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Vorwort

Die Anforderungen an die Trinkwasserqualitat sind in
der Trinkwasserverordnung (TrinkwV) festgelegt. Das
Trinkwasser soll nach § 1 der TrinkwV dem Verbrau-
cher genusstauglich und so rein wie moglich zur Ver-
flgung stehen. Modernes Leben hinterlasst auch in
gut geschitzten Wasserressourcen Spuren. Es sind
unter anderem diese anthropogenen Spurenstoffe, die
das Trinkwasser und damit die menschliche Gesund-
heit nachteilig beeinflussen kénnen. Obwohl anthro-
pogene Spurenstoffe haufig nur in geringsten Konzen-
trationen (deshalb die Bezeichnung ,Spurenstoffe”)
im Trinkwasser enthalten sind, sind diese selbst bei
toxikologischer Unauffélligkeit im Trinkwasser uner-
wunscht.

Anthropogene Spurenstoffe werden derzeit nicht Gber
die TrinkwV geregelt, jedoch ist in

§ 6 Absatz 3 das sogenannte Minimierungsgebot
verankert. Dies sieht vor, ,dass die Konzentrationen
chemischer Stoffe, die das Trinkwasser verunreinigen
oder seine Beschaffenheit nachteilig verandern, so
niedrig gehalten werden, wie dies nach den allgemein
anerkannten Regeln der Technik mit vertretbarem
Aufwand und unter Berlcksichtigung von Einzelféllen
moglich ist.*

Als Grundlage aller Regelungen ist gemaB § 4 (Ab-
wesenheit einer gesundheitlichen Besorgnis) zu ermit-
teln, ob eine Schadigung der menschlichen Gesund-
heit durch den neu analysierten Stoff auszuschlieBen
ist. Nach der chemischen Identifizierung eines anth-
ropogenen Spurenstoffes im Trinkwasser in Konzen-
trationen oberhalb des allgemeinen Vorsorgewertes
(VWa) von 0,1 pg/L muss eine Bewertung des Stoffes
vorgenommen werden, um das hohe Schutzniveau
in Bezug zum Trinkwasser zu gewahrleisten. Diese
Bewertung muss bei Auftreten des Stoffes auch auf
Basis einer nicht vollstandigen toxikologischen Daten-
lage vorgenommen werden. Das Umweltbundesamt
(UBA) hat hierzu mit der Empfehlung ,Bewertung der
Anwesenheit teil- oder nicht bewertbarer Stoffe im
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Trinkwasser aus gesundheitlicher Sicht* (Umweltbun-
desamt 2003) das theoretische Konzept entwickelt,
das dieser Bewertung zugrunde liegt.

Um eine gesundheitliche Auswirkung von Stoffen zu
erkennen, werden als bewertungsrelevante Wirkme-
chanismen von Stoffen die Endpunkte Gen-, Neuro-,
Immuntoxizitdt und endokrine Wirkungen eingestuft.
Das hei3t im Umkehrschluss, dass die Anwesenheit
von Stoffen mit diesen Wirkprofilen im Trinkwasser
besonders unerwinscht ist. Darin kommt ein Quali-
tatsanspruch zum Ausdruck, der nicht allein auf die
Abwehr bekannter und quantifizierbarer Gefahrdungs-
potenziale abstellt, sondern zugleich auf die Vorsorge
gegen solche Gefahrdungspotenziale.

Gleichzeitig ist zu realisieren, dass in der Therapie-
entwicklung von adversen Effekten dieser Wirkungen
(u. a. Krebs, neurodegenerative Krankheiten) in den
nachsten Jahren keine deutlichen Fortschritte zu er-
warten sind. Aus diesem Grunde steht die Minimie-
rung von Schadstoffen mit diesen Wirkprofilen an ers-
ter Stelle.

Fur die Bewertung von anthropogenen Spurenstoffen
wird im Trinkwasserbereich das Konzept der gesund-
heitlichen Orientierungswerte (GOW) angewandt, die
sich in ihrer Ableitung u. a. auf diese fur das Trink-
wasser bewertungsrelevanten Wirkmechanismen der
Toxizitat beziehen.

Der vorliegende Leitfaden ,Geféahrdungsbasiertes Ri-
sikomanagement flr anthropogene Spurenstoffe zur
Sicherung der Trinkwasserversorgung“ soll erstma-
lig die Voraussetzung schaffen, nach harmonisierter
Vorgehensweise Wirkmechanismen experimentell zu
erfassen und entsprechend gesundheitliche Orien-
tierungswerte fur das Trinkwasser abzuleiten. Das er-
laubt eine zeitnahe Bewertung der Stoffe sowie eine
zUgige Festlegung von MaBnahmenoptionen und de-
ren Uberpriifung durch Monitoringprogramme.
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Dazu werden endpunktbezogene Teststrategien auf-
gezeigt. Die Ausgestaltung dieser Strategien (u. a.
Testprotokolle, Bewertungskriterien) wird im nachfol-
genden Textteil unter den Modulen Gen-, Neurotoxi-
zitdt und endokrine Wirkungen beschrieben. Inhaltlich
beschrankt sich der Leitfaden auf die Charakterisie-
rung der Wirkmechanismen, die im GOW-Konzept als
Bewertungsgrundlage herangezogen werden.

Es werden der Stellenwert des zu bewertenden End-
punktes flr die menschliche Gesundheit sowie die
derzeitigen wissenschaftlichen und regulatorischen
Entwicklungen erlautert. Der Leitfaden zeigt transpa-
rent die Entscheidungsgrundlage des UBA bei der
Ableitung von GOWs fur Behdrden, Wasserversorger
und die interessierte Offentlichkeit. Dadurch wird die

Akzeptanz nicht nur hinsichtlich des Vorsorgeprinzips,
sondern auch in Bezug zu einer angemessenen Kos-
ten-Nutzen-Abwagung bei allen Beteiligten erhoht.

Der Leitfaden ist ein Ergebnis des Verbundvorhabens
Tox-Box (Foérderkennzeichen: 02WRS1282A — 02WR-
S1282l) innerhalb der FoérdermaBnahme ,Risikoma-
nagement von neuen Schadstoffen und Krankheitser-
regern im Wasserkreislauf (RiSKWa)“.
(www.bmbf.riskwa.de/index.php)

Dr. T. Grummt

Koordination des Verbundvorhabens ,, Tox-Box*
UBA, Fachgebietsleiterin Il 3.6 , Toxikologie des
Trink- und Badebeckenwassers*”
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Abbildung 1: Projektpartner im Tox-Box-Verbundvorhaben
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Die Zahl der ungeregelten Sachverhalte im Trinkwas-
ser wird mit der Zunahme der Eintrdge anthropoge-
ner Spurenstoffe und mit der Entwicklung der analy-
tischen Verfahren weiterhin stark ansteigen. Fur die
neu detektierten Substanzen liegen in der Mehrzahl
der Félle keine oder nur unzureichende toxikologische
Daten vor. Eine vollstandige toxikologische Bewertung
im konventionellen Sinne (Vorhandensein von Tierver-
suchsstudien) ist daher nicht moéglich. Dennoch be-
steht die Notwendigkeit, diese Substanzen hinsicht-
lich ihres gesundheitlichen Gefahrdungspotenzials
zu bewerten. Das UBA hat darauf bereits 2003 nach
Anhérung der Trinkwasserkommission des damali-
gen Bundesministeriums flir Gesundheit und soziale
Sicherheit (BMGS) mit der Empfehlung ,Bewertung
der Anwesenheit teil- oder nicht bewertbarer Stoffe im
Trinkwasser aus gesundheitlicher Sicht* reagiert (Um-
weltbundesamt 2003). In der Umgangssprache wird
die Empfehlung als ,GOW-Konzept" bezeichnet.

Dieser Bewertungsansatz hat sich in der Praxis be-
wahrt und wird von den verschiedenen Gruppen (z.
B. Gesundheitsbehdrden, Wasserversorger, Konsu-
menten) akzeptiert. Damit steht ein Instrument zur
Verflgung, mit dem ereignisbezogen und zeitnah eine
Abschétzung von unmittelbaren gesundheitlichen
Gefahrdungspotenzialen méglich ist. Mit den darauf
basierenden MaBnahmenoptionen kann die Sicher-
heit der Trinkwasserversorgung gewahrleistet werden.
Gleichzeitig wird durch die harmonisierte Vorgehens-
weise im administrativen Bereich Handlungssicherheit
fUr die Gesundheitsdmter in Zusammenarbeit mit den
Wasserversorgern gegeben.

Falls die Stoffkonzentration oberhalb des GOWs liegt,
sollten MaBnahmen zur Verbesserung der human-
toxikologischen Bewertbarkeit angestrebt werden.
Gleichzeitig pruft das Gesundheitsamt in Zusammen-
arbeit mit dem Wasserversorgungsunternehmen und
den zustandigen Behodrden mogliche MaBnahmen
zum Ressourcenschutz mit dem Ziel, die Kontaminati-
on des Rohwassers durch trinkwasser- bzw. wasser-
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werksgangige Umweltkontaminanten zu minimieren
bzw. zu verhindern. Sobald absehbar ist, dass ein
auf der Grundlage einer verbesserten toxikologischen
Datenbasis abgeleiteter, lebenslang gesundheitlich
akzeptierbarer Leitwert innerhalb des vorgeben-
den Zeitraums durch MaBnahmen des Ressourcen-
schutzes nicht einzuhalten sein wird, sind vom Was-
serversorgungsunternehmen geeignete technische
MaBnahmen, z.B. zusétzliche Aufbereitungsstufen
oder Verbesserungen im Verteilungsnetz, einzulei-
ten. Mit Ableitung eines Leitwertes verliert der GOW
seine Gultigkeit. Obwohl der Leitwert in den meisten
Féallen hoher ausfallt als der GOW, gilt dennoch aus
trinkwasserhygienischen Gesichtspunkten das Mini-
mierungsgebot unter Berlicksichtigung der allgemein
anerkannten Regeln der Technik.

1.1 Theoretisches Konzept zur Ableitung
der gesundheitlichen Orientierungs-
werte (GOW-Konzept)

Dieses Konzept basiert auf den stoffoezogenen verfug-
baren toxikologischen Daten fur humanrelevante Wirk-
mechanismen (u. a. Gentoxizitat, Neurotoxizitat). Der
GOW ist ein Vorsorgewert zum Schutz der menschli-
chen Gesundheit und wird aus diesem Grunde immer
SO niedrig festgelegt, dass eine zunehmende Vervoll-
standigung der Datenlage in der Regel zu demselben
oder zu einem hoheren, aber nie zu einem niedrigeren
Wert fuhrt (Dieter 2014). Fur eine detaillierte Beschrei-
bung des theoretischen GOW-Konzeptes wird auf die
UBA-Empfehlung ,Bewertung der Anwesenheit teil- oder
nicht bewertbarer Stoffe im Trinkwasser aus gesund-
heitlicher Sicht” verwiesen (Umweltbundesamt 2003).

Die Abbildung 2 zeigt die hierarchische Festlegung
des GOW. Beim Fehlen toxikologischer Daten genlgt
der GOW1 von 0,1 pg/L der Mindestanforderung im §
6 (1) TrinkwV 2001, demgeman selbst von lebenslan-
gem Genuss eines moglicherweise belasteten Trink-
wassers kein Anlass flr eine gesundheitliche Besorg-
nis ausgehen darf.
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Gentoxisch & releventer Mechanismus? JA NEIN NEIN NEIN NEIN NEIN
Gentoxisch? JA/keine Daten NEIN NEIN NEIN NEIN
Immun- und/oder Neurotoxisch? JA/keine Daten NEIN NEIN NEIN
Subchronische Toxizitat? JA/keine Daten NEIN NEIN
Chronische Toxizitat? keine Daten NEIN

3,0 (GOW,)>
1,0 (GOW5)
0,3 (GOW,)

0,1 (GOW;)

Gesundheitlicher Orientierungswert [pg/L] < 0,01 (GOWy)

Abbildung 2: Theoretisches Konzept zur Ableitung Gesundheitlicher Orientierungswerte modifiziert nach Dieter

(pers. Mitteilung)

Da sich aus der Hohe des GOW in der Konzentrations-
spanne von 0,01 pg/L bis > 3,0 ug/L auch die even-
tuellen MaBnahmen zur Minimierung der Schadstoffe
ergeben, werden mit der Erweiterung des theoreti-
schen Konzeptes durch experimentelle Teststrategien
die wissenschaftlichen Grundlagen durch den Einbau
der modernen methodischen Entwicklung in die To-
xikologie erweitert. Damit wird auch der Forderung
einmal mehr Rechnung getragen, wonach das Risiko-
management auf einer moglichst belastbaren wissen-
schaftlichen Datenbasis erfolgen sollte. In jungster Zeit
sind auf dem Gebiet der In-vitro-Toxikologie enorme
Fortschritte zu verzeichnen. Das hat allerdings bisher
keinen entscheidenden Einfluss auf die Bewertungs-
strategie genommen. Mit diesem Leitfaden wird das

theoretische Konzept zur Ableitung der GOW auf der
Basis konventioneller Bewertungsstrategien dem wis-
senschaftlichen Fortschritt angepasst.

Endokrine Wirkungen fehlen im ursprtinglichen GOW-
Konzept. Aufgrund der aktuellen wissenschaftlichen
Entwicklungen und Kenntnisse und des hohen Mo-
bilisierungsgrades in der Gesellschaft, schlieBt das
Forschungsvorhaben die Implementierung der endo-
krinen Wirkungen in das Konzept mit ein. Die Keim-
zellmutagenitat wird Uber die In-vitro-Gentoxizitat
abgeschatzt, was durch die Auswertung zahlreicher
Datenbanken nahezu Konsens unter den Fachleuten
auf dem Gebiet der Gentoxizitat ist. Die Erfassung der
endokrinen Wirkungen wird durch eine In-vitro-Test-

Endokrine Wirkung (spez. estrogene Wirkung)? JA NEIN NEIN NEIN NEIN NEIN
Gentoxisch & relevanter Mechanismus? JA NEIN NEIN NEIN NEIN NEIN
Gentoxisch? JA/keine Daten NEIN NEIN NEIN NEIN
Immun- und/oder Neurotoxisch? JA/keine Daten NEIN NEIN NEIN
Subchronische Toxizitat? JA/keine Daten NEIN NEIN
Chronische Toxizitat? keine Daten NEIN

3,0 (GOW,)
1,0 (GOW5)
0,3 (GOW,)

0,1 (GOW,)

Gesundheitlicher Orientierungswert [ug/L] =< 0,01 (GOWy)

Abbildung 3: Theoretisches Konzept zur Ableitung Gesundheitlicher Orientierungswerte modifiziert nach Dieter mit

Ergénzung der endokrinen Wirkung (pers. Mitteilung)
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batterie in das GOW-Konzept integriert. Die Abbildung
3 zeigt den Einbau und die numerische Gleichstellung
mit dem GOWO, der sich aus den Wirkprofilen im
Niedrigdosisbereich der endokrin aktiven Substanzen
ergibt. Es muss hier erwahnt werden, dass dieser Teil
des GOW-Konzeptes neben dem neurotoxischen Po-
tenzial der Teil mit dem hochsten Anteil an Entwick-
lungsarbeiten ist. Hier sei nochmal auf die Flexibilitat
der Teststrategie zu verweisen.

1.2 Experimentelle Ausgestaltung
des GOW-Konzeptes

Die traditionelle Toxikologie erlaubt nur die Prifung
einer geringen Anzahl von Substanzen, die in kosten-
intensiven und langfristigen Tierversuchen getestet
werden mussen. Hinzu kommen oftmals inkonsistente
Ergebnisse in Bezug zur menschlichen Biologie und
Pathophysiologie und nicht zuletzt die ethische Dis-
kussion. Aus dieser Sachlage heraus entwickelte sich
in jungster Zeit ein Paradigmenwechsel in der experi-
mentellen Toxikologie, der im Report ,Toxicity Testing
in the 213t Century (Tox 21)" (National Research Coun-
cil 2007) beschrieben ist.

Die neue Strategie nutzt u. a. humanzellbasierte In-vi-
tro-Testverfahren, die Uber die Identifizierung von toxi-
kologischen Schltisselmechanismen eine Vorhersage
zur moglichen In-vivo-Wirkung erlauben soll. In der to-
xikologischen Fachliteratur wird diese Vorgehenswei-
se als High-Throughput-Screening (HTS) bezeichnet.
International laufen umfangreiche Forschungspro-
gramme, die folgende Ziele haben:

m die Identifizierung von In-vitro-Testverfahren, die
Wirkmechanismen nachweisen, welche an der
Auspragung adverser Effekte beteiligt sind,

m die Erfassung von Signaturmustern von In-vitro-
Testverfahren, die eine bessere Vorhersagbarkeit
von In-vivo-Effekten ermdglichen,

m die Priorisierung von Stoffen fUr eine weitere toxi-
kologische Untersuchung und

m die Risikobewertung hinsichtlich der Gesundheits-
gefahrdung durch Nutzung toxikologischer Muster-
erkennung bei In-vitro-Testverfahren.

Die Umsetzung dieser Strategie zur Erfassung der to-
xikologischen Sicherheit erlaubt eine Toxizitatstestung
jenseits der Hochdosis-Studien (toxikologisches Risi-
ko), die fir den Umweltbereich nicht relevant sind. Die
bisher nachgewiesenen Stoffmuster anthropogener
Spurenstoffe belegen durchgéngig Belastungen im
Niedrigdosis-Bereich. Angesichts der Tatsache, dass
eine ,Null“-Belastung nicht erreicht werden kann, soll-
te bei den anthropogenen Spurenstoffen nicht das
toxikologische Risiko einer Substanz, sondern deren
toxikologische Sicherheit charakterisiert werden. In
der experimentellen Arbeit hei3t das, den Nachweis
von primaren Wirkmechanismen auf zellularer Ebene
zu fUhren. In den nachfolgenden Kapiteln wird ent-
sprechend des Verbundvorhabens , Tox-Box* fur die
im  GOW-Konzept genannten bewertungsrelevan-
ten Endpunkte die inhaltliche Umsetzung — Nutzung
von In-vitro-Testverfahren fur die Erfassung und Be-
wertung von Gefahrdungspotenzialen — dargestellt
(Grummt et al., 2013) .

