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Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die Unsicherheit, mit der die Bewertung von Lebenszyklus-Studien mit Fischen be-
haftet ist, sollte im Rahmen der vorliegenden Studie durch eine systematische

Sammlung und Auswertung vorhandener Daten reduziert werden.

Im ersten Teil der Studie bestand die Aufgabe darin, populationsrelevante und indi-
kative Endpunkte fur sexual-endokrine Wirkmechanismen herauszuarbeiten und
deren Empfindlichkeiten miteinander zu vergleichen. Dabei wurden direkte Interak-
tionen mit Ostrogen- oder Androgenrezeptoren (Agonismen und Antagonismen) so-
wie spezifische Hemmungen wichtiger Steroidsynthese-Enzyme zu unterscheiden
versucht. Als Basis diente Datenmaterial aus Full Life Cycle Tests (FLCT) und Zwei-
Generationen-Tests des Fraunhofer IME und aus der Literatur. Anhand der Ergeb-
nisse wurde anschlieend versucht, Studiendaten aus FLCT aus der Datenbank des
Umweltbundesamtes mit diesbezuglich unbekanntem Wirkmechanismus hinsichtlich

potenziell sexual-endokriner Wirkungen einzuordnen.

Im zweiten Teil der Studie wurden Biomarker-Messungen aus Fish Screening Assays
(FSAs) den Effektdaten von populationsrelevanten Endpunkten aus FLCT gegen-
ubergestellt und bezuglich Empfindlichkeit und Vorhersagepotenzial bewertet. Auf
Grundlage der Resultate wurde ein Vorschlag fur eine gestufte Teststrategie flr po-

tenziell sexual-endokrin wirkende Stoffe vorgelegt.

Aus dem Datenmaterial lassen sich zur Empfindlichkeit unterschiedlicher popula-
tionsrelevanter und indikativer Endpunkte folgende Aussagen ableiten, die sich aller-
dings nur fir die Wirkmechanismen Ostrogen-Rezeptor-Anregung und Aromatase-
Hemmung auf eine sichere Breite verwendeter Substanzen, Testmethoden und

Fischarten stitzen kann:

Fir Interaktionen mit dem Ostrogenrezeptor stellt die Sexualentwicklung das emp-

findlichste Expositionsfenster da. Eine sexual-endokrine Wirkung manifestiert sich
am empfindlichsten im Reproduktionsparameter Befruchtungsrate. Ein FSA mit

Erfassung der Blutkonzentration des Eidottervorlauferproteins Vitellogenin als
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Wirkindikator reagiert vergleichbar empfindlich und lasst keine falsch negativen
Ergebnisse erwarten. Empfindlichstes Expositionsfenster und empfindlichstes
Manifestationsstadium sind nur in einem FLCT als Endstufetest zu erfassen.
Allerdings liegen die Sensitivitaten von Wachstum und Geschlechtsentwicklung
sowie Reproduktion nah beieinander. Diese Aussagen sind fur agonistische
Wirkweisen gut belegt und leicht belegbar, weil durch den Agonisten in beiden
Geschlechtern induzierte erhohte

Vitellogeninkonzentrationen vor allem im Blut exponierter Mannchen leicht und emp-
findlich nachweisbar sind. Eine durch Antagonisten verursachte Abnahme der
Vitellogeninkonzentration ist dagegen schwieriger und im Wesentlichen in Weibchen
nachzuweisen, da die Vitellogeninlevel in Mannchen ohnehin sehr niedrig sind. Hier
deuten die wenigen verfugbaren Daten darauf hin, dass die oben gemachte Aussage

zutrifft, mussten aber noch durch weitere Belege unterstitzt werden.

Die Androgenrezeptor-Interaktionen mussen nach agonistischer und antagonisti-

scher Wirkweise getrennt werden. Der empfindlichste populationsrelevante Endpunkt
fur den untersuchten AR-Antagonisten ist die Reproduktion in Form der Fekunditat.
Empfindlicher indikativer Endpunkt im FSA und Zwei-Generationen-Test ist das
Sexualsteroid 11-keto-Testosteron, wahrend Vitellogenin nicht aussagekraftig ist.
Das empfindlichste Expositionsfenster ist auf Basis eines Durchflusstests schwierig
abzuschatzen. Da sich die Wirkung in der Fekunditat manifestierte, wahrscheinlich
durch den Ausfall mannlichen Balzverhaltens verursacht wurde und bei Konzentra-
tionsruckgangen im Test reversibel war, kann dies als Hinweis auf die Reproduk-
tionsphase als empfindlichstes Expositionsfenster gedeutet werden.

Bezuglich der AR-Agonisten ist die Sexualentwicklung das empfindlichste Exposi-
tionsfenster und das Geschlechterverhaltnis der sensitivste Endpunkt. Die unter-
suchten Biomarker sind fur diesen Wirkmechanismus nicht immer ausreichend

empfindlich.

Fir die Aromatase-Inhibitoren stellt die Sexualentwicklung ebenfalls das empfind-

lichste Belastungsfenster dar. Eine sexual-endokrine Wirkung manifestiert sich am
empfindlichsten in unterschiedlichen Endpunkten, deren Empfindlichkeit in den
untersuchten Tests in allen sechs valide vergleichbaren Fallen maximal um den

Faktor drei auseinander lag: In einer Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses,
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einer Reduktion der Eizahl oder in Wachstumsverzdgerungen. In den wenigen
vorliegenden FSAs reagierte die Abnahme von Vitellogenin in Weibchen als

Wirkindikator ahnlich empfindlich.

Eine Identifikation eines Verdachts auf sexual-endokrine Wirkung muss auch den
Hinweis auf den/die wahrscheinlichsten Wirkmechanismen enthalten, um die weitere
Prufstrategie richtig fokussieren zu konnen. Als erste in-vivo-Stufe zeigen Ergebnisse
der nach dem FSA Richtlinienentwurf durchgefuhrten Versuche mit Ausnahme der
den Androgenrezeptor (AR) betreffenden Wirkmechanismen fir alle anderen Wirk-
mechanismen ausreichend empfindlich Wirkungen an, um direkt die Durchfiihrung
eines definitiven Tests fur die Risikobewertung triggern zu konnen. Fur AR-Antago-
nisten steht in 11-keto-Testosteron ein Biomarker mit ausreichender Empfindlichkeit
zur Verfugung, fir AR-Agonisten wird ein solcher noch gesucht. Fur alle Falle gilt:
Eine Reduktion des zur abschlieRenden Risikobewertung ausreichenden
Testverfahrens auf eine im Vergleich zum 2-Generationen Test oder FLCT kirzeren
Variante ist nur bei einem eindeutig geklarten Wirkmechanismus moglich. Die Frage,
ob ein FLCT oder ein 2-Generationen-Test notwendig ist, hangt davon ab, wie
maternale Effekte bewertet werden. Das vorliegende Datenmaterial konnte zur
Erkennung von und der Beurteilung der Empfindlichkeit maternaler Effekte zumeist
nicht herangezogen werden und reicht damit keinesfalls fir angemessen verlassliche
und allgemeingultige Aussagen Uber die Relevanz solcher transgenerationalen
Wirkungen aus. Nur in einigen Fallen (Aromatase-Inhibition) gab es Hinweise aus
Versuchen mit verschiedenen Expositionsfenstern, die nicht fir eine Absenkung des

regulatorisch relevanten NOEC durch maternale Effekte sprachen.
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Summary and Conclusions

The scope of the present study is the reduction of uncertainty in assessing Fish Full

Life Cycle Tests (FLCT) by a systematic collection and evaluation of existing data.

In the first part, we focussed on detecting population relevant and indicative end-
points specific for sexual-endocrine modes of action (MoA), comparing them with
regard to sensitivity. For this, the direct sexual-endocrine effects were pragmatically
classified as interactions with the estrogen or androgen receptor (agonisms or
antagonisms) or as inhibitions of the steroid synthesis (basic steroid synthesis or
aromatase inhibition). The data base consisted of FLCT and two-generation tests by
the Fraunhofer IME and from literature. Based on the results of the evaluation it was
tried to classify FLCT data of the UBA regulatory data base with unknown MoA
according to the sensitive endpoints reported with respect to potential sexual

endocrine effects.

In the second part, biomarker results from Fish Screening Assays (FSAs) were
compared to population relevant FLCT endpoints regarding sensitivity. The prediction
capability of FSAs for NOECs of FLCTs was assessed. Based on the results, a tiered

test strategy for potentially endocrine disrupting chemicals is proposed.

From the data set, the following statements can be derived regarding the sensitivity
of different population relevant and indicative endpoints. However, it has to be
underlined that an adequate data base concerning tested substances, fish species
and applied test methods is only available for estrogen receptor agonists and

aromatase inhibitors.

e For interactions with the estrogen receptor (ER) the most sensitive exposure

period is the sexual development phase. A sexual endocrine effect most
sensitively and specifically becomes manifest in the reproductive parameter
fertilisation rate. An FSA including the determination of the blood plasma
concentration of the yolk precursor protein vitellogenin (VTG) as effect

indicator provides as sensitive results as the most sensitive population
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relevant endpoint of the FLCT. Thus, a false negative response is not
expected. The most sensitive exposure and effect manifestation periods can
only be combined in an FLCT. However, the sensitivity of juvenile growth and
sexual development are close to fertility, which can easily be shown for the
agonistic MoA, as the induction of VTG in both sexes can powerfully be
measured, particularly in exposed males. It is more difficult to detect a
significant VTG reduction caused by the antagonistic MoA, which is mainly
possible in females, as VTG levels in males are very low anyway. For

characterising ER-antagonism effects, the data set has to be extended.

¢ Androgen receptor (AR) interactions have to be differentiated in the agonistic

and antagonistic MoA. For the AR antagonist, the most sensitive population
relevant endpoint is fecundity (spawned eggs per female). A sensitive
indicative endpoint in FSA and two-generation test was the sex steroid 11-
keto-testosterone, whereas VTG was not. The most sensitive exposure period
cannot be derived from a flow-through test. However, as the effect became
manifest in the reduced number of spawned eggs, most probably caused by
the reduction of male mating behaviour, being reversible when the
concentrations dropped, this can be regarded as evidence for the reproduction
phase being the most sensitive exposure period.

For AR agonists the sexual development phase is the most sensitive exposure
period, the sex ratio being the most sensitive endpoint. The investigated

biomarkers were not always appropriately sensitive.

¢ Aromatase inhibition causes most sensitive effects when occurring during the
sexual development phase. A sexual endocrine effect becomes manifest in
different endpoints, the sensitivity being as close as factor 3 in NOECs in all
six valid and comparable tests: a shift in the sex ratio, a decrease of fecundity
and a reduction of juvenile growth. The very few available FSA results showed

comparable sensitivity of VTG reduction in females as indicative endpoint.

Consequently, the identification of a concern of sexual endocrine effects should

include hints of the most probable MoA to direct the test designs and focus the test
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strategy. This entrance into the test strategy was not part of the study. The first in-
vivo tier is represented by the studies conducted according to the FSA draft
guideline. The results indicate adequate sensitivity of the biomarker VTG for all MoA
except the AR interactions to directly trigger the performance of a definitive test for
the risk assessment. For AR antagonists 11-keto-testosterone seems to be a
biomarker of appropriate sensitivity, for AR agonists a safe one still has to be
identified.

Concerning the definitive test, an FLCT or two-generation test is the golden standard.
The test might be reduced by focusing on the most sensitive exposure and effect
manifestation periods, if the MoA is clearly identified. Whether an FLCT or a two-
generation test should be conducted depends on the concern of maternal transfer of
effects. The available data is not appropriate to thoroughly identify and evaluate the
significance of maternal effects for the next generation and thus not suited for the
derivation of valid conclusions concerning the relevance of transgenerational effects.
There is some evidence from aromatase inhibitor tests with different exposure
windows that impact on egg quality of exposed parental fish reduces growth
performance of unexposed filial fish. However, the effects were not as sensitive as

the maternal effects themselves, and thus not relevant for regulatory decisions.
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1. Einleitung

1.1 Endpunkte sexual-endokriner Wirkungen

Sexual-endokrine Wirkungen konnen sich auf verschiedenen organismischen
Systemebenen (aufsteigend die molekulare, die zellulare, organische, organismische
sowie die inter-organismische Ebene) manifestieren und unterschiedlich auspragen.
Ihre Auspragung kann populationsrelevante Lebensleistungen betreffen, wie etwa die
Geschlechtsentwicklung oder Reproduktionsleistungen wie quantitative und qualita-
tive Fekunditat und Fertilitat oder das Balzverhalten. Sowohl die Manifestationsebene
als auch das Zeitfenster der Manifestation ist nicht unbedingt identisch mit der Ebene
oder dem Zeitfenster, die sensitiv fur die Auslésung der Wirkung sind.

Neben den populationsrelevanten Endpunkten konnen weitere Endpunkte herange-
zogen werden, die unterschiedlich aussagekraftige Indikatoren sexual-endokriner
Wirkungen darstellen (Abb. 1).

Spezifische Indikatoren sexual-endokriner Wirkungen
Hormonsyntheseenzyme

Sekundare

i H
Geschlechts- Biomarker ormone

merkmale \
Balz-

Indikatorproteine

Gonaden-

verhalten histologische

Befunde

Befruchtungsrate
Eizahl

gonado-somatischer

Index

Mortalitat

Allgemeine Stressindikatoren

Abbildung 1: Einordnung der Wirkzusammenhéange und des Indikationswertes einzelner End-

punkte fur sexual-endokrine Wirkungen
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Der Indikationswert einer Wirkung, die sich an einem Endpunkt manifestiert, steigt
mit Abstand zum Einfluss anderer Stressoren. So ist ein hohes Verhaltnis von akuter
zu chronischer Wirkung (Acute-Chronic Ratio ACR) immer ein Hinweis auf eine
spezifische Wirkung. In besonderen Fallen kann selbst Mortalitat als umfassendster
Stressindikator auf eine spezifische Wirkung im homdostatischen Regulationssystem
hindeuten, wenn die ACR fiir die LC50 wie im Falle von EE2 den Wert von 10 000

ubersteigt.

1.2 Hintergrund und Ziel des Vorhabens

Bei der gesetzlichen Umweltrisikobewertung von Stoffen reichen Standardtest-
methoden nicht aus, um Stérungen des endokrinen Systems adaquat zu erfassen,
da weder die populationsrelevanten, noch die indikativen Endpunkte fur endokrine
Wirkungen erfasst werden. Die Entwicklung geeigneter Testmethoden bildet seit
einigen Jahren einen Schwerpunkt im OECD-Prufrichtlinienprogramm. Deutschland
beteiligt sich dabei u.a. an einem definitiven Langzeittest fur die Charakterisierung
adverser Effekte auf Reproduktion und Entwicklung von Fischen. In Einzelfallen
fordern die Zulassungsbehoérden jedoch bereits seit Jahren Lebenszyklus- oder
Generationen-Studien mit Fischen fir die Stoff- bzw. Risikobewertung, insbesondere
beim Vollzug des Pflanzenschutzgesetzes. Die Unsicherheit, mit der die Bewertung
dieser komplexen Studien beim derzeitigen Stand behaftet ist, soll durch eine
systematische Sammlung und Auswertung der bisher vorliegenden Anwendungs-
erfahrungen reduziert werden. Darlber hinaus sollen die Ergebnisse zu weiteren

Fortschritten in der Testmethodenentwicklung (FLCT) beitragen.

Entscheidend als Selektionskriterium fur die Auswahl der Fallbeispiele war die
Verflgbarkeit populationsrelevanter Toxizitatsdaten gekoppelt mit einem Verdachts-
potenzial auf sexual-endokrine Wirkungen. Vorhandene Studien wurden hinsichtlich
der Aussagekraft der erhobenen Parameter fur sexual-endokrine Wirkungen
uberpruft. Ausgangspunkt der Untersuchung waren Studien des Fraunhofer-IME mit
Substanzen unterschiedlicher sexual-endokriner Wirkmechanismen, die um
relevante Studien aus dem Datenbestand des UBA und Literaturdaten erganzt

wurden. Soweit die Datenlage dies erlaubte, waren fur die unterschiedlichen sexual-
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endokrinen Wirkmechanismen sowohl die Empfindlichkeit und Populationsrelevanz
von Endpunkten als auch die Empfindlichkeit verschiedener Testspezies zu
vergleichen. Vorgesehen war weiterhin ein Vergleich mit Daten zu denselben Stoffen

aus anderen verfugbaren Fischstudien.

Ziel war die Festlegung von Kriterien fir ein geeignetes Testverfahren zur definitiven

Prufung auf sexual-endokrine Wirkungen gegenuber Fischen.

1.3 Rahmenbedingungen des Vorhabens

1.3.1 Forschungsnehmer und Ablauf des Vorhabens

Das Forschungsvorhaben mit dem Forderkennzeichen 206 67 470 wurde an die
Auftragnehmer ECT Oekotoxikologie GmbH (Fl6rsheim) zur Organisation, das
Fraunhofer Institut fir Molekularbiologie und Angewandte Oekologie (Schmallen-
berg) zur wesentlichen Bearbeitung sowie die Abteilung Zoologie der Universitat in

Heidelberg zur Beratung vergeben.

1.3.2 Fachgesprach

Zur Prasentation der Ergebnisse des Vorhabens wurde am 21.Juni 2007 ein Fach-
gesprach am Umweltbundesamt in Dessau ausgerichtet. Eingeladen waren neben
Mitarbeitern des Umweltbundesamtes Vertreter der Industrie sowie Mitarbeiter aus
Forschungseinrichtungen. Nach Prasentation der Ergebnisse durch die Auftrag-
nehmer erfolgte eine Diskussion der vorgestellten Thesen.

Das Programm des Fachgespraches, eine Aufstellung der Thesen sowie ein Proto-

koll der Diskussion sind im Anhang 3 dieses Berichtes eingefugt.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Direkte Wirkmechanismen sexual-endokriner Wirkung

Um die Komplexitat sexual-endokriner Wirkung Ubersichtlich zu machen, wurde eine
Einteilung in wenige Gruppen vorgenommen. Hierzu wurden die Wirkungen zunachst
in Rezeptor-Interaktionen und Steroid(hormon)-Synthesehemmungen unterteilt. Die
erste Gruppe umfasst die Wirkungen, die mit einer Stimulierung oder Hemmung des
Ostrogen- bzw. des Androgen-Rezeptors einhergehen. Die zweite Gruppe beinhaltet
die durch Enzymhemmung hervorgerufene Beeintrachtigung der Synthese von
Testosteron, 11-keto-Testosteron und/oder 17-beta-Ostradiol.

Durch beide Gruppen von Wirkmechanismen kann ein dstrogenes, anti-dstrogenes
sowie ein androgenes oder anti-androgenes Erscheinungsbild entstehen, wobei auch
Mischformen zwischen den Gruppen madglich sind, deren Auspragung

unterschiedlich stark sein kann.

2.2 Endpunkte sexual-endokriner Wirkung

2.2.1 Endpunkte mit Populationsrelevanz

Bei der 6kotoxikologischen Risikobewertung von Stoffen reprasentiert die Population
das oberste Schutzziel. Im Mittelpunkt 6kotoxikologischer Fragestellungen stehen
daher die Wirkungen mit Relevanz fur die Population. Entwicklungsmoglichkeiten
einer Population werden vor allem durch stadienspezifische Uberlebensraten und die
intrinsische Reproduktionsrate von Populationen charakterisiert. Letztere wird
bestimmt durch die Generationsdauer, gemessen als Entwicklungsgeschwindigkeit
und Wachstum, die Anzahl reproduzierender Weibchen, gemessen als Geschlechter-
verhaltnis, und die Anzahl von Nachkommen, gemessen als Fekunditat (Eizahl) und

Fertilitat (Befruchtungsrate, teilweise nur erfasst in der Schlupfrate).
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2.2.2 Indikative Endpunkte

Neben den beschriebenen populationsrelevanten Kenngrélien gibt es Endpunkte mit
der Fahigkeit spezifische Wirkungen anzuzeigen und damit Hinweise auf den Wirk-
mechanismus zu geben.

Zu den Endpunkten mit Indikationsfunktion gehdren die Biomarker, die mit moleku-
larbiologischen und proteinbiochemischen Methoden untersucht werden kdnnen. Zu
ihnen gehort das Eidottervorlauferprotein Vitellogenin (VTG) sowie Sexualsteroide
wie das 17-beta-Ostradiol und das 11-keto-Testosteron.

