2 aromat. Ringe, |ER RBA % log RBA %: |188 diverse starker wirksam als nur 1 Blair et al. **
die durch 2 C- +2,60 bis - | Strukturen Ring oder 2 Ringe die
Atome getrennt 3,67 davon 100 nur durch 1 C-Atom
sind 1vons Binder getrennt sind
Beispiel: steroide inaktiv 88 Nicht- Bindung sowohl von
+ natirl. Binder Agonisten als auch

Ostrogene,
Diphenylethane

Antagonisten
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Strukturmerkmal Mg |Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
\ 4 s.a. 07 ohne die im | DES-Grundgerist | ER-Bindung |stark Training: Antidstrogene DSSTox %’
Kommentar (Triphenylethylen- N=232 Ethyl- und Alkoxyamin-
genamntenk Derivate) (NCTR) Substitution erlaubt
Einschrankungen -
(konservativer 4-OH-Substitution erlaubt
Ansatz
S )
Phytodstrogene
v s.a. 08 ohne die im | Phyto6strogene ER-Bindung |schwach Training: enthalt DES-Grundgerust DSSTox */
Kommentar Flavone N=232 OH-Substitution an
genannten (NCTR) einem oder mehreren
O Einschrankungen Ringen erlaubt
(konservativer
Ansatz)
@)
v s.a. 09 ohne die im | Phytotstrogene ER-Bindung |schwach Training: enthalt DES-Grundgeriist DSSTox %
Kommentar Flavanone N=232 OH-Substitution an
0O genannten (NCTR) einem oder mehreren
Einschrankungen Ringen erlaubt
(konservativer
Ansatz)
@)
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
o \ 4 s.a. 10 ohne die im | Phytodstrogene ER-Bindung |schwach Training: enthalt DES-Grundgerust DSSTox %’
Kommentar Isoflavone N=232 eine oder mehrere OH-
genannten (NCTR) und OR-Substitution an
Elnschrankungen einem oder mehreren
(konservativer Ringen erlaubt
Ansatz)
@)
2' 4| v s.a. 11 ohne die im | Phytoostrogene | ER-Bindung | schwach bis | Training: enthalt DES-Grundgerist DSSTox *’
Kommentar Coumestane moderat N=232 an C4: Ethyl-Substitution
4
genannten (NCTR) oder O-Briicke zu C2’
AN Einschrankungen erlaubt
K )
A r?;;tigva“"ef an C4": OH- und OCH3-
0] o) Substitution erlaubt
A\ 4 s.a. 12 ohne die im | Phytodstrogene ER-Bindung |schwach Training: sehr &hnlich den DSSTox *’
Kommentar Chalcanoide N=232 Flavanonen
genanten (NCTR) p-OH-Substitution an
Einschrankungen einem oder beiden
(konservativer Ringen erlaubt
Ansatz)
@)
o) o v s.a. 13 ohne die im | Mycodstrogene ER-Bindung |schwach bis | Training: Doppelbindung C11=C12 DSSTox %
Kommentar moderat N=232 erlaubt
genannten (NCTR) OH- oder Oxo-
(Eklnschrantlfungen Substitution an C7
onservativer erlaubt
o 12 7 Ansatz),
Doppelbindung
11 C11=C12 wird
berucksichtigt
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
Flavonoide ostrogene 8 von 15 120 Aromaten | --- Schultz et al. %
Gen- inaktiv
Expression
EC50 [mol/l]
Diphenylmethane
\ 4 s.a. 14 2 aromat. Ringe ER RBA % log RBA %: |188 diverse weniger wirksam als 2 Blair et al. **
die durch 1 C- +2,60 bis - Strukturen aromat. Ringe, die durch
Atom getrennt 3,67 davon 100 2 C-Atome getrennt sind
sind 2von 8 Binder Bindung sowohl von
Beispiel: inaktiv 88 Nicht- Agonisten als auch
Bisphenol A Binder Antagonisten
Derivate,
Benzophenone
A\ 4 s.a. 14 als Diphenylmethane |ER-Bindung |schwach Training: 3. Ring an C-Bricke DSSTox *’
OH konservativer Diphenolalkane N=232 erlaubt
Ansatz (NCTR) diverse Substituenten an
C-Briicke und
HO Phenolringen erlaubt
4-OH erforderlich fur
Bindung
2,6-Bulk: |
Bindungsstéarke
O v s.a. 15 Diphenylmethane |ER-Bindung |schwach Training: min. 1 phenol. Ring DSSTox *’
(Benzophenone Benzophenone N=232 Carbonyl kann auch
mit beliebiger (NCTR) Sulfonyl sein
Substitution) diverse OH- und OCHjs-
Substitution erlaubt
HO
A\ 4 Benzophenone ER RBA % 3von5 188 diverse - Blair et al. **
inaktiv Strukturen
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
\ 4 Benzophenone Ostrogene 8 von 15 120 Aromaten |--- Schultz et al. *°
Gen- inaktiv
Expression
EC50 [mol/l]
CCIx v s.a. 16 ohne die im | Diphenylmethane |ER-Bindung |schwach Training: CClIx (x=2 oder 3) mit DSSTox *’
Kommentar DDTs N=232 Einfach- oder
genanten (NCTR) Doppelbindung an C-
Einschrankungen Briicke
(konservativer diverse OH-, OCH3- und
Ansatz) Cl-Substitution erlaubt
X v s.a. 17 jegliche Methoxychlor- ERRBA% |2von7 188 diverse  |-X: =CCI2, -CCI3 Blair et al. **
Substitution Analoga inaktiv Strukturen R1, R2: H, OH, OMe
erlaubt
(konservativer
R1 R2 Ansatz)
v s.a. 17 DDT-Analoga und |ER-Bindung |--- Training: OH-, Cl-Subst. an Shietal. '’
Bisphenole N=232 Aromaten
(NCTR) Alkyl-, CI-Subst. an
Briicke
Biphenyle
v s.a. 18 PCBs Antiostrogene | __ Cl6, CI5-und | koplanare PCBs sind Krishnan & Safe '®®
in MCF-7 Cl4-PCBs, div. | wirksamer, mono-ortho-
Zellen Aroclors koplanare PCBs wirken
nur in hohen Konz.
Aroclors wirken nicht.
A\ 4 PCBs kompetitive . 4 OH-PCBs nicht-koplanare PCBs (= Waller et al. **°
ER-Bindung ortho-Subst.) sind

Ostrogen wirksam

UBA F+E Vorhaben 206 67 448/05: Bewertung und Regulation von Umwelthormonen, Teilvorhaben 5

86




Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
v PCBs kompetitive | ___ 4 OH-PCBs |1 Bindungsstarke mit: Bradbury et al. *"°
ER-Bindung T GroRe bei |
Verzweigung
T HOMO-LUMO-Gap
v PBBs DR-CALUX | ___ 2 PCBs polybromierte Biphenyle Navas et al. '
kénnen auch am AhR
1 PBB ; S
binden, vermutlich in
nicht-koplanarer
Konformation
v PBBs ERRBA% [3von9 188 diverse | --- Blair et al. **
inaktiv Strukturen
v Biphenyle ER RBA % lvon3 188 diverse Aktiv: 4-Phenylphenol, 3- Blair et al. **
inaktiv Strukturen Phenylphenol
Inaktiv: 2-Phenylphenol
v Biphenyle ostrogene 3von 21 120 Aromaten | --- Schultz et al. %
Gen- inaktiv
Expression
EC50 [mol/l]
A\ 4 s.a. 19 auch ohne | Biphenyle ER-Bindung |schwach Training: =1 CI-Substituent DSSTox *’
OH-Substitution (polychloriert) N=232 OH-Substitution erlaubt
(konservatier (NCTR) e
Cl Ansatz) 4-_OH erforderlich fur
Bindung
A\ 4 s.a. 20 Biphenyle (nicht- |ER-Bindung |schwach Training: min. 1 phenol. Ring DSSTox *’
chloriert) N=232
(NCTR)
HO
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
Dioxine, Furane
@) \ 4 s.a. 21 Dibenzodioxine Antidstrogene | ___ Cls-dibenzo- gréfte Wirkung bei 4 Krishnan & Safe 168
in MCF-7 dioxine lateralen ClI (Pos.
Zellen 2,3,7,8)
@)
@) A\ 4 s.a. 22 Dibenzofurane Antiostrogene | ___ Cl4 und CI5 groéRte Wirkung bei 4 Krishnan & Safe 68
in MCF-7 dibenzo-furane | lateralen CI (Pos.
Zellen 2,3,7,8)
Phthalate
O v s.a. 23 Phthalate ERRBA% |8von8 188 diverse | Phthalate binden am AR, Blair et al. **
inaktiv Strukturen aber nicht am ER!
OR,
OR,
O
Phenole
H R.Cl Y | v | Alle Phenole Alkylphenole ER-Bindung |sehr Training: diverse Cl- oder Alkyl- DSSTox *’
HO Y warden mittels s.a. schwach N=232 Substitution erlaubt
26 erfasst: (NCTR) T Bindungsstarke mit T
Phenolgrundkorper log Kow (para-subst.),
Maximum bei C9
v |vY Alkylphenole ER RBA % 3von 21 188 diverse diverse ClI- oder Alkyl- Blair et al. **
inaktiv Strukturen Substitution

Inaktiv: 2-Ethylphenol,
Eugenol, Isoeugenol
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
O Y |vY|sa.24 Parabene ER-Bindung |sehr Training: para-Substitution DSSTox %’
HO schwach N=232 zwingend
(NCTR) T Bindungsstarke mit T
OR log Kow
v |v Parabene ERRBA% [Ovon7 188 diverse | --- Blair et al. **
inaktiv Strukturen
OR Y |v¥y|sa.25 Alkoxyphenole ER-Bindung |sehr Training: diverse Alkoxy- DSSTox *’
HO schwach N=232 Substitution
(NCTR)
% Phenolische keine ortho-Substitution, | Katzenellenbogen®
HO Ringstruktur in meta- para-: bulky,
hydrophobe Substitution
A\ 4 Phenolische ER-Bindung |--- Training: keine Angaben zu Hong et al. o
Ringstruktur N=232 weiteren Bindungen
(NCTR)
\4 Phenolische ERRBA% |-- 188 diverse T Bindungsstarke mit Blair et al. **
Ringstruktur Strukturen 1 Kettenlange (Max. bei
~C8)
v Phenolische Ostrogene 29 Alkyl- 1 Bindungsstarke mit; Routledgeﬂ%
Ringstruktur Gen- _ phenole 1 Kettenlange (23, max. Sumpter
Expression 8)
EC50 [mol/] 1 Verzweigung
T ortho — meta — para
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
v Phenolische ostrogene 29 Alkyl- Decision trees: Schmieder et al. "
Ringstruktur Gen- phenole Lmax (~Kettenlange)
Expression Abstand O_C(sp?3)
EC50 [molfl] (~Verzweigung)
LUMO (~bevorzugt para-
Subst.)
v Phenolische Ostrogene 120 aromat. p-Substitution: Schultz et al. %
Ringstruktur Gen- Verbindungen | hydrophob, >3 Atome
Expression
EC50 [mol/l]
\ 4 Phenolische ER-Bindung | --- div. Lit.-Daten | keine ortho-Substitution, Klopman &
Ringstruktur max. 1 meta-Substituent, Chakravarti *°
Statistik: para-Su.bstltuent erlaubt
alternativ kdnnen auch 1
r2=0,90 ;
oder 2 OH- oder Cl- in
Sens. 99% ortho sein
Spec. 77% Modulatoren: T
Bindungsstarke mit; T
Kow, 2. OHin 12,8 A
Abstand
A\ 4 Phenolische ER-Bindung |--- div. Lit.-Daten | keine ortho-Substitution, Klopman &
Ringstruktur max. 1 meta-Substituent, Chakravarti 8
para-Substituent erlaubt;
alternativ: 2 meta-
Substituenten und/oder 1
para-Substituent
v Phenolische Diverse - div. Lit.-Daten | keine ortho-Alkyl- Jordan etal. "

Ringstruktur

Substitution
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Strukturmerkmal

Me

Structural Alert

Beschreibung

Endpunkt

Bindungs-
starke

Datensatz
(gesamt)

Kommentar

Ref.