Ausgangspunkt der Entwicklungsarbeiten ist der Um-
stand, dass die Wirkungen prinzipiell Uber Testbat-
terien zu erfassen sind. Das heiBt, eine geringe An-
zahl von In-vitro-Testverfahren sollte in der Lage sein,
die Wirkung ausreichend sicher zu charakterisieren,
so dass eine Ja /Nein-Entscheidung im Sinne des
GOW-Konzeptes moglich ist. Gleichzeitig muss hier
angemerkt werden, dass die Testbatterie nach dem
jetzigen Kenntnisstand aufgebaut, aber generell als
flexibel zu betrachten ist (Grummt et al., 2018).
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Perspektiven

Die Anwendung der festgeschriebenen Bewertungs-
strategie flUhrt zu einer stérkeren Vernetzung von
Regulatoren und Anwendern in der Praxis. Auch fur
Wasserversorgungsunternehmen wird es zunehmend
wichtiger, sich eigene Kompetenzen im Bereich der Ri-
sikobewertung und der DurchfUhrung toxikologischer
Untersuchungen flur den prioritdren Parameter Gento-
xizitdt aufzubauen, um die im Einzelfall getroffene Be-
wertung einschatzen zu kénnen und um den Bewer-
tungsprozess als solchen zu beschleunigen (Kramer et
al., 2010). Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund
der mdglicherweise abzuleitenden, kostenaufwandi-
gen GegenmaBnahmen und einer vertrauensvollen
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Modul Gentoxizitat
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Stefan Gartiser, Martina Knauer, Hans-Rudolf Glatt, Walter Meinl, Christa Baumstark-Khan, Luis Spitta,

Christine Hellweg, Eberhard Kister

2.1 Definition des Wirkmechanismus
und wissenschaftliche Grundlagen

Unter Gentoxizitat versteht man die Schadigung des
Erbgutes (DNA) durch chemische oder physikalische
Einwirkung. Schaden am Genom resultieren aus der
direkten Interaktion mit der DNA oder mit anderen
zelluldren Bestandteilen, die an der Weitergabe der
genetischen Information beteiligt sind, z.B. mit Enzy-
men (Topoisomerasen, DNA-Polymerasen, DNA-Re-
paraturenzyme) oder dem Spindelapparat. Im Gegen-
satz zur Gentoxizitat, die auch reversible, d.h. vor der
nachsten Zellteilung reparierbare Schaden am Erbgut
berutcksichtigt, bezieht sich der engere Begriff der Mu-
tagenitat auf vererbbare Schaden, die an die nachste
Zellgeneration (Korperzellen oder Keimzellen) weiter-
gegeben werden.

Bei der Ableitung gesundheitlicher Orientierungs-
werte (GOW) fUr toxikologisch zuvor nicht bewertete
trinkwasserrelevante Stoffe ist die Gentoxizitat der
prioritdre Parameter (Umweltbundesamt 2003). Fur
die meisten Stoffe mit gentoxischer Wirkung wird ein
GOW von 0,1 pg/L festgelegt. Nur fUr einige wenige
stark gentoxische Stoffe (z.B. aus als hochgradig kan-
zerogen bekannten Stoffgruppen) gilt dieser Wert nur
flr einen Zeitraum von maximal 10 Jahren als sicher.
Fur gentoxische Stoffe mit adaquatem Stoffwechsel
gilt ein GOW von 0,01 pg/L.

Bewertungsrelevant im Sinne des GOW-Konzeptes
sind nicht die anthropogenen Spurenstoffe, fir die be-
reits aus der Zulassung gentoxikologische Daten vor-
liegen (z.B. Pflanzenschutzmittel, Arzneistoffe, Indus-
triechemikalien), sondern die Vielzahl an Metaboliten
und Transformationsprodukten, die Uber Klaranlagen
oder diffuse Quellen in den Wasserkreislauf eingetra-
gen werden und aufgrund ihrer polaren Eigenschaften
bis ins Rohwasser oder sogar Trinkwasser gelangen,
oder erst wahrend der Wasseraufbereitung (Chlorung,
Ozonung) aus Vorlaufersubstanzen entstehen.

2.2 Stand der Regulation

Fur eine adaquate Bewertung des gentoxischen Po-
tenzials einer chemischen Substanz muissen mindes-
tens drei unterschiedliche Endpunkte, namlich die
Induktion von Genmutationen, Anderungen der Chro-
mosomenstruktur (Klastogenitdt) und numerische
Chromosomenveranderungen (Aneuploidie) beurteilt
werden, da jedes dieser Ereignisse in die Entstehung
von Krebs bzw. von vererbbaren Krankheiten involviert
sein kann.

Ublicherweise werden verschiedene Testverfahren
zu einer Testbatterie zusammengestellt und gemein-
sam bewertet, da es keinen einzelnen Test gibt, der
alle gentoxikologisch relevanten Endpunkte abbilden
kann. Zur Bewertung des gentoxischen Potenzials
hat sich in der Chemikalientestung eine international
harmonisierte, hierarchische Teststrategie etabliert,
bei der In-vitro-Testverfahren die erste Bewertungs-
stufe darstellen. Die gewonnenen Befunde konnen bei
nicht eindeutiger Datenlage anschlieBend in einer Be-
wertungsstufe in vivo verifiziert werden. Die Auswahl
der Testverfahren geschieht dabei endpunktbezogen.
Die fUr die In-vitro-Teststufe empfohlenen Tests un-
terscheiden sich in einschlagigen Regelwerken nur
geringfuigig. Nachfolgende Auflistung zeigt eine Test-
empfehlung am Beispiel der WHO-Kriterien nach
Eastmond et al. (2009):

m  Genmutationen in Bakterien
— z.B. Ames-Test mit funf Teststdmmen entspre-
chend der OECD Richtlinie 471.
Anwendung weiterer Teststdmme in Abhangig-
keit von der chemischen Struktur und der Subs-
tanzklasse.

m  Chromosomenmutationen in Saugetierzellen
— z.B. Chromosomenaberrations-Test
— z.B. Mikrokern-Test
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m Zellmutationen in Saugetierzellen
— z.B. Mouse-Lymphoma-Thymidin-Kinase-Test
— z.B. Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltrans-
ferase-Test

In Abh&ngigkeit vom regulatorischen Kontext wird ein
Stoff, der in der In-vitro-Testbatterie negativ ist, bereits
als nicht gentoxisch eingestuft (z. B. REACH, CLP,
Kosmetikrichtlinie). Wenn allerdings ein hohes oder
verlangertes Expositionsniveau fur den Menschen zu
erwarten ist (z.B. bei den meisten Humanarzneimit-
teln), werden auch Stoffe, die in der Stufe 1 negativ
waren, anschlieBend mit /n-vivo-Tests Uberprift, um
zusétzliche Sicherheit zu gewéahrleisten (z.B. ICH fir
Arzneimittel, VICH fUr Tierarzneimittel).

Obwohl allgemeiner Konsens bei Zulassungsverfah-
ren darlber besteht, dass bei der Gentoxizitatspri-
fung aus Griinden der Bewertungssicherheit fUr die
menschliche Gesundheit auf Tierversuche nicht ganz-
lich verzichtet werden kann, bestehen seitens der
Européischen Union Bestrebungen, die Aussagekraft
der In-vitro-Testbatterie so weit zu verbessern, dass
maoglichst wenige In-vivo-Nachuntersuchungen erfor-
derlich sind (Corvi et al. 2013).

Um falsch-positive Effekte, die unndtige Nachunter-
suchungen bedingen, moglichst zu vermeiden, sollte
das Screening zunachst auf einer eng begrenzten An-
zahl von Tests basieren, die gleichzeitig gut validiert
und informativ sind (Kirkland et al., 2007).

Kirkland et al. (2011) postulierten in diesem Zusam-
menhang auf der Grundlage einer umfangreichen
Literaturauswertung eine Basis-Testbatterie, die nur
aus zwei In-vitro-Tests, dem klassischen Ames-Test
mit funf Teststammen gem. OECD-Richtlinie 471 und
dem Mikrokern Test besteht. Beide Testsysteme wir-
den demnach gemeinsam 73 % der untersuchten
Nagetier-Kanzerogene und 78 % der In-vivo-Gento-
xine erkennen. Wahrend der Ames-Test mit Bakteri-
enzellen (prokaryotisches System) durchgefuhrt wird,

verwendet der Mikrokern-Test S&ugerzellen (euka-
ryotisches System). Beide Testsysteme werden seit
vielen Jahren standardisiert angewendet und decken
gemeinsam alle auf der In-vitro-Ebene relevanten toxi-
kologischen Endpunkte ab. Der Ames-Test identifiziert
Genmutationen, wahrend der Mikrokern Test groBe-
re strukturelle Schaden der DNA (Klastogenitat) und
Anderungen der Zahl der Chromosomen (Aneuploidie)
erkennt (Kirkland et al. 2011, COM 2011).

Um Informationen Uber den verantwortlichen gentoxi-
schen Wirkmechanismus zu ermdglichen und gleich-
zeitig Hinweise auf falsch-negative oder falsch-posi-
tive Ergebnisse zu erhalten und zu verifizieren, sind
zusatzliche In-vitro-Tests erforderlich. Als zielfUhrend
wird u.a. der Einsatz spezifischer Zusatz-Tests oder
Test-Varianten betrachtet, deren Auswahl sich an spe-
zZiellen Struktureigenschaften der Zielsubstanz orien-
tiert (Kirkland et al. 2007, Reifferscheid & Buchinger,
2010). Somit kommt der Strukturanalyse eine grof3e
Bedeutung zu. Dabei handelt es sich um In-silico-Mo-
delle, die die Vorhersage gentoxischer Eigenschaften
aufgrund von bestimmten Unterstrukturen, den funk-
tionalen Gruppen oder Toxikophoren, ermdglichen.
Teilweise konnen valide Datenbanksysteme genutzt
werden.

2.3 Teststrategie zur Bewertung
von Gentoxizitat

Zur Einschatzung des gentoxischen Potenzials
von Trinkwasserkontaminanten im Rahmen des
GOW-Konzeptes ist ein mdglichst schnelles Bewer-
tungsverfahren angezeigt. Bisher war die Vorgabe
festgeschriebener Testverfahren zur Prifung der be-
wertungsrelevanten Endpunkte ein offener Punkt
des GOW-Konzeptes. Die entwickelte Testbatterie
ermoglicht nun die schnelle und zielflhrende Be-
wertung des prioritdren Parameters Gentoxizitat. Sie
konzentriert sich auf die In-vitro-Teststufe, ermoglicht
aber dennoch eine hohe Aussagekraft im Hinblick auf
humanrelevante Gentoxine (Abbildung 4). Die damit
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)

GOW > 0,1 pg/l ]

l n
- X Negativ Nicht f’
Basistestbatterie ——> | gentoxisch (b) =
Bakterielle Testsysteme Test mit Saugerzellen §
* Ames-Fluktuationstest * Mikronukleus-Test l
(IS0 11350) (1SO 21427-2)
e umu-Test
(18O 13829 und DIN 38415-3) ) Strukturanalyse: Negativ (b)
Ahnlichkeit mit enzymatisch
unklares human-relevanten Stoffen?
Ergebnis
S
Positiv <
; Z
Weitere Negativ (a) ?
Untersuchungen =2
: Erweiterte
[ Gentoxisch (a) ]—»[ GOW = 0,1 pg/l ]m Testbatterie
Positiv (a, b)

[ GOW = 0,01 g/l ]

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Teststrategie fiir den Parameter Gentoxizitat. Fiir eine Substanz, die in der
Basistestbatterie als ,,gentoxisch” eingestuft wurde, ergeben sich in der nachfolgenden Bewertung nach GOW andere
Ableitungswege (a), als bei einer Substanz, die in der Basistestbatterie als ,nicht gentoxisch” eingestuft wurde (b).

verbundene Beschleunigung des Bewertungsprozes-
ses ermdglicht den beteiligten Wasserversorgungs-
unternehmen und Gesundheitsbehdrden die zeitnahe
Entscheidung dartiber, ob weitergehende technische
MaBnahmen zur Verminderung der Kontamination an-
gezeigt sind und erleichtert somit auch die Kommuni-
kation mit der Offentlichkeit.

Im Vorfeld kann in einer ausfihrlichen Strukturanaly-
se gepruft werden, ob die Testsubstanz funktionelle
Gruppen enthdlt, die im Saugetierstoffwechsel zu ei-
ner gentoxischen Wirkung fUhren kdénnen, ohne mit
der Basis-Testbatterie erkannt zu werden. Die Basis-
Testbatterie aus wenigen, aber auf hohem Niveau
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standardisierten Tests, erfasst dann alle bewertungs-
relevanten Endpunkte mit vergleichsweise geringem
Risiko fur falsch-positive Ergebnisse (Abbildung 5).
Der Einsatz zusatzlicher hochspezifischer Teststamme
bzw. Zelllinien (fur alle Verfahren der Basis-Testbatterie
verfugbar) in der erweiterten Teststrategie ermdglicht
den sensitiven Nachweis der gentoxischen Wirkung
zusatzlicher Stoffgruppen..

Basis-Testbatterie
Die Basis-Testbatterie wurde entwickelt und mit Hilfe

von ausgewahlten, fur die Trinkwassergewinnung rele-
vanten Einzelsubstanzen validiert (Prantl et al., 2018).
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Ames-Fluktuationstest umu-Test

ISO 11350: 2012 ISO 13829: 2000

Endpunkt: Genmutationen
in Bakterien

Standard-Teststdmme:
Salmonella typhimurium TA98

Salmonella typhimurium TA100 psk 1002

Endpunkt: Induktion der
DNA-Reparatur in Bakterien

Standard-Teststamm:
Salmonella typhimurium TA1535/

Mikrokern-Test

ISO 21427-2: 2009

Endpunkt: Chromosomen-
mutationen in Saugetierzellen

Standard-Zelllinie:
V79-Zellen (Fibroblasten des
Chinesischen Hamsters)

Abbildung 5: Basis-Testbatterie aus drei In-vitro-Tests, die gemeinsam die bewertungsrelevanten Endpunkte Genmutation

und Chromosomenmutation abbilden.

In Anlehnung an die Erkenntnisse von Kirkland et al.
(2011) wurden fur die Basis-Testbatterie zunachst der
Mikrokern Test und der Ames-Test ausgewahlt. Aller-
dings bezieht sich die Datenanalyse von Kirkland et.
al. (2011) auf die Ergebnisse des Ames-Tests mit funf
Teststdmmen, die gemeinsam verschiedene Typen von
Punktmutationen erfassen, wie in der OECD-Richtlinie
471 gefordert. Einen hohen Standardisierungsgrad
haben die Ames-Testprotokolle der ISO-Normen fur
Wasser- und Abwasserproben erreicht (Ames-Plat-
teninkorporationstests 1ISO 16240:2005, Ames-Fluk-
tuationstests I1ISO 11350:2012), die detaillierte Vorga-
ben zur TestdurchfUhrung und -auswertung machen.

FUr die hier beschriebene Basis-Testbatterie wurde
der Ames-Fluktuationstest ausgewahlt, der aufgrund
des hinterlegten statistischen Verfahrens eine hdhe-
re Bewertungssicherheit gewahrleistet (Reifferscheid
et al., 2011). Wie die aus dem Tox-Box-Projekt vor-
liegenden Untersuchungsergebnisse gezeigt haben,
kann die Erganzung des Ames-Fluktuation-Tests
durch den umu-Test seine Bewertungssicherheit er-
hohen (Prantl et al., 2018). Der Vorteil des umu-Tests
ist, dass bei Verwendung eines einzigen Teststammes
verschiedene Arten von DNA-Schaden summarisch
erfasst werden kdnnen, da das umuC-Gen an allen
wesentlichen Schritten der bakteriellen Mutagenese
beteiligtist (Oda et al., 1985, Rajagopalan et al., 1992,
Little & Mount, 1982).

Die fur die Basis-Testbatterie ausgewahlten In-vitro-
Verfahren zeichnen sich aus durch einen hohen Stan-
dardisierungsgrad, statistisch gesicherte Bewertungs-
kriterien, vergleichsweise einfache Anwendung mit
Automatisierungspotenzial und geringe Sicherheits-
anforderungen an die Laborausstattung (S1-Labor).

Die Ergebnisse der einzelnen Tests der Basis-Testbat-
terie werden gemeinsam bewertet. In Abhangigkeit
vom Ergebnis stehen verschiedene Handlungsoptio-
nen zur Verflgung, um zu einer zufriedenstellenden
Bewertung auf der In-vitro-Ebene zu gelangen. Unab-
hangig von der Einstufung als ,,positives Testergebnis*
oder ,negatives Testergebnis® wird zusatzlich immer
anhand einer Strukturanalyse der Verdacht auf toxiko-
phore Gruppen Uberprtift (Abbildungen 4 und 7):

m positives Testergebnis

a) Wenn nur im bakteriellen Testsystem, nicht aber
im Mikrokern Test mit V79-Zellen ein positives Tes-
tergebnis vorliegt, kann im Einzelfall ein bakterien-
spezifischer gentoxischer Mechanismus vorliegen,
der aufgrund von Literaturdaten nachweislich kei-
ne humantoxikologische Relevanz hat. Dies betrifft
z.B. die Substanzgruppe der Gyrasehemmer (z.B.
Fluorchinolone), die in den Ames-Teststammen TA
98 und TA 100 und im umu-Test, nicht jedoch im
Ames-Stamm TA 102, zu gentoxischen Effekten
fihren (Ciaravino, et al., 1993, Clerch et al. 1992).
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b) Wenn nur im Mikrokern Test mit V79-Zellen, nicht
aber in den bakteriellen Testverfahren ein positives
Testergebnis vorliegt und die Strukturanalyse keine
Hinweise auf toxikophore Gruppen gibt, kann eine
Nachuntersuchung mit einem alternativen Zellmo-
dell sinnvoll sein. Die Fibroblastenzelllinie V79 aus
dem Chinesischen Hamster zeichnet sich durch
hohe Proliferationsraten, jedoch auch durch ge-
ringe metabolische Kompetenz und p53-Defizienz
aus, was das Auftreten von falsch-positiven Test-
ergebnissen begunstigt. Zur Uberpriifung eignen
sich humane p53-profiziente Zellen, z.B. HepG2-
Zellen (+ S9-Mix) oder HepaRG-Zellen (héhere
metabolische Kompetenz, aber bisher kaum Er-
fahrung im Routineeinsatz) aus einem humanen
Hepatokarzinom.

Abbildung 6 zeigt die Bewertung der Testergebnisse
schematisch.

m negatives Testergebnis

Ein negatives Ergebnis in allen Tests der Basis-Test-
batterie reicht fur eine Einstufung als ,nicht gento-
xisch“ nicht aus. Falsch-negative In-vitro-Ergebnisse
konnen auf eine unzureichende metabolische Aktivi-
tat bzw. exogene metabolische Aktivierung der Test-
Zellen zurtickgefuhrt werden (Ku et al. 2007). Wenn
die Strukturanalyse Hinweise auf toxikophore Grup-
pen gibt, missen ergdnzende Tests mit spezifischen
Zusatz-Teststdmmen durchgefihrt werden, um den
Befund abzusichern.

Speziellim Ames-Test ist der Nachweis von Nitrosami-
nen, bivalenten Metallen, Aldehyden, Azofarbstoffen
und Diazoverbindungen, Alkaloiden, Allyl- und Nitro-
verbindungen ohne Modifikation des Standardverfah-
rens erschwert (OECD 471). Neben Teststammen, die
einzelne fremdstoffmetabolisierende Saugetierenzy-
me Uberexprimieren kann der Ames-Fluktuationstest
durch weitere Teststdmme gem. OECD-Richtlinie 471

erganzt werden, die spezifische Mu-

tationsmuster anzeigen (in der Regel

In-vitro-Kurzzeittest

/

Bakterieller Test
hier: Ames-Test, umu-Test

/

1. Negativ

y y

/ |

Erste Stufe der Teststrategie zu Gentoxizitatsprifung

Zellkultur
hier: Mikrokerntest

Negativ
Tests ausreichend bei geringer oder vermeidbarer Exposition

und Einstufung der Testsubstanz als nicht geféhrdend.
Nicht relevant fir nicht gentoxische Kanzerogene!