Des Weiteren gibt es morphometrische Parameter wie Langenwachstum und Ge-
wichtszunahme. Aus ihnen lassen sich weitere Kenngréf3en berechnen, Verhaltnis-
zahlen und Indizes wie etwa der Gonado-somatische Index (GSl), der Korpergewicht
und Gonadengewicht in Beziehung setzt.

Die Histopathologie innerer Organe wie Gonaden und Leber kdnnen weitere wichtige
Informationen liefern und zur Interpretation von Wirkzusammenhangen herangezo-
gen werden.

Sekundare Geschlechtsmerkmale bilden einen wichtigen Indikator, der sexual-endo-
krine Wirkungen anhand aul3erer Merkmale anzeigen kann. Ebenso kdnnen Verhal-
tensmerkmale, etwa das Balz- oder Territorialverhalten, als Indikatoren dienen. Die
Starke der Auspragung oder die Beobachtbarkeit variiert jedoch stark je nach

verwendeter Fischart.
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2.3 Methodik zur Erfassung

2.3.1 Testverfahren

e AT

N 7
) HQL\ =X
P/FO Reproduktion
F1 P/FO Early Life Stages
roooTe » Juveniles Wachstum ____\
P/FO Reproduktion pa——d n
F2 F1 1 Early Life Stages =
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Two Full || Fish || Partial
Gene- Life || SDT || Life
ration Cycle Cycle

Abbildung 2: Ubersicht uiber die verschiedenen Testverfahren und Generationsbezeichnungen
bei chronischen Fischtests

Zwei-Generationen-Test / Full Life Cycle Test

Als das ultimative Testverfahren, welches alle wichtigen populationsrelevanten End-
punkte erfasst, gilt der Full Life Cycle Test (FLCT), was auch von der Endocrine Dis-
rupters Testing and Assessment Task Force (EDTA) so gesehen wird. Ein FLCT
beinhaltet alle relevanten Lebensstadien. Im Rahmen des OECD Test Guideline Pro-
gramms (OECD TGP) ist eine Validierung eines geeigneten Protokolls vorgesehen.
Neben den USA und Japan hat Deutschland die Federfiihrung dabei inne. Fur Fish
Life Cycle Studien liegen verschiedene Testdesigns als vorlaufige Prifprotokolle vor.
Diese unterscheiden sich im Umfang der erfassten Generationen, Lebensstadien und

-leistungen sowie den aufgenommenen Endpunkten. Obwohl der FLCT aufgrund
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seines hohen Informationsgehaltes sich als ultimativer Test fur die Endbewertung
von Chemikalien anbietet, konnte er sich wegen des hohen Aufwands bislang nicht
durchsetzen, da sich im Allgemeinen, d.h. bei unspezifischen Wirkmechanismen, der
kirzere Early Life Stage Test als ahnlich empfindlich erwies (McKim, 1977; Mount,
1980) , da er das im Allgemeinen empfindlichste Lebenstadium enthalt (Umstellung
der Ernahrung von Dottersack- auf Fremdernahrung). Flr das Problemfeld spezifi-
scher und insbesondere endokriner Wirkung von Umweltchemikalien stellt das Test-
verfahren jedoch die adaquate Testmethode dar, da nur in einem FLCT alle endokrin
modulierten Parameter wie Generationsdauer, Sexualentwicklung und Reproduktion
gleichzeitig erfasst werden. Als erweiteter FLCT kann der Zwei Generationen Test
noch weitere Informationen in Hinblick auf den maternalen Transfer von Wirkungen

liefern.

Partial Life Cycle Tests/Fish Sexual Development Test

Bei diesen Testverfahren wird das Protokoll des FLCT auf die Prafung bestimmter
Lebensabschnitte jenseits des Early Life Stage Tests (ELS) verkirzt. Es gibt unter-
schiedliche Ansatze, bei denen zumeist die Reproduktionsphase im Mittelpunkt einer
Studie steht.

Der Fish Sexual Development Test (FSDT), den die skandinavischen Staaten in den
Arbeitsplan des OECD TGP eingebracht haben, stellt einen erweiterten ELS dar, der
wie dieser den Schlupf und die friihen Lebensphasen der Fische beinhaltet. Er fuhrt
den ELS weiter bis zur Geschlechtsdifferenzierung der Fische. Dieser Lebensab-
schnitt gilt als sehr sensitiv fur die Belastung mit sexual-endokrin wirksamen
Substanzen, da in ihm auch durch vergleichsweise kurze Exposition eine nachhaltige

Veranderung von Populationsstrukturen ausgelost werden kann.

Fish Screening Assay

Zur Feststellung des sexual-endokrinen Wirkpotenzials chemischer Substanzen auf
aquatische Vertebraten wird zurzeit ein 21d Fish Screening Assay (FSA) validiert,
der voraussichtlich als Vorschlag fur eine OECD Test Guideline (TG) ins internatio-
nale Abstimmungsverfahren gehen wird. Die Zielsetzung dieses Testes ist die

sichere ldentifizierung einer sexual-endokrinen Wirkung in vivo anhand von
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indikativen Endpunkten (z. B. VTG), die nachfolgend mit Daten aus hoherstufigen
Tests bewertet werden sollen. Am Fraunhofer IME wurden zahlreiche FSA durch-
gefuhrt, die die genannten Wirkmechanismen berucksichtigten. Da einige Tests vor
der Einigung auf ein Testprotokoll fur die Validierung als OECD-Verfahren statt-
fanden, betrug die Versuchsdauer teilweise nur 14 Tage. Das Testdesign (Zahl der
Tiere, BeckengroRe, Laichschalen) und der Endpunkt VTG-Konzentration im Blut
waren identisch mit dem FSA. Zusatzlich wurden zumeist, wie auch bei der Durch-
fuhrung von FSAs im Rahmen der Validierung des OECD-Verfahrens, Eizahlen und
Befruchtungsraten ermittelt, sowie die Konzentration des aktiven mannlichen
Sexualhormons 11-keto-Testosteron im Blut untersucht. Die genannten 14- und 21-

Tage Tests werden im Folgenden als Kurzzeit-Tests zusammengefasst.

2.3.2 Verwendete Fischarten

Da die Durchflihrung von FLC Studien sehr kosten- und zeitaufwandig ist, missen
sich praktikable Testarten durch einfache Halterungsbedingungen und kurze Gene-
rationsdauer auszeichnen. Zudem sollten ausreichende Kenntnisse Uber ihre
Biologie und Erfahrung im Umgang mit der Testspezies vorhanden sein.

Zurzeit werden die drei Fischarten Dickkopfelritze (Pimephales promelas), Zebra-
barbling (Danio rerio) und der Japanische Reiskarpfling (Medaka, Oryzias latipes) am
haufigsten eingesetzt. Jede dieser Fischarten hat bezogen auf Halterung, Genera-
tionsdauer und Handhabung im FLCT ihre Vor- und Nachteile und unterliegt zudem
nationalen und internationalen Vorlieben. Die OECD ist bestrebt, Testprotokolle zu

erarbeiten und zu validieren, die fur alle genannten Fischarten anwendbar sind.

Neben den genannten Arten werden noch FLC Studien mit der Schafskopfelritze
(Cyprinodon variegatus), einem Brackwasserfisch fur die marine Riskobewertung in
den USA, durchgeflihrt. AuRerdem wird versucht, die OECD-Testprotokolle auch auf

den Stichling (Gasterosteus aculeatus) auszuweiten.
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Tabelle 1: Ubersicht der Fischarten zur Verwendung in Fischtests nach OECD
Zeit bis | Zeit bis zur Eizahl / Eizahl / | Terri-
Fischart Familie zum | Geschlechts- | (Weibchen | (Weibchen | tori-
Schlupf reife * Ereignis) | * Monat) | alitat
Cyprinodon Cyprino-
yp- yp. . 5-6 d 60d 15-30 400-800 (Ja)
variegatus donitidae
Danio rerio | Cyprinidae 3d 60-90d 20-80 500-1200 | Nein
Gasterosteus | Gasteroste-
. 7-12d 1 Jahr 100-400 100-400 Ja
aculeatus idae
Oryzias Adrian-
. _ . 10d 60-90 d 10-30 100-250 | Nein
latipes ichthyidae
Pimephales
Cyprinidae | 3-5d 120 d 50-250 400-1200 Ja
promelas

Informationen aus eigener Erfahrung, sowie aus ,Revised draft detailed review paper on fish

screening assays for endocrine disruption® Batelle, EPA contract No. 68-W-01-023

2.4 Verwendetes Datenmaterial

Fur die vorliegende Arbeit wurde Datenmaterial aus unterschiedlichen Quellen ver-

wendet. Es lagen umfangreiche Daten aus FLCT und Zwei-Generationen-Tests des

Fraunhofer IME vor. Die Datenbasis wurde durch Recherche in Literaturdatenbanken

erweitert.

SchlielYlich stellte das Umweltbundesamt weitere vertrauliche Studiendaten aus der

regulatorischen Stoffbewertung zur Verfugung.
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2.4.1 Daten aus Studien am Fraunhofer IME

In den letzten Jahren wurden am Fraunhofer IME zehn Zwei-Generationen-Studien
und FLCT unter der Berlcksichtigung der verschiedenen sexual-endokrinen Wirkme-
chanismen durchgefuhrt, sowie fur drei weitere, von Kooperationspartnern durchge-
fuhrte Studien VTG-Messungen vorgenommen. Zu allen genannten Wirkme-
chanismen liegen zudem Daten aus FSA vor. Alle Studien (auch die der Kooperati-
onspartner) wurden mit Zebrabarblingen aus der eigenen Zucht durchgefuhrt. Eine

Auflistung der Studien zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Ubersicht der durchgefiihrten Studien am Fraunhofer IME unter Beriicksichtigung

der verschiedenen Wirkmechanismen

Wirkmechanismus Durchgefiihrte Studien

1 Zwei-Generationen-Test
Ostrogen-Rezeptor-Agonist 4 FLCT
4 Kurzzeittests

. . 1 Zwei-Generationen-Test
Ostrogen-Rezeptor-Antagonist .
Rezeptor- 1 Kurzzeittest

Interaktionen . 1 Zwei-Generationen-Test
Androgen-Rezeptor-Agonist .
1 Kurzzeittest

1 Zwei-Generationen-Test
Androgen-Rezeptor- .
. 1 Kurzzeittest
Antagonist

2 Kurzzeittests;
Aromatase-Inhibitoren
Enzym- FLCT (Auftragsstudien)

Interaktionen Inhibitoren der Testosteron- 1 FLCT

Synthese 2 Kurzzeittests
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2.4.2 Daten aus Literatur

Um weitere Informationen insbesondere zu anderen Fischarten zu gewinnen, wurde
eine Auswertung von Literaturdaten vorgenommen. Die Zahl der verwendeten
Studien fur die einzelnen Wirkmechanismen fasst Tabelle 3 zusammen. In der
Literaturrecherche wurden nur Studien mit den drei eingangs vorgestellten

Fischarten berlcksichtigt. Auf die Studien wird im Folgenden einzeln eingegangen.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten FLCT und weiterer Studien aus der Literatur

Wirkmechanismus Vorliegende Studien
, 5FLCT
Ostrogen-Rezeptor Agonist
3 Partial LCT, FSDT
, 1 FLCT
Ostrogen-Rezeptor Antagonist
2 Partial LCT
Rezeptor-
_ 1 FLCT
Interaktionen Androgen-Rezeptor Agonist
1 FSDT
Androgen-Rezeptor
Keine Daten vorhanden
Antagonist
Aromatase-Inhibitoren 1 FSDT
Enzym-
) Inhibitoren der basalen
Interaktionen Keine Daten vorhanden
Steroid-Synthese
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2.4.3 Datenmaterial Umweltbundesamt

Der Datenbestand des Umweltbundesamtes enthalt Daten aus weiteren Full Life
Cycle Studien. Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die Studien auf Merk-
male, die Hinweise auf sexual-endokrine Wirkungen zeigten, untersucht. Da unter-
schiedliche Studien-Designs mit Langzeit-Belastung und einer Fulle von Wirkmustern
vorlagen, war eine Vorauswahl erforderlich. Ausgewahlt wurden zunachst Studien,
deren Expositionsdauer mehr als 100 Tage umfasste. Hinsichtlich des Wirkmecha-
nismus wurden solche Studien ausgeklammert, bei denen die getesteten Substanzen
durch einen klar akuten Wirkmechanismus charakterisiert waren, insbesondere
Interaktionen mit Nervenmembranen (AChE-Inhibitoren, Pyrethroide).

Die grofdte Gruppe der verbleibenden Stoffe waren die DMI-Fungizide, mit insgesamt
neun FFLC und Zwei-Generationen-Tests fur sieben Substanzen. Neben diesen
Studien wurden letztendlich noch 16 weitere chronische Fischstudien (FLCT, ELS,

JG, etc. — alle nicht spezifisch fir endokrine Wirkungen) herangezogen.

3 Ergebnisse

Im folgenden Teil wird zunachst die Auswertung der Studiendaten des Fraunhofer
IME mit einer Ergénzung aus den Literaturdaten dargestellt. Es werden die Empfind-
lichkeiten von populationsrelevanten und indikativen Endpunkten gegenubergestellit.
Fir die Wirkmechanismen mit guter Datenlage (Ostrogenrezeptor-Agonisten und
Aromatase-Hemmer) werden Ergebnisse aus Standardtest zum Vergleich der Sensi-
tivitaten herangezogen. Der erste Teil der Ergebnisse wird abgeschlossen mit einer
Einordnung der Studien-Daten des Umweltbundesamtes.

Es folgt eine Einordnung der Ergebnisse der FSA Studien am FH-IME im Hinblick auf
die Vorhersagefahigkeit von indikativen Endpunkten beziglich populationsrelevanter
Effekte.

Abschlieend wird aus der vorliegenden Datenlage ein Vorschlag fur eine gestufte
Teststrategie abgeleitet, die der Aufklarung und Quantifizierung des Effektpotenzials
von Chemikalien dient, fur die ein Anfangsverdacht auf sexual-endokrine Wirkungen

bei Fischen besteht. Dieser Anfangsverdacht kann beispielsweise aufgrund von
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Strukturbetrachtungen, toxikologischen Informationen oder empirischen Befunden
erhoben werden. Die Auswahlstrategie und Testmethodik flr die Abklarung des
Anfangsverdachts (,Eingangsstufe® in die Teststrategie fur endokrin wirksame

Substanzen) war nicht Gegenstand dieses Vorhabens.

3.1 Endpunktvergleich aus Full Life Cycle und Zwei-Generationen-
Tests

Untersuchungsgegenstand war die Empfindlichkeit der untersuchten Endpunkte
sexual-endokriner Wirkungen. Neben der Empfindlichkeit der populationsrelevanten
wurde insbesondere die der indikativen Endpunkte herausgearbeitet. Weitergehend
wurde die Sensitivitat der untersuchten Lebensstadien analysiert. Ziel war die Anord-
nung der empfindlichsten Endpunkte in Relation zu den untersuchten sexual-endo-
krinen Wirkmechanismen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Recherche in Anlehnung an die Gruppen-

einteilung der Wirkmechanismen dargestellt.

Die im Zwei-Generationen-Test bzw. FLCT erfassten Generationen werden wie folgt
bezeichnet (siehe Abbildung 2):

- Parental-Generation: FO oder P

- erste Filial-Generation: F1

- zweite Filial-Generation: F2.

Daraus ergibt sich, dass die FO im Zwei-Generationen-Test erst mit dem Beginn der
Reproduktion belastet wird, wahrend die Belastung der FO im FLCT mit den be-
fruchteten Eiern beginnt. Eine F2 gibt es somit im FLCT nicht.
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3.1.1 Ostrogen Rezeptor Agonist/Antagonisten

Die ersten beschriebenen sexual-endokrinen Wirkungen von Umweltchemikalien auf
Fische wurden auf Ostrogen-Rezeptor-Agonisten zurlickgefiihrt. Da die aufkommen-
den Forschungsprojekte zum Thema endokrine Wirkungen im Wesentlichen auf die
Ostrogen wirksamen Substanzen fokussiert waren, liegen zu diesen die umfang-

reichsten Datenmengen vor.

Diese Wirkklasse umfasst die Substanzen, die durch ihre chemische Struktur in der
Lage sind mit dem Ostrogenrezeptor zu interagieren. Rezeptoragonisten kénnen
dabei ihre in der Regel geringere Affinitat zum Zielrezeptor im Vergleich zu den
naturlich vorkommenden Hormonen durch hohe Konzentrationen ausgleichen. Daher

werden Liganden starker und schwacher dstrogener Potenz unterschieden.

Am Fraunhofer IME wurden Full Life Cycle Tests und Zwei-Generationen-Tests mit
starken und schwachen Ostrogenen am Zebrabarbling durchgefiihrt. Die untersuch-
ten Substanzen waren (mit abnehmendem 6strogenen Potential in Rezeptortests)
Ethinyléstradiol (EE2), als ein wichtiges kontrazeptives Ostrogen, p-tert Octylphenol
als Vertreter der Alkylphenole, Genistein als Phytohormon mit dstrogenem Potenzial

sowie Bisphenol A als wichtige Industriechemikalie.

Die nominalen Testkonzentrationen
- Ethinyléstradiol (EE2): 0.05, 0.3, 1.67, 3.0, 10 ng/L
- p-tert Oktylphenol (OP): 1.2, 3.2, 12, 38 ug/L
- Genistein (GEN): 0.48, 1.5, 4.9, 16 ug/L
- Bisphenol A (BPA): 94, 188, 375, 750, 1500 ug/L
wurden wie folgt analytisch bestatigt:
- Ethinylostradiol (EE2), Durchfluss, mittlere gemessene Konzentration:
0.06, 0.3, 1.1, 3.0, 10 ng/L
- p-tert Oktylphenol (OP), Durchfluss, mittlere gemessene Konzentration:
1.0, 2.8, 11, 35 pug/L
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- Genistein (GEN), semistatisch, Wasserwechsel 3 x wochentlich, mittlere
gemessene Konzentration: 0.45, 1.3, 4.2, 20 ug/L

- Bisphenol A (BPA), semistatisch, Wasserwechsel 3 x wochentlich, mittlere
initial gemessene Konzentration: Bestatigung der Nominalkonzentrationen;
mittlere gemessene Konzentration (geometrisches Mittel zwischen initial und
aged): 12, 24, 40, 86, 157 ug/L.

In den genannten Studien erwies sich die Befruchtungsrate als empfindlichster
populationsrelevanter Endpunkt (NOEC: EE2 0.3 ng/L"; OP 11 pg/L?% GEN 1.3 ug/L?;
BPAniia* 750 ug/L, 86 pg/L bezogen auf mittlere gemessene Konzentrationen). Die
Befruchtungsrate nahm bei allen vier Substanzen von 85-95 % innerhalb eines
kleinen Konzentrationsintervalls (Faktor 2-3) auf Werte deutlich unter 50 % ab.
(Lediglich bei Genistein war die Abnahme nicht so weit zu verfolgen, da die
entsprechende Konzentrationsstufe aufgrund eines anderen Wirkmechanismus
(Hemmung der Proteinkinasen) Effekte auf die Uberlebensrate der friihen
Lebensstadien hervorrief.) Diese Abnahme der Befruchtungsrate war neben einer
steilen Konzentrations-Wirkungsbeziehung auch durch eine hohe statistische
Scharfe gekennzeichnet, da die Befruchtungsrate der Kontrollgruppen einen
Varianzkoeffizienten von nur etwa 5% aufwies. Als weiterer ahnlich empfindlicher
Endpunkt erwies sich der Zeitpunkt der ersten Eiablage.

Weitere Endpunkte, die beim Zebrabarbling empfindlich reagierten, waren das juve-
nile Wachstum und die Eiproduktion. In der Studie mit Ethinyléstradiol wurde in der
hdchsten Konzentration beobachtet, dass die mannlichen Fische nicht zu balzen
begannen, da sie in ihrer Geschlechtsentwicklung ,arrestiert waren (Schaefers et al.,
2007; Segner et al., 2003). Nach Beendigung der Exposition entwickelten sie sich
innerhalb von zwei bis drei Monaten zu Mannchen mit normalem Aussehen und

Balzverhalten; die Befruchtungsrate betrug aber lediglich 4 %. Offenbar war wahrend

' EC50: 1,1 ng/L; EC10: 0,6 ng/L. Wegen des Abstands zwischen den Testkonzentrationen und der
Steilheit der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung ist die EC10 der NOEC vorzuziehen

2EC50: 28 Mg/L; EC10: 13,5 pg/L, was die NOEC bestéatigt

3 Wegen hoher ELS-Sterblichkeit in den héheren Konzentrationen kein ECx bestimmbar

* EC10: 390 Mg/L initial, 45 pug/L geometrisch gemittelt. Bei zwei Replikaten ist die EC10 verlasslicher
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der Exposition wahrend der Sexualentwicklung ein irreversibler Schaden gesetzt

worden.