Diverse Strukturen

Pestizide

ER RBA %

18 von 19
inaktiv

188 diverse
Strukturen

Aktiv: Kepone

Inaktiv: 2,4,5-T, 2,4-D, a-
Chlordane, Alachlor,
Aldrin, Atrazin, Carbaryl,
Carbofuran, Dieldrin,
Endosulfan, Heptachlor,
Hexachlorbenzol, Lindan,
Metolachlor, Mirex,
Prometon, Simazin,
Vinclozolin

Blair et al. 2

“miscellaneous
compounds"

ER RBA %

188 diverse
Strukturen

Inaktiv:

samtliche getesteten

- Sauren (N=4)

- Alkohole (N=4)

- Aldehyde (N=3)

- Amine (N=5)

- Kohlenwasserstoffe
(N=6)

Aktiv:

- 2 von 5 Ethern/Ester
(4-Heptyloxyphenol, 4-
Benzyloxy-phenol)

- 4 von 11 “Anderen”
(Aurin,
Nordihydroguaiaretsaure,

Phenolrot,
Phenolphthalein

Blair et al. 2
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Strukturmerkmal

Mg [Ms|Structural Alert |Beschreibung |Endpunkt |Bindungs- |Datensatz Kommentar Ref.
starke (gesamt)
andere Substrukturen
@) s.a. 27 Ketonische ER-Bindung | --- div. Lit.-Daten | keine ortho-Substitution, Klopman &
Carbonylfunktion max. 1 meta-Substituent, Chakravarti 8
para-Substituent erlaubt
Y | Wird nicht als Einzelner ER RBA % log RBA %: | 188 diverse weniger wirksam als 2 Blair et al. **
structural alert aromatischer Ring +2,60 bis - | Strukturen aromat. Ringe, die durch
verwendet, siehe 3,67 davon 100 2 C-Atome getrennt sind
Kommentar Binder Beispiel: Alkylphenole,
88 Nicht- Phthalate, Parabene
Binder Bindung sowohl von
Agonisten als auch
Antagonisten
v Ringstruktur éstrogene 120 aromat. | Ringe ohne OH sind Schultz et al. %
Gen- Verbindungen |unwirksam
Expression
EC50 [mol/l]
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Tabelle 30:

Mg: Strukturmerkmal “Grundgeriist”, Ms: Strukturmerkmal “Substruktur®

Strukturmerkmale, die eine Wechselwirkung mit Androgenrezeptoren erméglichen.

Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
Steroide
\ 4 s.a.01 Steroid-Grundgerist | AR- - 202 diverse | androgene und dstrogene Steroide binden | Fang et al. 28
Bindung Strukturen |an AR
Unterschied:
3-Keto am A-Ring: eher AR-Bindung
3-OH am A-Ring: eher ER-Bindung
DES
v s.a. 05 DES-Grundgeriist AR- 202 diverse | DES-Analoga binden an AR und ER Fang et al. %
Bindung Strukturen | Unterschied:
3-Keto am A-Ring: eher AR-Bindung
3-OH am A-Ring: eher ER-Bindung
Phyto6strogene
Strukturen siehe Tabelle 1 v Flavone AR- 3von 17 202 diverse |1 Bindungsstarke mit T log Kow Fang et al. 8
Flavanone Bindung inaktiv Strukturen | Nichtbinder haben sehr niedrigen log Kow
Isoflavone Inaktiv: Coumestrol, 7-Hydroxyflavon,
Coumestane Naringin
Chalcanoide
Mycodstrogene
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
Diphenylmethane
X v s.a. 17 Methoxychlor- AR- Ovon5 202 diverse |-X: =CCl,, -CCls Fang et al. %
Analoga Bindung inaktiv Strukturen | R1, R2: OH, OMe
R1 I I R2
@) v s.a. 15 Benzophenone AR- 0von 4 202 diverse |R: H, OH Fang et al. %
Bindung inaktiv Strukturen
R R R
X \4 s.a. 15 Benzophenone AR- Ovon 4 N=66 X: O, CHz Tamugg et
Bindung  |inaktiv (SPEED  |R1:H, Cl, OH al.
2von 4: 98)
Agonisten
R1 R1
X v s.a. 17 DDT-Analoga AR- 0von 6 202 diverse | X: =CCl,, -CHCl, -CCls Fang et al. ®
Bindung | inaktiv Strukturen | 2. Ring: Cl in o- oder p-
Cl
Cl
R1 \ 4 s.a. 17 Bisphenole AR- Ovon 3 202 diverse | R1: Methyl oder Ethyl Fang et al. 28
Bindung inaktiv Strukturen |R2: H, OH

I
®)
A
[N}
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
Rl R2 \% s.a. 17 DDT-Analoga und AR- 0von 11 N=66 R1: H, OH, CHs Tamura et
Bisphenole Bindung | inaktiv (SPEED R2: CCl,, CCls, C(O)O-Alkyl, 3-Pyrimidin, al.
O 98) CHs
R3: CI, Br, OCHs, OH
R3 RS R4 R4: H, CI, Br, OCHz, OH
R5: H, CI
Cl Cl v s.a. 16 DDE-Analoga AR- 0von 2 N=66 R1: H, Cl Tamura et
| Bindung | inaktiv (SPEED  [R2: H, CI al. *
I I 98)
Cl R1 R2
Y |s.a. 28 Triphenylmethane AR- 2von 3 202 diverse | Aktiv: Aurin Fang et al. 28
z Bindung | inaktiv Strukturen | |naktiv: Phenolrot, Phenolphthalein
O\ 0 A4 s.a. 29 Sulfonyldiphenol AR- Ovonl 202 diverse | Gelisted unter: “andere Substanzen® Fang et al. 28
\S// Bindung | inaktiv Strukturen
HO :
OH
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
Diphenylether
R2 R3 Cl v s.a. 30 Diphenylether AR- Ovon5 N=66 R1: Cl, NO; Tamura et
Bindung | inaktiv (SPEED R2: H, CH30, C(O)OCHs al.
R1 o) cl 3vons: |98 R3: H, Cl
Agonisten R4: H, CI
R4
Biphenyle
v s.a. 18 PCBs AR- 1von 6 202 diverse | Substituenten : H, OH, Cl Fang et al. %
Bindung inaktiv Strukturen
Isoindole
@) v s.a. 31 Isoindole AR- 0von 3 202 diverse |R: H, NO,, OH Fang et al. %
Bindung inaktiv Strukturen
N
O
R
Kohlenwasserstoffe
(aromat.)
- A4 Aromaten AR- 6 von 7 202 diverse | Aktiv: Triphenylethylen Fang et al. 28
Bindung |inaktiv Strukturen | |naktiv: Sec-Butylbenzol, n-Butylbenzol,
1,6-Dimethyl-naphthalin, Diphenylbutadien,
Chrysen, Triphenylpropan
- \ 4 PAK AR- lvon7 N=66 Aktiv (Agonist): Benz[a]pyren, Perylen, Tamura et
Bindung inaktiv (SPEED Chrysen, Phenanthren al.
4 von 6: 98) Aktiv (Antagonist): Pyren, Antracen
Agonisten Inaktiv: Naphtalln
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retsaure, 4-(3,5-

Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
Phthalate
O v s.a. 23 Phthalatester AR- 1von7 202 diverse |R1, R2: Alkyl Fang et al. %8
Bindung | inaktiv Strukturen | |naktiv: bis(2-Ethylhexyl)-phthalat
OR,
OR,
@)
v Phthalatester AR- Ovon5 N=66 AR-Antagonisten Tamura et
Bindung | inaktiv (SPEED R1, R2: Alkyl al. ®
98)
Phenole
H R. CI v s.a. 26 Alkylphenole, AR- 5von 19 202 diverse |1 Bindungsstarke mit T log Kow Fang et al. 8
HO U Parabene, Bindung inaktiv Strukturen | Nichtbinder haben sehr niedrigen log Kow
Alkoxyphenole Inaktiv: Vanillin, Phenol, Methylparaben,
2.Chlorphenolo, 4-Ethylphenol
\ 4 s.a. 26 Alkylphenole AR- lvon7 N=66 p-Alkylphenole (pentyl- bis nonyl); 2,4-CI2- | Tamura et
Bindung | inaktiv (SPEED Phenol: sehr geringe Wirksamkeit al. ®
HO R 98)
@) Y |s.a. 26 Phenolartige AR- 2von 6 202 diverse | Aktiv: 1-Methoxy-4-[1-propylphenyl] Fang et al. 28
©/ Substanzen Bindung inaktiv Strukturen | benzol, Carbaryl, Nordihydroguaia-

Diphenylcyclohexyl)phenol,
Inaktiv: 2,6-Dihydroxyanthra-chinon, 2-
Naphthol
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Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
\ X / v Aromat. AR- 0von 3 202 diverse | Aktiv: Fang et al. ®
[ Phosphorsaureester | Bindung  |inaktiv Strukturen | Methylparathion, Ethylparathion,
O—||3_O Triphenylphosphat
©/ O
Flutamide
O v s.a. 36 Flutamide AR- 1von 9 202 diverse |1 Bindungsstarke mit T e-ziehenden Fang et al.
J Bindung | inaktiv Strukturen | Substituenten am Ring
N Nichtbinder haben e-liefernde
Substituenten am Ring
Inaktiv: p-Lactophenetid
3 Y |s.a. 36 “miscellaneous AR- lvon8 N=66 7 der 8 Verbindungen haben_ eine Tamura et
I compounds® Bindung | inaktiv (SPEED gemeinsame Substruktur (mit X1: N, O, C, al.
X, 2 von 7: 98) X2=X3: C=0, P=S, am Ring: 1 bis 2 m-, p-
X1 AQON t. Subst.): Flutamid, Linuron, Fenitrothion,
gonisten Ethyl-Parathion, Vinclozolin, Procymidon,
Iprodion (inaktiv), Ausnahme mit anderer
Struktur: Octachlorstylen (aktiv)
Aromatische Sauren
O \4 Aromat. Sauren, AR- 4 von 6 202 diverse | X: O, N Fang et al. 28
Amide, Ester Bindung | inaktiv Strukturen | Ringsubstituenten: NH,, OH, O-Alkyl

Aktiv: 4-Aminobutylbenzoat, 4-
Heptyloxybenzoesaure

UBA F+E Vorhaben 206 67 448/05: Bewertung und Regulation von Umwelthormonen, Teilvorhaben 5

98




Strukturmerkmal Mg [Ms|Structural | Beschreibung Endpunkt|Bindungs- |Datensatz |(Kommentar Ref.
alert starke (gesamt)
Triazine
N N Y |s.a. 33 Triazine AR- 3von3 202 diverse | Inaktiv: Simazin, Atrazin, Prometon Fang et al. 28
W N Bindung | inaktiv Strukturen
N \( N
N
Diverse Strukturen
- Organochlor- AR- 3von 10 202 diverse | Aktiv: 2,4,5-T, y-Hexachlor-cyclohexan, Fang et al. 28
verbindungen Bindung inaktiv Strukturen | Aldrin, Endosulfan, Heptachlor, Kepone,
Chlordane
Inaktiv: 2,4-D, Hexachlorbenzol, Mirex
--- Organochlor- AR- 11 von 17 N=66 Aktiv: Dieldrin, Endrin, Aldrin, Toxaphen, y- | Tamura et
verbindungen Bindung | inaktiv (SPEED Hexachlorcyclo-hexan, trans- al. ®
98) Heptachlorepoxid
Inaktiv: Heptachlor, trans-Nona-chlor,
Chlordan, trans-Chlordan, cis-Chlordan,
Oxychlordan, Chlordecon, Mirex, 3-
Hexachlor-cyclohexan, Hexachlorbenzol,
cis-Heptachlorepoxid
- Nichtcyclische AR- 8 von 10 202 diverse | Aktiv: Diisobutyladipat, Dibutyladipat Fang et al. 28
Verbindungen Bindung inaktiv Strukturen
- Siloxane AR- 1von3 202 diverse | Aktiv: 1,3-Diphenyltetramethyl-disiloxan, Fang et al. 28
Bindung inaktiv Strukturen | Triphenylsilanol