2. Positiv Positiv
Positiv Negativ
Negativ Positiv

Hinweis auf Méglichkeiten einer gentoxischen Wirkung gegeben;
expositionsbezogene Priifung der Notwendigkeit fiir eine weitere
Gentoxizitatstestung in einer zweiten Stufe

GC-Punktmutationen). Besonders die
Teststamme S. typhimurium TA 102
oder Escherichia coli WP2 uvrA, die an-
ders als die Ubrigen Ames-Stamme AT-
Punktmutationen erfassen und wichtig
fir den Nachweis zusétzlicher spezi-
fischer Stoffgruppen (z.B. Hydrazine)
sind, kénnen im Einzelfall wichtige Zu-
satzinformationen geben.

Erweiterte Teststrategie

Durch den gezielten Einsatz zusétzlicher
Teststamme bzw. Zelllinien, die flr alle
Testverfahren der Basis-Testbatterie zur
Verfligung stehen, besteht im Sinne ei-
ner erweiterten Teststrategie die Mog-
lichkeit, das Spektrum nachweisbarer
Gentoxine zu erweitern und gleichzeitig

Abbildung 6: Teststrategie zur Gentoxizitatspriifung
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toxischen Mechanismus zu erhalten. Die Auswahl der
Teststdmme erfolgt aufgrund von spezifischen Struk-
tureigenschaften der Testsubstanz.

Strukturanalyse

In-silico-Voraussagen zur Gentoxizitdt von Substan-
zen stutzen sich auf empirische Daten und/oder phy-
siko-chemische Betrachtungen. Strukturelemente, die
eine toxikologische Aktivitat vermitteln oder begunsti-
gen werden als , Toxikophoren* oder ,structural alerts®
bezeichnet (Ashby 1985; Miller and Miller 1981). Eine
direkte gentoxische Aktivitdt einer Substanz, insbe-
sondere soweit sie auf einer unmittelbaren Interaktion
mit der DNA beruht, 18sst sich so recht zuverlassig ab-
schatzen. Entsprechende Modelle wurden z.B. durch
den statistischen Abgleich spezifischer MolekUlstruk-
turen mit positiven Effekten im Ames-Test entwickelt
(Benigni et al., 2008). Kazius und Kollegen (2005)
zeigten in diesem Zusammenhang, dass die meisten

Ames-positiven Substanzen durch acht Toxikophoren
und weitere 29 toxikophore Substrukturen (Abbildung
7) reprasentiert werden, so dass zutreffende Vorhersa-
gen mit einem Fehler von nur 15 % gemacht werden
konnen.

Bei der Frage, ob eine Substanz zu gentoxischen Me-
taboliten umgesetzt werden kann, und wenn ja, wel-
che Enzyme die Aktivierung (und Inaktivierung) vermit-
teln kdnnten, ist dagegen nicht nur die Enzymklasse,
sondern auch die kritische Enzymform gefragt. Dies
ist fir einzelne Substanzklassen in Kombination mit
molekularen Berechnungen durchaus mdoglich, wenn
experimentelle Daten fUr gentgend viele Kongene-
re vorliegen. Schwieriger wird dies, wenn beliebige
Substanzen zu beurteilen sind. Einfache etablierte
Vorgehensweisen gibt es hier nicht, auch wenn die
Problematik der adaquaten Bertcksichtigung des
Metabolismus in der Toxikologie wohl bekannt ist.
Je nach Struktur einer Substanz empfiehlt es sich,

Name des Toxikophors Beispiel Name des Toxikophors Beispiel
Q ,-_.,.-0-
Aromatische Diazonium
Nitroverbindung

Aromatisches Amin

-

[3- Propiolacton

Dreigliedriger Heterozyklus 0(]

Unsubstituiertes,
o, ungesattigtes Alkoxy

Nitrosoverbindung HC—
3

Aromatische
Nitrosoverbindung
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Name des Toxikophors Beispiel Name des Toxikophors Beispiel
o H
Unsubstituiertes . Nt
heteroatomgebundenes Azid
Heteroatom
O .
M ) H,C=N=N
Azoform = é; Diazogruppe

C

Aliphatisches Halogenid )_\—QHB Triazen H“f"“ hH,

Polycyclisches aromatisches
System

1-Aryl-2-Monoalkyl-
hydrazin

7

;

Sulfatgebundenes Kohlenstoff-
atom

Aromatisches Methylamin

o, B- ungesattigtes Aldehyd

Aromatisches Hydroxylamin

x

A2

3

Carbonsaurehalogenid

o

N-Nitroverbindung H
Bay-Region E@ K-Region A
H
Alkylnitrit oo

Abbildung 7: Toxikophore nach Kazius et al. (2005), verandert, Strukturformeln aus www.chemspider.com
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einen Experten zur Biotransformation und/oder ein
computerbasiertes System zu Rate zu ziehen. Zur
Auswahl stehen hier diverse frei verfugbare Program-
me, die in Offentlich geférderten Projekten entwickelt
wurden, u.a. OECD QSAR Toolbox (www.gsartool-
box.org/) oder UFZ ChemProp (www.ufz.de/index.
php?en=34593) basierend auf dem EU-Projekt OSI-
RIS (http://osiris.simpple.com/OSIRIS-ITS/itstool.do).

Auswahl von zusatzlichen Teststimmen oder
Zelllinien in Abhangigkeit von Stoffeigenschaften

Gentechnisch modifizierte Zielzellen, die einzelne
fremdstoffmetabolisierende Enzyme aus dem Sau-
getiermetabolismus Uberexprimieren kdnnen, stehen
flr eine Auswahl an charakteristischen Enzymen zur
Verfigung (z.B. Cytochrom P450 (CYP), Glutathion-
S-transferase (GST), Sulfotransferase (SULT), N-Ace-
tyltransferase (NAT)). Zur strukturabhangigen Auswahl
geeigneter Zusatzstamme kdnnen nachfolgend einige
konkrete Empfehlungen ausgesprochen werden:

a) Kleine Molekiile (M, < 150) und substituierte Bi-
phenyle: rekombinante Salmonella-Stamme und
V79-Linien, in denen humanes Cytochrom P450
(z.B. CYP2E1) exprimiert wird.

b) Halogenierte Alkane, insbesondere vicinal-
dihalogenierte Alkane, sollten in Gegenwart von
Glutathiontransferase GSTT1 untersucht werden.
Die Arbeitsgruppe von Glatt am Deutschen Insti-
tut far Erndhrungsforschung hat humane GSTT1
ebenfalls in S. typhimurium TA1535 und zudem in
V79-Zellen zur stabilen Expression gebracht (Meinl
et al.). Dies ermoglicht eine verbesserte In-vitro-
Untersuchung der Substanzen.

c) Nitroalkane (wie z.B. 2-Nitropropan) sollten in Zel-
len getestet werden, die eine geeignete Sulfotrans-
ferase SULT exprimieren. Verflgbar sind unter an-
derem S. typhimurium-Stamme und V79-Zellen,
die die wichtigste humane SULT exprimieren, bei

den V79-Zellen auch in Kombination mit CYP1A2
oder CYP2E1. Auch HepaRG-Zellen exprimieren
hinreichende Niveaus von SULT.

Nitroaromaten sollten in Gegenwart einer Reduk-
tase mit verschiedenen Transferasen untersucht
werden. HierfUr stehen geeignete Salmonella-
Stamme zur Verflgung. In Sdugerzellsystemen
ist eine zuverlassige Testung von Nitroaromaten
schwieriger, da im Sauger die Nitroreduktion nicht
durch ein einheitliches Enzym vermittelt wird. Der
Einsatz von Zusatz-Saugerzelllinien bei der Tes-
tung von Nitroaromaten ist daher nur sinnvoll,
wenn mechanistische Untersuchungen angestrebt
werden und die Bereitschaft zu einem hohen ex-
perimentellen Aufwand vorhanden ist.

Aromatische Amine sollten in Gegenwart von
CYP ebenfalls mit verschiedenen Transferasen
untersucht werden. Dazu stehen transgene Bak-
terienstamme zur Verflgung. Bei der Prifung von
aromatischen Aminen in Saugerzellsystemen bie-
tet es sich an, Zellen zu verwenden, die humanes
CYP1A2 in Kombination mit humaner NAT2 co-
exprimieren, und zudem Zellen, die Uber humane
CYP1A2 und humane SULT1A1 verfigen.

Benzylische und allylische Alkohole (und Subs-
tanzen die dartber metabolisiert werden kénnen)
sollten in SULT-profizienten Zellen untersucht wer-
den. Wir empfehlen, entsprechende Substanzen
nicht nur in konventionellen Zellen von Standard-
tests, sondern auch in SULT-exprimierenden Bak-
terienstdmmen oder Saugerzelllinien zu testen,
wobei wir der SULT1A1 Prioritat wegen ihrer brei-
ten Substrattoleranz und ihrer hohen Expression
in vielen humanen Geweben einrdumen. HepaRG-
Zellen sind ebenfalls geeignet.
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2.4 Testprotokolle der einzelnen Test-
verfahren und Ergebnisbewertung

Bei der Entwicklung und Validierung der hier be-
schriebenen Basis-Testbatterie im Rahmen des For-
schungsprojektes Tox-Box wurde streng nach ISO-
Normen gearbeitet. Die Testprotokolle haben einen
hohen Standardisierungsgrad erreicht, sodass bereits
eine sehr gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus
verschiedenen Laboren gewahrleistet ist.

Ames-Fluktuationstest nach ISO 11350 zum
Nachweis von Punktmutationen

Testprinzip: Den Testbakterien fehlt aufgrund einer
einzigen Punktmutation in ihrem Genom die Eigen-
schaft, einen flr ihr Wachstum unerlasslichen Nahr-
stoff, die Aminoséure Histidin, selbst zu synthetisieren.
Sie sind daher auf das Vorhandensein von Histidin im
Nahrmedium angewiesen. Da es unter der Einwirkung
von Gentoxinen vermehrt zu Mutationen kommt, be-
steht die Mdglichkeit, dass die Testbakterien durch
eine einzige Punktmutation Histidin wieder selbst her-
stellen und entsprechend wieder in Histidin-freiem Me-
dium wachsen kénnen. Das Testprinzip beruht auf der
quantitativen Bestimmung solcher ,RUckmutanten®
(Revertanten). Die Anzahl der Bakterien, die nach der
Exposition in Histidin-freiem Medium wachsen, dient
als Maf fUr die mutagene Aktivitat. Fir den Ames-Test
steht eine Anzahl von Teststammen zur Verflgung,
die verschiedene Mutationstypen anzeigen koénnen,
je nachdem, an welcher Stelle im Histidin-Gen sich
der ursprungliche DNA-Defekt befindet. Dadurch wer-
den Hinweise auf unterschiedlichen Schadwirkungen
erhalten. Der Ames-Fluktuationstest basiert im Ge-
gensatz zum Ames-Platteninkorporationstest auf der
Arbeit mit Flussigkulturen im Mikrotiterplattenformat
(384-Well-Platten), was eine erhebliche Material- und
Zeitersparnis erlaubt. Das Wachstum von Revertan-
ten wird durch Zugabe eines Farbindikators sichtbar
gemacht.
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Auswertung: Die Revertantenzahl wird durch Aus-
z&hlen der verfarbten Mikrotiterplatten-Kavitaten auf
einer Lichtplatte ,per Hand“ ermittelt. Durch die pho-
tometrische Erfassung des Farbumschlags (violett
nach gelb) kann die Auswertung nach experimenteller
Anpassung auf einem geeigneten Mikrotiterplatten-
reader automatisiert werden.

Testorganismen: Das Testprotokoll der ISO berick-
sichtigt die Standardstamme Salmonella typhimurium
TA 98 und Salmonella typhimurium TA 100 zum Nach-
weis von GC-Rasterschub- beziehungsweise GC-Ba-
senaustausch-Mutationen. Dabei handelt es sich um
zwei der in der OECD-Richtlinie 471 insgesamt vorge-
sehenen fUnf Teststamme.

Testprotokoll: Die Testdurchfihrung erfolgt nach dem
Testprotokoll der ISO 11350. Erganzender Hinweis:
Da die ISO 11350 keine genaue Vorgabe dazu macht,
ab wann eine Wachstumshemmung als zytotoxisch zu
werten ist, wurde ein Wert von 50 % festgelegt, um
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

umu-Test nach ISO 13829 zum Nachweis
der DNA-Reparaturintensitat

Testprinzip: Das Testprinzip beruht darauf, dass
Gentoxine infolge einer Schadigung der Erbsubstanz
(DNA) das DNA-Reparatursystem der Zelle aktivieren.
Der Testorganismus wurde durch Kopplung von Ge-
nen so modifiziert, dass bei DNA-Schadigung nicht
nur ein bestimmtes DNA-Reparaturenzym, sondern
in gleichem MaB auch ein weiteres zuckerspalten-
des Enzym produziert wird, das nach Zugabe eines
kiinstlichen Substrats den verfahrenstechnischen
Nachweis mittels Farbumschlag erlaubt. Im Anschluss
an die Exposition der Bakterienzellen mit der Testsub-
stanz kann auf diese Weise die Induktion des DNA-
Reparatur-Gens photometrisch bestimmt werden. Der
umu-Test ist ein Indikatortest, der eine breite Palette
unterschiedlicher DNA-Schaden erfasst. Er zeigt eine
gentoxische Wirkung, aber nicht zwingend auch eine
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mutagene Wirkung an, da die theoretische Moglich-
keit besteht, entstandene Schaden vor der nachsten
Zellteilung vollstandig zu reparieren.

Auswertung: Die Auswertung erfolgt photometrisch
mittels Mikrotiterplattenphotometer (bendtigte Wellen-
langen: 600 nm, 420 nm).

Testorganismus: Salmonella typhimurium TA 1535/
pSK1002

Testprotokoll: Die TestdurchfUhrung erfolgt nach dem
Testprotokoll der ISO 13829.

Ergénzender Hinweis: Zur Bewertung der Testergeb-
nisse macht die ansonsten identische DIN 38415-T3
strengere Vorgaben (positive Effekte ab einer Induk-
tionsrate > 1,5 statt > 1,3), die eine héhere Bewer-
tungssicherheit ermdglichen.

Erganzende Bemerkungen zur Testdurchfiihrung

Flr die Durchfuhrung aller In-vitro-Verfahren der Ba-
sis-Testbatterie gelten Ubergeordnete Vorgaben, die
im Folgenden erlautert werden. Diese umfassen bei-
spielsweise die Anzahl der Replikate, mitzufthrende
Kontrollen sowie Testkonzentrationen und kénnen der
jeweiligen ISO-Norm entnommen werden.

m Einsatz zusatzlicher Zellsysteme

Der hohe Standardisierungsgrad der Testprotokolle
der Basis-Testbatterie gilt insbesondere in Verbindung
mit den in der jeweiligen ISO-Norm beschriebenen
Standard-Teststdmmen bzw. -Zelllinien. Fir den Ein-
satz von zusétzlichen Zellsystemen im Rahmen der
erweiterten Teststrategie sind teilweise experimentel-
le Anpassungen des Testprotokolls erforderlich (z.B.
bezlglich Inkubationszeit, Zelldichte, Konzentration
an Néhrmedium, S9-Fraktion). Zu bertcksichtigen ist
zudem, dass sich die Zytotoxizitat einer Testsubstanz
in Gegenwart von Stoffwechselaktivierungssystemen
verandern kann. Daher sollte fur jeden Teststamm eine

begleitende Zytotoxizitdtsmessung durchgefuhrt wer-
den. In jedem Fall sollte die spezifische Sensitivitat der
zusatzlichen Zellsysteme mit geeigneten Positivsubs-
tanzen UberprUft und eine auf dieser Basis definierte
Positivkontrolle mitgefihrt werden.

Mikrokern-Test nach ISO 21427-2 zum
Nachweis von Chromosomenmutationen

Testprinzip: Der Mikrokern Test weist strukturelle
Chromosomenschaden und Schaden am mitotischen
Apparat nach. Sowohl Chromosomenaberrationen
als auch Stérungen im Spindelapparat flihren dazu,
dass Chromosomen oder Chromosomenfragmen-
te im Zuge der Zellteilung nicht in den Zellkern der
Tochterzelle inkorporiert werden. Chromatidfragmente
ohne Centromer bewegen sich wahrend der Zelltei-
lung nicht zum Kern der Tochterzelle und verbleiben
im Cytoplasma. Alle diese Partikel bilden Mikrokerne
im Cytoplasma. Die Zellen werden Uber einen definier-
ten Zeitraum (24 Stunden ohne S9-Mix; 4 Stunden
mit S9-Mix) gegenUber unterschiedlichen Konzent-
rationen einer Testsubstanz exponiert. Ein signifikant
erhohtes Auftreten von Zellen mit Mikrokernen im Ver-
gleich zur Spontanrate in den Negativkontrollen zeigt
an, dass die Testsubstanz Chromosomenbriiche oder
Stérungen des Spindelapparates auslosen kann. Aus
der Haufigkeit des Auftretens von Mikrokernen wird
die Mikrokernfrequenz errechnet. Steigt sie signifikant
(Chi2-Test) Uber die Frequenz der unbehandelten Ne-
gativkontrolle an, so ist von einem gentoxischen Effekt
der Probe auszugehen.

Auswertung: StandardméaBig erfolgt die Auswertung
mikroskopisch. Eine weniger zeit- und arbeitsauf-
wandige Alternative bietet die Auswertung mit einem
Durchflusszytometer (Avlasevich et al. 2011).

Testorganismen: VV79-Zellen (Fibroblasten des Chi-
nesischen Hamsters) haben sich aufgrund der guten
Zellkultivierung, schnellen Proliferation und hohen
Sensitivitdt gegentber Umweltchemikalien seit Jahr-
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zehnten in In-vitro-Gentoxizitatstest mit dem Endpunkt
Mikrokern-Induktion bewahrt. Studien belegen jedoch
auch im Vergleich zur untersuchten In-vivo-Gentoxizi-
tat eine erhdhte Rate an falsch-positiven Ergebnissen
(Kirkland, 2007, 2008; Fow-ler, 2011). Als Ursache
wird einerseits der fehlende humanbasierte Metabo-
lismus gesehen, der zwar durch exogene metaboli-
sche Aktivierung in Form von Rattenleberhomogenat
(S9-Mix) dem Zellsystem zugefuhrt wird, jedoch nur
eingeschrankt den humanen Metabolismus abbilden
kann. Andererseits muissen auch die eingeschrankte
p53 Funktion, sowie veranderte DNA-Reparaturme-
chanismen berlcksichtigt werden (Fowler, 2011). Im
Einzelfall ist der Einsatz weiterer VV79-Zelllinien mit mo-
difiziertem Metabolismus bzw. von humanen Zellen
(z.B. HepG2-Zellen (+ S9-Mix) oder HepaRG-Zellen)
empfehlenswert.