In den Life Cycle Tests mit dem starken Ostrogen Ethinyléstradiol und dem schwa-
chen Ostrogen Bisphenol A wurde auch die VTG-Induktion in mannlichen Zebra-
barblingen durch Messungen von Blutplasmaproben bestimmt. In beiden Fallen war
dieser Endpunkt ebenso empfindlich wie der empfindlichste populationsrelevante
Endpunkt Befruchtungsrate.

Studien aus der Literatur

In einem Full Life Cycle Test mit Bisphenol A von (Sohoni et al., 2001)) mit Dickkopf-
elritze (Nominalkonzentrationen: 1, 16, 160, 640, 1280 ug/L) erwies sich die Schlupf-
rate als empfindlichster populationsrelevanter Endpunkt (NOEC: 160 ug/L).

Die histopathologische Untersuchung der Tiere zeigte Veranderung der Testis
bereits bei 16 ug/L (NOEC: 1 ug/L). Dieser Endpunkt erwies sich demnach sensitiver
als der empfindlichste populationsrelevante Endpunkt und die anderen indikativen
Parameter. Die Mannchen zeigten eine erhdhte VTG-Konzentration im Blut bei 160
Mg/L (NOEC: 16 pg/L) und eine Erhdhung des GSI bei 640 ug/L (NOEC: 160 ug/L).

In einer Studie von Lange et al. (2000) mit Dickkopfelritzen wurde Ethinylostradiol
getestet in den Nominalkonzentrationen 0.2, 1.0, 4.0, 16 und 64 ng/L. Am empfind-
lichsten reagierten die Endpunkte Geschlechterverhaltnis und das Wachstum der FO-
Generation sowie das juvenile Wachstum der F1-Generation (NOEC: je 1 ng/L). Die
Gonadenhistologie zeigte die gleiche Empfindlichkeit. Untersuchter Parameter war

das Auftreten von Ovotestis-Strukturen.

In den Studien von Sohoni et al. und Lange et al. wurde der Endpunkt Befruchtungs-
rate, der sich in den Zebrabarbling-Studien als sehr empfindlich erwies, nicht unter-
sucht, sondern war in der Schlupfrate der F1-Generation enthalten.

In einer weiteren Studie mit Dickkopfelritzen von (Parrott and Blunt, 2005) mit
Ethinylstradiol (0.32, 1.2, 3.5, 9.6, 23 ng/L) bildete die Befruchtungsrate den
Endpunkt mit der grof3ten Sensitivitat (NOEC: < 0.32 ng/L).
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Seki et al. (2005) fiihrten eine Full Life Cycle Studie mit 17-beta-Ostradiol unter Ver-
wendung des japanischen Reiskarpflings durch (Nominalkonzentrationen: 0.95, 3.05,
9.77, 31.3, 100 ng/L; gemessen im Mittel: 0.94, 2.86, 8.66, 27.9, 92.4 ng/L). Die
empfindlichsten populationsrelevanten Parameter waren Befruchtungsrate der FO-
Generation und das Wachstum der juvenilen Phase der F1-Generation (NOEC: je
2.86 ng/L). Die VTG-Induktion beim Mannchen erwies sich als gleich empfindlich
(NOEC: 2.86 ng/L).

Das Alkylphenol Nonylphenol bewirkte im FLCT mit Medaka (Yokota et al., 2001)
(Nominalkonzentrationen: 1.85, 5.56, 16.7, 50, 150 ug/L; gemessen im Mittel: 4.2,
8.2,17.7, 51.5, 183 ug/L) eine Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses der F1-
Generation in Richtung der weiblichen Tiere (NOEC: 8.2 ug/L). Bereits die Uberle-
bensrate (Zeitraum Tag 20-Tag 60 nach Schlupf) der Parental-Generation (FO)
reagierte empfindlich (NOEC: 8.2 ug/L). Bei den indikativen Endpunkten zeigte der
gonado-somatische Index bei den Weibchen der FO-Generation héhere Empfind-

lichkeit als die genannten populationsrelevanten Endpunkte (NOEC: 4.2 pg/L).

In einer weiteren Studie von Seki et al. (2003) mit dem Alkylphenol 4-tert Pentylphe-
nol (Nominalkonzentration: 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/L; gemessen im Mittel: 51.1,
100, 224, 402, 931 ug/L) wurde bei Medaka die hochste Empfindlichkeit beim
Geschlechterverhaltnis und der Befruchtungsrate der Parental-Generation (FO) sowie
Langenwachstum der F1-Generation beobachtet (NOEC: 100 ug/L). Der indikative
Endpunkt VTG-Induktion beim Mannchen der FO-Generation zeigte eine hohere
Empfindlichkeit (NOEC <51.1 ug/L).

Vergleich mit Ergebnissen aus Standardtests

Da es sich bei den untersuchen Substanzen um Industriechemikalien und Arznei-
mittel handelt, die ganz Gberwiegend im Rahmen von Forschungsprojekten unter-
sucht wurden, gibt es kaum regulatorische und qualitatsgesicherte Standardtest, die
zum Vergleich herangezogen werden konnen, Allerdings konnen aus den zugangli-
chen Datensatzen Ergebnisse gewonnen werden, die denen von Standardtest-
verfahren entsprechen. Dazu mussen die Erhebung der Endpunkte und dass

Expositionsfenster Gbereinstimmen. So kann die Anfangsphase der FO-Generation
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aus einem mit befruchteten Eiern beginnenden FLCT 1:1 mit einem Early Life Stage
Test verglichen werden. Demgegenuber ist ein Juveniler Wachstumstest nicht mit
einer FLCT-Phase gleichzusetzen, da die Fische im FLCT schon seit der Eiphase
exponiert waren und sich deshalb mdglicherweise Wirkungen manifestieren, die
schon vor Beginn der juvenilen Wachstumsphase angelegt wurden.

Fir die frihen Lebensstadien (FO-Generation) aus den eigenen FLCTs mit dem
Zebrabarbling konnten bei EE2, BPA und Octylphenol keine Effekte auf die Schlupf-
und Uberlebensrate oder auf das Wachstum detektiert werden. Die letalen Effekte
von Genistein in den hohen Testkonzentrationen sind auf einen anderen beschriebe-
nen Wirkmechanismus zurlckzufiuhren (Hemmung der Proteinkinasen fuhrte zum
Tod der Embryonen bei Beginn der Spontanbewegungen im Ei und beim Schlupf).

In drei der vier Studien war demgegenuber das Wachstum der juvenilen Tiere signifi-
kant reduziert. Dieser Endpunkt zeigte die gleiche Empfindlichkeit wie die Befruch-

tungsrate, wird aber nur im FSDT nach vergleichbarer Exposition bestimmt.

In der EE2-Studie von Lange et al. mit der Dickkopfelritze wurde eine signifikante
Reduktion des Langenwachstums der 28 Tage alten Tiere der FO-Generation festge-
stellt. Aber auch in dieser Art stellt das juvenile Wachstum (neben der Verschiebung
des Geschlechterverhaltnisses) den empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkt

dar.

In den Medaka-FLCT wurden die ELS-Phasen in Bezug auf den Parameter Wachs-
tum nicht explizit ausgewertet. Die Schlupfraten zeigten nach Belastung mit 17 beta-
Ostradiol und Pentylphenol keine Veranderung zu den Kontrollgruppen. Lediglich
Nonylphenol reduzierte die Schlupf- und Uberlebensrate signifikant (NOEC: je 51.5
Mg/L). Dieser Endpunkt war im FLCT unempfindlicher als die empfindlichsten popula-
tionsrelevanten Endpunkte.

Vergleich der Fischspezies beziiglich OR-Agonisten

Im Vergleich von Testergebnissen mit verschiedenen Fischarten zeigte sich, dass bei
dem starken Ostrogen Ethinyléstradiol sehr &hnliche Schwellenkonzentrationen von
Wirkungen erzielt wurden (Tabelle 4). Dies qilt fur den Biomarker VTG-Induktion in

Mannchen ebenso wie flr die populationsrelevanten Endpunkte Befruchtungsrate
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und Geschlechterverhaltnis. Es kann also davon ausgegangen werden, dass in
Fischarten verschiedener Familien (Salmonidae, Cyprinidae, Oryziatidae) die
Aufnahme- und Verteilungsprozesse zu ahnlichen Konzentrationsverhaltnissen am
primaren Wirkort, dem Ostrogenrezeptor, fiihren. Die Auspragung der Folgewir-
kungen auf populationsrelevante Endpunkte mag dann unterschiedlich sein, ist aber

nicht in allen Fischarten vergleichbar untersucht worden.

Tabelle 4 Wirkungen des starken Ostrogens Ethinyldstradiol bei verschiedenen Testspezies

Endpunkt Fischart LOEC NOEC | EC50 EC10
VTG in Zebrabarbling 1 ng/L

Mannchen Dickkopfelritze ® | 1 ng/L

(Wirkindikator, Regenbogen- 0.3 -1 ng/L

Kurzzeittests) forelle ©

Befruchtungsrate | Zebrabarbling ? 1ng/L | 0.6 ng/L
(Life Cycle Test) | Dickkopfelritze @ 1ng/L | 0.3ng/L
Geschlechter- Dickkopfelritze ® | 4 ng/L 1 ng/L

verhaltnis Medaka " 10 ng/L 1 ng/L

(Life Cycle Test)

a) Wenzel und Schéafers 2001, b) Pawlowski et al. 2004, c) (Sheahan et al., 1994), d) Parrott et al.
2005, e) Lange et al. 2001, f) (Scholz and Gutzeit, 2000)

Die Reduktion der Befruchtungsrate als statistisch scharfer und besonders popula-
tionsrelevanter Endpunkt (Young et al. 2002) wurde in allen verwendeten Fischarten
direkt oder indirekt (Uber die Schlupfrate der F1-Generation) nachgewiesen und
zeigte mit einer Ausnahme® unter den untersuchten populationsrelevanten Endpunk-
ten die grofdte Empfindlichkeit.

Bei Dickkopfelritze und Medaka zeigte zudem der Endpunkt Geschlechterverhaltnis

eine hohe Sensitivitat. Beim Zebrabarbling fihrten die dstrogen wirksamen Substan-

® Yokota et al., 2001, Nonylphenol und Medaka: Geschlechterverhaltnis und die Uberlebensrate der

juvenilen Entwicklungsphase
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zen zu einer Verzogerung des Zeitpunktes der ersten Eiablage. Dieser Endpunkt ist
nicht in allen Tests beschrieben und deshalb flir Medaka und Dickkopfelritze weniger
gut belegt. Bei allen drei Fischarten wurde eine Verzogerung des Wachstums der
juvenilen Tiere beobachtet. Die populationsrelevanten Endpunkte Befruchtungsrate
und Geschlechterverhaltnis/Entwicklungsdauer, sowie das daran gekoppelte
Wachstum liegen eng beieinander; die NOECs unterscheiden sich hochstens um
eine Konzentrationsstufe. Das Expositionsfenster eines Early Life Stage Tests war
bei den untersuchten Fischarten nicht in der Lage, das Wachstum ahnlich
empfindlich zu beeintrachtigen, wie es etwa bei der Exposition einschlie3lich der
Juvenil- (und Sexual-) Entwicklung ist. Der Unterschied bei der NOEC kann bei den
kleinen Fischarten Medaka und Zebrabarbling mehr als eine Gré3enordnung
betragen. Bei groReren Fischen, z.B. der Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss
erfasst die Testdauer im ELS ein absolut deutlich gréf3eres Wachstum; damit kdnnte
der Endpunkt im Nachweis von Wirkungen empfindlicher reagieren.

Der Wirkindikator VTG-Induktion zeigte insbesondere bei Zebrabarbling und Medaka
die gleiche Empfindlichkeit wie die empfindlichsten populationsrelevanten
Endpunkte. Bei der Dickkopfelritze erwiesen sich histopathologische Befunde der
Gonaden als besonders sensitiv.

Somit ist ein Early Life Stage Test mit Ostrogenrezeptor-Agonisten deutlich unemp-
findlicher als ein FLCT, wahrend ein FSDT vergleichbare Empfindlichkeit aufweisen
musste, auch wenn der empfindlichste und scharfste populationsrelevante Endpunkt

(Befruchtungsrate) nicht abgebildet ist.

Zusammenfassung OR-Agonisten

Fir den Wirkmechanismus OR-Agonist zeigte sich, dass in allen Fischarten die Be-
fruchtungsrate den relevanten und empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkt
stellt. Fir Medaka und Dickkopfelritze ist das Geschlechterverhaltnis, fur den Zebra-
barbling die Entwicklungszeit im mannlichen Geschlecht ebenso empfindlich oder nur
leicht unempfindlicher. Ahnliches gilt fiir das juvenile Wachstum und den Zeitpunkt
der ersten Eiablage.

Der indikative Endpunkt VTG zeigt korrespondierende Empfindlichkeiten, wobei VTG

in beiden Geschlechtern zunimmt. Damit geben sowohl der populationsrelevante
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Endpunkt Befruchtungsrate als auch der indikative Endpunkt VTG-Induktion einen

Hinweis auf den Wirkmechanismus.

3.1.2 Ostrogenrezeptor-Antagonist

Am Fraunhofer IME wurde in einem Zwei-Generationen-Test mit dem Zebrabarbling
Tamoxifen-Citrat als Testsubstanz eingesetzt in den Nominalkonzentrationen 0.16,
0.5, 1.6, 5.0 und 16 pg/L. Tamoxifen ist ein Anti-Ostrogen, das in der endokrinen
Therapie von Brustkrebs eingesetzt wird. Die Befruchtungsrate erwies sich als der
sensitivste Endpunkt mit Populationsrelevanz. Die NOEC lag bei 1.6 pg/L und damit
unter dem Wert von Eiproduktion und Uberlebensrate der F1-Generation (NOEC je
5.0 yg/L). Die Reduktion der VTG-Konzentration in Weibchen der FO-Generation
erwies sich als gleich empfindlich wie die Befruchtungsrate (NOEC, 1.6 ug/L). Neben
dem Eidottervorlauferprotein wurde das Sexualsteroid 11-keto-Testosteron im
Blutplasma gemessen. Mit einer signifikanten Abnahme bei 13.5 ug/L war dieser

Endpunkt um eine Konzentrationsstufe unempfindlicher als die VTG-Konzentration.

In einem Partial Life Cycle Test mit Tamoxifen (nominal: 3.2; 10; 32; 100; 320 ug/L)
beobachteten van der Veen et al. (2007) bei Zebrabarblingen die Schlupfrate und
das Wachstum der F1- Generation als empfindlichste Endpunkte mit Populations-
relevanz (NOEC: <32 pg/L). Die histologische Untersuchung der Gonaden zeigte
eine Zunahme der Leydig- Zellzahl. Dieser Endpunkt war um einen Faktor unemp-

findlicher als die oben genannten Endpunkte (NOEC: 32 ug/L).

In einer Partial Life Cycle Studie mit Tamoxifen Citrat (nominal: 0.18, 0.56, 1.8, 5.6,
18 ug/L; gemessen im Mittel: 0.11, 0.41, 1.65, 5.97, 18.2 pg/L) sowie einem FLCT
(nominal: 0.01, 0.08, 0.64, 5.12 pg/L; gemessen: 0.01, 0.07, 0.61, 4.08 pg/L) von
Williams et al. (2007) erwiesen sich Dickkopfelritzen am empfindlichsten in der juve-
nilen Wachstumsphase der F1-Generation im PLC (NOEC: 1.65 ug/L). Die VTG-
Reduktion war um zwei Konzentrationsstufen empfindlicher (NOEC: 0.11 ug/L). In
beiden Studien wurden Befruchtungsrate und Geschlechterverhaltnis nicht

untersucht.
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Zusammenfassung OR-Antagonisten

Fir den Wirkmechanismus Ostrogenrezeptor-Antagonist lag Datenmaterial aus
einem Zwei Generationen Test, einem FLCT und zwei PLC-Studien zur Bewertung
der Endpunkte vor, das ausschlieRRlich mit Tamoxifen und Tamoxifen-Citrat
gewonnen wurde. Fur den japanischen Reiskarpfling war keine Studie vorhanden.
Da alle Studien unterschiedliche Endpunktmuster untersuchten, ist es schwierig, ein
einheitliches Bild zu erhalten. Bei den indikativen Endpunkten zeigte VTG die
hochste Empfindlichkeit, bei den populationsrelevanten Endpunkten war die
Befruchtungsrate am empfindlichsten (entsprach VTG), wenn sie gemessen wurde.
Das juvenile Wachstum reagierte um zwei Konzentrationsstufen unempfindlicher als
VTG.

3.1.3 Androgenrezeptor-Agonisten

Als reprasentativer Stoff fur den Wirkmechanismus Androgen-Rezeptor-Agonist
wurde Trenbolon eingesetzt, ein anaboles Steroid, das vor allem in den USA zur
Steigerung der Mastleistung von Farsen und Ochsen eingesetzt wird. Die Substanz
wurde in einem Zwei-Generationen-Test mit dem Zebrabarbling in den Nominal-Kon-
zentrationen 1; 3; 10; 30; 90 ng/L getestet (Boettcher et al., 2007). Bei einer Kon-
zentration von 3 ng/L wurde eine Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses in
Richtung der Mannchen beobachtet (NOEC: 1ng/L). Bei 30 ng /L Trenbolon hatten
sich alle Tiere der F1 zu Mannchen entwickelt. Bei den indikativen Endpunkten re-
agierte VTG in beiden Geschlechtern nicht in dem getesteten Konzentrationsbereich.
Eine histopathologische Analyse von Eireife-Stadien zeigte eine Debris der Eizellen
bereits bei 1 ng/L an. Eine NOEC konnte fur diesen Endpunkt nicht bestimmt werden
(NOEC: <1 ng/L).

In einem Fish Screening Assay, der am Fraunhofer IME durchgeflihrt wurde, wurde
VTG bei weiblichen Zebrabarblingen erst ab einer Konzentration von nominal

270 ng/L signifikant reduziert.

Ein Fish Sexual Development Test mit Trenbolon (nominal: 5, 50, 500, 5000 ng/L;
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gemessen im Mittel: <5, 9.7, 23, 193, 2779 ng/L) von Holbech et al. (2007) zeigte
ebenfalls eine Verschiebung der Geschlechter hin zu einer kompletten Mannchen-
gruppe (NOEC: <5 ng/L).

Auch hier wurde eine deutliche Unempfindlichkeit der VTG-Antwort festgestellt. Das
Protein wurde erst bei einer Konzentration von Trenbolon von 193 ng/l signifikant
reduziert. Offenbar interagiert die Aktivierung des Androgenrezeptors im physiologi-
schen Konzentrationsbereich nicht signifikant mit der Bildung von 17-beta Ostradiol.
Bei hohen Trenbolon-Konzentrationen kann eine negative Riuckkopplung mit der
Steroid-Synthese zum Testosteron angenommen werden, wodurch sich auch die 17-

beta-Ostradiol- und damit die VTG-Konzentration vermindert.