Inaktiv: 1,3-Dibenzyltetra-methyldisiloxan
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Tabelle 31: Falsch-negativ erkannte Stoffe, die als "aktiv"charakterisiert wurden. ( 1 = hohe Aktivitat, 5 = keine oder sehr schwache Aktivitat)

FDA ~ FDA Anti- Anti- Rezeptor- Rezeptor- Hochste

Name androgen Ostrogen androgen androgen 6strogen Ostrogen bindung AR bindung ER Klasse
4:2 FTOH (1-Hexanol, 3,3,4,4,5,5,6,6,6-nonafluoro-;
fluorotelomer alcohol) 5 1
2,4,6-Tribromophenol (2,4,6-TBP) 5 4 5 1
Homosalate (3,3,5-Trimethylcyclohexyl salicylate, HMS) 5 5 5 2
Coumestrol 5 3 _ 2
2-Hydroxy-4-methoxybenzophenone (Benzophenone-3,
Bp-3) 5 5

1,1,4,4-Tetramethyl-6-ethyl-7-acetyl-1,2,3,4-

tetrahydronaphthalene (AETT)

Cypermethrin (Pyrethroid)

Linuron 4
3-OH-B[b]PH[2,3-d]T

Deltamethrin

Fenvalerate (Pyrethroid) 5
3-Phenoxybenzoic acid (3-PBA), Metabolit 5
PFOA, Perfluorooctanoic acid

Octachlorostyrene

1,1'-Diphenylethene

Bis(2-hydroxyphenyl)methane (Bisphenol F) 5 5
2,4-Dichlorophenol

4-Diethylaminobenzaldehyde

Anthracene 5
Benzophenone 4

Vinclozolin M1

Sumithrin (Pyrethroid) 3 4
Tetramethrin (Pyrethroid) 3
3-OH-B[b]N[2,1-d]T 3
a,a-Dimethyl-b-ethyl allenolic acid
Permethrin (Pyrethroid)
Vinclozolin M2 4

(620K,

(63}
w
[6)]
[6)]
N

w
(6]
(6]

g1 W w o1 o

a1

w

w

(€3}
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w
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Neburon

B-MDM, 4-tert-Butyl-4’-methoxy-dibenzoylmethan (UV-
Filter)

6:2 FTOH, Perfuoroctanol
trans-Chlorden (beta Chlordene)
Allethrin (Bioallethrin)

lindane (gamma-HCH)
2-tert-Butylanthraquinone

Phenol, 4-chloro-2-methyl-
3,4-DIPHENYLTETRAHYDROFURAN
1-Hydroxy-2-methoxy-4-propen-1-yl benzene (Isoeugenol,
mixture of cis and trans)
2,2'-Methylenebis(4-chlorophenol)
n-Butyl p-aminobenzoate
4,4'-Dichlorobenzophenone

Di-i-butyl adipate

Isoprothiolane
P-HEPTYLOXYBENZOIC ACID
Dibutyl adipate

aurin

FENPICIONIL

Propanil

metolachlor

Flutolanil

2-sec-butylphenol

A DDA~

A O
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Tabelle 32: Modellsubstanzen zur Evaluierung endokriner Effekte

Name

Struktur

Zielstruktur

Anwendung/Vorkommen

Bemerkung

-
17-beta-Estradiol Ostrogenrezeptor physiologisches Hormon
Diethylstilb- .
Y LA L) Ostrogenrezeptor Pharmakon nicht mehr eingesetzt

estrol

® o
Tamoxifen N Ostrogenrezeptor Pharmakon

g
Raloxifen O E/E@ Ostrogenrezeptor Pharmakon

2. | v i Industriechemikalie (Tenside,
Nonylphenol x Ostrogenrezeptor Weich her)

eichmacher
Ostrogenrezeptor
Genistein Aromatase Phytoostrogen
' (Enzymhemmer)
; Ostrogenrezeptor . antiandrogen wirkender
p,p"-DDT Insektizid i .
Androgenrezeptor Metabolit p,p"-DDE
Testosteron- Pharmakon,
. Androgenrezeptor )

propionat Anabolikum
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Name

Struktur

Zielstruktur

Anwendung/Vorkommen

Bemerkung

17-beta-Trenbolon 0 Androgenrezeptor Masthilfsmittel, Anabolikum
i
Vinclozolin R Androgenrezeptor Fungizid
Procymidon Q;} Androgenrezeptor Fungizid
Flutamid ;/.?}H Androgenrezeptor Pharmakon
. . 5-alpha-Reduktase
Finasterid Pharmakon
(Enzymhemmer)
Androgenrezeptor
Linuron Aromatase Herbizid
(Enzvmhemmer)
Thyroxin Schilddrise physiologisches Hormon
Propylthio- U1 . Schilddrise,
i J Peroxidase Pharmakon
urazil T
(Enzvmhemmer)
0 Schilddrise,

Ammonium-perchlorat

Jodidtransport
(Enzvmhemmer)

Treibstoff, Brennstoff

andere Perchlorate als

Therapeutika eingesetzt
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Tabelle 33:

15 Substanzen zur Parameterevaluierung endokriner Effekte mit vermuteter

endokriner Wirkung oder unbekanntem Wirkmechanismus sowie 15 Substanzen
mit reproduktionstoxischen Effekten nicht aber endokriner Wirkung

(Negativkontrollen)

Fraglich endokrin-wirksame Substanzen

CAS Nr. Struktur Name
17924-92-4 I3 Zearalenon
1461-22-9 i Tributylzinnchlorid
..'Jl,
85-68-7 Butylbenzylphthalat
117-81-7 Di-(2-ethylhexyl)phthalat
58-89-9 Lindan
87-86-5 L Pentachlorophenol
80-05-7 Bisphenol A
119-61-9 Benzophenon
120-83-2 A Dichlorophenol
®
84852-15-3 I 4-Nonylphenol
LfJ
98-95-3 . Nitrobenzen
100-41-4 . Ethylbenzen
631-64-1 Dibromessigsaure
106-94-5 _ 1-Bromopropan
75-26-3 2-Bromopropan
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Fraglich endokrin-wirksame Substanzen
CAS Nr. Struktur Name
Negativkontrollen
50-18-0 ‘ Cyclophosphamid
‘_,ﬂ\_,ﬂ f‘;
58-08-2 . Koffein
r
J
100-42-5 Styren
108-88-3 Toluen
109-99-9 Tetrahydrofuran
111-30-8 Glutaraldehyd
67-66-3 Chloroform
107-02-8 ) Acrolein
h
79-10-7 Acrylséure
-'— Hy
1717-00-6 1,1-Dichloro-1-fluoroethan
5
1634-04-4 Methyl tertiary butyl Ether
67-63-0 Isopropanol
7783-06-4 Schwefelwasserstoff
7646-85-7 Zinkchlorid
75-15-0 Schwefelkohlenstoff
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Tabelle 34:

Gegenlberstellung der beobachteten Effekte endokriner Substanzen mit

bekanntem Wirkmechanismus, endokrin wirksamer Substanzen ohne gesicherten
Wirkmechanismus und bekannter reproduktionstoxischer Substanzen ohne
endokrine Wirkung an Hand der in OECD Guideline Studien erhobenen Parameter

x = adversely influenced
n = examined with no effect

endocrine disrupting compounds with known mechanism

References|

Biegel, L.B. et al. (1998):
[Toxicological Sciences 44
116-142; Biegel, L.B. et al
(1998): Toxicological
Sciences 44: 143-154

'Yamamoto, M. et al. (2005)
Journal of Toxicological

Yamasaki, K. et al. (2005)

Clarke, D.O. et al. (1998):
Reproductive Toxicology
12(3): 247-259; Buelke-
Sam, J. et al. (1998)

Nagao, T. et al. (2001)

Delclos, K.B. et al. (2001)

Toxicology Letters 156:
206

Toxicology

Toxicology
15:203-315

Toxicology
15: 647-663

Sciences 30(1): 7-1.
1

12(3): 271-288
2

Number of studies| 2 1
1 study 1-g study study 1+2-generation study 2-generation study 1-generation study
CAS number| 50282 56-53-1 10540-29-1 82640-04-8 25154523 446-72-0
Compound 17-beta Estradiol Diethyistilbestrol Tamoxifen Raloxifene Nonylphenol Genistein

Acting

potent ER agonist

selective ER agonist and
antagonist (SERM)

selective ER agonist and
antagonist (SERM)

selective ER agonist and
antagonist (SERM)

weak ER agonist

weak estrogen agonist,
aromatase inhibitor

Affected

general toxicity parameter

weight changes

gl x x n x B R
weight brain n P

weight heart

[weight kidne n x

weight liver x n x X
weight spleen x n
[weight thymus’ X x x

mating, fertility, gestation, parturition, lactation

ovulation rate

oestrus cycle length and normalit
mating index

time-to-mating/number of days until mating, precoital interval

Fertility/fertility index

of fertile males

Sl [ [

of pregnant females
dex’

in:
number of corpora lutea

number of

preimplantation loss

Toss), mortality (embryoffetal), abortions

gestation length

weight gain during gestation

ns of prolonged or difficult

er

sl lxERl]

size
number of stillbirths

number of live births/live fetuses

x

viability index

lactation index

milk quantity and qualit

[sex/sex ratio of pups

development of offspring

number of pups with grossly visible.

and variations

survival of pups

body weight of pups at day

gain of pups during lactation (days 0-21)

L [ [« |x

distance at da

|5 |5 |5 [ [x

1z |= |5

ime of hair growth

ime of tooth eruption

ime of ear opening

ime.

o
12

pening

< [x |5 | [+ [*

‘motor activit

reflex ontogen

sensory function

learning and memory

[age at testes descend

[age and/or body weight at balano-preputial

lage and/or body weight at vaginal opening

[onset of oestrus behaviour (menses)

postnatal structural and functional

offspring

reproductive organs

weight uterus

weight vagina

uterus + vagina

uterine

[changes in uterine pathology and cellular growth

[changes in uterine protein

labeling index for uterine luminal and glandular epithel

weight ovaries

ovaries

analysis of primordial follicles

oviduct

vagina

gland

weight testes

testes

weight

x

(caput, corpus, cauda)

number of

[sperm morpholog;

[Sperm motilit

sls5 5 [x[= |-

[sperm reserve

[weight total prostate

weight ventral prostate

>

prostate
[weight seminal vesicle (incl. fluids and lating glands, SVCG)

seminal vesicle
lating glan

weight glans penis

HHE

eight levator us (LABC) muscle
eight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts

intromissions

lordosis

vaginal

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

ght adrenals

adrenals

ght pituitan

x

pituitan

ight thyroid

H

ESH

ormone level TSH

prolactin

estradiol

1= = [ [ x I ¢

ormone’

additional data

additionally iver
hypertrophy, dermal
changes (atrophy and
alopecia), increased
pancreas weight, reduced|
number of lymphocytes,
decreased ovarian follicle
counts

additionally vaginal
bleeding in second
trimester of gestation,
changes in pup brain
morphometry (volume of
sexually dimorph nucleus,
SDN-POA)

‘additionally increased
maternal mortality during
gestation and parturition

additional effect on
growth hormone, immuno
system, increased female
mortality during
parturition, no effect on
pup behavioural battery

additionally increased
weight, liver
hypertrophy, no effect on
pinna unfolding in pups

‘additionally no effect on
hematology, clinical
chemistry, preputial gland
weight
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Fortsetzung Tabelle 34

x = adversely influenced
n = examined with no effect

endocrine disrupting compounds with known mechanism

Hojo, H. et al. (2006):
Congenital Anomalies 46:
a

Wolf, C.J. et al (2002)
Toxicological Sciences 65
71-86; Wolf, C.J., LeBlanc;
G.A & LE. Gray, Jr.
(2004): Toxicological