Testprotokoll: Die Testdurchfuhrung erfolgt nach dem
Testprotokoll der ISO 21427-2. Erganzender Hinweis:
Da diesbeztigliche Hinweise in der ISO 21427-2 fehlen,
werden aufgrund der Erfahrungen im Tox-Box-Projekt
folgende maximale L&semittel-Konzentrationen in den
Testansatzen empfohlen: max. 0,1 % DMSO; max.
0,8 %. Ethanol.

M TR

Healthy Micronucleated Mecrotic

Dead and Dying Cells

Apaptoltic

Abweichend zu den Angaben der ISO 21427-2 kann
der Test auch mittels Durchflusszytometrie ausgewer-
tet werden.

Das Durchflusszytometer erlaubt im Gegensatz zur
konventionellen mikroskopischen Auswertung einen
sehr hohen Probendurchsatz und eine Kopplung mit
dem Nachweis weiterer toxischer Wirkungen. Durch
den Einsatz des Testkits ,MicroFlow™*, Litron La-
boratories Rochester, New York, kdnnen simultan in
einem Ansatz neben den Mikrokernen die Parame-
ter Vitalitat, Apoptose/Nekrose und Zellproliferation
pestimmt werden. Damit werden die sogenannten
~Prakursor”-Ereignisse (z. B. Beeinflussung der Vitali-
tat und Zellproliferation) mit erfasst und die Ergebnisse
der Mikrokernbestimmung unter dem Aspekt der In-
duktion sekundarer Gentoxizitat infolge zytotoxischer
Wirkung, die zur Uberbewertung der Befunde filhren
kann, validiert.

Das In-vitro-MicroFlow-Testkit wurde fur die durch-
flusszytometrische Auszéhlung der Mikrokerne in
Saugerzellkulturen entwickelt. Es ist ein effektives und
schnelles Verfahren, bei dem eine Zweifarben-Markie-
rungstechnik angewendet wird.

Ein Vorteil der In-vitro-MicroFlow-Methode
gegenuber anderen automatischen Auswer-
teverfahren ist die Anwendung der sequen-
tiellen Farbung. Diese ermdglicht, dass die
Mikrokerne vom Chromatin der apoptoti-
schen und nekrotischen Zellen unterschieden
werden konnen. Mit dieser Methode werden
auch dann noch zuverlassige Mikrokern-Er-
gebnisse erhalten, wenn eine groBere Anzahl
toter Zellen vorhanden ist.

Eine Schlisselkomponente im Kit ist der
DNA-Farbstoff A (Ethidiummonoazid oder

Double Posidrves are Gated Cut

Abbildung 8: Prinzip des MicroFlowTM-Messverfahrens
(Quelle: www.LitronLabs.com)
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EMA). Die Substanz durchdringt die gescha-
digte auBere Membran der apoptotischen
und nekrotischen Zellen. Eine besondere Ei-
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genschaft dieses Farbstoffs ist auch, dass er durch ~ Wahrend des Lyseschritts wird der DNA-Farbstoff B
Photoaktivierung kovalent an die DNA bindet. Nach  (SYTOX Green) zugesetzt, er bindet an das gesamte
diesem Schritt werden die Zellen gewaschen und die  Chromatin. Auf diese Weise wird eine unterschiedli-
zytoplasmischen Membranen mit Detergentien aufge- che Farbung des gesunden Chromatins und des ab-
I6st, um den Zellkern und die Mikrokerne freizusetzen. gestorbenen Chromatins erreicht (Abbildung 8).
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Tamara Grummt, Alexander Eckharadt, Rita Heinze, Ralf Junek, Thomas Braunbeck, Daniel Stengel

3.1 Definition des Wirkmechanismus
und wissenschaftliche Grundlagen

Das menschliche Gehirn ist ein extrem komplexes
Organ, vielleicht sogar die komplexeste Struktur im
Kdrper Uberhaupt. Trotz intensiver Forschung beson-
ders seit der Jahrtausendwende versteht man ,nicht
einmal in Anséatzen, nach welchen Regeln das Gehirn
arbeitet” (Weber 2014). Welche schweren personli-
chen Verdnderungen durch Stérungen des Gehirns
hervorgerufen werden kdnnen, zeigen zunehmend
haufige Krankheiten wie Alzheimer und Parkinson,
aber auch weniger stark verbreitete Krankheitsbilder
wie Schizophrenie oder Depression. Aufgrund ihrer
Verbreitung stellen gerade die beiden erst genannten
Erkrankungen nicht ausschlieBlich erhebliches Leid
fUr die Betroffenen und ihre Angehdrigen dar, sondern
stellen die Gesellschaft als Ganzes vor eine gro3e He-
rausforderung.

Bedingt durch die Komplexitdt des Nervensystems
und einer zum Teil langen Latenzzeit zwischen Expo-
sition und Wirkung muss auch bei der Untersuchung
moglicher neurotoxischer Effekte versucht werden,
Vorlauferereignisse (,Prakursor”-Ereignisse) in Nerven-
zellen nachzuweisen. Oftmals ist eine Erfassung im
Gesamtorganismus nicht mdglich, da beispielsweise
der Beobachtungszeitraum zu lang wére oder die Er-
eignishaufigkeit im Falle von Tumorerkrankungen zu
gering ist, um sie sicher erfassen zu kdénnen. Es wird
daher auch bei der Untersuchung auf Neurotoxizitat,
ahnlich wie in der Untersuchung auf Gentoxizitat, ver-
mehrt dazu Ubergegangen, In-vitro-Testsysteme zur
Bewertung von Substanzen heranzuziehen (Bal-Price
et al. 2010). Anderseits kann aufgrund der Universalitat
neurotoxischer Prinzipien insbesondere im Screening-
bereich zunehmend auf In-vivo-Modelle im Bereich
niederer Wirbeltiere zurlckgegriffen werden (de Esch et
al. 2012, Lee & Freeman 2014, Ton et al. 2006).

Neurotoxische Wirkungen kénnen sehr unterschied-
lich ausgepragt sein. Manche Effekte treten unabhan-

gig vom Alter der betroffenen Person auf, wahrend
andere u.U. nur in einer bestimmten Entwicklungs-
phase oder bei chronischer Exposition auftreten. Die
akut toxische Wirkung von Pestiziden aus der Gruppe
der Organophosphate auf die Acetylcholinesterase ist
beispielsweise altersunabhangig. Traurige Beruhmt-
heit erlangten die Kampfgase Sarin und Tabun, die
ebenfalls zur Gruppe der Organophosphate zahlen.

Zwei weitere bekannte Neurotoxine zeigen dagegen
eine stark alters- bzw. entwicklungsabhangige Toxizi-
tat: Ethanol und Blei. Wahrend gelegentlicher, maBvol-
ler Alkoholgenuss fur einen gesunden Erwachsenen
kein Problem darstellt, kann schon der einmalige Alko-
holkonsum einer Schwangeren zu massiven Entwick-
lungsstorungen beim Fetus fUhren, insbesondere im
ersten Drittel der Schwangerschaft. Aber auch geneti-
sche Aspekte spielen bei Erwachsenen eine Rolle: So
ist die Metabolisierung von Alkohol durch die Alkohol-
dehydrogenase genetisch determiniert.

Die im Vergleich zu Erwachsenen erhdhte Empfind-
lichkeit von Séuglingen und Kleinkindern gegenuber
einer Bleiexposition war die Ursache fur die stufenwei-
se Senkung des Bleigrenzwertes im Trinkwasser von
40 pg/L auf 10 pg/L in den Jahren 2003 bis 2013.
Im Hinblick auf Blei sind Kinder in doppelter Hinsicht
stéarker gefahrdet als Erwachsene: Zum einen resor-
bieren sie rund 50 % des aufgenommen Bleis Uber
den Verdauungstrakt, wahrend Erwachsene nur etwa
5 % resorbieren. Zum anderen ist das Nervensystem
von Kindern noch nicht vollstandig ausgebildet, und
die Entwicklung des Nervensystems wird durch Blei
stark beeintrachtigt. Durch die erhdhte Resorptionsrate
kommt es zu hdheren Bleispiegeln im Blut von Kindern.
Dies kann zu Entwicklungsstorungen wie Hyperaktivi-
tat, Stérungen der Feinmotorik bis hin zur Minderung
der intellektuellen Fahigkeiten fuhren (He et al., 2017).

Im Sinne des Ressourcenschutzes wird auch die Oko-
toxikologie betrachtet. Hier beschrankt sich ein Grofl3-
teil der bisher bekannt gewordenen Studien auf die
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Wirkungen auf Fische, wobei die meisten der oben
fir Saugetiere beschriebenen neurotoxischen Effek-
te auch bei Fischen beobachtet werden kénnen (de
Esch et al. 2012, Lee & Freeman 2014, Ton et al.
2006). Da jedoch das Schutzziel der Okotoxikologie
generell nicht das Individuum, sondern das Wohlerge-
hen der Population ist, werden neurotoxische Effekte
bei Fischen vor allem vor dem Hintergrund von Ver-
haltensveranderungen betrachtet (Selderslaghs et al.
2013, Tierney 2011). Diese kodnnen nicht nur in der
Interaktion mit potenziellen Feinden und Beutetieren
Nachteile mit sich bringen, sondern letztendlich auch
direkt zu einem geringeren Reproduktionserfolg fuh-
ren. Insbesondere mit Larven von Fischen wurden in
den letzten Jahren umfangreiche Screeningprogram-
me auf neurotoxisch wirksame Substanzen aufgelegt,
die bei der Identifikation von neurotoxischen Substan-
zen in den meisten Fallen eine hervorragende Korre-
lation zwischen Befunden am Fisch und am Saugetier
erbracht haben.

Als weitere Besonderheit existiert mit dem Seitenli-
niensystem beim Fisch ein Sinnessystem, das es in
dieser Form bei landlebenden Wirbeltieren (also auch
Saugetieren) nicht gibt; allerdings ergeben sich starke
Parallelen zum Innenohr aller anderer Wirbeltiere, da
das Seitenlinienorgan zum einen von einem Seitenast
des Nervus statoacusticus innerviert wird und zum an-
deren die Sinneszellen im Seitenliniensystem (Neuro-
masten) in ihrem Aufbau mit den Haarzellen im Innen-
ohr identisch sind. Eine Besonderheit ergibt sich beim
Fisch jedoch aus der Tatsache, dass die Neuromasten
im Gegensatz zu den Haarzellen des Innenohrs direkt
Uber die lateralen Offnungen des Seitenliniensystems
mit Umweltschadstoffen in Berihrung kommen kon-
nen (Stengel et al. 2017).

Alternativmethoden fiir klassische Tests
auf Neurotoxizitat

Fur die Untersuchung von neurotoxischen Effekten,
auch im Hinblick auf die Entwicklungstoxikologie,
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gibt es seit langerem Bestrebungen, Alternativen zu
Tierversuchen zu finden. Bei Anwendung der derzeit
gultigen Richtlinie zur Ermittlung von Entwicklungs-
neurotoxizitdt (OECD 2007, U.S. EPA 1996) einer
einzigen Substanz missen mehr als 1000 weibliche
Tiere getodtet werden (Price et al. 1996). Es ist deshalb
erforderlich, eine verlassliche Batterie von Screening-
Verfahren zu etablieren, auf deren Grundlage dann
weitere spezifische Tests durchgefuhrt werden, wenn
eine Substanz toxische Potenziale aufweist (Crofton
etal. 2011).

Aufgrund der Tatsache, dass neurotoxische Wirkun-
gen nicht nur auf die Nervenzellen selbst, sondern
auch auf die Ubertragung von Impulsen durch die Ner-
venzellen wirken koénnen, ist es derzeit noch erforder-
lich, fur bestimmte Fragestellungen Untersuchungen
sowohl in vivo als auch in vitro durchzuflhren (Kais et
al. 2015, Stengel et al. 2017). Allerdings kann im Fal-
le der Fische bereits auf Embryonen zurlckgegriffen
werden (vgl. unten).

Ein ganz anderer Ansatz zur Etablierung von Alterna-
tivmethoden konnte darin bestehen, dass die mitt-
lerweile in mehreren Labors entwickelten verhaltens-
basierten Neurotoxizitatsscreens mit Fischlarven im
Sinne eines Vorscreenings den In-vivo-Experimenten
mit Sdugetieren vorangeschaltet werden (Tierney
2011). Dies entspricht in zweierlei Hinsicht den Vor-
gaben z.B. des deutschen Tierschutzgesetzes: Zum
einen fordert das Gesetz, entsprechende Versuche
immer mit dem am geringsten entwickelten Organis-
mus durchzuflihren — und hier steht der Fisch eindeu-
tig unter dem Séaugetier. Andererseits werden Emb-
ryonen von Fischen bis zum Beginn der exogenen
Nahrungsaufnahme nach den Vorgaben der derzeit
gultigen EU-Tierschutzrichtlinie (EU 2010) nicht als
schutzenswert eingestuft, so dass z.B. Experimente
mit bis zu 120 h alten Larven des Zebrabarblings (Da-
nio rerio) in zahlreichen Staaten Europas nicht als Ver-
suche mit geschitzten Lebensstadien eingestuft und
genehmigt werden missen (Strahle et al. 2012). Nicht
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zuletzt aus diesem Grunde wurde auch der Fischem-
bryotest mit dem Zebrabérbling als OECD-Verfahren
genormt (OECD 2013) und stellt damit das erste inter-
national genormte Alternativverfahren zu einem klassi-
schen Toxizitatstest mit Fischen dar (Braunbeck et al.
2015; Strahle et al. 2012).

Der gerade im Bereich der Medikamentenentwick-
lung weit verbreitete Ansatz, Substanzen in silico, also
durch Computermodelle zu testen, konnte sich in der
Neurotoxikologie bisher nicht durchsetzen. Zwar gab
es bereits Mitte der 1990er Jahre einen ersten Ansatz
von Cronin durch so genannte Quantitative Struktur-
Wirkungsbeziehungen (quantitative structure-activity
relationship, QSAR), von der Struktur einer Substanz,
hier organische L&sungsmittel, auf deren neurotoxi-
sches Potenzial zu schlieBen, doch die Erfolge waren
gering (Cronin 1996). Weitere Untersuchungen von
Yazal et al. und Makhaeva et al. beschrankten sich

auf Serinesteraseinhibitoren und lassen keine Verall-
gemeinerungen zu (El Yazal et al. 2001; Makhaeva et
al. 2012). Dies macht deutlich, dass Untersuchungen
zur Neurotoxizitdt nach wie vor von lebenden Zellen
und Organismen abhangig sind.

3.2 Stand der Regulation

Eine Bewertung des neurotoxischen Potenzials ist
zwar auf Basis des in der Einleitung erlauterten GOW
Konzeptes maglich, doch hat diese Methodik ihre
Grenzen. Wie aus der Arbeit von Kroes et al. (2000)
zu ersehen ist, umfassen die NOELs (No Observed
Effect Level) von trinkwasserrelevanten Substanzen,
deren empfindlichster Endpunkt Neurotoxizitat ist,
einen Konzentrationsbereich von mindestens 3 Zeh-
nerpotenzen. Das GOW-Konzept deckt zuverlassig
auch die stérksten trinkwasserrelevanten Neurotoxine
ab. Daher erlaubt die genaue Bewertung des neu-

Substanz

Y

1. Teststufe: Allgemeine Toxizitat
Zelllinien: Jurkat, U-937, HepG2

ROS Messung DCFH-DA
ROS Messung
Bestimmung GSH-Gehalt

Y

Nekromessung mit PI
Messung des MMP
Nukleosomen Assay

Caspase Assay

2. Teststufe: Organspezifische Toxizitat Negativ in
llen Test:
e Zellinien: HepG2, SH-SY&Y allen fests
) Positiv in \ |
Einstufung als mindestens | Caspase Assay ROS DCFH-DA Einstufung als
neurotoxisch zwei Tests RTCA™ nicht neurotoxisch

v I v

GOW = 0,3 ug/L 3. Teststufe GOW =1,0 ug/L
Zelllinien: SH-SY5Y, NHA .
Positiv
RTCA™ Enolase Assay in maximal
Neurite Outgrowth Test einem Test

Abbildung 9: Schema zur In-vitro-Testung auf mégliche Neurotoxizitat
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rotoxischen Potenzials unter Umstanden kurzzeitige
Uberschreitungen des GOW von 0,3 pg/L fir neuroto-
xische Substanzen im Trinkwasser.

3.3 Teststrategie zur Bewertung von
Neurotoxizitat

Die In-vitro-Prifung auf Neurotoxizitat erfolgt mit Hil-
fe eines dreistufigen Bewertungssystems (Abbildung
9). Ein entscheidender Schritt ist dabei, Neurotoxizitat
von zytotoxischen Effekten zu unterscheiden. In der
ersten Teststufe werden Untersuchungen zur Zytoto-
xizitat durchgefthrt. Dies dient auch der Festlegung
der Testkonzentrationen fur die nachfolgenden spezi-
fischen Untersuchungen zur Neurotoxizitét. Das vor-
liegende Konzept ist ein erster innovativer Schritt zur
Bewertung von Neurotoxizitat und wird im Anschluss-
projekt ,Neuro-Box“ (BMBF Forderkennzeichen:
02WRS1419) validiert und gegebenenfalls modifiziert.

FUr eine schnelle Bewertung in der Neurotoxikologie
sind Untersuchungen an Zellkulturen eine wichtige Ba-
sis. So gibt beispielsweise der Vergleich zwischen den
Effekten einer Chemikalie auf eine Leberzelllinie mit den
Effekten auf eine Nervenzellinie einen ersten Hinweis
auf ein mdgliches spezifisch neurotoxisches Potenzi-
al. Etablierte Zellinien sind in diesem Zusammenhang
SH-SY5Y Neuroblastomzellen sowie die humane diffe-
renzierungsfahige Ntera 2 Zellinie (Stern et al. 2014).
FUr die Neurotoxizitatstestung im Rahmen dieses Leit-
fadens werden fUr die Screeningtests SH-SY5Y Zellen
sowie als Vergleichszellen HepG2 Zellen verwendet.
Der Einsatz von SH-SY5Y Zellen erspart im Vergleich zu
Ntera 2 Zellen die langwierige Differenzierungsphase,
was eine schnellere Bewertung ermdglicht. Da beide
Zellinien humanen Ursprungs sind, sind sie metabo-
lisch ndher am Menschen als z. B. Maus- oder Rat-
tenzelllinien. Die Tatsache, dass primare Zellen meta-
bolisch kompetenter und dem Ursprungsorgan besser
entsprechen, erscheint flr ein erstes Screening weniger
relevant. Sobald jedoch der Verdacht auf Neurotoxizitat
besteht, missen weiterflhrende spezifische Testver-
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fahren zum Einsatz gebracht werden. Hierflr werden
primdre humane Astrozyten (NHA, Normal Human As-
trocytes) benutzt. Es handelt sich dabei nicht um eine
immortalisierte Zellinie, sondern um Primarzellen, die
aber kommerziell verfugbar sind.