FUr Methyltestosteron, ein weiteres Androgen, konnte in einem Full Life Cycle Test
(Nominal Konzentrationen: 0.31, 0.98, 3.13, 10, 32 ng/L; gemessen im Mittel: 0.35,
1.09, 3.29, 9.98, 27.75 ng/L) mit Medaka (Seki et al., 2004) ebenfalls eine komplette
Vermannlichung der belasteten Fischgruppen beobachtet werden (NOEC: 9.98
ng/L). VTG wurde bei den Mannchen der nachst niedrigeren Konzentrationsstufe
induziert (NOEC: 3.29 ng/L), bei den Weibchen in allen Konzentrationen reduziert
und war damit empfindlicher als der populationsrelevante Endpunkt. Das wider-
spruchliche Ergebnisbild (Induktion von VTG in Mannchen) kann wahrscheinlich
darauf zuruckgefuhrt werden, dass das Geschlechterverhaltnis aufgrund auferlicher
Geschlechtsmerkmale bestimmt wurde. Bei 9.98 ng/L war zwar keine statistisch
signifikante Verschiebung mehr zu beobachten. Allerdings wiesen einige Tiere mit
mannlichen Geschlechtsmerkmalen Ovarien auf. So kann vermutet werden, dass es
sich bei diesen Tieren um Weibchen handelte, die unvollstdandige Umwandlungen
zum mannlichen Geschlecht zeigten, als Mannchen eingeordnet wurden, aber im
Vergleich zu Kontrollmannchen héhere VTG-Gehalte aufwiesen. Das Beispiel macht
deutlich, dass Kriterien fur die Klassifizierung von Geschlechtern und damit
Geschlechterverhaltnissen festgelegt werden mussen. Dass Methyltestosteron, eine
aktive Form des Testosteron in Saugern, auf Fische in hohen Konzentrationen oder
nach langer Exposition auch verweiblichend wirken kann (Fenske und Segner 2004)
und damit noch andere sexual-endokrine Wirkmechanismen bedient, macht die

Interpretation nicht einfacher.
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Zusammenfassung AR-Agonisten

Far den Wirkmechanismus AR-Agonist zeigte sich, dass das Geschlechterverhaltnis
den relevanten und empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkt stellt.
Herauszustellen ist, dass anders als bei den anderen beschriebenen Mechanismen,
wo die molekularen Biomarker korrespondierende Empfindlichkeiten zeigten, dies flr
die AR-Agonisten nicht durchgangig bestatigt werden kann. Die Empfindlichkeiten
zwischen den untersuchten populationsrelevanten und indikativen Parametern liegen
bis zu zwei GroRenordnungen auseinander. Somit sind sowohl das im FSA unter-
suchte VTG als auch das im IME zusatzlich einbezogene 11-keto-Testosteron als
Biomarker ungeeignet, um eine Wirkung im Bereich populationsrelevanter Effekt-
konzentrationen sicher festzustellen. Bei einem zu engen Bereich niedriger Testkon-
zentrationen droht also ein falsch negatives Ergebnis, was die Nutzung von Ergeb-
nissen aus FSAs als Trigger fur eine weitere Teststufe bei diesem Wirkmechanismus
in Frage stellt. Daher besteht Bedarf fur die Identifikation eines AR-spezifischen Bio-
markers, der vergleichbar aussagekraftig ist wie VTG fur ER-Interaktionen.

Fir Medaka erwiesen sich im vorliegenden Beispiel sekundare Geschlechtsmerk-
male im Life Cycle Test als etwas (aber nicht statistisch signifikant) empfindlicher als
das Geschlechterverhaltnis; allerdings war VTG hier sogar noch empfindlicher. Die
ebenfalls Uber klare sekundare Geschlechtsmerkmale verfugende Dickkopfelritze
konnte aufgrund der Unterdrickung mannlicher Geschlechtsmerkmale schwacher
Mannchen durch wenige dominante Mannchen Schwierigkeiten bereiten.

Ob die unterschiedliche relative Empfindlichkeit der weiblichen VTG-Antwort in den
vorliegenden Studien in der Unterschiedlichkeit der Substanz oder der Fischart be-
grundet ist, kann aufgrund der durftigen Datenlage zu diesem Mechanismus nicht

geklart werden.

3.1.4 Androgenrezeptor-Antagonisten

FiUr die Androgenrezeptor-Antagonisten reprasentierte Flutamid die Kandidat-
substanz in einem Zwei Generationen Test am Fraunhofer IME. Diese Substanz wird

in der Therapie von Prostata-Karzinomen eingesetzt. Die Substanz wurde in den
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Nominalkonzentrationen 35.7, 82.2, 189, 435 und 1000 ug/L am Zebrabarbling ge-
testet.

Insbesondere die Eiproduktion der parentalen (FO)-Generation reagierte empfindlich
(NOEC: 189 ug/L). Die Befruchtungsrate sowie das Wachstum der F1-Generation
reagierten weniger empfindlich auf die Belastung (NOEC: 435 ug/L). Fur diesen
Wirkmechanismus stellte das Sexualsteroid 11-keto-Testosteron den empfindlichen
Biomarker im FSA dar. Im Zwei Generationen Test konnte eine Zunahme des Ge-
schlechtshormons im Blutplasma der mannlichen Zebrabarblinge der F1-Generation
bei nominal 1000 pg/L detektiert werden (NOEC: 435 ug/L). Bei den Weibchen wurde
ebenfalls bei 1000 pg/L eine Abnahme des VTG-Gehaltes beobachtet. Als wichtigste
mechanistische Erklarung fur die beobachteten Wirkungen wird eine Ruckkopplungs-
reaktion vermutet: Die Blockade des Androgenrezeptors fuhrt zu einem Defizit in den
vom AR bedienten Effektwegen, was durch eine Anregung der 11-keto-Testosteron-
produktion zu kompensieren versucht wird. Diese Erhohung kann u. a. dadurch
geschehen, dass die Aromatase heruntergeregelt wird, um mehr Testosteron zu 11-
keto-Testosteron umzubauen. Dadurch wird weniger 17-beta-Ostradiol produziert,

was die VTG-Produktion einschrankt.

3.1.5 Aromatase-Hemmer

Die Aromatase katalysiert die Bildung des weiblichen Sexualhormons 17-beta-Ostra-
diol aus Testosteron. Die Inhibition dieses Enzyms flhrt zu einer Verschiebung des
Verhaltnisses der aktiven Formen der mannlichen und weiblichen Geschlechtshor-
mone und zu einer Vermannlichung. Diese Art der Steroidsynthese-Hemmung ist
sehr spezifisch und muss daher von Hemmwirkungen auf die basaleren Schritte der
Steroidsynthese unterschieden werden. Letztere sind haufig Ausdruck beginnender

systemischer Toxizitat und/oder Interaktionen mit dem Corticosteroid-Stoffwechsel.

Ein Fish Sexual Development Test mit Prochloraz (Kinnberg et al., 2007) wies beim
Zebrabarbling das Geschlechterverhaltnis als sensitivsten populationsrelevanten
Endpunkt aus. Bei 202 pg/L wurde eine Verschiebung hin zu einer kompletten Mann-
chen-Gruppe beobachtet (NOEC: 64 ug/L).
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Eine Zunahme der VTG-Konzentration bei den mannlichen Tieren wurde bereits bei
16 und 64 ug/L Prochloraz beobachtet und war damit deutlich empfindlicher
(NOEC: <16ug/L). Die Belastung mit 202 ug/L Prochloraz resultierte dagegen in ei-
ner Abnahme des VTG bei mannlichen und weiblichen Tieren. Fur dieses Wirkprofil
bieten sich verschiedene Erklarungsmdglichkeiten an: Zum einen wirkt Prochloraz
als Demethylase-Hemmer auch auf andere Enzyme der Steroidogenese. Eine emp-
findlichere Hemmung der 11-kT-Bildung konnte zunachst zur erhohten Bildung von
17-beta-Ostradiol in Mannchen fiihren, bis bei héheren Konzentrationen auch die
Aromatase gehemmt und VTG in beiden Geschlechtern reduziert wirde. Zum ande-
ren ist die Aromatase ein in hohem Malde bedarfsreguliertes Enzym, welches in
Ruckkopplungsmechanismen eingebunden ist. Wahrend begrenzte Einflisse von
Aromatasehemmern zu Kompensationsreaktionen (Aromatase-Bildung) fuhren, die
auch Uberschieften kénnen, ist die Kompensationskraft bei hdheren Konzentrationen
wirkungslos. Allerdings ist eine Kompensation im mannlichen Geschlecht nicht zu

erwarten.

Eine Studie mit Fadrozol (Fenske and Segner, 2004) zeigte in Bezug auf popula-
tionsrelevante Effekte korrespondierende Ergebnisse. Zebrabarblinge wurden mit
500 pg Fadrozol/g Futter uber 71 Tage belastet und weitere 161 Tage unter Kon-
trollbedingungen gehalten. Auch hier konnte eine Verschiebung des Geschlechter-

verhaltnisses in Richtung der Mannchen detektiert werden.

Fadrozol ist ein Arzneimittelwirkstoff, der als Aromatase-Hemmer entwickelt wurde.
Er ist deshalb sehr spezifisch. Prochloraz ist ein DMI-Fungizid, welches neben der
Aromatase-Hemmung weitere Wirkmechanismen bedient. Der Zusammenhang
zwischen DMI-Fungiziden und Aromatase-Hemmung wird in den Kapiteln 3.2.2 und
3.3 naher beleuchtet, da er fur die Regulationssituation nach Pflanzenschutzgesetz
von besonderer Bedeutung ist (Schaefers, 2007). Eine Zusammenfassung der

Ergebnisse zu Aromatase-Hemmern findet sich deshalb in Kapitel 3.2.2.
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3.1.6 Inhibitor der Testosteron-Synthese (basale Steroidsynthese)

In drei FLCT Studien mit Atrazin mit Zebrabarbling, die an unterschiedlichen Prifin-
stitutionen durchgefuhrt wurden (Nagel et al. 2004), wurde konsistent eine signifi-
kante Reduktion der Eiproduktion gezeigt, verbunden mit einer verminderten VTG-
Konzentration im Blutplasma der Weibchen. Da der Konzentrationsbereich dieser
Wirkungen im Bereich der letalen Toxizitat fur die empfindlichen Lebensstadien liegt
ist von einer allgemeinen und wenig spezifischen Inhibition der Steroidsynthese aus-
zugehen, die unter anderem zu einer Reduktion des Testosteron-Levels und damit
beider aktiver Sexualhormone (11-kT und E2) sowie des VTG-Spiegels fuhrt. Ob bei
einer solchen systemischen Wirkung noch von primar endokrinen Wirkungen
gesprochen werden kann, bleibt offen. Wenn man auf die direkten primar sexual-
endokrinen Wirkungen fokussiert, sollten nur spezifische Interaktionen mit dem
Androgen- oder Ostrogenrezeptor sowie mit den Bildungsenzymen der aktiven
Endformen der Sexualhormone 11-keto-Testosteron oder 17-beta-Ostradiol

einbezogen werden.
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3.2 Einordnung der Daten des Umweltbundesamtes

Das Umweltbundesamt besitzt Datenmaterial aus FLC-Studien, welches in Anmel-
dungs- und Zulassungsverfahren genutzt wurde und wird. Dabei handelt es sich
zumeist um GLP-Studien mit Pflanzenschutzmitteln oder Allgemeinchemikalien. Vor
einer Analyse der Daten wurden die verwertbaren Studien durch Ausschlusskriterien
weiter eingegrenzt. Alle Studien, bei denen Wirkungen auf und Interaktionen mit Ner-
venmembranen von Zielorganismen durch die Testsubstanz hervorgerufen wurden,
insbesondere Acetylcholinesterase-Hemmer und Pyrethroide, wurden nicht bertck-
sichtigt, da hier in der Regel akute Wirkmechanismen vorlagen. Unter den verblei-
benden 25 Studien befanden sich neun Studien mit DMI-Fungiziden, die dem Wirk-
mechanismus der Aromatase-Hemmung zugeordnet und gesondert ausgewertet
wurden (s. 3.2.2).

3.2.1 Datensatz FLCT, Wirkmechanismus unklar

Bei den verbliebenen 16 Studien mit unklarem endokrinen Wirkpotenzial wurde
anhand der Acute Chronic Ratio (ACR, Quotient aus der LCsy nach 96h und NOEC
des empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkts) versucht, Hinweise auf eine
evil. vorliegende relevante sexual-endokrine Wirkung zu erhalten. Als Ausschluss-
kriterium wurde eine ACR<10 gewahlt. Bei zehn der ausgewahlten Studien lag die
ACR unter diesem Schwellenwert.

Bei zwei der verbliebenen sechs Studien wurden die verwendeten Tiere mit Hormo-
nen zur Steigerung der Eiproduktion vorbehandelt. Da die potentiell endokrine
Wirkung der getesteten Substanz Untersuchungsgegenstand war, wurde die
hormonelle Vorbehandlung als zu gravierend eingeschatzt, und die Studien von einer
weiteren Bewertung ausgeschlossen. Das gleiche galt fur eine Studie, in der
wahrend des Testzeitraumes eine medikamentose Behandlung gegen Parasiten
vorgenommen wurde.

Letztendlich verblieben 3 Studien der Datenbank, die anhand des vorgestellten
Schemas von sexual-endokrinen Wirkmechanismen eingeordnet werden sollten.

Gemeinsam haben diese meist alteren Studien, dass indikative Biomarker wie VTG
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nicht bestimmt wurden. Bei zwei der untersuchten Testsubstanzen bildete die
Wachstumsrate der FO- Generation den sensitivsten populationsrelevanten End-
punkt, die Reproduktion wurde im getesteten Konzentrationsbereich nicht beein-
flusst. Da das Wachstum einen Endpunkt darstellt, der durch viele Wirkmechanismen
beeintrachtigt werden kann, ist die Zuordnung zu einem spezifischen Wirkmecha-
nismus nicht moglich. Die dritte bewertete Studie zeigte einen Einfluss der Testsub-
stanz auf die Reproduktion (Eizahl), was durch eine Verzogerung oder Einstellung
der Balz (OR-Agonist, AR-Antagonist), aber auch eine Reduktion der Weibchen
(Aromatase-Hemmer) oder, am wahrscheinlichsten, durch systemische Toxizitat her-
vorgerufen worden sein kann.

Weil bei allen Studien Wirkindikatoren und insbesondere molekulare Biomarker nicht
untersucht wurden, fehlt wichtige erganzende Information. Eine Einordnung in das
vorliegende Wirkmechanismus-Schema anhand der untersuchten sensitivsten End-
punkte ist daher nicht moglich. Das zeigt die interpretatorische Bedeutung von Wirk-
indikatoren in FLCTs. Wurden die Wirkindikatoren unempfindlich, hingegen Wachs-
tums- oder Reproduktionsendpunkte dennoch empfindlich reagieren, ware klar, dass

der Wirkmechanismus ein chronisch toxischer ist, der nicht direkt sexual-endokrin ist.

3.2.2 Datensatz DMI Fungizide

Pflanzenschutzmittelwirkstoffe aus der Gruppe der DMI-Fungizide weisen aufgrund
ihres beabsichtigten Wirkmechanismus (Hemmung der Ergosterol-Biosynthese in
Zielpilzen) das Potenzial zur endokrinen Disruption auf, da das gehemmte Zielenzym
ein Cytochrom P-450 Enzym ist, das eine hohe Strukturanalogie unter anderem zur
Aromatase aufweist. Die Aromatase ist ein zentrales Enzym der Steroid-Biosynthese
von Wirbeltieren und Mollusken, welches Testosteron in 17-beta Ostradiol umwan-
delt und damit eine entscheidende Rolle bei der Geschlechtsbestimmung und der
Auspragung spezifisch weiblicher physiologischer Leistungen hat. Der Verdacht von
Auswirkungen dieser Fungizide auf das endokrine System von Wirbeltieren wurde fur
mehrere Vertreter der Stoffgruppe anhand von Langzeitstudien an Saugern und
Fischen bestatigt.

Aufgrund von Strukturahnlichkeiten kénnen DMI-Fungizide die Hemmung weiterer

Cytochrom P-Enzyme des Steroid-Stoffwechsels hervorrufen, was eine Eingrenzung
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des Wirkmechanismus erschwert. Es gestaltet sich schwierig, die Datenlage Uber
mogliche Mechanismen zu prazisieren, da der Groldteil der Daten Bestandteil von
vertraulichen Industrie-Studien ist. Hinzu kommt, dass in den vorliegenden Studien
oftmals die relevanten Endpunkte nicht erfasst wurden. So ist nur indirekt zu er-
schliel3en, ob die Aromatase Hemmung tatsachlich den dominanten Wirkmechanis-
mus darstellt. In neun vorliegenden Studien wurden insgesamt sieben DMI-Fungizide
untersucht (Schafers 2007).

Fir alle betrachteten DMI-Fungizide erfolgte anhand des Datenmaterials eine Ab-
schatzung der Acute Chronic Ratio (ACR). In der Stoffregulation wird bei unspezi-
fisch wirkenden Substanzen eine Extrapolation von der akuten LC50 auf die chroni-
sche NOEC um eine GroRenordnung vorgenommen. Eine hohe ACR zeigt einen
grolien Abstand der Empfindlichkeit des chronischen Endpunktes im Vergleich zur
allgemeinen systemischen Toxizitat und deutet spezifische Wirkmechanismen an.
Bei 9 von 16 Stoffen ist die ACR grof3er als 100 und liefert somit Hinweise auf die
Relevanz des vermuteten spezifischen Wirkmechanismus. Fur 5 Substanzen liegt die
ACR unter 10 und lasst vermuten, dass im Bereich chronischer Wirkungen eine
Trennung zwischen unspezifischer systemischer Toxizitat und spezifischer Effekte
nicht moglich ist.

FLCT wurden im Wesentlichen mit den Substanzen durchgefuhrt, fur die eine hohe
ACR bestimmt werden konnte. Die Reproduktion als wichtiger sexual-endokriner
Endpunkt wurde in allen Studien erfasst und reprasentierte in vier Studien den emp-
findlichsten populationsrelevanten Endpunkt.

Das Geschlechterverhaltnis wurde (methodisch oft problematisch) nur far funf

Substanzen bestimmt und erwies sich in drei Studien als empfindlichster Endpunkt.
Der Parameter Wachstum wurde in acht Tests fur sechs Substanzen ermittelt und
zeigte in drei Studien die hochste Empfindlichkeit.

Bezlglich der Endpunkte mit Wirkindikation erwies sich VTG fur vier Substanzen als

gleich empfindlich wie das Geschlechterverhaltnis.

Ein Vergleich der empfindlichsten Endpunkte dokumentierte, dass fur die Endpunkte
Reproduktion, Geschlechterverhaltnis und Wachstum sich die NOEC Werte in funf

von acht Studien nur um den Faktor 1 bis 2,5 unterscheiden.
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In Tests, die statisch in einem Wasser/Sediment-System mit einmaliger Peak-Expo-
sition durchgefihrt wurden, nahm die Empfindlichkeit der Endpunkte von der Repro-
duktion Uber das Wachstum zum Geschlechterverhaltnis jeweils zu. Dies ist jedoch
nicht auf eine prinzipiell unterschiedliche Empfindlichkeit, sondern auf die jeweils
abnehmende Erholbarkeit der Endpunkte zurlick zu fuhren. So erholt sich die Repro-
duktionsleistung nach Abnahme der Expositionskonzentration meist noch wahrend
des Beobachtungszeitraums. Das geringere Wachstum kann bei gutem Futter-
angebot innerhalb einiger Wochen aufholen. Das einmal entwickelte Geschlecht ist in

den untersuchten Fischen jedoch nicht mehr zu verandern.

Fir eine weitere Studie wurde der sehr empfindliche Wachstums-Endpunkt als wenig
verlasslich bewertet. Andere Tests mit derselben Substanz zeigten ansonsten kon-

sistente Werte.

Die Analyse der FLCT Daten zu den DMI Fungiziden zeigt, dass die Eindeutigkeit
des Wirkmechanismus und der empfindlichsten Endpunkte fur diese Wirkklasse noch
zu wiunschen Ubrig lasst. Dies liegt vor allem an der Tatsache, dass in einigen der
vorliegenden Tests wichtige Endpunkte nicht geplant erhoben wurden, was vor allem
fur den Zeitpunkt der ersten Eiablage und das Geschlechterverhaltnis gilt. Da das
Geschlechterverhaltnis den nachhaltigsten Parameter darstellt, sind noch mehr
Informationen nétig. Allerdings legen die vorliegenden Daten eine Dominanz des
Wirkmechanismus Aromatase-Hemmung nahe. Zudem liegen die NOECs fur die
populationsrelevanten Endpunkte Reproduktion, Wachstum und Geschlechterver-

haltnis nahe beieinander.

Vergleich mit Ergebnissen aus Standardtests

Die Beeinflussung des juvenilen Wachstums wird in den meisten Fallen nicht durch
systemische Toxizitat hervorgerufen, da die ACR mit Werten groRer 100 ermittelt
wurde und damit auf spezifische Wirkungen, wie sie endokrine Wirkungen darstellen,
hinweist.

Vom UBA und der Industrie zur Verfligung gestellte Daten aus Early Life Stage (ELS)

und Juvenile Growth (JG) Tests mit DMI-Fungiziden wurden hinsichtlich ihrer
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Empfindlichkeit miteinander verglichen, um die Empfindlichkeit des Parameters
Wachstum in verschiedenen Lebensabschnitten zu untersuchen.

Flr sechs Substanzen wurden Wachstums-NOECs in ELS oder JG-Tests bestimmt.
In allen Fallen lagen die Testergebnisse nah beieinander und lassen den Schluss zu,
dass beide Testverfahren flr den Wirkmechanismus bezlglich des Endpunktes

Wachstum den gleichen Wert fur die Ableitung einer regulativen NOEC besitzen.