Hotchkiss, AK. et al.
(2007): Toxicology Letters
174:31-21

Matsuura, 1. et al. (2005):
Journal of Toxicological
Sciences 30: S163-188;
Gray, LE., Ostby, J.S. &
W.R. Kelce (1994)
Toxicology and Applied
129: 46-52

Ostby, J. et al. (1999)
Toxicology and Industrial
3

Mcintyre, B.S., Barlow, N.J
& P.M.D. Foster (2001):
Toxicological Sciences 62
236-249

Sciences 78: 135-143
2

Health 15: 80-9:
1

Number of studies T 1 2
2-g study 1 studies study 1+2-generation study 1-generation study 1-generation study
CAS number| 50-29-3 57-85-2 10161-33-8 50471-44-8 32809-16-8 13311-84-7
Compound p,p’-DDT T 17 beta-Th Procymidone Flutamide

Acting

estrogen agonist,
parental compound to
p.p’-DDE (antiandrogen)

potent AR agonist

potent AR agonist

AR antagonist, possible
thyroid modulator

AR antagonist

AR antagonist

Affected

general toxicity parameter

weight changes

B

=

=

t
theart
\t

5

tspleen

[

5

't thymus

gl
gl
gl

weight
gl
gl

5 |5 [x |«

5 |5 [x |x

mating. fertility, gestation, parturition, lactation

[ovulation rate

[oestrus cycle length and normalit

mating index

s

time-to-matir of days until mating, precoital interval

fertility/fertility index

of fertile males

of pregnant females

5[]z

1= [ [x [x | [x |=

g index
number of corpora lutea

number of T

loss

10ss). mortality (embryo/fetal). abortions

gestation length

weight gain during gestation

signs of prolonged or difficult parturition
[iier size

number of stillbirths

number of live births/live fetuses

viability index

5[z

lactation index

milk quantity and qualit

[sex/sex ratio of pups

development of offspring

number of pups with grossly visible

x

and variations

survival of pups

body weight of pups at day 0 or 1

[weight/weight gain of pups during actation (days 0-21)

distance at day 0 or 1

x |5 [= |x

b [ [x | [x <

ime of hair growth

ime of tooth eruption

ime of ear opening

ime of eye opening

‘motor activity

reflex ontogen

sensory function

learning and memor,

e at testes descend

[age and/or body weight at balano-preputial

[age and/or body weight at vaginal opening

[onset of oestrus behaviour (menses)

postnatal structural and functional

offspring

reproductive organs

weight uterus

weight vagina

uterus + vagina

uterine

[changes in uterine pathology and cellular growth

changes in uterine protein

labeling index for uterine luminal and glandular

weight_ovaries

x

ovaries

analysis of primordial follicies

oviduct

vagina

gland

weight testes

testes

weight

(caput, corpus, cauda)

number of

b [ [ [ |

[sperm morpholog

|sperm motility

[sperm reserve

eight total prostate

sla 15[

HH

eight ventral prostate

weight seminal vesicle (incl. fluids and glands, SVEG)

b [ [ [ [ [ |5 [= | e [ [ <

seminal vesicle
gland

weight glans penis

weight levator ani (LABC) muscle
[weight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts

x

lordosis

vaginal

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

weight adrenals

adrenals

weight pituitar,

pituitary

weight thyroid

roid

LH

FSH

=

TSH

prolactin

5 |5 [x |x [= |5 [ x| [x

estradiol

=5 [x [x |-

[serum hormone

x [ [ |

additional data

absence of

absence of

changed

increased

hepatic

changes,
signs of neurotoxicity,
increased female
mortality, skin changes,
no effect on retention of
nipples/areolae in males,

in

females, agenesis of

female reproductive
and

in
females, agenesis of
female reproductive

and

formation of male-type

malformations

formation of male-type
tissues as prostate in
females

ang
hepatic enzyme activity,
hej

incidence of

retention of
nipples in males, multiple

patic
increased incidence of
I

with
hydroureter, retention of

male ductive organ in males,
malformations, retention | increased incidence of | in testes, epididymis and
f male sel

pups, increased
incidence of renal bladder|
stones, increased male
adult mortality, no effect
on pinna unfolding in

oup:

increased incidence of
male reproductive organ
malformations

male reproductive tract,
changes

minal vesicles,
feminization of male pups|
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Fortsetzung Tabelle 34

x = adversely influenced
n = examined with no effect

endocrine disrupting compounds with known mechanism

Mcintyre, B.S.. Barlow, N.J. [Bakke, J.L. et al. (1977):
& P.M.D. Foster (2002): Biology of the Neonate York, R.G. et al. (2001):
Toxicological Sciences 65: [31:71-83; Rosato, R.R., International Journal of
62-70; Mclntyre, B.S. et al. |Gimenez, M.S. & G.A. Jahn Toxicology 20:183-197;
Bowman, C.J. et al. (2003): |(2000): Toxicology and 992): Act York, R.G. et al. (2004)
Toxicological Sciences 74: |Applied Pharmacology 167: |Endocrinologica 127: 547- |Hapon, M.B. et al. (2003): |International Journal of
References] 393-406 8 9 554 126:371-382 |Toxicology 23:191-214
Number of studies] 1 2 2 1 2
Prenatal developmental
1-generation study 1-generation studies | toxicity and 2-generation [  1-generation study 1+2-generation study
study
CAS numberl] 98319-26-7 330-55-2 51-48-9 51-52-5 7790-98-9
c Finasteride Linuron Thyroxine Propylthiouracil Ammonium perchlorate
antiandrogen, 5 alpha [Veak antiandrogen, AR oo gical thyroid thyreostatic, blockage of | thyreostatic, inhibition of
antagonist, aromatase
reductase inhibitor [ 2408 hormone (T4) peroxidase iodide transport
Acting mechanism
Pl U I
=03 N A -’ T
I I u
Affected parameter
eneral toxicity parameter
body weight/body weight changes X X X = n
lweight brain X
weight heart n
[weight kidney n x n
weight liver n n x
weight spleen n
(weight thymus n
mating, fertility, 1, parturition, lactation
lation rate
oestrus cycle length and normalit " X n
imating index n
ime-to-mating/number of days until mating, precoital interval n
fertility/fertility index n n
n tage of fertile males n n
N centage of pregnant females n n
index o o n n
number of corpora lutea
number of implantations )
\fation loss
resorption (post-implantation loss), mortality (embryo/fetal), abortions n n n *
n x = n
[weight gain during gestation X < % n
signs of prolonged or difficult parturition =
[fiter size 5 5 e = 5
number of stillbirths n n X
number of live births/ive fetuses n x
viability index x n
lactation index x
milk quantity and qualit X =
sex/sex ratio of pups n n
evelopment of offspring
number of pups with grossly visible abnormalities x =
external/internal malformations and variations x x
Survival of pups n x = = o
body weight of pups af day 0 or 1 n n x x n
[weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21) n n x x n
anogenital distance at day O or 1 x X
time of hair growth
time of tooth eruption
ime of ear opening
time of eye openin =
Functional development: motor activity X
Functional development: reflex ontogen: n
Functional development: sensory function
Functional development: learning and memon n
age at testes d x X
age and/or body weight at balano-preputial ) x x o
age and/or body weight at vaginal opening n x x
onset of oestrus behaviour (menses) n x
postnatal structural and functional
offspring reproduction
reproductive organs
(weight uterus n n n
[weight vagina
I uterus + vagina
uterine i
changes in uterine pathology and cellular growth
changes in uterine protein expression
labeling index for uterine luminal and glandular epithelium
lweight ovaries n X n
i ovaries
analysis of primordial follicles
hi: oviduct
i vagina
T v gland (male/female) X X X =
[weight testes X X X n
testes x x
weight x x o
G pi ides (caput, corpus, cauda) X X
number of x o
sperm morpholog n
sperm motility n
sperm reserve = n
[Weight total prostate x x x n
(weight ventral prostate X x
i prostate x
[weight seminal vesicle (incl. fluids and coagulating glands, SVCG) x ) o
i Seminal vesicle x
oagulating gland
weight glans penis
[weight levator ani-b hosus (LABC) muscle x
[weight paired Cowper’s glands (COW)
Sexual behaviour
mounts
lations
lordosis
vaginal pl o
endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)
[Weight adrenals n n x n
G adrenals
[weight pituitar: X n
L pituitary
[weight thyroid X X
thyroid X
serum hormone level LH n
serum hormone level FSH
rum hormone level TSH X X X
serum _hormone level prolactin X X
Serum hormone level estradiol x
serum hormone level p > = x
Serum hormone level testosterone )
serum hormone level DHT
serum hormone level T4 x X X
serum hormone level T3 x x x
additional data ‘additionally retention of | additionally retention of | additionally increased | additionally changes in additionally weight
! in males, ales,|  hypothalamic TRH oxytocin, insulin-like | changes of cerebellum,
of of | release, lack of maternal |~ growth factor, Growth corpus callosum,
male reproductive organ | male reproductive organ | behaviour causing infant hormone and hippocampus,
malformations malformations death, changes in corticosterone serum
mammary gland clinical |concentration, changes in
chemistry, prolonged mammary gland
parturition, hypoxia in hormonal regulation,
newborns decreased ability/efficacy
of suckling in pups,
severe growth retardation
pre/postnatally
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Fortsetzung Tabelle 34

X = adversely influenced
n i with no effect

suspected

endocrine disrupting compounds with uncertain acting mechanism

Becci, P. et al. (1982)
Journal of Applied

Omura, M. et al. (2001):
Toxicological Sciences 64:
224-232; Ogata, R. et al.
(2001): Journal of
Toxicology and
Environmental Health 63:
127-144

Nagao, T. et al. (2000)
Reproductive Toxicology
14: 513-532; Tyl, R.W. et al
(2004): Reproductive
Toxicology 18: 241-264;
Aso, S. etal. (2005):
Journal of Toxicological

Andrade, A.J.M. et al.
(2006): Toxicology 225: 64-
74; Grande, S.W. et al
(2006): Toxicological

Matsuura, 1. et al. (2005)
Journal of Toxicological

Number of studies|

CAS numbe;

c

Toxicology 2(4): 201-206
1

2

Sciences 30: 53958
3

Sciences 91(1): 247-254
2

Sciences 30: S135-161
1

Combined prenatal
developmental toxicity
and 2-generation stud

2-generation studies

2-generation studies

1-generation studies

2-generation study

17924-92-4

1461-22-9

85-68-7

58-89-9

Zearalenone

Tributyltin chioride

Butyl benzyl

Di-(2-ethyihexyl)
phthalate

Lindane

Acting mechanism

Affected parameter

anti-androgen, possible
aromatase inhibitor

general toxicity parameter

ight/body weight changes

ENES

x |x

eart

Wi
t brain
t
t

idney

tliver

ht spleen

t thymus

leigelate e

x [ [ [ [x [ [

5 |5 [x |x

x [ [x |x

mating, fertility, ~parturition,

ovulation rate

oestrus cycle length and normality

mating index

time-to-mating/number of days until mating, precoital interval

fertility/fertility index

Nt entage of fertile males

entage of pregnant females

station index

=[x [x |x |5 [x |=

number of corpora lutea

number of implantations

preimplantation loss

resorption (p 1 105s). mortality (¢ )

length

[weight gain during gestation

signs of prolonged or difficult parturition

litter size

number of stillbirths

number of live births/live fetuses

[viability index

lactation index

EIEYMEY

milk quantity and quality

sex/sex ratio of pups

&

of offspring

number of pups with grossl

x

visible abnormalities
external/internal and

survival of pups

body weight of pups at day O or 1

[weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21)

q distance at day 0 or 1

x [ [ | [x |x

x [x [x |x

time of hair growth

time of tooth eruption

5

time of ear opening

time of eye opening

Functional + motor activit

Functional : reflex

Functional sensory function

Functional

+learning and memon,

age at testes descend

lage and/or body weight at balano-preputial

age and/or body weight at vaginal opening

onset of oestrus b nses)

x |x [x |5

me
postnatal structural and functional
offspring ‘

reproductive organs

[weight uterus

[weight vagina

uterus + vagina

uterine

changes in uterine and cellular growth

changes in uterine protein expression

labeling index for uterine luminal and glandular epithelium

weight ovaries

x

x

x

ovaries

aL ive analysis of follicles

oviduct

vagina

mammary gland (male/female;