Mit In-vitro-Verfahren kann u. a. der Einfluss einer Sub-
stanz auf die Proliferation von Zellen nachgewiesen
werden. Dies geschieht mit Hilfe des ,Real Time Cell
Analyzers" (RTCA™, OLS, Bremen). Dazu werden Zel-
len in einer speziellen Zellkulturplatte ausgesat und mit
verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchen-
den Substanz belastet. Unbelastete Zellen dienen als
Negativkontrolle, eine Positivkontrolle in Form eines
bekannten Toxins als Effektkontrolle. Die Zellkulturplat-
ten, so genannte Eplates, verfigen Uber Goldkontakte
mit denen die Impedanz der Zellen gemessen wer-
den kann. Mit steigender Zellzahl und Zellausbreitung
steigt die Impedanz an und ist somit ein Mal3 fur die
Proliferation. Reduziert die betreffende Substanz die
Proliferation und damit die Impedanz im Vergleich zur
Negativkontrolle, kann von einem toxischen Effekt aus-
gegangen werden. Fur die Ermittlung des neurotoxi-
schen Potenzials wird die Wirkung auf Nervenzellen mit
der Wirkung auf Leberzellen verglichen. Im konkreten
Fall werden Neuroblastomzellen (SH-SY5Y Zellen) mit
Hepatokarzinomzellen (HepG2 Zellen) verglichen. Eine
starkere Wirkung auf Neuroblastomzellen deutet auf
neuro-toxische Effekte hin.

Neben der Proliferation werden auch die Induktion
von Apoptose und Nekrose vergleichend untersucht.
Beim Zugrundegehen einer Zelle kann es zu Apopto-
se oder Nekrose kommen. Unter Apoptose versteht
man den geordneten Zelltod, unter Nekrose den un-
geordneten. Obwohl fUr die einzelne Zelle das Ergebnis
letztlich gleich ist, spielt diese Unterscheidung fur den
Gesamtorganismus eine wichtige Rolle. Wéahrend bei
der Apoptose die Zellbestandteile soweit wie moglich
vom Gesamtorganismus geregelt aufgenommen und
wiederverwertet werden, kommt es bei der Nekrose
zum unkontrollierten Zerplatzen der Zelle. Da bei dem
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letztgenannten Vorgang beispielsweise auch der Inhalt
der Lysosomen freigesetzt wird, kommt es haufig zu
EntzGndungsreaktionen, die das umliegende Gewebe
beeintrachtigen konnen. Aufgrund dieser Effekte ist
eine Unterscheidung zwischen apoptotischen und ne-
krotischen Effekten fur die Einschatzung des toxischen
Potenzials einer Substanz erforderlich.

Des Weiteren wird in der vorgestellten Testbatterie fur
Neurotoxizitat die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezi-
es (ROS) untersucht. Reaktive Sauerstoffspezies gelten
nicht nur bei der Entstehung von Krebs, sondern auch
bei Entwicklung neurotoxischer Stérungen als Auslo-
ser von Vorlauferereignissen. Das Gehirn ist gegentiber
ROS besonders anfallig, weil es einen sehr hohen Sau-
erstoffoedarf hat. Zudem verfligt das Gehirn einerseits
Uber relativ wenige endogene Antioxidantien wie Gluta-
thion oder Vitamin C und anderseits sind die mehrfach
ungesattigten Fettsduren der Nervenzellen leicht oxi-
dierbar (Barnham et al. 2004; Mates 2000). Man geht
heute davon aus, dass ROS sowohl bei der Entstehung
von neurodegenerativen Krankheiten, z. B. Alzheimer
oder Parkinson-Krankheit, als auch bei neuronalen Ent-
wicklungsstérungen wie Autismus und Schizophrenie
eine entscheidende Rolle spielen (Barnham et al. 2004)

Der hierarchische Aufbau der Testbatterie bedingt,
dass die spezifischen Tests zur Neurotoxizitat erst bei
einem begrtindeten Verdacht auf Neurotoxizitat durch-
geflhrt werden. Die spezifischen Tests im Rahmen der
Neurotoxizitatsprifung bestehen aus (1) der Proliferati-
onsmessung von NHA Zellen mittels RTCA™, (2) dem
Neurite Outgrowth-Assay mit SH SY5Y Zellen und (3)
dem Neuriten-spezifischen Enolase-Assay. Die Proli-
ferationsmessung mit priméaren NHA Zellen dient der
Absicherung der mit SH SY5Y erzielten Ergebnisse.
Mit dem Neurite Outgrowth-Assay wird Uberprift, ob
die Belastung mit der zu untersuchenden Substanz zur
Bildung von Neuriten fuhrt. Dieser Test kann mit unter-
schiedlichen Zelllinien durchgefihrt werden (Kim et al.
2007). In diesem Leitfaden wird aber ausschlieBlich die
Verwendung von SH-SY5Y Zellen beschrieben, da es

sich hierbei um humane Zellen handelt und somit eine
héhere Humanrelevanz besteht. Die von den Zellen ge-
bildeten Neuriten kdnnen durch Fluoreszenzmessungen
bestimmt werden. Dabei werden die unterschiedlichen
Flachen der Zellen in den verschiedenen Ansétzen mit-
einander verglichen. Je groBer die Flachen sind, desto
mehr Neuriten wurden gebildet bzw. desto langer sind
die Neuriten. Eine Reduktion des Neuritenwachstums
stellt einen weiteren neurotoxischen Effekt dar.

Die Freisetzung des Enzyms Neuriten-Spezifische Eno-
lase (NSE) in das extrazellulére Lumen ist seit Mitte der
1980er Jahre bekannt und spielt auch heute eine Rol-
le bei der Bewertung der Schwere von Schlaganfallen
und als Tumormarker (Al-Rawi and Atiyah 2009; Dufour
et al. 2006; Steinberg et al. 1984). Ubertragen auf die
Zellenkultur bedeutet das, dass die Nervenzellen ver-
mehrt Enolase in das Medium freisetzen. Dies beruht
auf einer Schadigung der Membranintegritat. Die Frei-
setzung der Enolase wird mittels ELISA im Fluoreszenz-
photometer gemessen. Je mehr Enolase freigesetzt
wird, desto groBer ist die schadigende Wirkung.

Im Bereich der In-vivo-Untersuchungen zur Neuroto-
xizitat beschrankt sich der vorliegende Leitfaden aus-
schlielich auf Untersuchungen, die an Embryonen
von Fischen durchgeflhrt werden kdnnen, also einem
Entwicklungsstadium, das in der EU nicht als geschutzt
im Sinne des Tierschutzes gilt. Neben der klassischen
Messung der Acetylcholinesterase als einem Marker fur
Stérungen in der Transmission von Nervenimpulsen hat
sich insbesondere der Nachweis von Effekten auf die
Neuromasten im Seitenliniensystem als ein besonders
empfindlicher Test erwiesen; die Neuromasten gelten
als Modell fir die Sinneszellen im Innenohr der Wirbel-
tiere, also fUr ein Sinnesorgan von zentraler Bedeutung.

Sollte eine Substanz mit Hilfe der In-vivo-Untersuchun-
gen als neurotoxisch einzustufen sein, resultiert dies in
einem GOW-Wert von 0,3 pg/L; solite sich eine Sub-
stanz als nicht neurotoxisch erweisen, folgt ein GOW-
Wert von 1,0 pg/L (vgl. Abbildung 9).
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3.4 Testprotokolle der einzelnen Test-
verfahren und Ergebnisbewertung

schaften aufgefihrt. Die Nennung von Firmen und
Geraten stellt keine Werbung dar, sondern beruht
ausschlieBlich auf der Ausstattung der ausfuhrenden
Labore. Alle anderen Geréate, die die notwendigen
Wellenlangen messen kénnen, sind fur die Durchfih-
rung der Untersuchungen geeignet. Gleiches gilt flr

In-vitro-Untersuchungen zur Neurotoxizitat

Die Protokolle fur die DurchfUhrungen der einzelnen

Untersuchungen koénnen von den verantwortlichen

Laboren (s. Punkt 8.) bezogen werden. In den jewei-

ligen Protokollen sind auch die notwendigen Gerat-

Zellkultur

Tabelle 1: Zelllinien, die fiir die entsprechenden Untersuchungen benétigt werden:

den Gebrauch von Chemikalien, Testkits, etc..

Zelllinie Organ Nachweisverfahren Herkunft Protokoll zur
Kultivierung
Jurkat Blut Nekrose (Pl) Leibniz-Institut, | Protokoll 1
, DSMZ
-S Il T-Lymph R DH 0
uspensionszellen TZyTrL) o?fte.n AOS ( E)MMP - -
-Zell-Leukamie poptose ( ) ) ACC-282
U-937 Blut Apoptose Leibniz-Institut, | Protokoll 2
- Suspensionszellen | Monozyten (CDD*-ELISA, Caspasen) | DSMZ, ,
P - Braunschweig
istiozytares Lymphom ACC-5
HepG2 Leber RTCA™ Leibniz-Institut, | Protokoll 3
- adharente Zellen | Hepatozelluldres Karzinom | ROS (DCFH-DA) DSMz,
A t IR TR Braunschweig
poptose (MMP, )| Acc-180
SH-SY5Y Nervensystem RTCA™ Leibniz-Institut, | Protokoll 4
- adharente Zellen Neuroblastom ROS (DCFH-DA) DSMZ, ;
Braunschweig
Subclon der Apoptose cc
SK-N-SH Zelliinie (CDD*-ELISA, Caspasen) | ACC-209
Neurite Outgrowth Assay
NeuronSpecific Enolase
p38 MAP Kinasen
Primérzellen Nachweisverfahren Herkunft Protokoll zur
Kultivierung
Clonetics™ Nervensystem RTCA™ Lonza Protokoll 5
Normal Human Astrozyten CC-2565
Astrocytes (NHA)
- adhérente Zellen
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1. In-vitro-Teststufe: Allgemeine Toxizitat
(Zytotoxizitat)

In dieser Teststufe wird als erstes zwischen maglicher
Apoptose und Nekrose unterschieden, dabei werden
Zellkulturen verwandt, die nicht aus dem Nervensys-
tem stammen. Die Untersuchungen werden bis zu ei-
ner Konzentration von 1 g/L bzw. dem Erreichen der
Loslichkeitsgrenze durchgefihrt. Bei Stoffen, die bis
zu einer Konzentration von 1 g/L nicht zytotoxisch
sind, geht man davon aus, dass deren eventuelle Zy-
totoxizitat in hdheren Konzentrationen nicht fir die Be-
trachtung im Trinkwasser relevant ist, da ein Auftreten
in diesen Konzentrationen als auBerst unwahrschein-
lich anzusehen ist. Fur die Verfahren sind testspezifi-
sche Zelllinien erforderlich.

Der Nachweis von Nekrose erfolgt im Durchflusszyto-
meter mittels Propidiumiodid (Pl). Der Zytotoxizitats-
test mittels Pl zum Nachweis von nekrotischen Zellen
basiert auf dem Unvermogen dieses Fluoreszenz-
farbstoffes, die intakte Zellmembran vitaler Zellen zu
durchdringen. In nekrotische Zellen mit geschadigter
Zellmembran kann der Farbstoff eindringen und im
Zellkern mit der DNA interkalieren (Protokoll 101).

Im Gegensatz zur Nekrose ist der apoptotische Zelltod
durch den programmatischen Ablauf von komplexen
Prozessen gekennzeichnet. Die Anwendung mehrerer
Testverfahren, die auf die einzelnen Apoptoseschritte
ausgerichtet sind, ist daher erforderlich. Ein Indikator
fGr Apoptose ist das Mitochondrienmembranpotenzial
(MMP). In intakten Zellen sammelt sich der kationische
Farbstoff Tetramethylrhodaminethylester (TMRE) in der
Membran der Mitochondrien. Daher kénnen die Zellen
mit intaktem MMP durch ihre intensive Rotfluoreszenz
von den Zellen mit gestértemn MMP durch die Abnah-
me der Fluoreszenz bei Messung mit dem Durchfluss-
zytometer unterschieden werden (Protokoll 102). Als
zweites Testverfahren zum Nachweis apoptotischer
Wirkungen wird die DNA Spaltung in Nukleosomen
mittels CDD*-ELISA untersucht (Protokoll 103). Nu-
kleosomen als charakteristische Fragmente der ge-

nomischen DNA sind DNA-Histon Komplexe. Je star-
ker die DNA aufgespalten ist, desto intensiver erfolgt
die Reaktion mit dem Fluoreszenzfarbstoff und desto
weiter ist die Apoptose somit fortgeschritten. Im Ver-
lauf der apoptotischen Prozesse in den Zellen erfolgt
die Aktivierung einer Kaskade von Proteasen, die als
Caspasen bezeichnet werden. Der Aktivitatsnachweis
dieser Caspasen ist ein biochemischer Nachweis der
Apoptose (Protokoll 104). Eine starke Caspaseaktivi-
tat ist ein Indiz flr Apoptose im spaten Stadium.

Neben Nekrose und Apoptose sind auch Stérungen
im Redox-Gleichgewicht der Zelle ein Hinweis auf
mogliche toxische Effekte. Hierbei spielt sowohl die
Entstehung von Reaktiven Sauerstoffspecies (reac-
tive oxygen species, ROS) als auch der Verbrauch
von zelleigenen Antioxidantien wie Glutathion (GSH)
eine wichtige Rolle. Da es sich bei den ROS um eine
Gruppe von Stoffen handelt, werden diese mit zwei
Methoden nachgewiesen: einmal mit dem Farbstoff
DCFH-DA (Protokoll 105) und einmal mit DHE (Pro-
tokoll 106). Auf diese Weise kann ein breiteres Spek-
trum von ROS erfasst werden. Das Tripeptid Gluta-
thion (GSH) dient der Neutralisierung von ROS. Es
ist intrazellular in hohen Konzentrationen vorhanden.
Messbare Veradnderungen des GSH-Gehaltes sind so-
mit ebenfalls ein wichtiger Indikator flr Stérungen des
Redox-Gleichgewichts. Die Fluoreszenz des Farbstof-
fes Monochlorbiman in der Zelle ist proportional zum
GSH-Gehalt (Protokoll 107).

In der Auswertung der Untersuchungen werden die
jeweiligen EC4o- und ECso-Werte ermittelt; diese die-
nen als Ausgangskonzentrationen fir die weiteren
Untersuchungen. Da in der ersten Teststufe keine
Nervenzellen untersucht werden, ist es auch dann er-
forderlich, die zweite Teststufe durchzuflUhren, wenn
keine toxischen Effekte in der ersten Stufe gefunden
wurden, weil es nicht auszuschlieBen ist, dass sich die
Toxizitat auf Nervenzellen beschrankt.
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2. In-vitro-Teststufe: Organspezifische Toxizitat
Die zweite Teststufe ist so ausgerichtet, dass die
Spezifitat in Bezug auf Neurotoxizitat zunimmt. Da es
sich bei der in der ersten Teststufe nachgewiesenen
Toxizitdt nicht um Neurotoxizitdt handeln muss, wer-
den in der zweiten Teststufe vergleichende Untersu-
chungen zwischen Leberzellen (Hepatokarzinomzell-
linie HepG2) und Nervenzellen (Neuroblastomzelllinie
SH-SY5Y) durchgefuhrt. Wie in der ersten Teststufe
werden die Bildung von ROS und die Induktion von
Apoptose untersucht. Zusétzlich werden Anderungen
der Zellmorphologie und des Zellwachstums mit dem
Real Time Cell Analyzer (RTCA™) ermittelt.

Der Nachweis der Bildung von ROS erfolgt in dieser
Teststufe mit DCFH-DA (Protokoll 105), der Nachweis
von Apoptose Uber die Messung der Caspaseaktivitat
(Protokoll 104). Im RTCA™ wird durch Messung der
Impedanz nachgewiesen, ob sich die Morphologie der
Zellen und/oder ihre Anzahl verandert (Protokoll 108).
Eine Reduktion der Impedanz in der jeweiligen Kavitat
der speziellen Multiwell-Platte ist ein Hinweis auf das
Absterben oder Ablésen der adhdrenten Zellen vom
Boden des GefaBes.

Wenn sich bei der Auswertung zeigt, dass die Nerven-
zellen in einem oder mehreren Testsystemen empfind-
licher reagieren als die Leberzellen, wird dies als Hin-
weis auf eine mogliche Neurotoxizitat gewertet, und
es folgen Untersuchungen der dritten Teststufe. Ist
dies nicht der Fall, werden derzeit keine weiteren Tes-
tes durchgeflhrt und davon ausgegangen, dass von
dieser Substanz kein neurotoxisches Gefahrdungspo-
tenzial aufweist.

3. In-vitro-Teststufe: Weiterfiihrende
Untersuchung der Neurotoxizitéat

Die dritte Stufe hat zum Ziel, ein neurotoxisches Po-

tenzial in Bezug zum GOW-Konzept zu bewerten.

Wie in Stufe 2 wird auch in der dritten Teststufe das

RTCA™ zur Erfassung mdglicher Beeinflussungen

von Zellzahl und -morphologie durch die zu unter-
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suchende Substanz eingesetzt. FUr eine verbesserte
Spezifitdt werden jedoch in der dritten Stufe primére
humane Astrozyten eingesetzt, da diese sensibler als
Neuroblastomzellen auf toxische Chemikalien reagie-
ren (Protokoll 108).

Ein weiterer Bestandteil der dritten Teststufe ist die
Bestimmung der Neuriten Spezifischen Enolase (NSE,
Protokoll 109). Enolasen sind Enzyme des Glukose-
stoffwechsels, die y-Enolase ist dabei spezifisch fur
Nervenzellen. Ein Anstieg der Konzentration von NSE
im ZellkulturGberstand und intrazellular ist ein Hinweis
auf Stérungen im Zellstoffwechsel.

Der dritte Teil der dritten Teststufe ist der Nachweis
der Neuritendifferenzierung durch den sogenannten
Neurite Outgrowth-Assay. Dabei wird untersucht, ob
die Belastung von SH SY5Y Zellen mit der zu untersu-
chenden Substanz zu einer Differenzierung der Zellen
und damit zur Ausbildung von Neuriten fuhrt (Proto-
koll 110). Das MaB der Veranderung des Differenzie-
rungsgrads ist ein Indikator fir das neurotoxische Ge-
fahrdungspotenzial der Substanz.

Wenn die zu untersuchende Substanz in der zweiten
Teststufe keine Hinweise auf Neurotoxizitat gibt, wird
sie derzeit als nicht neurotoxisch eingestuft und die
Durchfuhrung der dritten Teststufe entféllt. Zeigt sich
in der zweiten Teststufe dagegen mindestens ein Hin-
weis auf Neurotoxizitat, wird die dritte Teststufe durch-
gefUhrt. Liefern dabei mindestens zwei Assays neuro-
toxische Effekte, wird die Substanz als neurotoxisch
eingestuft. Um ein moglichst belastbares Ergebnis zu
erhalten, missen alle drei Untersuchungen der dritten
Teststufe durchgefuhrt werden.