Der Vergleich der empfindlichsten populationsrelevanten NOECs aus FLCTs und der
NOECs von ELS und JG-Tests zeigt, dass fur alle Substanzen mit empfindlichen
chronischen Daten der empfindlichste ELS/JG-NOEC empfindlicher oder ebenso
empfindlich ist wie der FLCT-NOEC. Der einzige Wert mit hoherer Empfindlichkeit
der FLCT-NOEC weist eine sehr geringe ACR auf (ACR zur ELS-NOEC = 4; ACR
zur FLCT-NOEC = 20). Da es sich bei dem empfindlichsten Endpunkt des FLCT um
Wachstum handelt, ist also ein allgemeinerer Wirkmechanismus als die Aromatase-

Hemmung denkbar.

Zur Abschatzung der Aussagesicherheit der Extrapolation von ELS oder JG-NOECs
auf FLCT-NOECs wurden fur die sieben Substanzen, fur die valide FLCTs zur Verfu-
gung stehen, alle vorhandenen NOECs aus ELS- oder JG-Tests zu den empfind-
lichsten NOECs aus den FLCTs in Beziehung gesetzt. Die obere 99,9 %-Vertrauens-
grenze des Mittelwertes der NOEC-Verhaltniszahlen von ELS oder JG Tests zu
FLCTs liegt bei 4,6. So wird ein Extrapolationsfaktor von 1/5 auf die NOEC einge-
reichter ELS oder JG-Studien fir DMI-Fungizide als ausreichend sicher erachtet, um
eine vorlaufige Risikobewertung vorzunehmen und Daten im definitiven Test

zulassungsbegleitend zu erheben.
Vergleich mit Ergebnissen aus FSA und FSDT-Tests

Fish Screening Assays (FSA, kurz vor der Implementierung als OECD-Verfahren)
werden durchgefuhrt, um einen aus Vorinformationen (Wirkmechanismus, Toxiko-
logie, in vitro-Tests) abgeleiteten Verdacht in vivo zu bestatigen. Sie umfassen eine
21tagige Exposition reproduzierender Tiere mit Bestimmung der VTG-Konzentration
(alle Fischarten) und der sekundaren Geschlechtsmerkmale (Medaka und
Dickkopfelritze). Fish Sexual Development Tests (FSDT, zurzeit im Validierungs-

verfahren der OECD) sind erweiterte ELS-Tests, die bis zur Geschlechtsentwicklung
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unter Belastung weitergefluihrt werden und neben den ELS-Endpunkten das
Geschlechterverhaltnis, histologische Endpunkte und meist auch VTG-
Bestimmungen umfassen.

Fir einen fundierten Vergleich der empfindlichsten Endpunkte aus FLCTs mit denen
aus FSAs (z. T. mit enthaltenen Reproduktionsendpunkten) oder FSDT ist die Da-
tenlage fur DMI-Funizide bislang nicht ausreichend. Lediglich fir vier Substanzen
gibt es Informationen aus diesen spezifischen Tests auf endokrin vermittelte Wirkun-
gen. Fur drei Substanzen wurde VTG bestimmt, fur zwei Substanzen das Ge-
schlechterverhaltnis und fir eine Substanz die Reproduktion mit erfasst. Fir drei
weitere Substanzen ohne FLCT-Daten liegen FSA-Ergebnisse vor.

Alle VTG-NOECs oder EC1g lagen im Bereich von Faktor 2 zu den NOECs bezulglich
des Geschlechterverhaltnisses im FLCT und deckten sich mit den dort erhobenen
VTG-NOECs, wenn vorhanden. Die in einem Fall mit erfasste Reproduktion hatte
den identischen NOEC und war konsistent mit dem entsprechenden FLCT-NOEC
(177 pg/L gegenuber > 85 pg/L). Die NOEC des Geschlechterverhaltnisses war in
einem FSDT identisch mit der VTG-Bestimmung der empfindlichste Endpunkt. Fir
eine andere Substanz war der NOEC des Geschlechterverhaltnisses im FLCT nicht
erhoben worden. Der FSDT lieferte einen ahnlichen Wert wie die populationsrele-
vanten Endpunkte im FLCT, aber darUber hinaus einen deutlich empfindlicheren
histologischen NOEC bezuglich Lebertoxizitat. Dieser Wert war empfindlicher als die
FLCT-Daten, aber nahe dem empfindlichsten Wachstums-NOEC aus den ELS/JG-
Studien.

Insgesamt kann gesagt werden, dass von den vorliegenden FSA- und FSDT-Daten
kein Hinweis abgeleitet werden kann, dass sie nicht pradiktiv fur einen FLCT waren
(FSA) oder nicht ebenso empfindliche Ergebnisse (FSDT) lieferten. Eine Verbrei-

terung der Datenbasis ist winschenswert.

Vergleich der Fischspezies beziglich Aromatase-Hemmung

Von den neun FLCT wurden vier mit der Dickkopfelritze, drei mit dem Zebrabarbling
und zwei mit der Schafskopfelritze durchgefuhrt. Nur flir zwei Substanzen liegen ver-
gleichbare Daten fur Dickkopfelritze und Zebrabarbling vor, die darauf hindeuten,
dass beide Fischarten grundsatzlich Gber ahnliche Empfindlichkeiten verfligen. Es

scheint in der Auspragung der Wirkungen Unterschiede dahingehend zu geben, dass
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der Zebrabarbling durch seinen Mechanismus der Geschlechtsentwicklung (Umfor-
mung der protogynen Gonade in werdenden Mannchen, vermutlich ausgelést durch
das Verhaltnis der Hormontiter) auf eine Aromatasehemmung sensitiver reagiert als
die Dickkopfelritze, die offensichtlich Uber ein groReres Kompensationspotenzial
durch Gegenregulation verflgt. Andererseits scheint die Dickkopfelritze durch ihr
grolieres absolutes Wachstum eine diesbezlglich statistisch scharfere Aussage zu
ermoglichen. Bei Reproduktionsparametern liefert wiederum der Zebrabarbling durch
die groRere Menge und Homogenitat der Eiproduktion bei vergleichbarem Aufwand
potenziell statistisch scharfere Ergebnisse. Diese Aussagen speisen sich aus lang-
jahriger Test- und Bewertungserfahrung und lassen sich so nicht aus den begrenzten
Daten ableiten. Sie stehen aber nicht im Widerspruch zu diesen.

Die meisten FLCT mit der Dickkopfelritze sind altere Tests, die Uberwiegend in den
USA durchgefuhrt wurden. Ihr Fokus war noch nicht auf endokrinen Endpunkten,
was einen Vergleich schwierig macht.

Durch die Eigenschaften des betrachteten Wirkmechanismus sind offensichtlich alle
populationsrelevanten Endpunkte von ahnlicher Empfindlichkeit. Somit ist hinsichtlich

der potenziellen Empfindlichkeit der Spezies keine Empfehlung abzuleiten.

Zusammenfassung Aromatase-Hemmer

Bezuglich der Spezifitat der Biomarker flr bestimmte Wirkmechanismen kénnen
folgende Aussage getroffen werden:

e Eine Zunahme der VTG-Konzentration wird ausschlieRlich durch OR-
Agonisten hervorgerufen und kann in beiden Geschlechtern gemessen
werden. Sie geht mit einer Verringerung der 11-kT-Konzentration im Blut der
Mannchen einher, was wohl auf eine Ruckkopplungsreaktion zurickgefuhrt
werden kann. Die ubermafig hohe Konzentration der Wirkprodukte der
Rezeptor-Aktivierung veranlasst, dass die Produktion von Testosteron als
Ausgangsprodukt fir 17-beta-Ostradiol und 11-keto-Testosteron
heruntergefahren wird.

Alle anderen Wirkmechanismen sind weniger deutlich zu identifizieren
e Eine Zunahme von 11-kT wird vermutlich durch eine Kompensationsreaktion

aufgrund zu niedriger Wirkprodukte (AR-Antagonisten), durch einen Uber-
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schuss nicht verarbeiteten Testosterons (Aromatase-Hemmung) oder beides
(OR-Antagonisten) hervorgerufen. Die Unterscheidung kann am ehesten
anhand der gleichzeitigen Abnahme von VTG bei Aromatase-Hemmung (und
bei Medaka und Dickkopfelritze wohl anhand sekundarer mannlicher
Geschlechtsmerkmale) getroffen werden (Abnahme bei AR-Antagonisten
Zunahme bei Aromatase-Hemmung). Im Fall der OR-Antagonisten ist wegen
der sich uberlagernden Kompensationen durch Anregung der Testosteron-
synthese und Aromatase-Produktion mit stoff- und artspezifischen
Unterschieden zu rechnen.

e Eine gleichzeitige Abnahme von VTG und 11-kT deutet auf Hemmung
basalerer Schritte der Steroid-Synthese zum Testosteron hin. Ob eine
spezifische Aromatase-Hemmung hinzu kommt (DMI-Fungizide), ist wohl am
besten anhand des Abstandes zur akuten Toxizitat zu beurteilen.

Far den Wirkmechanismus AR-Agonist stellt das Geschlechterverhaltnis den
relevanten und empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkt. Ahnlich empfindlich
zeigt sich in den vorliegenden Tests mit DMI-Fungiziden das juvenile Wachstum.
Damit einhergehend ist auch der Zeitpunkt der ersten Eiablage haufig herausge-
schoben. In Tests, in denen dieser nicht festgehalten wird, kann sich das in der
Fekunditat niederschlagen. Ob diese Wirkkette auf Aromatase-Hemmung oder auf
begleitende Hemmungen der basalen Steroid-Synthese zurtickgeht, ist anhand der
vorliegenden Endpunktdaten nicht zu klaren.

Als indikativer Endpunkt mit korrespondierender Empfindlichkeit ist die Abnahme der
VTG-Konzentration im Blut weiblicher Tiere zu nennen.

Fir die untersuchten DMI-Fungizide scheint die Aromatase-Hemmung der dominante
Wirkmechanismus zu sein. Weitere Hemmungen der basalen Steroid-Synthese oder
der 11-keto-Testosteron-Bildung konnen aufgrund der Biomarker-Antworten vermutet

werden (s. FSDT Prochloraz oder eigene FSAs, Kapitel 3.3).

3.3 Vergleich der Ergebnisse mit Daten aus Kurzzeit-Tests (FSA)

FLCT und Zwei Generationen Tests sind mit hohem Kosten- und Zeitaufwand ver-

bunden. Ein Kurzzeit Screening Test mit Fisch (Fish Screening Assay, FSA) ist in der
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Validierungsphase durch die OECD. Ziel ist eine sichere Indikation sexual-endokriner
Wirkungen, die mit Daten aus weitergehenden Testverfahren, deren Endstufe der
Zwei-Generationen-Test darstellt, bewertet werden sollen. Der FSA beinhaltet die
Erfassung des Biomarkers VTG nach 21 Tagen Belastung.

Bezuglich der Testgestaltung wird im Rahmen der Validierung die Eignung der ver-
wendeten Biomarker VTG und sekundare Geschlechtsmerkmale Gberprtft. Des
Weiteren sollte aber auch eine Aussage daruber erfolgen, ob die verwendeten
Indikatoren in der Lage sind, Vorhersagen uber die Wirkung der Substanz im end-
stufigen Test zu leisten, um die Eignung als Ausstiegskriterium aus der weiteren
Testung oder zur Klarung des im definitiven Test einzusetzenden Konzentrations-
bereichs festzustellen. Von zentraler Bedeutung ist die Frage der Eignung des FSA
fur die verschiedenen Wirkmechanismen. Zur Abklarung der relativen Empfindlichkeit
von Wirkindikatoren und populationsrelevanten Endpunkten wurden am Fraunhofer
IME Tests mit reprasentativen Stoffen fir alle wesentlichen sexual-endokrinen
Wirkmechanismen durchgefuhrt. Dabei wurden in Kurzzeittests Uber 14 oder 21

Tage die Biomarker VTG und 11-keto-Testosteron im Blut gemessen, sowie zum Teil
Fekunditat und Fertilitat erfasst. Ziel war zum einen die Detektion von Effektsyn-
dromen, die eine Einschatzung des Mechanismus und eine Triggerung und
Fokussierung weiterfuhrender Tests ermoglichen konnte. Zum anderen soll geklart
werden, ob fur die Biomarker in Kurzzeittests in allen Fallen sichergestellt werden

kann, dass keine falsch negativen Resultate erzielt werden, da ansonsten der Ein-

satz als Trigger in einer gestuften Teststrategie fraglich ist. Tabelle 5 fasst die be-
obachteten Effekte auf die Biomarker zusammen und nennt fur den FSA die emp-
findlichen Reproduktions-Endpunkte sowie fur den FLCT und Zwei-Generationen-
Test die empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkte. Tabelle 6 zeigt die be-
rechneten Effektschwellen flr die Biomarker im FSA und gegentbergestellt die Ef-

fektkonzentrationen der empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkte.
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Tabelle 5: Effektsyndrome fur Zebrabérblinge nach Belastung im FSA und Life Cycle Test mit
verschiedenen sexual-endokrinen Stoffen; + Zunahme; - Abnahme; 0 kein Effekt;
n.b. nicht bestimmt. Zuséatzlich sind die empfindlichsten untersuchten populations-

relevanten Endpunkte aufgefihrt.

; _ Life Cycle Test/
Wirkmechanismus Substanz FSA _ _
Zweil Generationen Test
Vitello- 11-keto- Repro- |Vitello- 11-keto- Populations-
enin Testo- endounkt aenin Testo-  relevanter
9 steron P 9 steron Endpunkt
Stark Ethinyldstradiol] + - + n.b. Fertilitat
OR-Agonist Alkylphenole + - Fertilitat| + n.b. Fertilitat
Schwach Bisphenol A + - + n.b. Fertilitat
OR-Antagonist amoxifen- - - + Fertilitat
Citrat
AR-Agonist  Trenbolon 0 0 0 0  Geschlechter-
verhaltnis
AR-Antagonist  Flutamid 0 + Eizahl - + Eizahl
Fadrozol - + Eizahl | n.b. n.b. n.d
Aromatase-Inhibitor
DMI-Fungizid - (-) Eizahl _ (-) Geschluech_ter-
verhaltnis
Inhibitor der
3,4-DCA - - n.b. _
Testosteron- _ —* Eizahl
Atrazin - - -
synthese

* Allner 1997: 11-kT Hemmung im Dreistachligen Stichling

Bezuglich der Spezifitat der Biomarker flr bestimmte Wirkmechanismen kénnen fol-
gende Aussage getroffen werden:

e Eine Zunahme der VTG-Konzentration wird ausschlieRlich durch OR-
Agonisten hervorgerufen und kann in beiden Geschlechtern gemessen
werden. Sie geht mit einer Verringerung der 11-kT-Konzentration im Blut der
Mannchen einher, was wohl auf eine Ruckkopplungsreaktion zurtickgefuhrt
werden kann. Die UbermaRig hohe Konzentration der Wirkprodukte der
Rezeptor-Aktivierung veranlasst, dass die Produktion von Testosteron als
Ausgangsprodukt fiir 17-beta-Ostradiol und 11-kT heruntergefahren wird.

Alle anderen Wirkmechanismen sind weniger deutlich zu identifizieren
e Eine Zunahme von 11-kT wird vermutlich durch eine Kompensationsreaktion

aufgrund zu niedriger Wirkprodukte (AR-Antagonisten), durch einen Uber-
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schuss nicht verarbeiteten Testosterons (Aromatase-Hemmung) oder beides
(OR-Antagonisten) hervorgerufen. Die Unterscheidung kann am ehesten
anhand der gleichzeitigen Abnahme von VTG bei Aromatase-Hemmung (und
bei Medaka und Dickkopfelritze wohl anhand sekundarer mannlicher Ge-
schlechtsmerkmale) getroffen werden (Abnahme bei AR-Antagonisten
Zunahme bei Aromatase-Hemmung). Im Fall der OR-Antagonisten ist wegen
der sich uberlagernden Kompensationen durch Anregung der Testosteron-
synthese und Aromatase-Produktion mit stoff- und artspezifischen
Unterschieden zu rechnen.

e Eine gleichzeitige Abnahme von VTG und 11-kT deutet auf Hemmung basa-
lerer Schritte der Steroid-Synthese zum Testosteron hin. Ob eine spezifische
Aromatase-Hemmung hinzu kommt (DMI-Fungizide), ist wohl am besten

anhand des Abstandes zur akuten Toxizitat zu beurteilen.

Tabelle 6: Effektkonzentrationen fur Zebrabarblinge nach Belastung mit verschiedenen sexual-

endokrinen Stoffen

ESA Life Cycle Test/
Wirkmechanismus  Substanz . Zwei Generationen Test
(Biomarker) .
(Population)
EC10 EC50 | EC10/NOEC EC50
Stark Ethinylostradiol | 1.1 ng/L 3.1 ng/L 0.6 ng/L 1.1 ng/L
OR-Agonist
Schwach BiSFi)r:]iﬁnlc)l A |375 pg/L 639 ug/L 390 ug/L 1410 ug/L
(initial) (Fertilitat)
OR-Antagonist Tamoxifen- ] 0.1 ug/L 3.0 ug/L 1.2 ugl/l 8.6 ug/L
Citrat (Fertilitat)
AR-Agonist Trenbolon > 90 ng/L 3 ng/L n.b.
(Sex ratio)
AR-Antagonist Flutamid 47 ug/L 700 pg/L 256 ug/L 740 ug/L
(Eizahl)
Aromatase-Inhibitor DMI-Fungizid | 22 pg/L 49 ug/L 19 pg/L 86 pg/L
(Sex ratio)
Inhibitor der 3,4-DCA 96 ug/L 152 pug/L| 117 pg/L** 141 pg/L**
Testosteron- Atrazin | 67 ug/L 730 pgiL n.b. 30-4270 pg/L**
Synthese (Eizahl)

** Rohdaten aus (Ensenbach, 1991), nur Eiproduktion (ELS empfindlicher)
*** Nagel et al. 2004
n.b.: nicht bestimmt
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Die Biomarker als indikative Endpunkte im FSA zeigten korrespondierende Empfind-
lichkeiten zu den empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkten in Life-Cycle
und Zwei Generationen Tests fur alle untersuchten sexual-endokrinen Wirkmecha-
nismen. Die Ausnahme bildet der Wirkmechanismus der Androgen-Rezeptor-
Agonisten. Hier erwiesen sich die verwendeten Biomarker als deutlich zu
unempfindlich.

Die Ergebnisse belegen somit die Relevanz und Anwendbarkeit des FSA zur Indika-
tion einer potentiell sexual-endokrinen Wirkung in vivo far Wirkmechanismen, die die
Bildung von 17-beta-Ostradiol und den Ostrogenrezeptor betreffen.
Wirkmechanismen, die spezifisch die Bildung von 11-keto-Testosteron und den
Androgenrezeptor betreffen, sind hingegen unzureichend abgebildet. Bei Erfassung
des Biomarkers 11-keto-Testosteron bliebe nur eine Erfassungslicke fur
Androgenrezeptor-Agonisten, die durch die Identifikation weiterer empfindlicher

Biomarker geschlossen werden musste.

3.4 Ableitung einer Teststrategie fir Fische

Als Fazit aus den vorangestellten Ausfihrungen wird eine gestufte Teststrategie fur
Fische hinsichtlich der Feststellung und Bewertung sexual-endokriner Wirkungen
vorgeschlagen. Auf der Grundlage der vorliegenden Informationen scheint ein zwei-
stufiges Konzept mit einer vorgeschobenen Basisstufe ausreichend (Schafers und
Teigeler 2005).

In einer Basisstufe (deren Einschatzung und Bewertung nicht Teil dieses Projektes
ist) musste eine Identifikation des Potenzials einer sexual-endokrinen Wirkung durch
den Stoff erfolgen, also ein fur eine weitere Prufung ausreichender Anfangsverdacht

gebildet werden.

In der folgenden Stufe 1 erfolgt ein Screening in Form des FSA mit dem Ziel einen
sexual-endokrinen Verdacht in vivo zu bestatigen. Der Screening-Test sollte so
durchgefuhrt werden, dass die erzielten Ergebnisse als Trigger fur die Endstufe
dienen kénnen, in der die Populationsrelevanz der Stoffwirkungen evaluiert wird,
aber ebenso gut auch das Ausstiegskriterium aus der weiteren Testung liefern

konnen. Die NOEC konnte etwa im Bereich von Faktor 10 unterhalb der akuten LCsg



FKZ 206 67 470 Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen
49/93

sein. Eine derartige Verwendung in einem Stufenkonzept ist bei der derzeitigen
Ausrichtung des FSA schwierig, da FSA-Daten zumeist nur fir drei Konzentrationen
mit gréRerem Spacing erhoben wurden und eine NOEC- oder ECx-Bestimmung
unterbleibt. Es ist zu bedauern, dass die Einordnung des FSA als reiner Screening-

Test die Erhebung brauchbarer Daten flr Zwecke der Risikobewertung erschwert.