[weight testes

x

estes

weight epididymides

(caput, corpus, cauda)

number of spermatids

I [ [ [ |

sperm morpholog

sperm motility.

x

sperm reserve

[weight total prostate

S5 fz5[ 5 |x [= ¢

weight ventral prostate

prostate

&

[weight seminal vesicle (incl. fluids and coagulating glands, SVCG)

seminal vesicle

lating gland

weight glans penis

ight levator ani-bt nosus (LABC) muscle

HH
&l

eight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts

ir s

lordosis

[vaginal pit ™

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

weight adrenals

adrenals

[weight pituitar,

x

pituitan

[weight thyroid

roid

LH

FSH

TSH

prolactin

estradiol

5 [ [x |x I = | =[x [= ¢

pre )

testosterone

DHT

T4

x

SYENEIENEY SHEY Cf A

ormone T3

additional data

additionally changes in
bone structure, changes
of hepatic enzymes

additionally delayed
testicular spermiation,
vacuolization of testicular

x
additionally increased
incidence of gross
hepatic changes,

additionally female sexuall
maturation delayed
without decreased body

pi b

weight, increased lung
weight, thymus atrophy,
retention of

weight,
retention of
nipples/areolae in male
pups, massive

male

pups, high incidence of
reproductive tract

malformations, delayed

pinna unfolding in pups

g changes in
testicular tissues

x
additionally increased
adult mortality, signs of
neurotoxicity, changed
hepatic enzyme activity,
hepatic and renal
hypertrophy, delayed
pinna unfolding in pups,
lack of nursing behaviour
in dams
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Fortsetzung Tabelle 34

X = adversely influenced
n = examined with no effect

suspected endocrine disrupting compounds with uncertain acting mechanism

c

References|

Bernard, B.K. (2002):
International Journal of

Tyl R.W. et al. (2002)
Toxicological Sciences 68:
121-146; Ema, M. et al.
(2001): Reproductive

Hoshino, N. et al. (2005):
Journal of Toxicological

Aoyama, H. et al. (2005)
Journal of Toxicological
Sciences 30: $59-78; Exon,
J.H. et al. (1984): Journal of
Toxicology and
Environmental Health 14(5-
6): 723-730

Chapin, R.E. et al. (1999):
Toxicological Sciences 52
80-9; Tyl, R.W. et al.
(2006): Toxicological

Number of studies|

Toxicology 21: 301-318
1

Toxicology 15: 505-523
2

30: $5-20
1

92(1): 295-310
2

2-generation study

2+3-generation study

2-generation study

1+2-generation study

3-generation studies

CAS number

87-86-5

80-05-7

119-61-9

120-83-2

84852-15-3

Pentachlorophenol

Bisphenol A

Benzophenone

2,4-Dichlorophenol

4-Nonylphenol

Affected parameter

Acting mechanism

weak ER agonist

general toxicity parameter

eight/body weight changes

x

X

Wi
t brain
t
t

x

¢ [ [ [ [x |x

H

&}
grREr R

<

3

5 [ | [x

I [ | [

mating. fertility, gestation, parturition, lactation

ovulation rate

oestrus cycle length and normality

mating index

time-to-mating/number of days until mating, precoital interval

fertility/fertility index

5[5 | [x [x

n of fertile males

N of pregnant females

1 index

ENERERCHEYEY oY

ENERER SYEY EREY

number of corpora lutea

number of X

=

rtation loss

resorption (post-implantation loss), mortality (embryo/fetal). abortions

1 length

weight gain during gestation

x |5

signs of prolonged or difficult parturition

litter size

number of stilibirths

number of live births/live fetuses

[viability index

EAENERE]

lactation index

milk guantity and gualit

sex/sex ratio of pups

development of offspring

number of pups with grossly visible abnormalities

external/internal malformations and variations

survival of pups

body weight of pups at day 0 or 1

weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21)

x | |x [x

anogenital distance at day 0 or 1

x|x <[5 [

slx 5 [=

s|x 5[5

time of hair growth

time of tooth eruption

5

x

time of ear opening
time of eye opening

Functional 1t motor activit

t: reflex ontogen:

e
Functional de
B

Functional it sensory function

Functional de t: learning and memor,

age at testes descend

age and/or body weight at balano-preputial

&l

x

age and/or body weight at vaginal opening

onset of oestrus behaviour (menses)

postnatal structural and functional

reproduction

reproductive organs

[weight uterus

[weight vagina

uterus + vagina

uterine hyperplasia

changes in uterine pathology and cellular growth

changes in uterine protein

labeling index for uterine luminal and glandular epithelium

weight ovaries
G ovaries

analysis of primordial follicles

T oviduct

T vagina

T mammary gland (male/female)

[weight testes

x

testes

weight

(caput, corpus, cauda)

5 [x |5 [*

number of spermatids’

sperm morpholog:

sperm motilit

sperm reserve

[weight total prostate

x |55 [5 |x |x

EAENEL SHEY ER Sl

HENEN SHEY EY S EY Y

x |x 5 [x |x |5 [x % |x

weight ventral prostate

t prostate

s

B

[weight seminal vesicle (incl. fluids and coagulating glands, SVCG)

s

[ seminal vesicle

t agulating gland

[weight glans penis

weight levator an nosus (LABC) muscle

[weight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts
ir s

lordosis

[vaginal pic

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

weight adrenals

T adrenals

[weight pituitan

[weight thyroid

G
serum hormone level LH

serum hormone level FSH

EAENEN Y =Y P ER EY

serum hormone level TSH

serum hormone level prolactin

serum hormone level estradiol

s x5 [ [= x| [

serum hormone level testosterone
DHT

serum hormone level T4

n

serum hormone level T3

additional data

additionally increased
u

x
additionally chronic
epatic

appearance, hepatic

renal degeneration,

and
necrosis

p
follicle count, decreased
weight of preputial gland,
decreased pup and adult
lung weight, no changes
at delivery index and
pinna unfolding

additionally preterm pinnal
unfolding, hepatic
hypertrophy,
histopathological renal
changes, hormonal
changes are not
significant

additionally renal
dilatation, changes in
immune system response

additionally chronic renal
inflammation, formation
of renal cysts,

degeneration of testicular
seminiferous tubules,
preterm female and
delayed male sexual

maturation
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Fortsetzung Tabelle 34

X = adversely influenced

n with no effect

suspected endocrine disrupting compounds with uncertain acting mechanism

References|
Number of studies]

Dodd, D.E. et al. (1987):
Fundamental and Applied

Faber, W.D. et al. (2006):
Birth Defects Research 77:
1021

Christian, M.S. et al. (2002):
International Journal of
Toxicology 21: 237-276

'Yamada, T. et al. (2003):
Toxicological Sciences 71
96-103; Furuhashi, K. et al.
(2006): Toxicology 224: 219-
228

Takeuchi, T. et al. (2004)
Reproductive Toxicology
18: 431-437; Kang, K.S. et
al. (2002): Reproductive
Toxicology 16: 151-15:
Kim, J.-C. et al. (2004):

Toxicology 8: 493-505
1

1

1

2

Toxicology 196: 77-86
3

2-generation study

2-generation study

2-generation study

1-generation study and
special study

Prenatal developmental
toxicity and 1-generation

studies
CAS number| 98-95-3 100-41-4 631-64-1 106-94-5 75-26-3
Compound Nitrobenzene Ethylbenzene D acid 1 )
Acting mechanism
e ) e _ 1
Affected parameter
eneral toxicity parameter
body weight/body weight changes x x x x x
[weight brain x x
weight heart
[weight kidney x x x
(weight liver x X X
[weight spleen x n
(weight thymus n x n
mating. fertility. _ parturition, lactation
ovulation rate X
cestrus cycle length and normality x n x
mating index n n
time-to-mating/number of days until mating, precoital interval n n n
fertility/fertility index x n n x
number/percentage of fertile males x x
number/percentage of pregnant females x x
1 index x n x
number of corpora lutea n
number of i Y x n n n
reimplantation loss n
resorption (post 1 loss). mortality (embryolfetal), abortions X x x
ion length n x
[weight gain during gestation x x x x
signs of prolonged or difficult parturition x
litter size x n n n x
number of stillbirths x x
number of live births/iive fetuses. n n n
[viability index x
n n
milk quantity and quality
sex/sex ratio of pups x n n n x
development of offspring
number of pups with grossly visible abnormalities x
external/internal malformations and variations x
survival of pups n n x x x
body weight of pups at day 0 or 1 x n n n x
[weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21) x n x n x
anogenital distance at day 0 or x
time of hair growth
time of tooth eruption n
time of ear opening
Pme eye opening n
= evelopment: motor activit
t: reflex ontogen
Fi \t:_sensory function
d 1t learning and memon
age at testes descend
age and/or body weight at balano-preputial ) x x x
age and/or body weight at vaginal opening x x
onset of oestrus. (menses)
tructural and functional de Tt
offspring reproduction n x
reproductive organs
weight uterus n n x
[weight vagina n
histopathology uterus + vagina n n x
uterine
changes in uterine pathology and cellular growth
changes in uterine protein expression
labeling index for uterine luminal and giandular epithelium
weight_ovaries n n n n
histopathology ovaries n n n x
quantitative analysis of primordial follicles n x x
histopathology oviduct
histopathology vagina n
histopathology mammary gland )
(weight testes X n n x
histopathology testes X X X X
[weight epididymides x x n x
histopathology epidi (caput, corpus, cauda) x x x
number of x n x

sperm morpholog

x

sperm motility.

sperm reserve

[weight total prostate

weight ventral prostate

histopathology prostate

weight seminal vesicle (incl. fluids and glands, SVCG)

histopathology seminal vesicle

agulating gland

histopath
[weight glans penis

[weight levator ani-bulbocavernosus (LABC) muscle
weight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts

jaculations

lordosis

[vaginal

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

weight adrenals

histopathology adrenals

weight pituitar

histopathology pituitary

[weight thyroid

histopathology thyroid

serum hormone LH

serum hormone FSH

serum hormone TSH

serum prolactin

serum estradiol

serum progesterone

serum

testosterone.
serum HT

serum T4

serum hormone T3

additional data

additionally decreased
number of male pups,
atrophic or degenerated
testes, no improvement
after recovery

additionally no effect on
pinna unfolding, but
preterm female and
delayed male sexual

additionally increased
parental mortality,
decreased food and
water consumption,

1 without
changes in body weight

! cidence and
intensity of spleenic
extramedullary

additionally total Ioss of
ovarian cyclicity, lack of
maternal behaviour,
increased maternal
mortality, changes in
hepatic enzyme activity,
renal tubule dilatation

additionally weakness,
dull fur, decreased food
consumption, increased
lacrimation, massive
increase of intra-uterine
death
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Fortsetzung Tabelle 34

x = adversely influenced
n = examined with no effect

compounds with known reproduction toxicity without endocrine properties

References|
Number of studies]

CAS number]

Trasler, J.M., Hales, B.F. &
B. Robaire (1986): Biology
of Reproduction 34: 275-
283; Trasler, J.M., Hales,
.F. & B. Robaire (1987)

Pollard, 1. & R. Classens
(1992): Reproductive
Toxicology 6: 541-545;
Pollard, I. & J. Smallshaw
(1988): Journal of

Biology of 37
317-326

D
10: 271-281

Beliles, R.P. et al. (1985):
Fundamental and Applied
Toxicology 5: 855-868;

uzan, G. et al. (2005):
Birth Defects Research 74
211-220

Dalgaard, M. et al. (2001):
Archives of Toxicology
75:103-109; Roberts, L.G.,
Bevans, A.C. & C.A.
Schreiner (2003)
Reproductive Toxicology
17: 649-658; Roberts, L.G.,
Nicolich, M.J. & C.A.
Schreiner (2007):
Reproductive Toxicology