GemaB des GOW-Konzeptes ergibt sich fur einen
Stoff, der als neurotoxisch eingestuft wird, ein GOW
von 0,3 pg/L.
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In-vivo-Untersuchungen im Modul Neurotoxizitéat

Der In vivo-Teil der Untersuchungen zur Neurotoxizitat
erfolgt an Embryonen des Zebrabarblings (Danio re-
rio), die nach der EU-Richtlinie 2010/63/EU nicht als
geschitzte Lebensstadien im Sinne des Tierschutzes
eingestuft werden (Braunbeck et al. 2015; EU 2010;
Stréhle et al. 2012). Die Zebrabarblingsembryonen
werden fUr die Testes nach den Vorgaben der OECD
Richtlinie (OECD 2013; Protokoll 111) exponiert und
danach auf Veranderungen der beiden folgenden
Endpunkte untersucht:

(1) Veranderung der Acetylcholinesterase-Aktivitat an
cholinergen Synapsen (Protokoll 112) und

(2) Veranderungen an den Neuromasten im Seiten-
liniensystem der Fische (Protokoll 113).

Des Weiteren wurden substanzinduzierte Veranderun-
gen in Riechepithelien und Netzhaut untersucht (Ab-

bildung 10). Jedoch erwiesen sich Effekte in diesen
Sinnesorganen im subletalen Bereich der EC4o-Werte
als nicht empfindlich genug fir den Nachweis einer
Schadwirkung.

Grundstufe der In-vivo-Priifung auf Neuro-
toxizitat: Fischembryotest

Wie bei den In-vitro-Testes zum Nachweis neurotoxi-
scher Wirkungen (s.0.) ist es von ausschlaggebender
Bedeutung, dass primér neurotoxische Effekte von
Veranderungen getrennt werden, die sich im Zuge
allgemeiner Toxizitdt als Sekundareffekte ergeben.
Zu diesem Zweck werden aus dem Fischembryotest
nach OECD TG 236 (Protokoll 111) die EC,,-Werte
fir sowohl akut toxische als auch subletale Effekte
(vgl. Tabelle 2) ermittelt. Die EC4o-Werte sind die Maxi-
malkonzentrationen, die in den nachfolgenden Neuro-
toxizitatstests gepruft werden.

Abbildung 10: Nachweis spezifischer neurotoxischer Effekte im Riechepithel (oben links), in der Retina (unten links) und im
Seitenlinienorgan (Neuromasten-Assay) im Zebrabarbling (Danio rerio; Stengel et al. 2017).
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Akute Toxizitat

(OECD TG 236)

Tabelle 2: Toxikologische Endpunkte fur akute und subletale Veranderungen im Fischembry-otest mit dem
Zebrabarbling (Danio rerio) nach OECD TG 236 (Zusammenstellung nach Ensenbach 1998, Nagel 2002 sowie
Braunbeck et al. 2015).

Toxikologische Endpunkte

Koagulation der Embryonen

N
~
>
S
oo
>
N
>
[{e}
>

Fehlende Somitenbildung

Nichtablésung der Schwanzknospe

Fehlender Herzschlag

Subletale Endpunkte

(Teratogenitat)

Fehlende Blutzirkulation

Abnahme der Blutzirkulation

Missbildungen der Herzens

Missbildungen des Kopfes

Missbildung/Fehlen der Augen

Missbildung der Sacculi/Otolithen

Missbildungen der Somiten

Missbildungen des Schwanzes

Verkirzung des Schwanzes

Wirbelsaulenmissbildungen (Skoliose, Lordose)

Allgemeine Entwicklungsverzdgerung

Bildung von Odemen

0O/ 0 0 0 0 0| 0 O

Veradnderungen/Fehlen der Pigmentierung

Deformation des Dottersacks
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@ Letale Kriterien zur Bestimmung der akuten Toxizitat (LC-Werte)
O Subletale Veranderungen zur Bestimmung von EC-Werte

In-vivo-Nachweis spezifischer neurotoxischer
Wirkungen I: Acetylcholinesterasetest

Die Hemmung der Acetylcholinesterase nach Belas-
tung mit Insektiziden aus der Klasse der Phosphor-
saureester und der Carbamate ist ein klassischer En-
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zym-Assay auf neurotoxische Wirkung bei tierischen
Organismen, der fUr die Embryonen des Zebrabar-
blings optimiert wurde (Kais et al. 2015; Kuster and
Altenburger 2006); Protokoll 112. Als hdchste Test-
konzentration wird der aus dem Fischembryotest er-
mittelte EC10-Wert eingesetzt (Abbildung 11); hdhere
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Abbildung 11: Spezifische Aktivitaten der Acetylcholinesterase sowie akute und subletale toxische Effekte in Embryonen
des Zebrabarblings (Danio rerio) nach 96 h Belastung mit Paraoxon-methyl. Die Hemmung der Acetylcholinesterase (linke
Abszisse; graue Saulen in % Aktivitat der Negativkontrolle = helle Saule) setzt bereits bei Substanzkonzentrationen deut-
lich unterhalb des EC10-Wertes ein (rechte Abszisse; Liniengrafik). Quelle: Kais et al. (2015).

Konzentrationen sollten nicht eingesetzt wer-
den, da dann unspezifische toxische Effekte
spezifische neurotoxische Effekte vortduschen
konnten.

Die Aktivitat der Acetylcholinesterase kann
Uber einen langeren Zeitraum mit hoher Pra-
zision in dem in Protokoll 112 beschriebenen
Verfahren photometrisch in Mikrotiterplatten
ermittelt werden (Abbildung 12).

Abbildung 12: Neurotoxische Wirkung verschie-
dener Konzentrationen des Phosphorsaureester-
Pestizids Dichlorvos auf die Acetylcholinesterase
in Embryonen des Zebrabarblings (Danio rerio). Als
Negativkontrolle dienen unbelastete Embryonen;
der Blank wird aus Anséat-zen ohne Embryonen er-
mittelt. Die Aktivitat der Acetylcholinesterase kann
Uber einen langeren Zeitraum als lineare Reaktion
verfolgt werden (Stengel et al. 2017).
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Neuromast

Supportzelle Haarzelle

In vivo Fluoreszenz-

doppelférbung

Abbildung 13: Auf der Basis einer Doppelfarbung
mit DASPEI fiir die Mitochondrien und DAPI fiir
die Kerne kénnen Neuromasten im Seitenlinien-
organ des Zebrabarblings (Danio rerio) selektiv
in vivo angeféarbt werden (Stengel et al. 2017).

Megatve control

Abbildung 14: Fluoreszenzoptische Darstellung
der Neuromasten am Kopf eines 96 h alten
Embryos des Zebrabarblings (Danio rerio) in der
Kontrolle (groBes Bild, NC) sowie nach Belastung
mit Neomycin, Paraoxon-methyl und verschie-
denen Konzentrationen von Kupfersulfat
(Braunbeck et al. 2015).
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In-vivo-Nachweis spezifischer neurotoxischer
Wirkungen Il: Neuromasten-Assay

Das Seitenlinienorgan von aquatischen Wirbeltieren
besteht aus Neuromasten, sekundare Sinneszellen,
die den Haarzellen im Innenohr des Menschen ent-
sprechen (Stengel et al. 2017); daher werden Ver-
anderungen in den Neuromasten des Seitenlinienor-
gans auch als Indikatoren fUr eine Schadigung des
Gehdrsinns bei Saugetieren und dem Menschen ein-
gesetzt. Neuromasten kdnnen mit einfachen Fluores-
zenzfarbstoffen bereits in 72 h alten Embryonen des
Zebrabarblings in-vivo dargestellt werden (Abbildung
13): Mit DASPEI ([2-[p-(Dimethylamino)styryllethyl-
pyridiniumiodid) werden Mitochondrien, mit DAPI
(4*,6-Diamidino-2-phenylindol) werden die Kerne der
Neuromasten angefarbt. Eine Schadigung der Neuro-
masten nach Belastung mit neurotoxischen Substan-
zen kann Uber eine Abnahme der Farbintensitat sicht-
bar gemacht werden (Abbildung 14; Protokoll 113).

Im Rahmen des Projekts Tox-Box wurde ein Atlas fur
substanzspezifische Veranderungen der Neuromasten
erstellt, wobei die Effekte Uber ein vierstufiges Scoring
quantifiziert wurden (Stengel et al. 2017; Tabelle 3).

Abbildung 15: Vierstufiges Scoring fiir substanzbedingte
Schadigung der Neuromasten in 96 h alten Embryonen des
Zebrabarblings (Danio rerio; Stengel et al. 2017).

Tabelle 3: Quantifizierung der Schadigung der Neuromasten
im Seitenlinienorgan des Zebrabéarblings (Danio rerio) nach
kombinierter Farbung mit DAPI und DASPEI

Schadigungsgrad (Score) / Qualitat der Farbung
0 Haarzellen vorhanden, gute Fluoreszenz
1 Verringerte Haarzellzahl und/oder verringerte Fluoreszenz
2 Wenige Haarzellen vorhanden, Fluoreszenz stark verringert
3 Keine Fluoreszenz mehr erkennbar
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Modul endokrine Wirkungen

Henner Hollert, Thomas-Benjamin Seiler, Jochen Kuckelkorn, Sibylle Maletz, Regine Redelstein,
Petra Waldmann, Birgit Kneib-Kissinger, Walter Schadenboeck

4.1 Definition des Wirkmechanismus
und wissenschaftliche Grundlagen

Eine endokrin wirksame Substanz (,Endokriner Dis-
ruptor oder kurz EDC®) ist nach Definition der WHO
(2002) eine ,exogene Substanz oder Gemisch, das
die Funktion(en) des endokrinen Systems verandert
und infolgedessen zu negativen gesundheitlichen Ef-
fekten eines intakten Organismus, dessen Nachkom-
men oder von (Teil-) Populationen fuhrt.” Zu den es-
sentiellen Funktionen des Hormonsystems zahlen die
Homdoostase, die Reproduktion, die Entwicklung und
das Verhalten eines Individuums. Diese und andere
werden in den Zielgeweben Uber Hormone und die
entsprechenden Hormonrezeptoren reguliert. Durch
Interaktion der EDCs mit der Synthese, der Sekreti-
on, dem Transport, dem Bindungsverhalten oder der
Aktivierung bzw. Elimination der kdrpereigenen, natur-
lichen Hormone kénnen die Hormonkonzentrationen

im Korper ansteigen bzw. abfallen und dadurch diese
Funktionen (negativ) beeinflusst werden (Burkhardt-
Holm 2010).

Endokrin wirksame Stoffe sind in einer Vielzahl von
Alltagsgegenstanden sowie in verschiedenen chemi-
schen Formulierungen enthalten (Duis et al. 2014). Aus
diesen konnen sie Uber diverse Eintragspfade (z.B.
Regenwassereinleitung, Kanalisation & Klaranlage,
Versickerung & Grundwasserabfluss, Erosion, Depo-
sition, Kunststoffmaterialien in Kontakt mit Trinkwas-
ser) in den Wasserkreislauf gelangen. In nahezu allen
Okosystemen, die einem anthropogenen Einfluss un-
terliegen, konnten daher bereits anthropogene Stoffe
nachgewiesen werden. Ein Teil dieser Stoffe zeigt da-
bei eindeutig endokrine Wirkungen. (Gavrilescu et al.
2015). Dadurch kann letztlich auch jeder Mensch die-
sen Stoffen zumindest in niedrigen Dosen ausgesetzt
sein. Zum anderen gibt es Hinweise, dass endokrin

Vorkommen Name Anwendung
Korpereigene Hormone Estron (E1)
und Metabolite 17B-Estradiol (E2)
Estriol (E3)
Testosteron (T)
Kiinstliche Hormone 17 a-Ethinylestradiol (EE2) Anti-Baby-Pille
Phytoestrogene Isoflavone Nahrungserganzungsmittel
Lignane Sedativa (Alternativmedizin)
Industriechemikalien PCBs Hydraulikflissigkeiten Weichmacher in Lacken,
Isoliermitteln und Kunststoffen
Flammschutzmittel elektronische Gerate Polstermdbel und Teppiche
Weichmacher Folien, Kabel und Gummiprodukte
Pestizide und Metabolite DDT Pflanzenschutzmittel und Biozide
Lindan
Nebenprodukte bei Benzo[a]pyren Verbrennungsprodukte
industriellen Prozessen Dioxine
Schwermetalle Cadmium Korrosionsschutz (Halbleiterherstellung),
Akkumulatoren
Blei Automobilindustrie / chemische Industrie
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wirksame Substanzen auch bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen zu adversen Effekten fUhren konnen
(Vandenberg et al. 2012). In der Okotoxikologie wurde
fUr Fische eine Auswirkung von 5 ng/L Ethinylestradiol
bis auf die Populationsebene eindeutig nachgewie-
sen (Kidd et al. 2007). Zudem sind einige als endokrin
wirksam bekannte Substanzen stark akkumulierend
(z.B. PCB, DDT, Benzola]pyrene, Dioxine) und kénn-
ten so im Verlaufe der Zeit auch héhere Gewebekon-
zentrationen erreichen.

In Tabelle 4 sind chemische Kategorien von (poten-
ziellen) endokrinen Disruptoren mit ausgewahlten Bei-
spielen aufgelistet.

Endokrin wirksame Substanzen in Gewassern sind
aufgrund ihrer potenziell adversen Effekte flr Tiere und
Menschen seit Beginn der 1990er Jahre besonders
in den Fokus des wissenschaftlichen und 6ffentlichen
Interesses gerlckt. Dabei kbnnen die adversen Effek-
te von endokrin wirksamen Substanzen nicht nur re-
protoxischer Natur sein, sondern kénnen sich auch in
Form einer gentoxischen, neurotoxischen oder auch
immuntoxischen Wirkung zeigen (siehe Abbildung 16,
Choi et al. 2004). Insbesondere die Bedeutung der

endokrinen Disruptoren in der regulatorischen Praxis
nimmt stdndig zu und wurde von Hecker & Hollert
(2011) aus einer internationalen Perspektive beleuchtet.

Im Jahr 2013 wurde gemeinsam vom United Nations
Environment Programme (UNEP) und der WHO ein
289 Seiten umfassender Bericht mit dem Titel ,Sta-
te of the Science of Endocrine Disrupting Chemicals
— 2012" als ein Update des International Programme
on Chemical Safety (IPCS) Dokumentes von 2002 ver-
offentlicht (WHO — World Health Organization 2002;
WHO - World Health Organization and UNEP — United
Nations Environment Programme 2013). Der Bericht
fasst den derzeitigen globalen Status des Wissens zu
den Wirkungen der EDCs auf Okosysteme und den
Menschen zusammen.

Die groBe Zahl der (potenziell) endokrin wirksamen
Stoffe, die Vielfalt der bekannten und mdglichen
Wirkmechanismen sowie die Wirksamkeit einiger die-
ser Stoffe in sehr geringen Umweltkonzentrationen
bestatigen zusétzlich die besondere Relevanz die-
ses Forschungsfeldes (Caliman & Gavrilescu 2009,
Leusch 2008, Moltmann et al. 2007). Zu den 6ko-
toxikologisch relevanten Spurenstoffen gehdren vor

allem jene, welche bereits

neurotoxisch

&

von 48

Endokrine
Disruptoren

reproduktions-
toxisch

bei diesen geringen Kon-
zentrationen signifikante
(endokrine) Wirkungen er-
zeugen, wie beispielsweise
17 o-Ethinylestradiol (Kidd et
al. 2007). Ihr Vorkommen in
der Umwelt liegt bei sehr
niedrigen Konzentrationen
von <10 ng/L bis ungefahr
1 pg/L (Fent 2013). Allge-

Abbildung 16: Prozentuale
Verteilung adverser Effekte
endokriner Disruptoren
(Choi et al. 2004)
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mein zéhlen vor allem Substanzen dazu, die sich durch
eine hohe Persistenz, Bioakkumulation und/oder eine
hohe biologische Wirksamkeit auszeichnen. Aber auch
eine hohe Polaritat und geringe Sorption sind charakte-
ristisch und ermdglichen somit letztendlich einen Eintrag
dieser Stoffe ins Trinkwassersystem.

Bei den trinkwasserrelevanten, endokrin aktiven Spu-
renstoffen handelt es sich unter anderem um Phar-
maka, Pestizide, Waschmittel, Flammschutzmittel und
Industriechemikalien (Eldridge & Stevens 2016, Tijani
et al. 2016). Sie kdnnen Uber Industrieabwasser, die
Landwirtschaft, den Ablauf von Oberflachen oder Uber
Klaranlagen, welche diese Stoffe mithilfe der heutzu-
tage gangigen Reinigungsverfahren nur teilweise oder
gar nicht aus dem Abwasser eliminieren kdnnen, in
das Grund- und Oberflachenwasser gelangen (Caliman
et al. 2009, Chou et al. 2016, Kassotis et al. 2016).

In zahlreichen Untersuchungen konnte ein direkter
Einfluss endokrin wirksamer Substanzen auf verschie-
dene aquatische Lebewesen wie Schnecken und Fi-
sche nachgewiesen werden (Jobling et al. 2004, Kidd
et al. 2007, Oehlmann et al. 2007, Oehlmann et al.
2000, Pal et al. 2010, Schmitt et al. 2008, Schulte-
Oehlmann et al. 2000, Sohoni et al. 2001, Tillmann
et al. 2001). Systematische Messreihen existieren flir
das Trinkwasser nicht. Das sollte langfristig einge-
fordert werden. Die Hinweise aus den dkologischen
Testreihen (Frihwarnsystem) und die Problematik der
Kunststoffmaterialien in Kontakt mit Trinkwasser las-
sen endokrine Gefahrdungspotenziale nicht zwingend
ausschlieBen.

Des Weiteren werden EDCs auch als Ausldser von
Beeintrachtigungen der menschlichen Gesundheit
in Betracht gezogen (Dallinga et al. 2002, Morales-
Suarez-Varela et al. 2011, Safe 2002, Toppari et al.
1996). Es wird vermutet, dass Xenoestrogene einen
Einfluss auf den Pubertatsbeginn von jungen Mad-
chen (Aksglaede et al. 2009, Mouritsen et al. 2010),
die Fruchtbarkeit von Frauen (Zama et al. 2016, Crain
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et al. 2008) und Stérungen des Menstruationszyklus
bei Frauen (Cooper et al. 2005, Farr et al. 2004) ha-
ben. AuBerdem gibt es Hinweise darauf, dass EDCs
die Samenqualitat von Ménnern reduzieren (Guo et al.
2000). Unbestritten ist der Einfluss von EDCs auf hor-
mongesteuerte Krebsarten z.B. Brustkrebs (Doherty
2010). In einer weiteren Studie wurde der Nachweis auf
endokrin wirksame Substanzen in Mineralwasser aus
Plastikflaschen erbracht (Wagner & Oehlmann 2009).
Zhang et al. (2017) fanden erhdhte Konzentrationen
von Fluoren-9-bisphenol (BHPF), einen Ersatzstoff des
vieldiskutieren Bisphenol A, in Wasser aus Baby- und
Kindertrinkflaschen aus verschiedensten Kunststof-
fen. Sie wiesen zudem in Versuchen mit Mausen eine
starke anti-6strogene Wirkung der Substanz nach; bis
hin zu Stérungen wahrend der Schwangerschaft und
eines Einflusses auf das Geburtsgewicht der Nach-
kommen. BHPF ist bisher allerdings in Europa nicht
fur die Verwendung in Kunststoffen fur den Lebens-
mittelkontakt zugelassen.