Eine Zwischenstufe scheint fur die meisten Wirkmechanismen tberflissig zu sein.

Der FSDT wird als ungeeignet fur eine Zwischenstufe angesehen, da er

¢ entweder die wesentlichen populationsrelevanten Endpunkte nicht enthalt
(z. B. Reproduktion), damit unempfindlich ist und einen FLCT nicht triggern
kann

e oder als Teil des FLCT die empfindlichste Phase abbildet (z. B. Sexual-
entwicklung) und damit einen FLCT ersetzen kann.

Es ist also lediglich zu diskutieren, ob das im Vergleich zum FLCT verkurzte Verfah-

ren als Endstufetest anzuwenden ist oder nicht.

Welche Testform die Endstufe beinhaltet, hangt von dem vorhandenen Wissen uber
die erwarteten Wirkzusammenhange ab. Generell liefert ein FLCT bzw. Zwei-Gene-
rationen-Test die umfassendste Datenlage bezuglich populationsrelevanter Effekte.
Ob ein FLCT oder ein 2-Generationen-Test notwendig ist, hangt davon ab, wie
maternale Effekte bewertet werden. Das vorliegende Datenmaterial konnte zur
Erkennung von und der Beurteilung der Empfindlichkeit maternaler Effekte zumeist
nicht herangezogen werden und reicht damit keinesfalls fir angemessen verlassliche
und allgemeingultige Aussagen Uber die Relevanz solcher transgenerationalen
Wirkungen aus. Nur in einigen Fallen (Aromatase-Inhibition) gab es Hinweise aus
Versuchen mit verschiedenen Expositionsfenstern, die nicht flir eine Absenkung des
regulatorisch relevanten NOEC durch maternale Effekte sprachen.

Ein FLCT oder Zwei-Generationen-Test kann nur durch ein verkurztes Testverfahren
abgeldst werden, wenn der vorliegende Wirkmechanismus eindeutig definiert ist, was
eigentlich nur bei Wirkstoffen (Pharmazeutika, Pflanzenschutzmittel, Biozide)
gegeben ist. Es muss gewabhrleistet sein, dass der fur den Wirkmechanismus
charakteristische empfindlichste populationsrelevante Endpunkt im verkirzten
Testverfahren hinreichend untersucht wird und eine Exposition wahrend des

empfindlichsten Lebensstadiums gewabhrleistet ist. Dazu mussen fir den
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Wirkmechanismus reprasentative vergleichbare Referenzdaten aus FLCT/Zwei-
Generationen-Tests und verklrztem Verfahren verfiugbar sein.

Far die meisten Wirkmechanismen scheint zu gelten, dass das empfindlichste
Expositionsfenster die Phase der Geschlechtsentwicklung ist. Die Ausnahmen
Androgenrezeptor-Antagonisten und Hemmung der basalen Steroid-Synthese sind
im ersten Fall noch unzureichend belegt und im zweiten Fall moglicherweise nicht als
primar endokrin vermittelte Wirkungen einzuordnen. Somit scheiden alle partiellen
Life Cycle Test-Protokolle, die die Phase der Geschlechtsentwicklung ausschlielRen,
als Endstufe-Tests aus. Das reduzierteste Testverfahren, welches die Geschlechts-
entwicklung in Exposition und Endpunkten erfasst, ist der FSDT. Ob dieser einen
FLCT oder Zwei-Generationen-Test ersetzen kann, hangt von der empfindlichsten
populationsrelevanten Manifestation des wahrend der Geschlechtsentwicklung
gesetzten Effekts ab. Ist dies das Geschlechterverhaltnis, wie bei AR-Agonisten oder
Aromatase-Hemmern, sollte der FSDT ausreichen. Sind dies Reproduktionspara-
meter, wie im Fall der OR-Interaktionen, greift der FSDT diesbezuiglich zu kurz. Aus
den vergleichsweise umfangreichen Daten zu OR-Agonisten kann abgeleitet werden,
dass indikative Endpunkte wie VTG oder sekundare Geschlechtsmerkmale dieselbe
Empfindlichkeit zeigen wie die Befruchtungsrate. Aul3erdem ist fischartspezifisch das
Geschlechterverhaltnis oder die Entwicklungszeit zur Geschlechtsreife vergleichbar
empfindlich, ebenso wie die juvenilen Wachstumsparameter. Allerdings ist die
statistische Scharfe und die Populationsrelevanz der Befruchtungsrate hoher
einzuschatzen (Young et al. 2002). So bleibt es letztlich der bewertenden Behdrde
uberlassen, ob sie die verbleibende Restunsicherheit toleriert oder wie sie diese

adressiert.

4 Zusammenfassende Beantwortung der Projekt-

Fragestellungen

Im Folgenden werden die im Rahmen der Projekterstellung formulierten Fragestel-
lungen beantwortet. Dazu werden die Informationen aus den am IME durchgeflihrten
sowie den in der Literatur und beim Umweltbundesamt verfugbaren Studien heran-

gezogen.
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Fragel: Lassen sich fur spezifische sexual-endokrine Wirkmechanismen
besonders empfindliche Lebensstadien oder Lebensleistungen identifizieren?

Aus den vorliegenden Daten kdnnen Hinweise auf besonders empfindliche Lebens-
stadien fur die Belastung und auf besonders empfindliche Lebensleistungen, in
denen sich eine sexual-endokrine Wirkung uber einen bestimmten Wirkmechanismus
manifestiert, abgeleitet werden. Diese Hinweise sind verlasslicher, je mehr Informa-
tionen einem Mechanismus zugeordnet werden kénnen und wenn sich Informationen
aus unterschiedlichen Testmethodiken zu einem plausiblen Gesamtbild figen. Die
Datenlage lasst eine fundiertere Betrachtung nur fur Ostrogenrezeptor-Agonisten und
Aromatase-Hemmer zu. Die Aussagen zu anderen Mechanismen sind mit groRerer
Unsicherheit behaftet.

Fir Ostrogenrezeptor-Agonisten zeigten sich die Reproduktionsendpunkte, insbe-

sondere die Befruchtungsrate, als sehr empfindlich. In einem ahnlichen Empfindlich-
keitsbereich bewegten sich das juvenile Wachstum und der Zeitpunkt der ersten
Eiablage, also die Generationsdauer. Ein Mehrgenerationentest mit EE2-Belastung
innerhalb unterschiedlicher Zeitfenster zeigte, dass der Zeitraum der Sexualent-
wicklung das sensitivste Zeitfenster fur die Auslosung von Wirkungen ist. Allerdings
scheint die Manifestation der Wirkungen wahrend der Reproduktionsphase den
empfindlichsten Endpunkt zu stellen. Als indikativer Biomarker war die VTG-Induktion
gleich empfindlich. Fir Ostrogenrezeptor-Antagonisten deuten die wenigen Daten

auf eine Entsprechung der Situation bei Agonisten mit umgekehrten Vorzeichen hin.

Androgenrezeptor-Agonisten beeinflussen vor allem die Geschlechtsentwicklung

(empfindlichstes Belastungsfenster) und rufen damit einen nachhaltigen Effekt auf
das Geschlechterverhaltnis hervor (empfindlichster populationsrelevanter Endpunkt).
Biomarker waren teilweise weniger empfindlich, was bedeutet, dass der FSA in

seiner jetzigen Form flr die Indikation einer derartigen Wirkung nicht geeignet ist.

Der Androgenrezeptor-Antagonist rief eine Reduktion der Befruchtungsrate hervor,

die auf gleicher Empfindlichkeitsstufe mit den indikativen Biomarkern reagierte. Aller-

dings wurde der NOEC fur die Eiproduktion bereits eine Konzentrationsstufe niedri-
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ger ermittelt. Sie ging mit einer Reduktion des Balzverhaltens einher. Somit ist die
empfindlichste Manifestation wahrend der Reproduktion. Das sensitivste Zeitfenster
der Belastung ist aus den Daten nicht sicher abzuleiten. Die schnelle und wiederholte
Wiedererholung von Balzverhalten und Reproduktionsleistung innerhalb schwan-
kender Testkonzentrationen deutet jedoch darauf hin, dass auch das sensitivste Be-
lastungsfenster der Zeitraum der Reproduktion ist. Es muss darauf hingewiesen
werden, dass eine Extrapolation der Ergebnisse auf den allgemeinen Wirkmecha-
nismus nur unter grofen Vorbehalten maoglich ist, da nur eine Studie in die Auswer-

tung einbezogen werden konnte.

Die Hemmung der Aromatase bewirkte nach Belastung der Phase der Sexualent-

wicklung eine Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses. Damit einher gingen
meist ebenso empfindliche Verzégerungen des Wachstums. Auch die Reproduktion
reagierte teilweise auf derselben Empfindlichkeitsstufe, was mit einem verspateten
Eintritt in die Reproduktionsphase zusammenhangen kann. Diese Zusammenhange
konnen aufgrund der verhaltnismalig groRen Zahl an Studien mit DMI-Fungiziden,
bei denen zumindest eine wesentliche Wirkung die Hemmung der Aromatase ist,

relativ sicher angenommen werden.

Die Hemmung der basalen Steroidsynthese manifestierte sich in Form einer redu-

zierten Eiablage. Dieser ging mit einem substanzinduzierten Ausfall des Balzverhal-
tens einher. Da eine allgemeine Steroid-Synthese-Hemmung den unspezifischsten
Mechanismus darstellt, sind systemische Wirkungen nicht ausgeschlossen. Es ist
damit fraglich, ob in diesem Fall Gberhaupt von primar endokrinen Wirkungen

gesprochen werden kann.

Fur alle Mechanismen, fur die diesbezugliche Aussagen abgeleitet werden kdnnen,
gilt: Das empfindlichste Belastungsfenster stellt die Sexualentwicklung dar, auch

wenn sich die Wirkung unterschiedlich spat manifestieren kann.
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Frage 2: Gibt es fur spezifische sexual-endokrine Wirkmechanismen Regel-

malRigkeiten fur eine abgestufte Empfindlichkeit verschiedener Endpunkte?

Empfindliche Endpunkte und empfindliche Lebensphasen mussen nicht zwangs-
weise zusammenfallen. So kdnnen Testverfahren, die das empfindlichste Exposi-
tionsfenster beinhalten, im Falle einer spateren Manifestation der Wirkung den
nachweislich empfindlichsten Endpunkt nicht einbeziehen. Dies gilt beispielsweise fur
Priifungen von Ostrogenrezeptor-Agonisten im FSDT, der die Reproduktion inklusiv
der Befruchtungsrate ausschlief3t. Die Empfindlichkeit reduziert sich aber auch, wenn
zwar der potenziell empfindlichste Endpunkt der Manifestation untersucht wird, das
empfindlichste Belastungsfenster aber nicht in die Exposition eingeschlossen ist, wie

etwa bei Kurzzeit-Reproduktionstests.

Populationsrelevante Endpunkte

Bezuglich populationsrelevanter Endpunkte kdnnen im Wesentlichen Entwicklungs-
endpunkte von reproduktiven Endpunkten unterschieden werden. Fur die Wirk-
mechanismen mit besserer Datenlage ist das empfindlichste Expositionsfenster die
Phase der Sexualentwicklung. Die Wirkung manifestiert sich bei OR-Interaktionen in
Reproduktions- und Entwicklungsendpunkten.

Bei OR-Agonisten weist die Befruchtungsrate die héchste Empfindlichkeit auf, gefolgt
vom juvenilen Wachstum (daran gekoppelt der Zeitpunkt der ersten Eiablage) und
dem Geschlechterverhaltnis bei Medaka und Dickkopfelritze, bzw. der Entwicklungs-
verzogerung bis -hemmung bei mannlichen Zebrabarblingen. Die reduzierte
Fekunditat beruht wahrscheinlich auf fehlenden Balzreizen durch die Mannchen. Ob
Schadigungen in Ovarien auf primare Effekte (Uberproduktion von Eiern), indirekte
Effekte wie Legestau durch fehlende Balz oder beides zurickzuflhren ist, bleibt
offen.

Aromatase-Hemmer beeintrachtigen die Sexualentwicklung (Verschiebung des Ge-
schlechterverhaltnisses zu Mannchen), was offenbar mit einer Verzdégerung des
juvenilen Wachstums einhergeht. Die manchmal beobachtete Reduktion der
Fekunditat kann auf die reduzierte Zahl funktionaler Weibchen zurickgehen (z.B.
wenn keine gonadenhistologische Geschlechtsdifferenzierung erfolgte), dem
verspateten Eintritt der Weibchen in die Reproduktionsphase geschuldet sein oder

durch durch eine Hemmung der Aromatase im Hirn verursacht werden, was
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entwickelte Weibchen an der Eiablage hindern kann (Hinweise aus eigenen GLP-
Studien mit DMI-Fungiziden).
Die Ansicht von Crane und Matthiessen

“Selection of appropriate endpoints to use in fish life cycle tests requires scientists and
regulators to decide the following:
a. First, what endpoints are of biological, and therefore regulatory, importance;
b. Second, are these endpoints sensitive and, if so, what level of effect would be of
biological, and therefore regulatory, importance;
c. Finally, what is the power to detect the biologically important level of effect in that
endpoint.
Omission of any of the above when deciding on preferred endpoints is likely to lead to
suboptimal choices.”

ist zu unterstutzen. Im Fraunhofer IME liegt ein Populationsmodell flr den
Zebrabarbling vor, mit dessen Hilfe die relativen Bedeutungen verschiedener

Parameter fur Modellpopulationen berechnet werden kdnnen.

Indikative Endpunkte

Die Empfindlichkeit indikativer Endpunkte ist in FSAs flr die Verwendung in einem
Stufenkonzept entscheidend, da keine falsch negativen Ergebnisse erzielt werden
sollen/durfen. Der Biomarker VTG scheint ein diesbezuglich sicherer Anzeiger fur
Wechselwirkungen mit dem weiblichen Hormonsystem (OR-Interaktionen, Aro-
matase-Hemmung) zu sein, da er ahnlich empfindlich wie der jeweils empfindlichste
populationsrelevante Endpunkt reagiert. Bei AR-Rezeptor-Interaktionen erweist sich
VTG als ungeeignet, da deutlich unempfindlicher als populationsrelevante End-
punkte. Fir AR-Antagonisten erwies sich 11-kT als gleich empfindlich, fir AR-
Agonisten ist ein Biomarker mit gleicher Empfindlichkeit wie populationsrelevante
Endpunkte noch nicht identifiziert. Fischarten mit eindeutig bestimmbaren sekunda-
ren Geschlechtsmerkmalen besitzen in diesen gut zu untersuchende und empfindli-
che Indikatoren, die jedoch bei starker Territorialitat (s. Dickkopfelritze) teilweise un-

terdruckt sein konnen.

Im Fall der Aromatase-Hemmung in Mannchen kann bei geringer Varianz innerhalb
der Gruppe und ausreichender Empfindlichkeit des Assays die Reduktion der VTG-
Konzentration sogar empfindlicher als bei Weibchen sein und damit héher als die des
empfindlichsten populationsrelevanten Endpunktes. Da in Mannchen die VTG-Kon-
zentration ohne physiologische Bedeutung ist und der damit reprasentierte 17-beta-

Ostradioltiter offenbar weniger wichtig als bei Weibchen, ist eine Gegenregulation
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durch Heraufregulation der Aromatase, wie sie bei Weibchen im Bereich der
Reaktionsnorm Ublich ist, nicht notwendig. Somit ist der Endpunkt empfindlicher,
eben weil er nicht populationsrelevant ist. Fur die Abschatzung populationsrelevanter
Wirkung infolge anti-6strogener Wirkmechanismen wird es daher als ausreichend
erachtet, VTG nur in Weibchen zu untersuchen, so wie es generell ausreicht, 11-kT

in Mannchen zu untersuchen.

Im FLCT sind indikative Endpunkte fur eine direkte Bestimmung einer regulativen
NOEC nicht notwendig. Sie liefern jedoch wertvolle Hinweise auf den Wirkmecha-
nismus, der bei einer bestimmten Konzentration dominant ist. So konnen etwa DMI-
Fungizide verschiedene Cytochrom P-Enzyme der Steroidsynthese mit unterschiedli-
chen Affinitaten hemmen. Dadurch treten empfindliche Effekte bei niedrigen Kon-
zentrationen auf, die aber bei hdheren Konzentrationen von anderen Effekten, die
weniger empfindlich, aber physiologisch bedeutsamer sind, Gberdeckt oder aufge-
hoben werden kdnnen. Weiterhin kdnnen Kompensationsreaktionen, etwa im
Rahmen von Ruckkopplungsmechanismen, in einem mittleren Konzentrationsbereich
wirken, die bei niedrigeren Konzentrationen noch nicht ausgeldst werden und bei
héheren Konzentrationen nicht mehr effektiv sind. Beide Prozesse kdnnen mit Blick
auf einzelne Endpunkte sogenannte U-shape (bezuglich Wirkung) oder inverted U-
shape (bezuglich Integritat des Endpunkts) erzeugen. Die Betrachtung verschiede-
nen Wirkindikatoren ist fUr die Interpretation der Ergebnisse, die Fokussierung der
Betrachtung auf bestimmte populationsrelevante Endpunkte und die Erstellung eines

konsistenten Gesamtbildes von Bedeutung.

Dies gilt in besonderem Mal3e auch fur histologische Endpunkte. Diese sind schwie-
rig normierbar, quantifizierbar und statistisch auswertbar. Die Erfahrung und
Expertise der jeweiligen Histologen ist daher entscheidend. Zudem sind die
Endpunkte haufig unterschiedlich, gleiche Endpunkte werden unterschiedlich
interpretiert. In vielen vorliegenden Studien werden dennoch (unterschiedliche)
histologische Endpunkte als ahnlich empfindlich wie oder sogar empfindlicher als die

empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkte eingeschatzt.
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Statistische Empfindlichkeit

Die Endpunktempfindlichkeit hangt weiterhin von der statistischen Scharfe der ge-
wonnen Daten ab. Hier ist bei den populationsrelevanten Endpunkten die Befruch-
tungsrate (ermittelt durch die Feststellung fehlender Teilungsstadien innerhalb
weniger Stunden nach der Eiablage) der mit Abstand trennscharfste Parameter mit
einer relativen Standardabweichung von < 5% sowohl fir die Mittelwerte der Raten
an Zahltagen innerhalb einer Gruppe, als auch fur die Mittelwerte der Mittel der
Kontrollreplikate (eigene Daten, s. Anhang). Da die Befruchtungsrate fiir OR-
Interaktionen indikativ ist und gleichzeitig den empfindlichsten populationsrelevanten
Endpunkt stellt (s. auch (Young et al., 2002)), sollte sie obligatorisch am Binokular
bestimmt werden. Es folgen die deutlich unscharferen Parameter Wachstum,
Geschlechterverhaltnis und Eizahl, deren Varianz auch von der Erhebungsmethodik

und der verwendeten Fischart (s.u.) abhangt.

Bei den indikativen Endpunkten ist die VTG-Konzentration zwar mit groRer Variabi-
litat behaftet, aber schlagt im Falle einer Induktion in einem Mal3e aus, das sie
dennoch statistisch scharf erscheinen Iasst. Dies ist bei geringeren Effektgrofien
schwieriger. So gilt bei den fur mehrere Wirkmechanismen wichtigen Reduktionen
von Biomarkerkonzentrationen, wie auch fur die Entwicklung von Hormonkonzentra-
tionen allgemein (z.B. 11-kT), dass die Zahl der untersuchten Tiere ausreichend grof3
sein muss, um bei der gegebenen Variabilitat die geringen effektbedingten Aus-
schlage statistisch absichern zu kénnen. Hier sollten flr regulative Zwecke, etwa in
FSAs, pro Konzentrationsstufe nicht weniger als 10 Tiere eines Geschlechts unter-
sucht werden.