2 31

Hellwig, J.; Gembardt, C. &
S. Jasti (2002): Food and
Chemical Toxicology 40:
1515-1523

2

2

1

special studies

2-generation studies

2+3-generation study

3
Prenatal developmental
toxicity an

2-generation study

50-18-0

58-08-2

100-42-5

generation studies
108-88

109-99-9

Comp

Cyclophosphamid

Caffeine

Styrene

Toluene

Tetrahydrofuran

Acting mechanism

Affected parameter

cytostatic

—

general toxicity parameter

weight changes

g
ht brain

H
&l
oY=y ==y =Y =)

mating, fertility, ~parturition, lactation

Gvulation rate

x

oestrus cycle length and normalit

mating index

>

time-to-mating/number of days until mating., precoital interval

fertility/fertility index

number/percentage of fertile males

number/percentage of pregnant females

5|5 [5]s [ [«

1 index

ENEYEAES

number of corpora lutea

number of i X

tion loss

resorption (post-in 1 loss), mortality (embryo/fetal), abortions

x|5[= =

weight gain during gestation

x|s[z]5[= |5 [

signs of prolonged or difficult parturition

litter size

number of stillbirths

number of live births/live fetuses

x [ [= [ = |=

[viability index
in

ex
milk quantity and qualit

sex/sex ratio of pups

development of offspring

number of pups with grossly visible abnormalities

x

lexternal/internal malformations and variations

x

x

survival of pups

body weight of pups at day 0 or 1

X (fetuses)

x

s

weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21)

n
X (fetuses)
x

ital distance at day

hair growth

tooth eruption

ear opening

eye opening

t: motor activit
d t: reflex ontog:

It sensory function

1t: learning and memor

age at testes descend

age and/or body weight at balano-preputial ]

age and/or body weight at vaginal opening

onset of oestrus

ructural and functional development

offspring reproduction

Teproductive organs

[weight uterus

[weight vagina,

histopathology uterus + vagina

uterine

changes in uterine pathology and cellular growth

changes in uterine protein

labeling index for uterine luminal and glandular epithelium

weight ovaries

histopathology ovaries

quantitative analysis of primordial follicles

histopathology oviduct

histopathology vagina

histopathology mammary gland )

[weight testes

histopathology testes

[weight epididymides

histopatholog: (caput, corpus, cauda)

515 [5|s

number of

sperm morpholog

sperm motility.

sperm reserve

[weight total prostate

[weight ventral prostate

histopathology prostate

[weight seminal vesicle (incl. fluids and glands, SVCG)

histopathology seminal vesicle

histopathology coagulating gland

[weight glans penis

[weight levator an us (LABC) muscle

weight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts

lations

lordosis

[vaginal

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

[weight adrenals

histopathology adrenals

[weight pituitar

histopathology pituitary

[weight thyroid

YTOil

5|5 [5[x [= ]

vel LH

3|7

vel ESH

vel TSH

6

vel prolactin

evel estradiol

T

vel progesterone

T |7

vel testosterone
vel DHT

T

vel T4

serum evel T3

additional data

additionally increased
adult mortality, intestinal
bleeding, reduced
hematocrit and leukocyte
count

additionally increased
incidence of heavy
bleeding during
parturition, increased
maternal peripartal
mortality, degeneration of
testes, atrophy of
seminiferous tubules,
increased number of
runts, no effect on
corticosterone levels

additionally degeneration
of nasal cavity due to
inhalative exposure

additionally neurologic
symptoms, increased
incidence of cerebral
apoptotic cell death in
juveniles, reduced food
consumption, increased
incidence of
mikrophthalmia,
ankyloglossia, reduced or
unossified sternebraes
(none at reproductive
organs)

additionally decreased
food consumption,
derased water intake due
to treatment via drinking
water
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Fortsetzung Tabelle 34

X = adversely influenced
n i ‘with no effect

compounds with known reproduction toxicity without endocrine properties

References|
Number of studies|

CAS number|

Compound

Neeper-Bradley, T.L. & B.
Ballantyne (2000): Journal
of Toxicology an
Environmental Health 60:
107-129

Lim, G.E. et al. (2004):
Endocrine 25(3): 223-228;
Schwetz, B.A
B.K.J. & P.J. Gehring
(1974): Toxicology and
Applied Pharmacology 28
442-451; Thompson, D.J.,
\Warner, S.D. & V.B.
Robinson (1974)
Toxicology and Applied

29: 348-357

Parent, R.A. et al. (1992):
Fundamental and Applied
Toxicology 19:228-237

Hellwig, J., Gembardt, C. &
S.R. Murphy (1997): Food
and Chemical Toxicology
35: 859-868

Rusch, G.M. et al. (1995):
Food and Chemical
Toxicology 33(4): 285-300
(2 Studies)

1

1

1

2-generation study

3
Prenatal developmental
toxicity and 1-generation
studies

2-generation study

2-generation study

2
Prenatal developmental
toxicity and 2-generation
studh

111-30-8

67-66-3

107-02-8

79-10-7

1717-00-6

Glutaraldehyde

Chloroform

Acrolein

Acrylic acid

1,1-Dichloro-1-
fluoroethane

Acting mechanism

Affected parameter

anesthetic

eneral toxicity parameter

ight/body weight changes

ht spleen

H
)
=} = o oY o] =}

thymus

mating, fertility, ~parturition, lactation

ovulation rate

oestrus cycle length and normality

mating index

&

time-to-mating/number of days until mating, precoital interval

i
fertility/fertility index

number/percentage of fertile males

number/percentage of pregnant females

1 index

EAENERES

number of corpora lutea

number of implantations

reimplantation loss

resorption (postimplantation Ioss), mortality (embryo/fetal), abortions

1 length

weight gain during gestation

x

signs of prolonged or difficult parturition

litter size

number of stillbirths

number of live births/live fetuses

[viability index

EIENERES

lactation index

milk guantity and gualit

sex/sex ratio of pups

development of offspring

inumber of pups with grossly visible abi

x

external/internal 1s and variations

survival of pups

=

body weight of pups atday O or 1

[weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21)

x (fetuses)
x

x (fetuses)
x

anogenital distance at day 0 or

time of hair growth

time of tooth eruption

time of ear opening

time of eye opening

Functional 1t motor activity

Functional development: reflex ontogeny

Functional development: sensory function

Functional development: learning and memon

age at testes descend

age and/or body weight at balano-preputial )

age and/or body weight at vaginal opening

onset of oestrus behaviour (menses)

postnatal structural and functional development

offspring reproducti

reproductive organs

[weight uterus

weight vagina

histopathology uterus + vagina

uterine hyperplasia

changes in uterine and cellular growth

changes in uterine protein expression

labeling index for uterine luminal and glandular epithelium

weight_ovaries

&l

&l

&l

histopathology ovaries

quantitative analysis of primordial follicles

histopathology oviduct

histopathology vagina

histopathology mammary gland (male/female)

[weight testes

testes

histopatholog
eight i

weigl
histopathology epid (caput, corpus, cauda)

EIENENES

EIENENES

EIENENES

EIENENES

number of spermatids

sperm morpholog

sperm motility

sperm reserve

[weight total prostate

ght ventral prostate

pathology prostate

&

&

ight seminal vesicle (incl. fluids and g glands, SVCG)

pathology seminal vesicle
patholog gland

ght glans penis

ight levator ani-bulbocavernosus (LABC) muscle

ight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts

intromissions

jaculations

lordosis

[vaginal

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

weight adrenals’

histopathology adrenals

[weight pituitary

histopathology pituitary

[weight thyroid

histopathology thyroid

cAEREREYEY B

serum hormone level LH

serum hormone FSH

serum TSH

prolactin

estradiol

T e
testosterone
DHT

T4

m ho!
serum hormone T3

additional data

additionally reduced food
water intake

additionally severe
anorexia in maternal

animals, reduced serum
insulin and glucose

additionally increased

maternal and paternal

mortality, respiratory
distress, intestinal

1s, fatty
degeneration of the liver,
alopecia

additionally adult
forestomach lesions due
to oral exposure; no
effect on pinna unfolding
in pups

additionally transient
lethargia and reduced

reflex response, growth
retardation of fetuses
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Fortsetzung Tabelle 34

x = adversely influenced
n ined with no effect

compounds with known reproduction toxicity without endocrine properties

Biles, RW. (1987):
Toxicology and Industrial
Health 3(4): 519-534;
Bevan, C. et al. (1997),
Journal of Applied

Bevan, C. et al. (1995);
Journal of Applied

Dorman, D.C. et al. (2000)
Neurotoxicology an:

Khan, A.T. et al. (2007):
Journal of Environmental
Science and Health Part B

Zenick, H. et al. (1984):
Toxicology and Applied
Pharmacology 73: 275-283;
Saillenfait, A.M., Bonnet, P
& 3. de Ceaurriz (1989)

Number of studies|

CAS number]

Compound

42: 403-415

Toxicology Letters 48: 57-
66

Toxicology 17(S1): S$13-519)
2

Toxicology 15(2): 117-123
1

Teratology 22:71-84
1

2

1+2-generation study

2-generation study

1-generation study

2-generation study

Prenatal developmental
toxicity and special study

1634-04-4

67-63-0

7783-06-4

7646-85-7

75-15-0

Methyl tertiary butyl ether

Isopropanol

Hydrogen sulfide

Zinc chloride

Carbon disulfide

Acting mechanism

Affected parameter

eneral toxicity parameter

eight/body weight changes x x n x x
rain n x
eart n
idne x n x
iver x x n x
spleen n x
tthymus n
mating, fertility, gestation, parturition, lactation
rate
oestrus cycle length and normalit
mating index n x n
time-to-mating/number of days until mating, precoital interval
fertility/fertility index n N n x
nt entage of fertile males n
entage of pregnant females n
n
number of corpora Iutea
number of implantations n n
ion loss
resorption (p ioss). mortality (embryolfetal). abortions n n x n
lengt n
[weight gain during gestation x x x x
signs of or difficult parturition
litter size n n n x n
number of stillbirths n x
number of live births/iive fetuses n x n x
viability index
lactation index n n
milk quantity and qualit
sex/sex ratio of pups n n n
of offspring
number of pups with grossly visible abnormalities n x
external/internal malformations and variations n x
survival of pups x x n x
body weight of pups at day O or 1 x n n X (fetuses)
[weight/weight gain of pups during lactation (days 0-21) x x n x
anogenital distance at day 0 or 1
time of hair growth
time of tooth eruption n
time of ear opening n
time of eye opening
Functional d motor activit n
Functional reflex ontogeny n
Functional sensory function
Functional ¢ learning and memon n
age at testes descend
age and/or body weight at balano-preputial n
age and/or body weight at vaginal opening n
onset of oestrus behaviour
postnatal structural and functional
offspring reproduction n x n
reproductive organs
weight uterus n x
[weight vagina. n
Uterus + vagina n n x
uterine hyperplasia
changes in uterine pathology and cellular growth x
changes in uterine protein
labeling index for uterine luminal and giandular epithelium
weight_ovaries n x N
ovaries n n x
au analysis of primordial follicles
oviduct
vagina
gland
weight testes n x n
testes n N x n
weight n n n
(caput, corpus, cauda) n n x n
number of spermatids n x
sperm morphology x
sperm motility’ n
sperm reserve n
[weight total prostate n n n x

weight ventral prostate

prostate
[weight seminal vesicle (incl. fluids and \g glands, SVCG)

minal vesicle
lating gland

weight glans penis

[weight levator ani-b nosus (LABC) muscle

weight paired Cowper’s glands (COW)

Sexual behaviour

mounts
ir s

lordosis

[vaginal pit m

endocrine glands and hormone concentrations (excl. gonads)