4.2 Stand der Regulation

Bisher sind keine verbindlichen, gesetzlich festge-
schriebenen Entscheidungskriterien zur Definition
und Einstufung von Endokrinen Disruptoren (EDCs) in
der EU verflUgbar. Entsprechend findet bis heute kei-
ne umfassende Regulation von EDCs im Bereich des
Umwelt- und Gesundheitsschutzes statt. So gibt es
zum Beispiel weder Grenzwerte fur hormonelle Aktivi-
taten in Trinkwasser, Grundwasser und Oberflachen-
wasser, noch die Pflicht diese Uberhaupt zu messen.
Dies soll jedoch im Rahmen der neuen EU Trinkwas-
serrichtlinie, die derzeit in Arbeit ist, geandert werden

Aktivitdten der letzten Jahre bei der Europdischen
Kommission zur verstarkten Regulation von EDCs
wurden massiv von der Pestizide-produzierenden
Industrie und deren Lobbygruppe beeinflusst. Aktu-
ell gibt es von der Européischen Kommission einen
neuen Anlauf eine Definition fUr die Substanzklasse
der EDCs festzuschreiben, die als Grundlage fur eine
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entsprechende Klassifizierung und Regulierung die-
nen soll. Das Ergebnis dieser Bemhungen ist jedoch
weiter offen.

Zu den MaBnahmen, die bis jetzt dennoch getroffen
wurden, gehort die Verwendungsbeschrankung von
bekannten EDCs, wie zum Beispiel Bisphenol A, No-
nylphenol oder Diethylhexylphthalat (DEHP). Vergli-
chen mit der groBen Anzahl an potenziellen EDCs und
deren weitreichendem Einsatz in vielen Produkten des
taglichen Gebrauchs sind diese MaBnahmen jedoch
bei weitem nicht ausreichend.

Stérkeren Einfluss auf die Exposition des Menschen
gegenuber EDCs haben Marktmechanismen. Gerade
bei Baby- und Kindertrinkflaschen achtet der Verbrau-

cher verstarkt auf Label wie ,BPA- und phthalatfrei®
und ,Frei von Weichmachern®.

4.3 Teststrategie zur Bewertung
endokriner Wirkungen

Nach der Analyse der Laborergebnisse wurde die
nachfolgend dargestellte hierarchische Teststrategie
vorgeschlagen (Abbildung 17).

Mit den jeweiligen Testsystemen sollten Konzentra-
tions-Wirkungs-Beziehungen sowie minimal wirksa-
me Konzentrationen (LOEC) ermittelt werden koénnen,
die dann in das GOW-Konzept einflieBen. Sofern die
angehangten Arbeitsanweisungen keine genaueren
Angaben machen, sollten die zytotoxischen Effekte

[ Chemische Analyse ]

'

Substanz ] - [ Strukturanalyse-Tools (QSAR) ]

i

'

Rezeptor-vermittelter Test, z.B. CALUX oder Yeast screen

[ Testspezifisch ohne oder mit metabolischer Aktivierung

—

] [ H295R Steroidgenese Assay

! ;

Effekt Kein Effekt

'

[ GOW = 0,01 pg/l ]

'

! :

Effekt Kein Effekt

'

[ GOW = 0,01 ug/I ]

'

[ Reproduktionstest, z.B. Potamopyrgus

antipodarum ]

{ ]

:

[ GOW = 0,01 pg/l ]

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Teststrategie fiir

Kein Effekt

Endokrine Effekte
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der Proben in den getesteten Konzentrationen jeweils
nicht Uber 20 % liegen.

Vor DurchfUhrung der ersten Schritte sollte die Test-
substanz, sofern die chemische Struktur bekannt ist,
mittels ihrer Strukturmerkmale Uber QSAR-Program-
me bewertet werden. Diese konnen Voraussagen
Uber (potenziell) aktive Metabolite treffen und die Ent-
scheidung Uber die Reihenfolge der Versuche in Be-
zug auf die metabolische Aktivierung der Probe (z.B.
mit Rattenleberhomogenat S9) vereinfachen.

Die zu untersuchende Einzelsubstanz wird dann in ei-
nem ersten Screening-Schritt auf mogliche endokrine
Effekte untersucht. In diesem ersten Durchlauf werden
Rezeptorvermittelte Tests vorgeschlagen, die einen
hohen Probendurchsatz und eine schnelle Durchfih-
rung gewahrleisten aber dennoch einen maoglichen
Effekt der Substanz sensitiv nachweisen kénnen. So-
fern die Einzelsubstanzen in dem Testsystem nicht
metabolisiert werden, wird zuséatzlich die metaboli-
sche Aktivierung der Probe durch einen S9-Mix (me-
tabolische Komplementierung mit S9) empfohlen, um
auch endokrin wirksame Metabolite zu erfassen, die
zumindest im Saugerorganismus entstehen kénnen.
So kdénnen zusétzliche Informationen zu einer mag-

lichen humantoxikologischen Relevanz erhalten wer-
den. Zur weiteren Bewertung einer Substanz sollte bei
nachweisbaren endokrinen Effekten eine chemisch-
analytische Bestimmung von mdglichen Metaboliten
durchgeflhrt werden (Brinkmann et al. 2014). Bei po-
sitivem Befund kann die Substanz dann im Sinn des
GOW-Konzeptes bewertet werden.

Parallel dazu wird ein nicht Rezeptor-vermittelter Test
empfohlen. Substanzen, die nicht Uber eine Rezeptor-
bindung endokrin aktiv werden, kénnen Uber diesen
Test trotzdem noch z.B. durch die Beeinflussung der
Steroidgenese nachgewiesen werden. Diese Tests
bieten zudem die Moglichkeit tiefergehende Mecha-
nismus-spezifische Wirkweisen aufzuklaren. Bei ei-
nem endokrinen Effekt wird die Substanz wiederum
im GOW-Konzept bewertet.

Eine zuséatzliche Bewertungsmoglichkeit stellt der
Reproduktionstest mit der Zwergdeckelschnecke
Potamopyrgus antipodarum dar (Abbildung 18). Im
Gegensatz zu den zuvor beschriebenen In-vitro-
Testsystemen werden hier Individuen-basierte Tests
durchgefuhrt. Endokrine Effekte wirken sich bei die-
sem Test direkt auf die Anzahl der Nachkommen ei-
nes Muttertiers aus, was in begrenztem Umfang einen

Abbildung 18: Die Stadien der Entwicklung (links): 1 Embryo mit Schale, 2 Embryo ohne Schale, 3 Schneckenei;
Ausgewachsenes Elterntier (rechts)
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Ruckschluss auf potenzielle Auswirkungen auf die Po-
pulation der Art zulasst. Dieser Test lauft Uber 28 Tage
und eignet sich unter anderem fUr die Langzeit-Be-
wertung einer im Trinkwasser auftretenden Substanz.

Im Folgenden werden die durch das Modul Endokrine
Effekte vorgeschlagenen Testsysteme zur Bewertung
(potenziell) endokrin aktiver Substanzen innerhalb der
Teststrategie kurz vorgestellt.

Detaillierte Testprotokolle, Guidelines und SOPs wer-
den unter Punkt 4.4 bereitgestellt.

Testsysteme

ERa- und AR-CALUX®-Test

Der ERa- und der AR-Calux® Test (Estrogen-/Andro-
gen-Responsive Chemical-Activated LUciferase gene
eXpression) ermitteln Rezeptor-vermittelte endokrine
Aktivitat mittels der humanen Osteosarkom-Zelllinie
U20S. Diese Zellinie wurde mit den Reporterplas-
miden pEREtata-Luc bzw. pAREtata-Luc sowie
den Expressionsplasmiden pSG5-neo-hERa.  bzw.
pPSG5-neo-hAR transfiziert. Infolge der Bindung ei-
nes aktivierten Agonist-Rezeptor-Komplexes an das
entsprechende responsive element wird das Enzym
Luciferase transkribiert (Legler et al. 1999, Sonneveld
et al. 2005). Die Luciferasebildung ist umso stérker
je mehr Komplexe mit Estrogenen/Androgenen oder
Estrogen/Androgen-ahnlichen Substanzen oder Sub-
stanzgemischen aus dem Trinkwasser eingegangen
werden. Durch Zugabe eines ,S9-Mix" genannten Rat-
tenleberhomogenats kdnnen die zu untersuchenden
Substanzen zusatzlich metabolisch aktiviert werden
(Kuckelkorn et al. 2018). Nach Zugabe des Substra-
tes Luziferin kann anhand einer Lumineszenzmessung
im Vergleich zur Referenzbelastung mit 178-Estradiol
bzw. Dihydrotestosteron die Estrogen/Androgen-ahn-
liche Wirkung ermittelt werden. Uber die Berechnung
von Estradiol-/Testosteron-Aquivalenz-Faktoren

(EEF/TEF = _ECS0 €2
EC50 (Probe)

aus der jeweiligen Dosis-Wirkungs-Kurve kann ab-
schlieBend eine Einschétzung der endokrinen Wirk-
samkeit vorgenommen werden. Durch die Verwen-
dung einer Basiskonzentration von 17B-Estradiol bzw.
Dihydrotestosteron im gesamten Testansatz und dem
Einsatz von Standards der entsprechenden Rezeptor-
Antagonisten Tamoxifen bzw. Flutamid kénnen auch
anti-Estrogen- bzw. anti-Androgen-ahnliche Wirkun-
gen ermittelt und quantifiziert werden. Der ERo-/
AR-Calux® wurde durch den Global Water Research
Council basierend auf einem Interlaborvergleich mit
komplexen Umweltproben fur die Untersuchung von
Grundwassern und Abwassern empfohlen (GWRC
2008). Zudem werden in einer aktuellen Vorlage zur
ISO-Normierung (ISO 19040 Water quality — Determi-
nation of the estrogenic potential of water and waste
water; Abschnitt 3) humanzellbasierte In-vitro-Repor-
tergen-Testsysteme zur Anwendung vorgeschlagen.

RYES/RYAS

Die verwendeten Hefestamme (RYES/RYAS, D.P. Mc-
Donnell, 1991) wurden gentechnisch derart verandert,
dass in Anwesenheit von Kupferionen der humane
Estrogen-/Androgenrezeptor gebildet wird. Des Wei-
teren wurde mittels Plasmid das Fusionsprodukt von
einem spezifischen Antwortgen (Estrogen Respon-
sive Element (ERE) bzw. Androgen Responsive Ele-
ment (ARE)) und einem Reportergen (LacZ, kodiert fur
B-Galaktosidase) eingeschleust. Der estrogen/andro-
gen wirksame Stoff bindet an den spezifischen Re-
zeptor und aktiviert diesen. Dieser aktivierte Rezeptor
wirkt als Transkriptionsfaktor und bindet an die jewei-
ligen Fusionsprodukte (ERE/ARE), so dass das LacZ-
Gen transkribiert und die B-Galaktosidase gebildet
wird. Das Enzym kann ein farbloses Substrat in Galak-
tose und einen Farbstoff spalten, was photometrisch
detektiert wird. Der Test befindet sich derzeit eben-
falls in der ISO/DIN-Normung. Das Rezeptorplasmid
des RYES (YePtrpER) tragt das Gen fUr den humanen
Estrogenrezeptor o und einen Selektionsmarker (Tryp-
tophanauxotrophie). Das Reporterplasmid (YrpE2ura)
dieses Stammes tragt zwei Kopien eines durch den
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Estrogenrezeptor aktivierbaren Gens (Vitellogenin), an
die das Reportergen (lacZ-Gen) gekoppelt ist sowie ei-
nen Selektionsmarker (Uracilauxotrophie). Das Rezep-
torplasmid des RYAS Stammes (Yep24leu?2) tragt das
Gen fUr den humanen Androgenrezeptor und einen
Selektionsmarker (Leucinauxotrophie). Das Reporter-
plasmid (YrpG2his) tragt zwei Kopien eines androge-
nen Antwortgens, an die das lacZ-Gen gekoppelt ist
sowie einen Selektionsmarker (Histidinauxotrophie).

H295R Steroidgenesis Assay

Der H295R Steroidgenesis Assay ist ein In-vitro-Test-
system fur die Identifizierung Nicht-Rezeptor-gebun-
dener Wirkungen endokriner Disruptoren (Hecker et al.
2011). Bei der verwendeten Zelllinie H295R handelt es
sich um humane Nebennierenrinden-Karzinomzellen,
die alle wichtigen Enzyme zur Synthese von Steroiden
wie Estradiol, Testosteron und Progesteron sowie Glu-
cocorticoiden bilden (Gazdar et al. 1990, Staels et al.
1993). Verschiedene Substanzen kénnen die Expres-
sion und die Aktivitat dieser Enzyme inhibieren oder
induzieren. Eine etwaige Storung der Steroidsynthese
wird zum einen Uber die Konzentration der gebildeten
Steroide mittels eines kompetitiven Enzyme-linked Im-
munosorbent Assays (ELISA) oder mittels LC/MS-MS
analytisch gemessen. Zum anderen kann eine Veran-
derung der Genregulation mittels einer quantitativen
real-time PCR (gRT-PCR) nachgewiesen werden. Zu-
satzlich werden die belasteten Zellen auf ihre Vitalitat
getestet, um den Einfluss einer moglichen Zytotoxi-
zitdt auf die Ergebnisse abzuschatzen. Der H295R
Steroidgenesis Assay wird nach OECD-Richtlinie 456
durchgefuhrt (OECD 2011).

Reproduktionstest mit Potamopyrgus
antipodarum

Der Reproduktionstest mit der Zwergdeckelschne-
cke Potamopyrgus antipodarum detektiert Uber einen
Zeitraum von 28 Tagen als In-vivo-Test endokrin ak-
tive Substanzen in Wasser und Sedimenten (Duft et
al. 2007, Schmitt et al. 2013) nach der OECD-Richt-
linie for Testing of Chemicals 242 (Schmitt et al 2013,
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OECD 2016). Durch die parthenogenetische Fortpflan-
zung der Schneckenweibchen Uber Ovoviviparie ist es
moglich, die Embryonenzahl und somit die Reproduk-
tionsleistung pro adulter Schnecke zu ermitteln. Die
Substanzen und die Substanzgemische aus den Trink-
wasserproben kénnen anschlieBend aufgrund der Do-
sis-abhangigen endokrinen Wirkungsweise entweder
als reproduktionshemmend oder -férdernd eingestuft
werden (Duft et al. 2003). Daten aus diesem Testsys-
tem ermdglichen auBerdem eine direkte Abschatzung
der Effekte flr die Gesamtpopulation. Der Test mit P.
antipodarum wurde seit 2012 international validiert,
um seine Eignung als OECD-Methode zu Uberprifen
und liegt seit 2016 als OECD-Richtlinie 242 vor.

4.4 Testprotokolle der einzelnen Test-
verfahren und Ergebnisbewertung

Zur standardisierten DurchfUhrung der Biotests wurden
etablierte und evaluierte Testprotokolle der OECD so-
wie von universitaren Forschungsinstituten verwendet.

m  OECD Guideline for the Testing of Chemicals 456 -
H295R Steroidogenesis Assay (28.07.2011)

m  OECD Guideline for the Testing of Chemicals 242:
Potamopyrgus antipodarum Reproduction Test
(29.07.2016)

m  Department Aquatic Ecotoxicology, Goethe Uni-
versity Frankfurt a. M. Schmitt et al. Draft Richt-
linie for Testing of Chemicals — Reproduction test
with the mudsnail Potamopyrgus antipodarum
(01.2013)

m LFG Okosystemanalyse, RWTH Aachen Univer-
sity. Maletz et al. und Kuckelkorn et al. Standard
Operating Procedure (SOP) — ERa und AR Calux
(12.02.2016 und 03.11.2016)
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Haufig gestellte Fragen (FAQ) zum GOW

1. Fiir welche Stoffe gibt es GOW?

GOW gibt es prinzipiell fur alle Stoffe, die mit einer
Konzentration > 0,1 pg/L im Trinkwasser gefunden
werden und die noch nicht ausreichend humantoxi-
kologisch bewertet werden kénnen, so dass ihnen
noch kein Leit- oder Grenzwert zugewiesen werden
konnte oder kann. Bei Substanzen, die aufgrund ih-
rer Struktur, Grund zu erhohter Besorgnis bezuglich
Gentoxizitat erkennen lassen, werden auch bei Kon-
zentrationen < 0,1 pg/L entsprechende orientierende
Bewertungen vorgenommen.

Hintergrundinformation:

Auf der Basis von ADI-Werten, d.h. auf Grundlage der
Dosis, die ohne gesundheitliches Risiko taglich ein
Leben lang aufgenommen werden kann (ADI = Ac-
ceptable Daily Intake) wird ein Trinkwasserleitwert be-
rechnet. Analog zum ADI-Wert gibt der Trinkwasser-
Leitwert die Hochstkonzentration des betreffenden
Stoffes im Trinkwasser an, die ein Leben lang ohne
Gesundheitsschadigung aufgenommen werden kann.
In Ubereinstimmung mit der Empfehlung der Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) wird dabei mit einer tag-
lichen Wasseraufnahme von 2 Litern gerechnet. Ab-
weichend von den Empfehlungen der WHO wird aber
innerhalb der EU eine Kérpermasse von 70 kg (statt
60 kg) und eine 10%ige Ausschdpfung des ADI-Wer-
tes Uber das Trinkwasser (statt 20 %) angenommen.

Grenzwerte sind in Gesetzen und Verordnungen poli-
tisch festgelegte Hochstkonzentrationen fur nattrliche
Inhaltsstoffe, Wirkstoffrlickstdnde und Umweltkon-
taminanten in Lebensmitteln, Bedarfsgegenstanden
und Umweltmedien. Sie haben sich zur Regulation
des Umgangs mit Chemikalien und vieler anderer po-
tenzieller Noxen in allen Bereichen der Umwelt des
Menschen bewahrt. Toxikologen, Mediziner, Oko-
logen, Umwelttechniker und Ingenieure liefern dem
Gesetzgeber Optionen fur die Begriindung von Not-
wendigkeit, Art und Héhe von Grenzwerten als wis-
senschaftlich (toxikologisch, medizinisch, ¢kologisch)
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oder technisch (nutzungstechnisch, vermeidungs-
technisch) abgeleitete Konzentrationen (Dieter 2011).
Grenzwerte sind (wie Leitwerte) dabei als hochste
Werte zu verstehen, fUr die bei lebenslanger Expositi-
on keine gesundheitlichen Schaden zu besorgen und
die insoweit noch akzeptabel sind.

2. Wer legt den GOW fest?

Die Methode zur Ableitung der GOWs ist verdffentlicht
(Dieter 2014) und kann von Toxikologinnen und Toxi-
kologen angewendet werden.

Das UBA leitet fur einen gegebenen Stoff dann einen
GOW ab, wenn die gefundenen Konzentrationen den
allgemeinen Vorsorgewert flr Stoffe im Trinkwasser
von 0,1 pg/L Uberschreiten und ein MaBstab fur die
Bewertung gebraucht wird, d. h., ein Wasserversor-
ger, das zustandige Gesundheitsamt, die Landesbe-
hérde oder auch eine andere Stelle eine Bewertung
der gefundenen Konzentration (und damit ggfls. einen
GOW) angefragt hat.