Crane und Matthiessen (2007) empfehlen “it seems likely from the analyses
performed by Green and Springer (2005) that variability within individual replicates
will usually be lower than variability between replicates. Under these circumstances
increasing the number of replicates would increase test power®. Ein vertretbarer
Aufwand wird fur Zebrabarblinge bei vier Konzentrationen plus Kontrolle in vier

Replikaten gesehen. Eine flinfte Konzentration ist denkbar.
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Physiologische Empfindlichkeit

Der Mechanismus der Sexualdifferenzierung unterscheidet sich zwischen verschie-
denen Fischarten und kann zu unterschiedlichen Manifestationen von Wirkungen
fuhren (s.u.).

Insgesamt ist auffallig, dass unter Berticksichtigung der bereits genannten Sachver-
halte die Empfindlichkeiten fur alle populationsrelevanten Endpunkte in FLCTs relativ
nahe beieinander liegen, und zwar bei Rezeptor-Interaktionen ebenso wie bei
Enzymhemmungen. Das liegt naturlich auch an der engen Interaktion zwischen den
betroffenen Lebensleistungen. So hangen Einflisse auf die Sexualentwicklung, juve-
niles Wachstum und Zeitraum bis zur ersten Eiablage eng zusammen; je nach
Methode der Bewertung von Reproduktionsdaten ist auch die Eizahl betroffen. Bei
starken Geschlechtsverschiebungen ist die Interaktion zwischen Mannchen und
Weibchen und damit Balz und Eiablage direkt betroffen. Gréliere Unabhangigkeit
kann wohl nur Endpunkten zur Ei- und Spermienqualitat wie der Befruchtungsrate
oder der Uberlebensfahigkeit der Filialgeneration tber die Dotterausstattung der Eier

eingeraumt werden.

Nachhaltigkeit von Wirkungen

Eine Bewertung der Nachhaltigkeit von Wirkungen ist nur auf Basis von FLCT-Daten
maglich, die nicht unter Dauerbelastung durchgefuhrt wurden. Hier kdnnen Studien
herangezogen werden, die entweder mit unterschiedlichen Belastungsfenstern (EE2)
oder mit Peak-Exposition (DMI-Fungizide) gefahren wurden.

Die Wirkungen auf populationsrelevante Endpunkte unterscheiden sich hinsichtlich
der Nachhaltigkeit ihrer Auspragung. Aufsteigend nimmt die Nachhaltigkeit zu bei
den Endpunkten Balz, Eizahl, Wachstum und Geschlechterverhaltnis. da bei sinken-
der Konzentration sich wegen der Dauer involvierter physiologischer Prozesse zuerst
die Reproduktion erholt und dann das Wachstum aufzuschlief3en in der Lage ist,
wahrend eine Ruckentwicklung eines einmal induzierten Geschlechts in der unter-
suchten Fischart Zebrabarbling nicht mdglich scheint.

So verursacht eine Belastung wahrend der Phase der Geschlechtsentwicklung nicht
nur die empfindlichste, sondern auch die nachhaltigste Wirkung, wahrend Wirkun-
gen, die wahrend der Reproduktionsphase gesetzt werden, sich vollstandig

wiedererholen.
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Maternale Effekte

Ein maternaler Transfer von Effekten ist in verschiedenen Risikobetrachtungen von
Bedeutung. Zum einen konnen Wirkungen auf Elterntiere sich in der nachsten Gene-
ration niederschlagen, auch wenn diese nicht oder weniger belastet ist. Dies betrifft
vor allem die Eiqualitat und ist relevant fur die Bewertung von Spitzenbelastungen,
wie sie bei der Anwendung von Pflanzenschutzmitteln erzeugt werden. Zum anderen
wird befurchtet, dass sich Wirkungen von Dauerbelastungen in der nachsten Gene-
ration verstarken kdnnen, was fur die Bewertung permanenter Gewasserbelastun-
gen, etwa Uber Klaranlagenablaufe, wichtig ist. Streng genommen mussten geeig-
nete Daten flr die beiden Risikobetrachtungen in Testverfahren mit unterschiedlicher
Exposition (Peak-Belastung versus Dauerbelastung) untersucht werden.

Maternale Effekte kdnnen nur von primaren Effekten unterschieden werden, wenn
entweder ein Vergleich belasteter Lebensstadien mit und ohne Belastung der Eltern-
generation mdglich ist (2-Generationen-Test : FLCT), oder nur die Elterngeneration
belastet wurde (z.B. FLCT mit Peak-Belastung). Aus Peak-Expositionstests mit
Aromatasehemmern gibt es klare Hinweise auf eine schlechtere Ausstattung der Eier
mit Dotter (geringere Grolien der ELS), was konsistent zur verringerten VTG-
Konzentration im Blut der produzierenden Weibchen war. Allerdings konnten diese
Auswirkungen bei ausreichendem Futter im Laufe der juvenilen Wachstumsphase
kompensiert werden. Die 6kologische Relevanz derartiger Effekte hangt also von der
Nahrungssituation im jeweiligen Habitat ab. Die Realitat ist sicherlich ndher am
Wasser-Sediment-System als an einem taglich gesauberten Durchflusssystem, in
dem mit suboptimalem Futter gefuttert wird.

Transgenerationale Effekte bei Dauerexposition kdnnen nur in Mehr-Generationen-
Tests, mindestens in einem Zwei-Generationen-Test erfasst werden. Der Beweis der
Relevanz maternalen Effekttransfers steht noch aus, da es bislang nicht genigend
vergleichbar erhobene Daten aus FLCT und Zwei-Generationen-Test gibt. Daten aus
Zwei-Generationen-Tests kdnnen auch nicht ausgekoppelt als FLCT-Daten ausge-

wertet werden, da ein FLCT mit Eiern unbelasteter Eltern gestartet wird.
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Frage 3: Lassen sich fur spezifische sexual-endokrine Wirkmechanismen Re-
gelmaRigkeiten fur eine abgestufte unterschiedliche Empfindlichkeit der gan-
gigen Testspezies erkennen?

Physiologische Empfindlichkeit

Grundsatzlich zeigen alle verwendeten Fischarten ahnliche Empfindlichkeit. Dies
konnte insbesondere am Beispiel der Ostrogenrezeptor-Agonisten illustriert werden.
Unterschiede zeigen sich bei der Geschlechtsdetermination. Beim Japanischen
Reiskarpfling (Medaka) wird das Geschlecht bereits sehr frih festgelegt. Das geneti-
sche Geschlecht ist zudem durch vorliegende Geschlechtschromosomen eindeutig
bestimmbar. Bei Dickkopfelritze und Zebrabarbling erfolgt die Geschlechtsdetermi-
nation im Juvenilstadium. Fur beide Spezies sind die genetischen Geschlechtsmar-
ker auf verschiedenen Chromosomen verteilt und noch unbekannt. Durch 6strogene
Belastung wird bei Dickkopfelritze und Medaka eine Verweiblichung hervorgerufen.
Beim Zebrabarbling, dessen Mannchen sich durch eine Umformung der protogynen
Gonade in Testes entwickeln, bewirken Ostrogene eine Verzégerung der mannlichen
Entwicklung, da die Tiere das protogyne Gonaden-Stadium nur langsam oder gar
nicht verlassen konnen. Andererseits bewirken Androgene oder Ostrogen-Reduktion
in juvenilen Zebrabarblingen, dass das Steroid-Verhaltnis auf die mannliche Seite
verschoben wird und die Umformung der protogynen Gonade in Testes auch in po-
tenziellen Weibchen erfolgt.

Fir die Empfindlichkeit des Endpunktes ,Geschlechterverhaltnis“ bedeutet dies, dass
bei 6strogen wirksamen Substanzen keine wesentlich Unterschiede zwischen den
Fischarten auftreten, wenn bei Zebrabarblingen die unreifen Mannchen gesondert
betrachtet werden (in vielen Arbeiten werden sie nicht von Weibchen unterschieden).
Bei einer Aromatase-Hemmung scheint der Zebrabarbling sensitiver zu reagieren als
die Dickkopfelritze, die offensichtlich Uber ein groReres Kompensationspotenzial
durch Gegenregulation verfugt.

Es gibt Hinweise, dass Medaka Uber ein hdheres Detoxifikationspotenzial verflgt als
die beiden Cypriniden Zebrabarbling und Dickkopfelritze, was den Reiskarpfling in
Einzelfallen unempfindlicher macht.

Sexual-endokrine Wirkungen folgen primar einer monotonen Konzentrations-

Wirkungsbeziehung. Diese ist fir die verschiedenen Fischarten durchaus
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vergleichbar. Die Effektauspragung kann aber letztendlich verschiedene Endpunkte
betreffen. Der monotone Charakter von Konzentrations- und Wirkungsbezug kann
sekundar von Kompensationsreaktionen Uberlagert werden, hervorgerufen durch die
Gegenregulierung von Syntheseenzymen. Das Potenzial zur Kompensation von
Belastungen des sexual-endokrinen Systems ist fischartspezifisch unterschiedlich
ausgepragt aber bis zu einem gewissen Grad begrenzt. Die Verteilung der Kompen-
sationsmaoglichkeiten in der heimischen Fischfauna ist bisher nicht systematisch
untersucht. Deshalb kann Uber die Reprasentativitat der Testfischarten fur die
heimische Fauna keine Aussage getroffen werden.

Statistische Empfindlichkeit

Ein grundsatzlicher Vergleich zwischen den Fischarten bezuglich der statistischen
Scharfe betrachteter Endpunkte kann nur unter Vorbehalt erfolgen, da die vorlieg-
enden Tests in den seltensten Fallen wirklich vergleichbar bezuglich Erhebungs-
methodik, Erhebungszeitpunkt und -dauer oder Erfahrung im Umgang mit der
jeweiligen Fischart sind (Einschatzung in Ubereinstimmung mit Crane und
Matthiessen 2007).

Die Dickkopfelritze scheint durch ihr grof3eres absolutes Wachstum eine diesbezlg-
lich statistisch scharfere Aussage zu erméglichen. Bei Reproduktionsparametern
liefert wiederum der Zebrabarbling durch die groRere Menge und Homogenitat der
Eiproduktion statistisch scharfere Ergebnisse. Medaka sollte sich zwischen diesen

beiden Polen bewegen.

Frage 4: Lassen sich Parameter in der Testdurchfiihrung oder statistischen
Auswertung erkennen, die Zahlenwerte und/oder Zuverlassigkeit gemessener

Werte besonders beeinflussen konnen?

Standardmafig werden Effektschwellen mit LOEC/NOEC Ermittlung erfasst. Zusatz-
lich bietet sich die Probit-Statistik anhand von ECx Werten an. Diese Anwendung ist
grundsatzlich fur die erhobenen Endpunkte aus FSA und FLCT mdglich und liefert
zusatzliche Aussagekraft. Insbesondere flr die Auswertung von Biomarker Antwor-
ten ist die ECx Betrachtung geeignet. Mit Hilfe von gesetzten Bewertungsgrenzen
(z. B. Kontrollmittelwert plus die doppelte Standardabweichung) kann die Anzahl der
Individuen jenseits dieser Grenzen bestimmt werden. Dadurch sind nicht langer

Konzentrationsangaben etwa von VTG Gegenstand der Auswertung, sondern
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Prozentwerte. Damit ist die Moglichkeit einer Wirkung von 0 bis 100% definiert und

mit einer Probit-Statistik zu bearbeiten.

Fur die empfindlichen Endpunkte Wachstum und Reproduktion lassen sich Forde-
rungen formulieren, die eine statistische Scharfung der ermittelten Daten ermdgli-
chen:

Statistische Vorteile fur den Parameter Wachstum ergeben sich mit steigender ab-
soluter Groflenzunahme und mit zunehmender Homogenitat zwischen den Indivi-
duen. Fir den Endpunkt Reproduktion nimmt die Datenscharfe mit steigender Eizahl
pro Weibchen und Tag zu. Die Aussagescharfe dieses Endpunktes kann durch tagli-
che Erfassung noch gesteigert werden. Auch bei der Reproduktion kann Gleichheit

im Verhalten der untersuchten Fischspezies Variationen im Gesamtbild verringern.

Unter den Reproduktionsparametern liefert die Befruchtungsrate eine Aussage mit
hoher statistischer Schérfe. Insbesondere bei den Ostrogenrezeptor-Agonisten zeigt
sie hohe Empfindlichkeit und geringe Schwankungen zwischen den Einzelreplikaten.
Aufgrund dieser Vorteile sollte sie in jedem Fall bestimmt werden. Die Bestimmung

sollte anhand der jungen Ei-Stadien erfolgen.

Die Konsistenz von Reproduktionsdaten in Form von Eizahlen Iasst sich gewahrl-
eisten, indem taglich eine Bestimmung erfolgt. Beim Zebrabarbling hat sich die

Gruppenhaltung als vorteilhaft erwiesen.

Um Effekte auf das Geschlechterverhaltnis sicher erfassen zu kénnen, darf im FLCT
vor der Bestimmung keine gezielte Selektion der Tiere nach Geschlecht stattfinden.
Eine Reduzierung der GruppengrofRe wahrend des Tests auf gleich grol3e Gruppen-
starken ist notwendig, um die sich entwickelnde Biomasse dem Testsystem anzu-
passen, die Fischdichte nicht zu hoch werden zu lassen und eine Vergleichbarkeit
von Daten zur Entwicklung zu gewahrleisten. Die Reduktion sollte immer rando-
misiert erfolgen. Ist die Erstellung von Laichgruppen im Versuchsverlauf vorgesehen,
bietet sich alternativ, die ausgesonderten Tiere getrennt weiter zu belasten und im

weiteren Verlauf eine Geschlechtsbestimmung vorzunehmen.
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Die Bestimmung des Eidottervorlaufer-Proteins VTG mit proteinbiochemischen
Methoden erfolgt in Blutproben. Kleine Laborfische mit kleinen Blutvolumina sind bei
der Blutentnahme methodisch anspruchsvoll und bedingen die Gefahr systema-
tischer Fehler und hoher Varianz. Eine Mdglichkeit diese zu reduzieren, bietet der

Bezug auf die Menge an Gesamtprotein in den Blutproben.

Die Verwendung von historischen Kontrolldaten kann zusatzliche Informationen
liefern und die Interpretation von Effekten erleichtern. In diesem Sinne bietet das im
Anhang beigefugte Dokument ,Zebrafish Full Life Cycle Tests: Unaffected Fish Data“
einen Uberblick Uber die replikatbezogene Variabilitdt der Endpunkte ELS-Uberle-
bensrate, Eiproduktion, Befruchtungsrate, Geschlechterverhaltnis und VTG-Gehalt
der am IME durchgeflhrten Tests bis September 2004.

Die diesem Dokument zugrunde liegenden Daten gehen auch in eine vergleichende
Auswertung der Endpunkt-Variabilitaten und statistischen Aussagescharfe von
FLCTs ein, die von der Consultant-Agentur Watts and Crane Associates im Auftrag
der OECD durchgefuhrt wird ((Crane and Matthiessen, 2007)). Dort gehen auch
Daten von Tests mit Dickkopfelritzen und Reiskarpflingen ein. Neben den OECD-
Aktivitaten wurde ein CEFIC-Projekt aufgelegt, welches neben anderen Aspekten
auch die naturliche Variabilitat und Aussagekraft populationsrelevanter Endpunkte
zum Thema hat. So ist innerhalb der nachsten zwei Jahre mit einer deutlichen

Verbesserung der allgemein verfligbaren diesbeziiglichen Datenlage zu rechnen.
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6 Anhange

Anhang 1: Endpunktbezogene Daten flr Replikate von Kontrollansatzen und nicht
betroffenen Konzentrationen zur Abschatzung der Endpunktvariabilitat der
Zebrabarbling-Stamms des Fh-IME (Angefertigt fir die OECD Fish Drafting
Group, in Englisch)

Anhang 2: Tabelle Verwendete Studien aus der Literatur

Anhang 3: Protokoll des Fachgesprachs am Umweltbundesamt
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Introduction

Zebrafish is a test species commonly used in European chemical evaluation. The
required tests are mainly restricted to acute and prolonged toxicity tests. More
advanced studies like juvenile growth tests, early life stage tests or life cycle tests
are rare, especially when regarding GLP studies.

Within the OECD discussions of a fish full life cycle or two generation test,
zebrafish is one of three species in the main focus. Since pesticide testing was
dominated by the American needs in the last decades, early life stage and
juvenile growth tests have been performed mainly with rainbow trout and Fathead
Minnow. Thus, information is scarse on data variability concerning the endpoints
of a zebrafish two generation study.

During the last five years, our laboratory at Fraunhofer IME conducted several
zebrafish full life cycle studies with different objectives and study designs. Most
data were generated in confidential GLP studies. After discussion with the
sponsors, the anomymized non-effect data can be used for a statistical evaluation
of data variability and presented to the public.

Included Tests

The comparison (comprising all studies at the IME since 1998) includes three
main test types of zebrafish full life cycles tests:

1. Flow-through tests with four or five treatments and a control in two replicates
each (100 fertilized eggs per replicate, reduced to 50 juveniles and 24 to 30
spawners; group exposure). The fish were coninuously exposed to the test
item for the period from the fertilized egg to reproduction, an exposure of at
least the early life stages of the following generation was included. Tests with
p-tert-Octylphenol and 17a Ethinylestradiol (EE2) were conducted for two EU
projects (non-GLP), EE2 tested for two generations (the filial generation also
reproduced). A further EE2 study was performed to clarify the effect of
different exposure durations.

One study with NeemAzal, a pesticide product, was performed according to
GLP and incompletely published by the sponsor.

To enlarge the data set for early life stage (ELS) survival, three confidential
ELS studies (GLP) were included.

For the evaluation of vitellogenin concentrations, data of two atrazine full life
cycle tests (by Nagel, TU Dresden, and Knacker, Flérsheim) are included.
They are part of a ring test, the VTG measurements were conducted by the
IME.

The most recent flow-through test was a two-generation test according to
GLP with a persistent pesticide metabolite. It comprised three treatments plus
control in 4 replicates each.

2. Semi-static tests with four or five treatments and a control in two replicates
each (100 fertilized eggs per replicate, reduced to 50 juveniles and 24 to 30
spawners; group exposure). The fish were exposed to initial concentrations of
the test item three times a week, from the fertilized egg to reproduction, an
exposure of the early life stages of the following generation was included. The
tests were conducted for two EU projects (non-GLP), the chemicals tested
were Bispenol A and Genistein. From the flow-through study with EE2, after
different times fish were transferred to untreated water (exchange: 3 times a
week) and reared until reproduction.
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3. Static tests with three to five concentrations in two or three replicates and four
or three controls (all GLP). The studies were designed to reduce uncertainties
concerning pesticide long-term effects of realistic exposure which are relevant
for fish populations (e.g. endocrine disruption or high bioaccumulation).
Realistic exposure (realistic initial concentrations, followed by realistic dissipation
of the test substance from the water column) can most easily be simulated when
including sediment and performing static exposure rather than designing flow-
through conditions as usual. In order to enable as much standardization as
possible, artificial sediment was used. Because the life stage at test start, which
is exposed to initially high concentrations, may not be representative for all fish
life stages being at risk, three different life stages (fertilized eggs, juveniles,
adults at the beginning of reproduction) were exposed at the same time and all
reared until reproduction with a consecutive observation of the filial early life
stages (Figure 1). Each replicate consisted of a 300 L-aquarium divided in three
compartments by stainless steel nets, one for group A (introduced as 100
fertilized eggs), one for group B (introduced as 50 28 d old juveniles), and one
for group C (introduced as 30 pre-spawning fish of 60-70d). After 28 days,
group A fish were reduced to 50. After 60-70 days of age, group A and B fish

were reduced to 30.
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Figure 1: Exposure of the different life stages run through and performances by fish of

groups A,B and C
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Included data

All tests were started with 100 fertilized eggs per replicate. The data included in
this comparison are related to individual replicates. They focus on early life stage
survival (total success) and reproduction as mean eggs per female per day and
fertilization rate. The reproduction data are based on approximately 20 succes-
sive daily counts per test. Since the fish were sexed by gonad inspection at the
end of the study, the egg counts were normalized for female numbers. For tests
with a randomized selection of fish at the reduction events, sex-ratios are also
evaluated. For a limited number of tests, vitellogenin concentration in the blood
plasma of adult fish (males and females) were also measured and are included.
The concentrations were determined by ELISA techniques, either by Fenske (EU
project on endocrine disruption) or by Biosense zebrafish VTG ELISA kits (GLP
project, atrazine ring test). The data are related to total protein concentrations in
the plasma.