[weight adrenals

adrenals

[weight pituitary

pituitar,

[weight thyroid

roid

serum hormone LH

FSH

TSH

prolactin

estradiol
e

ormone

additional data

additionally signs of
neurotoxicity, renal
dilatation

additionally increased
adult mortality, renal
hyperplasia and
degeneration, liver
hypertrophy

additionally decreased
food consumption,

sensory neuron loss, no

effect on pinna unfolding

additionally increased
parental mortality,
alopecia, increased
aggression and
hyperactivity, stomach
ulceration/haemorrhage,
hemosiderosis and
lymphoid depletion of the
spleen, chronic prostatic
inflammation and atrophy

additionally growth
alteration, increased
incidence of delayed
ossification, malformation
of non-reproductive
organs (e.g. clubfoot)
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Tabelle 35: Effekte einer Exposition von Ratten gegentiber der endokrin wirksamen Substanz Vinclozolin in Abhangigkeit von Expositionsszenario,
Lebensphase und Geschlecht **>**, Effekte mit Abhingigkeit zum Expositionszeitraum wurden farbig unterlegt. Abkiirzungen: 1:
Zunahme; |: Abnahme; A: Veranderung
Exposition Beobachtung Effekte in Mannchen Effekte in Weibchen
pra- und postnatal fetal kein Effekt auf Mortalitat kein Effekt auf Mortalitét
neonatal Korpergewicht: W Korpergewicht: W
Anogenitalabstand: W (Feminisierg.)
Fehlbildungen: Prostata, auRere Geschlechtsorgane
Feminisierung der Mammae
Leber: Enzymaktivitat A Leber: Enzymaktivitat A
kein Effekt auf Mortalitét kein Effekt auf Mortalitat
pubertér verzégerte sexuelle Reifung kein Effekt auf sexuelle Reifung
adult Mortalitat: 1
Korpergewicht: W Korpergewicht: W
Prostata: Atrophie
Nebennieren: Gewicht A, Lipidose Nebennieren: Gewicht A, Lipidose
Hoden: Atrophie/Ektopie, Tumore
Nebenhoden: Gewicht ¥, Tumore
Hypophyse: Hypertropie
Nieren: Gewicht A
Samenbléaschen: Atrophie
Leber: Hypertrophie, Enzymaktivitat A Leber: Hypertrophie, Enzymaktivitat A
Hormonkonzentration: Schilddriisenhormone W, Eierstocke: Hyperplasie
Hypophysenhormon FSH + LH A Hormonkonzentration: Schilddriisenhormone ¥
Fertilitat: ¥
Spermienproduktion: ¥ kein Effekt auf Mortalitat
Sexualverhalten: A
adult adult Nebennieren: Gewicht A, Lipidose Korpergewicht: W
Leber: Hypertrophie, Enzymaktivitat A Nebennieren: Gewicht A, Lipidose
Hypophyse: Hypertrophie Leber: Hypertrophie, Enzymaktivitat A
Hoden: Hyperplasie Nieren: Gewicht A
Nebenhoden: Gewicht WV Hypophyse: Gewicht A,
Samenblaschen: Atrophie Hypertrophie
Hormonkonzentration: Schilddriisenhormone W, Eierstdocke: Hyperplasie
Hypophysenhormone LH W;FSH A Hormonkonzentration: Schilddriisenhormone W
keine Effekte auf die Fertilitdt oder Spermienproduktion keine Effekte auf die Fertilitat oder den Ostruszyklus
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Tabelle 36:

Vergleich der LOEL (Lowest Observed Effect Level) fur die Gesamttoxizitat (oLOEL)

und Effekte auf die Hoden und Spermienproduktion in Repeated-Dose-Studien und
Multigenerationsstudien

Name Repeated Dose Studien Multigenerations-Studien
CAS-Nummer
Diethyl phthalate OoLOEL = 150 mg/kg/d OLOEL = 150 mg/kg/d
84-66-2 LOELoden = 3160 mg/kg/d LOELspermien = 150 mg/kg/d
Dibutyl phthalate OoLOEL = 0,04 mg/kg/d OLOEL = 0,5 mg/kg/d
84-74-2 LOELoden = 4,4 mg/kg/d LOELioden = 0,5 mg/kg/d
Diallyl phthalate OoLOEL = 50 mg/kg/d keine Daten in der ausgewerteten
131-17-9 Datenbank
Di-isoheptyl phthalate keine Daten in der ausgewerteten OoLOEL = 50 mg/kg/d
71888-89-6 Datenbank LOEL Hoden = 225 mg/kg/d
LOEL spermien = 50 mg/kg/d
Di-n-octyl phthalate OLOEL = 1906 mg/kg/d keine Daten in der ausgewerteten
117-84-0 Datenbank
Bis(2-ethylhexyl)phthalate OLOEL = 300 mg/kg/d OLOEL = 0,045 mg/kg/d
117-81-7 LOEL Hoden = 600 mg/kg/d LOEL pogen = 135 mg/kg/d
Di-isononyl phthalate
28553-12-0 OLOEL = 125 mg/kg/d
LOELHoden = 500 mg/kg/d keine Daten in der ausgewerteten
Datenbank
68515-48-0 OLOEL = 15 mg/kg/d
LOELHoden = 300 mg/kg/d
Di-isodecyl phthalate
68515-49-1 keine Daten in der ausgewerteten OLOEL = 10 mg/kg/d
Datenbank LOELoden = 40 mg/kg/d
26761-40-0 oLOEL = 25 mg/kg/d keine Daten
Butyl benzyl phthalate OLOEL = 180 mg/kg/d OLOEL = 100 mg/kg/d
85-68-7 LOELHogen = 1250 mg/kg/d LOELHogen = 100 mg/kg/d
I—OEl—Spermien = 500 mg/kg/d
Dicyclohexyl phthalate keine Daten in der ausgewerteten OLOEL = 12 mg/kg/d
84-61-7 Datenbank LOELHoden = 60 mg/kg/d
LOELSpermien = 60 mg/kg/d
Phthalic anhydride OLOEL = 375 mg/kg/d keine Daten in der ausgewerteten
85-44-9 Datenbank
Isophthalic acid OLOEL = 0,162 mg/kg/d keine Daten in der ausgewerteten
121-91-5 Datenbank

Bis(2-ethylhexyl) terephthalate
6422-86-2

keine Daten in der ausgewerteten
Datenbank

oLOEL =
LOELHoden =

150 mg/kg/d
500 mg/kg/d
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Tabelle 37:

Beispiele fur Struktur-abhéangige schadigende Effekte an Hand der Gruppe der

Phthalate.

Verglichen wird das Auftreten von Gewichtsveranderungen und histopathologischen
Befunden an den Hoden in Repeated-Dose-Studien und entsprechende Effekte, inkl.
Beeintrachtigungen der Spermienproduktion, in reproduktionstoxikologischen

Multigenerationsstudien

Repeated-Dose Testungen

Effekte auf die Hoden

Multi-generations-Studien

Effekte auf die Hoden/Spermienproduktion

adverse Effekte

keine Effekte

Phthalic anhydride

85449

1]

g

Diallyl phthalate

131179

Di-n-octyl phthalate

117840

[}

T N
N

Di-isodecyl phthalate

26761400

@io/\/\/\/\/_
! 0\/\/\/\/r

adverse Effekte
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Tabelle 38:

Fischtestungen.

Vergleich von in vivo Effekten ausgewéhlter Modellsubstanzen in Saugetier- und

Abkurzungen: DMI (Demethylierungsinhibitor, Sterolinhibitor), PLC (partial life cycle), FLC (full life
cycle), VTG (Vitellogenin). Die Daten der Fisch-Life Cycle Testungen entstammen dem
Forschungsprojekt FKZ 206 67 470: Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen:

Relevante Parameter fir die Entwicklung einer neuen OECD Testmethode und die Anwendung in der
gesetzlichen Umweltrisikobewertung, Fraunhofer IME im Auftrag des Umweltbundesamtes

Fish in vivo effects

Full-life cycle Fh-IME,

Literature FLC or PLC

Fish Screening

Danio rerio Assay
Reproductive toxicology database
in vivo EDC
compound CAS Mechanism effect ? Fertilisation rate NOEC |NOEC
= i radiol 57-63-6 FR_agonist. 0.3 ng/L._strong 1 increase VIG
17-beta Estradiol 50-28-2 ER agonist + 2.9 nglL fertilisation rate
Diethylstilbestrol 56-531 |selective ER agonistand +
antagonist
. selective ER agonist and 1.6 pg/L and VTG reduction in|1.65 pg/L (PLC) juv. growth
Tamoxifen 10540-20-4 |52 5¢ Ve BR 40 + el o E;/L EFLC; g decrease VTG
Raloxifene 82640-04-8 |SClective ER agonist and +
antagonist
Nonylphenol 25154-52-3 |ER agonist i
Genistein et |[ER S, G i + 1.3 pg/L, moderate
aromatase
p.p -DDT 50-29-3 ER agonist +
Testosterone propionate 57-85-2 AR agonist +
Methyl testosterone AR agonist 9.98 ng/L => males
17 beta-Trenbolone 10161-33-8 |AR agonist + 1 rign/;/ie:grgalé(;g;smales, no effect on VTG
Vinclozolin (incl. metabolites) 50471-44-8 R a_ntagonlst, omslil +
thyroid modulator
Procymidone 32809-16-8 |AR antagonist +
no effect on VTG at 90
Flutamide 13311-84-7 |AR antagonist + 189 pg/L egg production FO ng/L
sign effect at 270 ng/L
Finasteride 08319.26.7 |E"BYMe inhibitor: 5-alpha- o
reductase
Linuron 330552 |ARantagonist, enzyme +
inhibitor: aromatase
[ — 51.48.9 thyroidal hormone, natural N
agonist
Propylthiouracil 51-52.5 thyreqstatic, enzyme inhibitor: P
peroxidase
[Ammonium perchlorate 7790-98-9 threostatlc, T il +
iodide transport
Fautyl benzyl phthalate 85-68-7 +/?
ndane 58-89-9 +?
Bisphenol A 80-05-7 ER agonist +/? 86 pg/L, weak 1 pg/L histopathology testis increase VTG
2.4-Dichlorophenol 120-83-2 — 2
Benzophenone-3 131-57-7
Benzophenone 119-61-9 +?
1-Bromopropane 106-94-5 +/?
2-Bromopropane 75-26-3 +/?
Di-(2-ethylhexyl) phthalate 117-81-7 +?
4-tert-Pentylphenol <51 pg/L, VTG males
-tert-Octviphenol 140-66-9 11 ug/L, moderate increase VTG
4-Nonylphenol 84852-15-3 +/? 4.2 pg/L, gonado-somatic index
Pentachlorophenol 87-86-5 +?
Nitrobenzene 98-95-3 +?
Ethylbenzene 100-41-4 +/?2
Dibromoacetic acid 631-64-1 +?
Zearalenone 17924-92-4 +?
Tributyltin chloride 1461-22.9 |2nt-androgen, possible +?
enzyme inhibitor: aromatase
AR Antagonist, enzyme .
Prochloraz (DMI fungicide) 67747-09-5 |inhibitor: aromatase, 17,20- ;jﬁg‘;fte\ggi:]ilf r':;r:ase decrease VTG
lyase
Acrylic acid 79-10-7 -
Cyclophosphamide 50-18-0 -
Glutaraldehyde 111-30-8 -
Chloroform 67-66-3 -
Acrolein 107-02-8 =
Toluene 108-88-3 -
1,1-Dichloro-1-fluoroethane 1717-00-6 -
Methyl tertiary butyl ether 1634-04-4 -
Isopropanol 67-63-0 -
I§tyrene, Momomer 100-42-5 -
|§tyrene Oligomer (Dimer, Trimer)
Caffeine 58-08-2 -
Carbon disulfide 75-15-0 -
Tetrahydrofuran 109-99-9 -
Zinc chloride 7646-85-7 =
Hydrogen sulfide 7783-06-4 -
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Tabelle 39: Vergleich von in vivo Effekten ausgewahlter Modellsubstanzen in Sadugetiertestungen mit Effekten aus in vitro Testungen
Reportergen-Test (Zelltests) Receptor binding studies
Reproductive toxicology database Relative potency to positive control Relative potency to positive control
in vivo EDC

compound CAS Mechanism effect ? ER Agonist | ER Antagonist | AR Agonist | AR antagonist ER AR