Der Vorteil einer GOW-Ableitung durch das UBA ist
eine konsistente und bundeseinheitliche Anwendung
der Methode und damit auch der Bewertung selbst.
GOW werden nicht (auch nicht vorsorglich) fur Stoffe
in Rohwassern (insbesondere Oberflachenwassern)
festgelegt, wenn sie in aufbereitetem Trinkwasser
ohne Relevanz sind.

3. Wie wird der GOW abgeleitet?

GOW werden entsprechend der vorhandenen Daten
nach folgenden Stufen abgeleitet:

a. Prifung, ob Daten zur Gentoxizitat vorhanden sind.
Ist dies nicht der Fall oder die Daten belegen, dass
der Stoff gentoxisch ist, gilt GOW1 = 0,1 pg/L.

b. Ein besonderer Fall sind wenige gentoxische Stoffe
mit besonderer Relevanz im Menschen (z. B. we-



Haufig gestellte Fragen (FAQ) zum GOW

gen eines bekannten humanrelevanten Metabo-
lismus), wie z. B. Nitrosamine. FUr diese gilt ein
GOWO von 0,01 pg/L — ein Beispiel hierfur ist N-
Nitrosodimethylamin (NDMA).

c. Kann Gentoxizitdt ausgeschlossen werden, gilt
GOW?2 = 0,3 pg/L.

d. Prufung, ob Daten zur Neuro- oder Immuntoxizitat
vorliegen; kann diese ausgeschlossen werden, gilt
GOWS = 1,0 pg/L; ansonsten bleibt es bei GOW2
= 0,3 pg/L (Punkt c).

e. Prifung, ob Daten zur subchronischen Toxizitét
vorliegen; kann diese ausgeschlossen werden, gilt
GOW4 = 3,0 pg/L; ansonsten bleibt es bei GOW3
= 1,0 pg/L (Punkt d).

f. Prafung, ob Daten zur chronischen Toxizitat vorlie-
gen; kann diese in fur diesen Fall relevanter Hohe
ausgeschlossen werden, gilt > 3,0pg/L oder hoher,
je nach Datenlage. Ansonsten bleibt es bei GOW4
= 3,0 pg/L (Punkt e).

Sind fUr einen Endpunkt keine toxikologischen Daten
verfugbar, kann Uber die im Leitfaden vorgeschlagene
jeweilige Teststrategie eine Bewertung vorgenommen
werden.

Die Festlegung der Hohe der Stufen beruht auf einer
Auswertung von 140 Grenz- und Leitwerten von sechs
groBeren Behorden zu 50 verschiedenen Stoffen mit
unterschiedlichen Wirkweisen seit 1993 (Dieter 2014).

Fur jede der in den Stufen genannten Wirkungen wur-
den fUr die Festlegung der H6he des entsprechenden
GOW die jeweils niedrigsten Werte verwendet. Da-
durch wird sichergestellt, dass im Falle einer spateren
Vorlage der fUr einen Leit- oder Grenzwert notwen-
digen Tierversuchsdaten die daraufhin abgeleiteten
Grenz- oder Leitwerte mit sehr hoher Wahrscheinlich-
keit hoher liegen als der entsprechende GOW. Somit

fUhrt die Verbesserung der toxikologischen Datenlage
fur den jeweiligen Stoff hinsichtlich der bisherigen Be-
lastung in Hohe des GOW eher zu einer Entwarnung,
d. h. einem hoéheren Wert als der bisherige GOW.
Durch diesen gegenlber dem Schutzniveau eines
Leit- oder Grenzwertes besonderen Vorsorgecha-
rakter des GOW kann auch eine Verunsicherung der
betroffenen Bevolkerung durch eine Absenkung des
bisherigen Wertes vermieden werden.

4. Was ist ein humanrelevanter
Metabolismus?

Der Kérper kann sich vor Schadstoffen durch ver-
schiedene Vorgange schutzen. Die Aufnahme Uber
die Darmwand in den Blutkreislauf kann verringert
oder verzdgert werden und die Wirkstoffe kbnnen z.B.
in der Leber Uber die Biotransformation metabolisiert
und anschlieBend Uber die Galle ausgeschieden wer-
den. Einige wenige, trinkwasserrelevante Schadstoffe
besitzen jedoch eine chemische Struktur, mit der die-
se Schutzsysteme groBtenteils unverandert Uberwun-
den und z. B. gentoxische Effekte ausgeldst werden
kénnen. Sie besitzen somit flr die gesonderte Stufung
als GOWO (0,01 pg/L) einen relevanten Metabolismus.

5. Wo kann ich bereits begriindete
GOW finden?

Eine aktuelle Liste der GOW wird auf der folgenden
Internetseite des UBA zur Verflgung gestellt: www.
umweltbundesamt.de/themen/wasser/trinkwasser/
trinkwasserqualitaet/toxikologie-des-trinkwassers

Dort findet sich auch die Liste mit GOW fUr nach der
Pflanzenschutzmittel-Verordnung nicht relevante Me-
taboliten (nrM) von Wirkstoffen aus Pflanzenschutz-
mitteln.
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6. Was ist, wenn kein GOW fiir eine
Substanz in den Tabellen des UBA
zu finden ist?

Ist kein GOW vorhanden, wird dieser auf Anfrage
durch das UBA festgelegt.

7. Wie lange hat ein GOW Bestand?

Bis zu einer Neubewertung durch neue toxikologische
Daten.. GOW kdnnen aktualisiert, oder — im Idealfall
— durch (Grenz- oder) Leitwerte abgeldst werden. Die
bisherigen GOW verlieren dann immer ihre Gultigkeit.

8. Was passiert, wenn der GOW
Uiberschritten ist?

Ein GOW liegt deutlich im Vorsorgebereich und ist
SO gesetzt, dass bei lebenslanger taglicher Aufnah-
me des Stoffes mit 2 Litern Trinkwasser ausreichend
sicher keine Gesundheitsschadigungen beim Men-
schen zu erwarten sind (siche 3.). Auch bei einer
(kurzzeitigen) Uberschreitung um den Faktor von 10
durften bei gleichzeitiger Einhaltung des unten ge-
nannten VorsorgemaBnahmenwertes keine unmittel-
baren gesundheitlichen Schadigungen zu befirchten
sein. Eine Uberschreitung um den Faktor 10 ist grund-
satzlich maglich, wobei der VorsorgemaBnahmewert
stark ereignisbezogen ist, d.h. fir die Praxis, welche
MaBnahmen werden eingeleitet um die Uberschrei-
tung des GOW zu minimieren.

Nach dem Verstandnis der Trinkwasserverordnung soll-
ten neben der Einhaltung von (Leit-, GOW-, insbeson-
dere) Grenz-Werten immer Praventiv- und Minderungs-
maBnahmen eingeleitet werden, um ein Unterschreiten
des jeweiligen z. B. GOW zu erreichen. Neben der Ver-
ringerung von Konzentrationen, zusétzlichen Kontrollen
und Uberpriifungen gehért dazu auch das SchlieBen
der LUcken toxikologischer Daten, um so eine bessere
Bewertung zu ermdglichen. Uber die Art der MaBnah-
men ist immer im Einzelfall zu entscheiden.
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Letztlich liegt die Verantwortung fur die Festlegung
des VorsorgemaBnahmewertes jedoch beim zustan-
digen Gesundheitsamt. Dieses kann unabhangig
von der Empfehlung des UBA hohere oder geringere
Uberschreitungen des GOW zulassen. Grundsétzlich
sind aus Sicht des UBA Werte von > 10 pg/L (Vor-
sorgemaBnahmenwert) Uber einen langeren Zeitraum
jedoch nicht tolerabel.

9. Welche Ubergangszeitrdume bis zur
Einhaltung des GOW kénnen durch
die Gesundheitsbehdrden toleriert
werden?

Fur Stoffe, fur die ein GOW abgeleitet ist, gilt in ge-
sundheitlicher Hinsicht die Bestimmung des § 6 Abs.
1 TrinkwV. In einer Begrindung der TrinkwV heil3t es
dazu, dass fur eine Regulierung ,die Eignung eines
Stoffes, in einer Konzentration die menschliche Ge-
sundheit zu schadigen, nach dem Stand der wissen-
schaftlichen Erkenntnis als hinreichend wahrscheinlich
betrachtet werden muss. Die entfernte Mdglichkeit
oder auch nur die allgemeine Besorgnis einer Ge-
sundheitsgefahrdung ist hingegen nicht ausreichend*.
Von einem Stoff, der mit einem GOW belegt ist, kann
allerdings nicht angenommen werden, dass bei Uber-
schreitung des GOW vorbehaltlos von lebenslang ge-
sundheitlich zu duldenden Konzentrationen auszuge-
hen ist. Der GOW liegt zwar im Vorsorgebereich, ihm
liegt aber mehr als nur eine entfernte Moglichkeit oder
auch nur die allgemeine Besorgnis einer Gesundheits-
gefahrdung zugrunde. MaBnahmen gemal §§ 6 Abs.
4 und 10 TrinkwV sind in rechtlicher Hinsicht einerseits
nur auf Parameter der Anlage 2 TrinkwV begrenzt. Ab-
hilfemaBnahmen, die das Gesundheitsamt bei Uber-
schreitung eines chemischen Grenzwertes anordnen
kann, betreffen gemaB § 9 Abs. 6 TrinkwV anderer-
seits aber auch solche chemischen Stoffe, flr die die
TrinkwV keine Grenzwerte festlegt, die aber dennoch
im Trinkwasser von gesundheitlicher Bedeutung sein
kénnten.
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Das GOW-Konzept des UBA schlieBBt wissenschaftlich
begriindet die Rechtsliicke zwischen der Bewertbar-
keit und dem Auftreten eines Stoffes ohne Grenzwert
im Trinkwasser und fUr den wegen Datenmangels
auch kein Leitwert abgeleitet werden kann.

In der Folge dieser Systematik empfiehlt das UBA bei
der Uberschreitung eines GOW analog der Methode
bei einer GrenzwertlUberschreitung vorzugehen (siehe
u. a. Leitlinien far MaBnahmen im Vollzug der § 9 und
10 TrinkwV 2001). Dem steht folglich nicht entgegen,
dass die zustandige Behdrde fir MaBnahmen nach
festgestellter Uberschreitung des GOW zunéchst als
eine praxisnahe Handlungsoption die Anwendung der
»=3-mal-3-dahre-Regel“ nach § 10 TrinkwV in Erwa-
gung zieht. Die erwartbare Dauer der Uberschreitung
wird bestimmt durch die mégliche Dauer der konkre-
ten MaBnahme.

Der Mindestanspruch an MaBnahmen nach festge-
stellter Uberschreitung eines GOW ist (analog der
Uberschreitung eines chemischen Grenzwertes),
dass der VorsorgemaBnahmenwert analog zu MaB-
nahmenhdchstwerten des UBA (siehe Leitlinien flr
MaBnahmen im Vollzug der § 9 und 10 TrinkwV 2001)
wahrend des gesamten MaBnahmenzeitraumes nicht
Uberschritten wird.

10. Was passiert, wenn ein GOW
niedriger ist als die analytische
Nachweisgrenze eines Stoffes?

In diesem Fall, wie im Ubrigen bei auch allen anderen
Wertekategorien, gilt der GOW als eingehalten, wenn
der Stoff analytisch nicht nachzuweisen ist. Dies ent-

bindet jedoch nicht von der Verpflichtung, die Nach-
weisgrenze maoglichst soweit zu senken, dass die
Einhaltung des GOW zuverlassig Uberwacht werden
kann.

11. Koénnen auch Stoffgemische mit
dem GOW bewertet werden?

Es gibt derzeit noch keine Methode fur die Bewertung
von Stoffgemischen mit dem GOW-Konzept. Deshalb
kénnen GOW nur fUr die einzelnen Stoffe im Gemisch
abgeleitet werden. Das GOW-Konzept ist aber ausrei-
chend stark auf Vorsorge ausgelegt, dass auch beim
Auftreten von mehreren Stoffen einer Gruppe mit kei-
ner gesundheitlichen Besorgnis zu rechnen ist, wenn
die GOW der Einzelstoffe eingehalten werden.

Bei Stoffen mit Wirkungsschwelle erUbrigt sich des-
halb auch die Anwendung z.B. der Additionsregel’,
solange kein GOW Uberschritten ist.

Bei Stoffen ohne Wirkungsschwelle, d.h. mit gento-
xischem Wirkungspotenzial bedeutet ,gesundheit-
liche Vorsorge“ dagegen, jeden einzelnen Stoff in
der Mischung immer so zu begrenzen, wie von der
Additionsregel vorgegeben. Dies bedeutet, dass die
konzentrationsgewichtete Summe aller ,gentoxischen
Wirkpotenzen“ maximal einem Risikoindex von Rl = 1
entsprechen sollte (Dieter 2014).

1 Fur die toxikologische Bewertung von mehreren Stoffen mit gleichen oder ahnlichen Wirkungsendpunkten in einem Stoffgemisch gilt der Risikoindex
(RI) oder die Additionsregel: Rl = ¢1/GK; + ¢o/GKy + ... + cn/GKn < 1 mit ¢4, ¢, ..., Cy flr die gemessenen Stoffkonzentrationen und GKy, GKo, ...,

GK, fur die Grenzkonzentrationen der Stoffe im Expositionsszenario.

Der Risikoindex ist also die Summe der Quotient aus den einzelnen gemessenen Expositionskonzentrationen zum korrespondierenden toxikolo-
gischen Vergleichswert, z.B. einer toxikologisch begriindeten und abgeleiteten Grenzkonzentration flr ein bestimmtes Expositionsmedium (z.B.

Trinkwasser).
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Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ADI
BMBF
BMGS
BPA
CDD+*-ELISA
CLP

CYP
DCFH-DA
DDT

DIN
DMSO
DNA
DSMZ
EC-Wert
EDC

EMA

EU

EURL-ECVAM

GOW
GSH
GST
GSTT
H295R
HTS
ICH
ISO
LC-MS/MS
LOEC
MMP
M,
NAT
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Acceptable Daily Intake (erlaubte Tagesdosis)

Bundesministerium fur Bildung und Forschung

Bundesministeriums fur Gesundheit und soziale Sicherheit

Bisphenol A

Cell Death Detection (CDD*)- Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Classification, labelling and packing

Cytochrom P450

Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate

Dichlordiphenyltrichlorethan

Deutsche Institut fur Normung e.V.

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinséure (Biomolekdl und Tragerin der Erbinformation)
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

Effektive Konzentration bzw. Dosis

Endokriner Disruptor

Ethidiummonoazid

Européische Union

European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing
gesundheitlicher Orientierungswert

Glutathion, reduzierte Form

Glutathion-S-transferase

Glutathion-S-transferase Theta

Nebennierenrindenkarzinomzellen

High-Throughput-Screening

International Conference on Harmonisation on Technical Requirements
Internationale Organisation fir Normung
Liquid-Chromatographie-Massenspektometrie/Massenspektometrie)
Lowest Observed Effect Concentration
Mitochondrienmembranpotenzial

Relative Molekllmasse

N-Acetyltransferase



Abkilirzungsverzeichnis

NaWaM
NHA
NOEL
NSE
Ntera 2
OECD

OSIRIS

PCB

Pl

QSAR
REACH
RiSKWa
ROS
RTCA™
S9-Mix
SH-SY5Y
SULT

TA98/TA 100/
TA102/TA 1535 ...

TMRE

ToxBox

TrinkwV
U20S
U.S. EPA
UBA
UFZ

VICH
VW,
WHO

Nachhaltiges Wassermanagement

Normal Human Astrocytes (primére humane Astrozyten)
No Observed Effect Level

Neuriten-Spezifische Enolase

humane differenzierungsfahige Zelllinie

Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organisation for
Economic Co-operation and Development)

Optimised Strategies for Risk Assessment of Industrial Chemicals through Integration of
Non-Test and Test Information

Polychlorierte Biphenyle

Propidiumiodid

Quantitative Structure-Activity Relationships

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals

~Risikomanagement von neuen Schadstoffen und Krankheitserregern im Wasserkreislauf*
Reactive Oxygen Species (reaktive Sauerstoffspezies)

Real-Time Cell Analyzer

Lebermikrosomen-Fraktion von Ratten

Neuroblastomzelllinie

Sulfotransferase

Bakterien-Teststamme im Ames-Test (Salmonella typhimurium)

Tetramethylrhodaminethylester

Akronym fur das BMBF-Verbundprojekt “Gefahrdungsbasiertes Risikomanagement fur
anthropogene Spurenstoffe zur Sicherung der Trinkwasserversorgung”

Trinkwasserverordnung
Oberschenkel-Osteosarkomzelllinie
U.S. Environmental Protection Agency
Umweltbundesamt

Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH / Helmholtz-Zentrum flr
Umweltforschung GmbH

Veterinary International Conference on Harmonisation on Technical Requirements
allgemeiner Vorsorgewert

Weltgesundheitsorganisation (englisch World Health Organization)
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Verfugbarkeit der Protokolle der genannten Nachweisverfahren

Verfugbarkeit der Protokolle der genannten

Nachweisverfahren

FUr Nachweisverfahren, fUr die bereits national oder international standardisierte Protokolle oder Normen (OECD,
ISO, DIN) vorliegen, sind diese bereits im Text erwéhnt und sind Uber die entsprechenden Quellen zu beziehen.
Die Standardarbeitsanweisungen (SOP) bisher nicht standardisierter Testverfahren sind bei den nachfolgend

genannten Projektpartnern abrufbar.

Nachweisverfahren zur Bewertung der Gentoxizitat

RheinEnergie AG

Wasserlabor (WL)

Dr. Meike Kramer (m.kramer@rheinenergie.com)
Parkgurtel 24, 50823 KoIn

Nachweisverfahren zur Bewertung der Neurotoxizitat

In-vitro-Neurotoxizitat

Umweltbundesamt, Toxikologie des Trinkwassers und des Badebeckenwassers (FG Il 3.6)

Dr. Tamara Grummt (tamara.grummt@uba.de)

Dr. Alexander Eckhardt (alexander.eckhardt@uba.de)
Ralf Junek (ralf. junek@uba.de)
Heinrich-Heine-StraBe 12, 08645 Bad Elster

In-vivo-Neurotoxizitat

Universitat Heidelberg

Center for Organisimal Studies

Aquatische Okologie und Toxikologie

apl. Prof. Dr. Thomas Braunbeck (braunbeck@uni-hd.de)
Im Neuenheimer Feld 504, 69120 Heidelberg

Nachweisverfahren zur Bewertung endokriner Wirkungen
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RWTH Aachen

Institut fir Umweltforschung (Biologie V)

Prof. Henner Hollert (henner.hollert@bio5.rwth-aachen.de)
Worringerweg 1, 52074 Aachen

Umweltbundesamt

Toxikologie des Trinkwassers und des Badebeckenwassers (FG Il 3.6)
Dr. Tamara Grummt (tamara.grummt@uba.de)

Jochen Kuckelkorn (jochen.kuckelkorn@uba.de)

Ralf Junek (ralf.junek@uba.de)

Heinrich-Heine-StraBRe 12, 08645 Bad Elster
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