17-alpha Ethinylestradiol 57-63-6 ER agonist + strong strong

17-beta Estradiol 50-28-2 ER agonist s strong no strong strong strong yes
selective ER agonist and

Diethylstilbestrol 56-53-1 antagonist A strong no strong weak
selective ER agonist and

Tamoxifen 10540-29-1 | antagonist i3 weak no weak strong weak
selective ER agonist and

Raloxifene 82640-04-8 | antagonist A weak no

Nonylphenol 25154-52-3 | ER agonist i3 weak no no / weak no / weak weak no
ER agonist, enzyme

Genistein 446-72-0 inhibitor: aromatase + weak no yes marginal

p,p’-DDT 50-29-3 ER agonist A weak no weak no

Testosterone propionate 57-85-2 AR agonist A strong no

Methyl testosterone 58-18-4 AR agonis

17 beta-Trenbolone 10161-33-8 | AR agonist A yes

Vinclozolin (incl. AR antagonist, possible

metabolites) 50471-44-8 | thyroid modulator A no weak / no strong no no

Procymidone 32809-16-8 | AR antagonist A yes yes

Flutamide 13311-84-7 | AR antagonist A no strong
enzyme inhibitor: 5-alpha-

Finasteride 98319-26-7 | reductase A no no
AR antagonist, enzyme

Linuron 330-55-2 inhibitor: aromatase + weak yes
thyroidal hormone, natural

Thyroxine 51-48-9 agonist i3
thyreostatic, enzyme

Propylthiouracil 51-52-5 inhibitor: peroxidase A
thyreostatic, enzyme

Ammonium perchlorate 7790-98-9 | inhibitor: iodide transport A

Butyl benzyl phthalate 85-68-7 +/? weak weak no

Lindane 58-89-9 +/? weak no

Bisphenol A 80-05-7 ER agonist +/? weak no yes / weak / no weak weak

2,4-Dichlorophenol 120-83-2 +/? yes / no weak weak / negative

Benzophenone-3 131-57-7 weak no weak weak no

Benzophenone 119-61-9 +/? weak

1-Bromopropane 106-94-5 +/?

2-Bromopropane 75-26-3 +/?

Di-(2-ethylhexyl) phthalate 117-81-7 +/?

4-tert-Pentylphenol

4-tert-Octylphenol 140-66-9 weak yes weak
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Reproductive toxicology database

Reportergen-Test (Zelltests)

Relative potency to positive control

Receptor binding studies
Relative potency to positive control

in vivo EDC

compound CAS Mechanism effect ? ER Agonist | ER Antagonist | AR Agonist | AR antagonist ER AR
4-Nonylphenol 84852-15-3 +/? weak weak yes weak
Pentachlorophenol 87-86-5 +/? no no
Nitrobenzene 98-95-3 +/?
Ethylbenzene 100-41-4 +/?
Dibromoacetic acid 631-64-1 +/?
Zearalenone 17924-92-4 +/? weak

anti-androgen, possible
Tributyltin chloride 1461-22-9 | enzyme inhibitor: aromatase +/?
Prochloraz (DMI fungicide) 67747-09-5 | aromatase inhibitor
Acrylic acid 79-10-7 -
Cyclophosphamide 50-18-0 -
Glutaraldehyde 111-30-8 -
Chloroform 67-66-3 =
Acrolein 107-02-8 =
Toluene 108-88-3 - no
1,1-Dichloro-1-fluoroethane 1717-00-6 >
Methyl tertiary butyl ether 1634-04-4 =
Isopropanol 67-63-0 s
Styrene, Momomer 100-42-5 - no no
Styrene Oligomer (Dimer,
Trimer) 80-46-6 no yes / no
Caffeine 58-08-2 =
Carbon disulfide 75-15-0 -
Tetrahydrofuran 109-99-9 -
Zinc chloride 7646-85-7 -
Hydrogen sulfide 7783-06-4 -

Griines Feld in vitro = Ubereinstimmung zwischen in vivo und in vitro Aussagen

WeiRes Feld in vitro = keine Ubereinstimmung zwischen in vivo und in vitro Aussagen oder keine Daten
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Tabelle 40: Definition der Kandidaten fir structural alerts

(nicht alle werden verwendet, siehe Tabelle 14)

Name: s.a. 01

SMILES-Code: Name: s.a. 02 Name: s.a. 03
C1CCCAC(C1)C2C(C3C(CC2)CCC3)CC4 SMILES-Code: clcce3ce(c1)C2C(CCCC2)CC3 SMILES-Code: clccc2c(c1)C(C(C)CC2)C
Name: s.a. 04 Name: s.a. 06a

Name: s.a. 05
SMILES-Code: clccec(cl)CCc2ccc(cc2)O

@ O
@, O

OH

SMILES-Code: clccce(cl)C=Cc2ccc(cc2)O SMILES-Code: clccce(cl)CCc2ccccc?
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Name: s.a. 06b
SMILES-Code: clccec(cl)C=Cc2ccccc2

)
@

Name: s.a. 07
SMILES-Code:
clccec(cl)C(=Cc2cccecc2)c3cccece3

05

Name: s.a. 08
SMILES-Code:
C3(clcccecl)Oc2c(cecec2)C(C=3)=0

Name: s.a. 09
SMILES-Code: C3(clcccecl)Oc2c(ccec2)C(C3)=0

O~

Name: s.a. 10
SMILES-Code:
C3(clcceecl)C(c2c(ccec2)OC3)=0

Name: s.a. 11
SMILES-Code: C3(clcccecl)=Cc2c(cccc2)OC3=0

o
J—
':' o
Name: s.a. 12 Name: s.a. 12b Q&TL%;?:-OE?
SMILES-Code: C(clccececl)CC(c2ceecc2)=0 SMILES-Code: O=C(c(ccccl)cl)C=Cc(ccce2)c2 C2C(e10(e0(ceLOHD)O(H]) CCCCCCCCCC2)=0
OH

. &
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Name: s.a. 13b

SMILES-Code: Name: s.a. 14 Name: s.a. 15a
C2C(cLe(cc(ccLO(H])O([H]))C=CCCCCCCCC2)=0 SMILES-Code: clccee(cl)Ce2cccec2 SMILES-Code: clccee(c1O([H]))C(c2cceec2)=0
OH
0 OH

Name: s.a. 15b Name: s.a. 15¢ Name: s.a. 16

SMILES-Code: c1(ccce(cl)C(c2ccecec2)=0)O[H] SMILES-Code: clc(cce(cl)C(c2cececc2)=0)O[H] | SMILES-Code: clccee(cl)C(c2cccec2)=C(CI)Cl
OH

" @ .:.
~ .:.
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Name: s.a. 17
SMILES-Code: clccee(cl)C(c2cceccc2)C

Name: s.a. 18
SMILES-Code: clccceclc2cceecc?2

Name: s.a. 19a
SMILES-Code: clcccecclc2c(ccec2)Cl

Cl

Name: s.a. 19b

SMILES-Code: clccceclc2cec(cec2)Cl

Cl

Name: s.a. 19¢
SMILES-Code: clccccclc2cec(cc2)Cl

Cl

Name: s.a. 20a
SMILES-Code: clccceclc2c(ccec2)O[H]

OH

Name: s.a. 20b
SMILES-Code: clccceclc2cc(ccc2)O[H]

OH

Name: s.a. 20c
SMILES-Code: clccceclc2cec(cc2)O[H]

Name: s.a. 21
SMILES-Code: clccc2c(cl)Oc3c(02)ccec3
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Name: s.a. 22
SMILES-Code: clccc2c(cl)oc3c2ccce3

O

Name: s.a. 23
SMILES-Code: clcce(c(cl)C(OC)=0)C(=0)0C

Name: s.a. 24
SMILES-Code: clcc(ccclC(OC)=0)0[H]
OH

0

Name: s.a. 25a
SMILES-Code: clc(c(cccl)O([H]))OC

OH O

Name: s.a. 25b
SMILES-Code: O(C)clcc(cccl)O[H]

CH

Name: s.a. 25c
SMILES-Code: O(C)clcce(ccl)O[H]

OH 0

Name: s.a. 26
SMILES-Code: clcc(cccl)O[H]
OH

Name: s.a. 27

SMILES-Code: C1(=0O)CCCCC1

Name: s.a. 28
SMILES-Code: clccee(cl)C(c2ccecc2)c3ccecec3

)
@
@
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Name: s.a. 29

SMILES-Code:

clc(cee(cl)S(c2cee(cc2)O([H]))(=0)=0)O[H]
OH

OH

Name: s.a. 30a
SMILES-Code: clc(cce(cl)Oc2c(cc(cc2)Cl)CICI

P

Name: s.a. 30b
SMILES-Code:
clc(cee(cl)Oc2c(cc(cc2)ClCN(=0)=0

0

eva

Name: s.a. 31a
SMILES-Code:
clccec(cl)CN2C(c3c(C2=0)ccce3)=0

At

u]

Name: s.a. 31b
SMILES-Code:
clc(cee(cl)CN2C(c3c(C2=0)ccccl3)=0)N(=0)=0

u]

o P

Name: s.a. 31c
SMILES-Code:
clc(cee(cl)CN2C(c3c(C2=0)ccece3)=0)0[H]

e

Name: s.a. 32a
SMILES-Code: clccec(cl)OP(=0)(0C)OC

0—P —0

Name: s.a. 32b
SMILES-Code: clccec(cl)OP(=S)(0C)0C

Name: s.a. 33
SMILES-Code: cinc(N)nc(N)nl
HH2

HH2
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Name: s.a. 34a
SMILES-Code: [H]Oclcce(C([H])C)ccl

OH

Name: s.a. 34b
SMILES-Code: [H]Oclccc(C(C)(C)C([H]))ccl

O

Name: s.a. 34c
SMILES-Code:
[H]OcLe([H]e(HDe(C(HD)C)e([HDe(HD) L

O o

Name: s.a. 34d
SMILES-Code:
[H]Oc1e([HDe(HDe(C(CYC)C(HD)e(HDe(HD)1

OH

Name: s.a. 35
SMILES-Code: c(c(c(c(cl)ccc2)c2)cee3)(cl)c3

oS

Name: s.a. 36a
SMILES-Code: clcceccclCC=0

AN

o

Name: s.a. 36b
SMILES-Code: clccccclCP=S

%,

W

Name: s.a. 37
SMILES-Code: clcccccIN2C(=0)CCC(=0)2

Name: s.a. 38
SMILES-Code: C1CCCCCCCCCCC1
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Name: s.a. 39
SMILES-Code: CCCCC([H])clcc(OC)cecl

s
o

@

Name: s.a. 40
SMILES-Code: CCCCC([H])clccc(OC)ecl

Name: s.a. 41a
SMILES-Code: c1c(C(F)(F)F)ccccINC=0

i F
E |
NH
<
AY

u]

Name: s.a. 42b
SMILES-Code: c1c(C(F)(F)F)ccccINP=S
F

F

Name: s.a. 43
SMILES-Code: clccccc1COc2ccecc?2

©(w©

Name: s.a. 44a
SMILES-Code: clccc2CC=C(c3ccccc3)Ce2cl

0

Name: s.a. 44b
SMILES-Code: clccc2CC=C(c3cccec3)Oc2cl

O~

Name: s.a. 45
SMILES-Code: C12C=CC(C2)C=C1

!
%
@

|

Name: s.a. 46
SMILES-Code: C12C=CC(C2)CC1
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Name: s.a. 47
SMILES-Code: C12CCC(C2)CC1

Name: s.a. 48a
SMILES-Code: c1(Br)cccececlOcleccccl

Br

=]

Name: s.a. 48b
SMILES-Code: clc(Br)cccclOcleccecl
Er

[}

@

Name: s.a. 48c
SMILES-Code: clcc(Br)ccclOclcccecl
Er

@

Name: s.a. 49
SMILES-Code: c12ccccc2CCCl
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