The data set includes all control replicates and the treated replicates without
effect of the test item. In the few situations where study conditions were clearly
responsible for enhanced data variability (loss of spawned eggs by competing
spawning substrate, reduced hatch due to influence of aquatic insects in the
sediment, sex ratio biased by non randomized reduction of fish), data were
omitted from the comparison.
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When regarding ELS total success, the means and variances of flow-through and
static tests were comparable and the data sets could be combined to a group ,no
water exchange event® (table 1, figure 2). The mean of 80 % survival represents
approximately 19000 individuals. The quality criterion of the OECD 210 of 70%
mean control post-hatch success was met by all 23 data sets except one (non-
GLP). The 8% of replicates below 70% total success were close to it, with the
lowest value at 50%.

Table 1: Statistics of ELS survival in FLC and ELS tests with zebrafish at the
IME

no water exchange | water echange (3/w)

ELS phases (n) 23 (18 GLP) 4 (all non-GLP)
Replicates included (n) 239 40

Mean survival rate, end ELS (%) 80.3 54.0

Sd (%) 8.8 14.5

Rel. sd (%) 11.0 85.0

Min (%) 50 26

Max (%) 100 81

n<70% 19 34

n<70% (% of total n) 7.9 85

The group ,water exchange®, representing the semi-static tests (all non-GLP)
showed clearly worse results with a lower mean and higher variability. This is
most probably due to a combination of frequent disturbance and less experienced

staff.
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normal ELS success of zebrafish in IME tests
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Figure 2: Zebrafish ELS total success classes of IME test replicates.
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variances of flow-through and static tests were comparable irrespective of the
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Table 2: Statistics of eggs per female per day in zebrafish FLC tests at the

II\R/I(Iezproduction phases (n) 21 (12 GLP)
Replicates included (n) 205
Mean eggs per female per day (n) 37.2

Sd 16.1
Rel. sd (%) 43.2
Min (n) 10.2
Max (n) 104.9
n<20 13
n<20 (% of total n) 6.3

The data base comprises 205 replicates with approximately 15 females and 20
daily egg counts each, thus about 3000 females and 2.2 million eggs. The mean
of 37 eggs per female and day is within a high range of variability (table 2). For
160 replicates (78%), eggs were counted to be between 20 and 50. As quality
criterion a mean control egg number per female and day of 20 can be derived.
Only 6% of the replicates exhibited egg numbers below 20 (figure 3).

70

normal egg humbers per female and day of zebrafish in IME tests

60 -

50 -

40 -

vessels

30 -

20 -

10 -

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >70

eggs per female and day

Figure 3: Zebrafish eggs per female and day classes of IME test replicates.
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Reproduction: Fertilization rate

When regarding fertilization rates, the means and variances of flow-through and
static tests were comparable and the data sets could be combined to a group ,no
water exchange event (table 3, figure 4). Rates were high (mean of 93 %) with
very low variability (relative standard deviation below 5%). The data base
comprises approximately 2 million eggs, each individually checked for being
fertilized using a binocular within few hours after spawning. As quality criterion a
fertilization rate of 85% can be derived. The 2.5% of replicates below 85%
fertilization rate were close to it, with the lowest value at 79%.

The group ,water exchange®, representing the semi-static tests (all non-GLP)
showed clearly worse results with a lower mean and higher variability. This is
most probably due to a combination of frequent disturbance and less experienced
staff.

Table 3: Statistics of fertilization rates in FLC tests with zebrafish at the IME

no water exchange | water echange (3/w)

Reproduction phases (n) 19 (15 GLP) 5 (all non-GLP)
Replicates included (n) 198 34

Mean fertilization rate (%) 93.0 84 .1

Sd (%) 3.2 8.9

Rel. sd (%) 3.5 10.5

Min (%) 79.0 60.0

Max (%) 97.5 96.3

n<85% 5 17

n<85% (% of total n) 25 50.0

vessels
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Figure 4: Zebrafish fertilization rate classes of IME test replicates.
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Sex ratio

For the determination of sex ratios, only fully developed gonads were used. The
means and variances of flow-through, static and semi-static tests were com-
parable and the data sets could be combined to one group (table 4, figure 5). The
portion of females was around 50% with high variability. The data base comprises
approximately 4000 fish (around 30 per replicate), checked for sex by gonad
inspection after the observation of reproduction. As quality criterion a sex ratio
range of 25-75% can be derived. Below 5 % of the replicates were outside that
range. The normal range is 35-65%. For this range, a normal reproduction was
shown (figure 6).

Table 4: Statistics of sex ratios (parts of females)
in FLC tests with zebrafish at the IME

Reproduction phases (n) 12 (9 GLP)
Replicates included (n) 127
Mean part of females (%) 55.2
Sd (%) 12.4
Rel. sd (%) 225
Min (%) 27
Max (%) 90
75%>n<25% 6
75%>n<25% (% of total n) 4.7

50
45

vessels

15

normal sex ratio of zebrafish reared in IME tests

40 |
35 |
30
25 |
20

10

—

<25 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 >75

% females

Figure 5: Zebrafish sex ratio classes of IME test replicates.
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Figure 6: Relation between sex ratio and reproductive success
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For the determination of vitellogenin concentrations, only spawning fish were
used. The means and variances of flow-through and static tests were comparable
and the data sets could be combined to one group (table 5, figure 6). The VTG
concentration in females was around 300 ng/ug protein, varying between 100 and
500 ng/ug (only 4% outside that range). The data base comprises approximately
400 fish, checked for sex by gonad inspection after the observation of repro-

duction.

In males, a mean VTG concentration of 0.26 ng/ug with very high variability was
determined. Figure 6 indicates that there were two groups of tests, one with low
VTG levels (around 0.1 ng/ug) and others with the threefold concentrations. Only
8% of the vessels exhibited concentrations outside the range of 0.05-1 ng/ug.

Table 5: Statistics of vitellogenin concentrations (ng/ug protein) in blood plasma

of adult zebrafish in FLC tests at the IME

Sex female male
Reproduction phases (n) 9 (3 GLP) 8 (2 GLP)
Replicates included (n) 55 48
Mean VTG concentration (ng/ug) 297 0.26
Sd (ng/ug) 104 0.28
Rel. sd (%) 35 107
Min (ng/ug) 135 0.01
Max (ng/ug) 593 1.18
500>n<100 (f); 1>n<0.05 (m) 2 4
outside range (% of total n) 3.6 8.3
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normal VTG of zebrafish females in IME tests

vessels

<100 100-199 200-299 300-399 400-499 >500
ng VTG/ug protein

normal VTG of zebrafish males in IME tests

vessels

<0.05 0.05-0.12 0.13-0.24 0.25-0.49 0.5-1 >1
ng VTG/ug protein

Figure 6: Zebrafish VTG concentration classes of IME test replicates.
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Conclusions

The data is suited to demonstrate the endpoint variability of zebrafish life cycle
tests, at least for the laboratory bred strain used.

For early life stage total success of the parental or filial generation, the quality
criterion of the OECD 210 is feasible. By using 2 replicates per concentration and
four controls, a 25% deviation from controls or a mean below 60% survival is
probably statistically significant.

For eggs per female per day, a quality criterion of 20 is suggested. Due to the
high variability, at least a 75% deviation from controls is needed to be statistically
significant when using 2 replicates per concentration and four controls.

For fertilization rate, a quality criterion of 85% is suggested. Due to the low varia-
bility, a 10% deviation from controls (mean below 83% fertlization) is probably
statistically significant.

For sex ratio, a nomal range of 35-65% is suggested. A deviation of more than
50% from control means (mean below 25% or above 75%) is probably statistically
significant when using 2 replicates per concentration and four controls.

Vitellogenin concentrations (related to total protein contents) normally range from
100 to 500 ng/ug in female and from 0.05 to 1 ng/pg in male blood plasma. Male
data may depend on test conditions more strongly.

In all, egg numbers are the clearly most variable endpoint.

Outlook

The data set may be used to extract also statistics for growth an development
parameters at different ages, such as length or time to first spawning.
Histological data have been generated differently, if included, and thus are not
comparable. However, they may be also used as additional information.
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Tabelle 7: Zusammenstellung der FLCT Daten. Dargestellt sind die empfindlichsten populationsrelevanten sowie die empfindlichsten

indikativen Endpunkte

Empfindlichster

Empfindlichster

Konzentrationen Verwendeter . NOEC N NOEC
Substanz Testart . . populationsrelevanter - Indikativer - Referenz Bemerkungen
(nominal/gemessen) Testfisch Population Indikator
Endpunkt Endpunkt
OSTROGEN REZEPTOR AGONIST
(Segner et
Nominal: - Befruchtungsrate - Induktion von al., 2003;
Wenzel and
Zwei 0.05, 0.3, 1.67, 3.0, - Zeitpunkt der ersten Vitellogenin Schaefers
Ethinylostradiol Generationen Gemes?err:%:rl; Mittel: Z(eDbar:ikcJJarrebrliI(r)]? - Verfﬁ?db;?l?r?g des 0.3 ng/L _(Zeug::dn;i)_ 0.3 ng/L 2001)
Test ; : ; (Fenske et
0.06, 0.3, 1.1, 3.0, 10 Balzverhaltens histologie
ng/L (Mannchen) (Veranderungen) al,, 2005)
(Schafers et
al., 2007)
Nominal / initial: .
94,188, 375, 750, - Befruchtungsrate 7285;:& - Induktion von
Bi 1500 pg/L Zebrabarbling - L . . 188 pg/L (Segner et
isphenol A FLCT . o . . Zeitpunkt der ersten (initial) Vitellogenin o
Gemessen im Mittel: (Danio rerio) Eiabl EC10: Zunah (Initial) al., 2003)
12, 24, 40, 86, 157 1ablage 390 Lol (2unahme)
e}
Hg/L
Nominal: - Befruchtungsrate
’ 1.2,3.2,12, 38 pg/L Zebrabarbling o (Segner et VTG nicht
p-tert Octylphenol FLCT Gemessen im Mittel: (Danio rerio) Zeltpur_1kt der ersten 1 uglt al., 2003) untersucht
1.0,2.8, 11, 35 ug/L Eiablage
Nominal/Initital:
048 1ug/lf19 1 Zebrabarbling - Befruchtungsrate (Segner et VTG nicht
Genistein FLCT Gemessen im Mittel: (Danio rerio) ) ZeltpE?akglge;ersten 1.3 uglt al., 2003) untersucht
0.45,1.3,4.2, 20 9
Hg/L
- Gonaden-
Nominal: Dickkopfelritze histologie (Testis) .
Bisphenol A FLCT 1; 16; 160; 640; 1280 | (Pimephales : fg"“pfra.te 160 ugll | - VTG Induktion 1 ug/L (SIOZ%% b B?fL“Cht“r‘gsra;e
ug/L promelas) (F1-Generation) (Ménnchen) al,, ) nicht untersucht

-GSl
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Fortsetzung der Tabelle 7
Substanz Testart Kor_lzentrationen Verwer_1deter po;;EuTeE{LnndsI:Cer:JSLter NOEC.: En]ﬂgrk(g:i(i/r:esl'ter NQEC Referenz Bemerkungen
(nominal/gemessen) Testfisch Population Indikator
Endpunkt Endpunkt
OSTROGEN REZEPTOR AGONIST
- Geschlechter-
Nominal: Dickkopfelritze verhaltnis -rﬁsotglao%?g- (Ojlontg/slzis) (Lange et Befruchtungsrate
Ethinyl6stradiol FLCT 0.2;1.0; 4.0; 16; 64 (Pimephales (FO-Generation) 1.0 ng/L . ;
(Ovotestis) 4 ng/L al., 2001) nicht untersucht
ng/L promelas) - Wachstum, - VTG Induktion (Vitellogenin)
(FO-, F1- Generation)
Nominal: . . .
Dickkopfelritze _ - Sekundare (Parrott
Ethinyl6stradiol FLCT C?e?rfegsﬁ (Pimephales Befruchtungsrate <0.32 ng/L Geschlechts- 0.32 ng/L and Blunt,
3.5, 9.6; 23 ng/L promelas) merkmale 2005)
Nominal: 62.5; 125; - Geschlechter-
) 250; 500; 1000 pg/L Medaka verhéltnis, ) : .
en? Itel':tenol FLCT Gemessen im Mittel: (Oryzias (FO-Generation) 100 pg/L \(/&gnlrr:g#:rt]l)on <51.1 yg/L a(ISEEZ%Oe;)
pentylp 51.1, 100, 224, 402, latipes) - Befruchtungsrate, .
931 pg/L (FO-Generation)
Nominal:
0.95, 3.1, 9.8, 31.3, Medaka - Befruchtungsrate
17-beta FLCT 100 ng/L; (Oryzias (Fo-Generation) 2.9 nalL - VTG Induktion 2.9 nalL (Seki et
Ostradiol gemessen im Mittel: Iatiyes) - juveniles Wachstum ~Ng (Mannchen) ~Ng al., 2005)
0.94,2.9, 8.7, 27.9, P (F1-Generation)
92.4 ng/L
Nominal:
1.9; 5.56; 16.7; 50; - Gescribonter-
150 pg/L Medaka ) . B
Nonylphenol FLCT Gemessen im Mittel: (Oryzias (F1-Generation) 8.2 pg/L Gsl . 4.2 ng/L (Yokota et
: - Uberlebensrate (FO-Generation) al., 2001)
4.2,82,17.7,51.5, latipes) (FO-Generation)
183 pg/L
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Konzentrationen Verwendeter Em pfindlichster NOEC Empfi_ndli_chster NOEC
Substanz Testart . . populationsrelevanter : Indikativer ) Referenz Bemerkungen
(nominal/gemessen) Testfisch Population Indikator
Endpunkt Endpunkt
OSTROGEN REZEPTOR ANTAGONIST
- VTG Reduktion .
. . . . . Eigene
Zwei Nominal: 0.16; 0.5; Zebrabarblin - Befruchtungsrate (FO-Generation, Daten
Tamoxifen-Citrat | Generationen 1.6; 5.0; 16 pg/L . 'ng 9s ’ 1.6 pg/L Weibchen) 1.6 pg/L
(Danio rerio) (FO-Generation) Fraunhofer
Test - 11-keto-
IME
Testosteron
- Schlupfrate, ngrba_geennlgf;(zilc())gle (van der
. Nominal: 3.2; 10; 32; Zebrabarbling (F1-Generation) - X Ven et al.,
Tamoxifen PLCT . . : 10 pg/L Leydig-Zellzahl) 32 pg/L
100; 320 pg/L (Danio rerio) - Wachstum, h 2007)
(F1-Generation) - VTG Reduktion
(FO-Generation)
PLC,nominal:
0.18; 0.56; 1.8; 5.6;
18 pg/L
PLC, gemessen im
Mittel:
bLCT ot ?;;'JJL' >0 Dickkopfelritze Wachstum - VTG Reduktion (VTg'ﬁéﬁ%’cLhen) (Williams
Tamoxifen-Citrat FLCT, nominal: (Pimephales S 1.8 pg/L - Gonaden- etal,
FLCT . A (F1-Generation, juvenil) - ; 0.64 pg/L
0.01; 0.08; 0.6; 5.1 promelas) histologie . . 2007)
ug/L (Gonadenhistologie)
FLCT gemessen im
Mittel:
0.01, 0.07, 0.6, 4.1
pg/L




FKZ 206 67 470

Fortsetzung der Tabelle 7

Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen

82/93

Empfindlichster

Empfindlichster

Konzentrationen Verwendeter . NOEC L NOEC
Substanz Testart ) ) populationsrelevanter : Indikativer - Referenz Bemerkungen
(nominal/gemessen) Testfisch Population Indikator
Endpunkt Endpunkt
ANDROGEN REZEPTOR AGONIST
. <1 ng/L .
Zwei 1:3;10;30; 90 ng/L | Zebrabarbling - Geschlechter- - Gonaden- Ei-Debris, (Boettcher | <ein Effektauf
Trenbolon Generationen . . verhaltnis, 3 ng/lL histologie : molekulare
(Danio rerio) ; L : Weibchen etal., 2007) )
Test (F1-Generation) (Eireifestadien) . Biomarker
(F1 Generation)
Nominal:
5; 50; 500; 5000 ng/L
Ay ’ 8 I - Geschlechter-
Trenbolon FSDT Gemessen: Zebrabarbling verhaltnis, <5ngll | -VTG Reduktion 23 ng/L (Holbech et
<5,9.7, 23, 193, (Danio rerio) . al., 2006)
(FO-Generation)
2779 ng/L
Nominal:
FLCT 0.31; gzgﬁ ?L'1; 10; Medaka - Geschlechter- - VTG Reduktion (Seki et al
Methyltestosteron g I (Oryzias verhéltnis, 10 ng/L Weibchen <0.4 ng/L v
Gemessen im Mittel: latipes) (FO-Generation) (F1-Generation)) 2004)
04,1.1,3.3,10, 27.8 P
ng/L
ANDROGEN REZEPTOR ANTAGONIST
- 11-keto-
Testosteron (F1- .
Zwei 37.5,82.2,189.0, | Zebrabarblin - Eiproduktion Generation, e
Flutamid Generationen . A o ) 'ng P C 189.0 ug/L Mannchen) 434.8 pg/L
464.8; 1000 pg/L (Danio rerio) (FO-Generation) f Fraunhofer
Test - VTG Reduktion
: IME
(F1-Generation,
Weibchen)
AROMATASE INHIBITOREN
g, Zebrabarbling - - VTG Induktion (Kinnberg
Prochloraz FSDT 16; 64; 202 pg/L (Danio rerio) - Geschlechterverhaltnis 64 pg/L Mannchen <16 pg/L et al., 2007)
INHIBITOREN DER STEROID SYNTHESE
. 0.03; 0.13; 0.54; Zebrabarbling B . - Vitellogenin (Nagel et
Atrazin FLCT 2.33; 10 mg/L (Danio rerio) Eiproduktion Reduktion al., 2004)
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Anhang 3: Protokoll des Fachgespréaches
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Einladung zum Fachgesprach

Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen
UFOPLAN-Forschungsprojekt FKZ 206 67 470

21. Juni 2007, 10:00 Uhr

Umweltbundesamt, Worlitzer Platz 1, 06844 Dessau

ECT Oekotoxikologie GmbH, Flérsheim/Main

Fraunhofer-Institut fir Molekularbiologie und Angewandte Oekologie, Schmallenberg

Bei der gesetzlichen Umweltrisikobewertung von Stoffen reichen Standardtestmetho-
den nicht aus, um Stérungen des endokrinen Systems adaquat zu erfassen. Die
Entwicklung geeigneter Testmethoden bildet seit einigen Jahren einen Schwerpunkt
im OECD-Prufrichtlinienprogramm. Deutschland beteiligt sich dabei u.a. an einem
definitiven Langzeittest fur die Charakterisierung adverser Effekte auf Reproduktion
und Entwicklung von Fischen. In Einzelfallen fordern die Zulassungsbehdrden jedoch
bereits seit Jahren Lebenszyklus- oder Generationen-Studien mit Fischen flir die
Stoffbewertung, insbesondere beim Vollzug des Pflanzenschutzgesetzes. Die Unsi-
cherheit, mit der die Bewertung dieser komplexen Studien beim derzeitigen Stand
behaftet ist, soll durch eine systematische Sammlung und Auswertung der bisher
vorliegenden Anwendungserfahrungen reduziert werden. Darlber hinaus sollen die
Ergebnisse zu weiteren Fortschritten in der Testmethodenentwicklung beitragen.

Entscheidend als Selektionskriterium flr die Auswahl der Fallbeispiele war die Ver-
flUgbarkeit populationsrelevanter Toxizitatsdaten gekoppelt mit einem Verdachts-
potential auf endokrine Wirkungen. Vorhandene Studien wurden hinsichtlich der
Aussagekraft der erhobenen Parameter fur endokrine Wirkungen uberpruft. Aus-
gangspunkt der Untersuchung waren Studien des Fraunhofer-IME mit Substanzen
unterschiedlicher sexualendokriner Wirkmechanismen, die um relevante Studien aus
dem Datenbestand des UBA und Literaturdaten erganzt wurden. Soweit die Daten-
lage dies erlaubte, waren fur die unterschiedlichen sexualendokrinen Wirkmechanis-
men sowohl die Empfindlichkeit und Populationsrelevanz von Endpunkten als auch
die Empfindlichkeit verschiedener Testspezies zu vergleichen. Vorgesehen war
weiterhin ein Vergleich mit Daten zu denselben Stoffen aus anderen verfugbaren
Fischstudien. Ziel war die Festlegung von Kriterien flr ein geeignetes Testverfahren
zur definitiven Prifung auf sexualendokrine Wirkungen gegenuber Fischen.

Das Fachgesprach soll einen vertieften inhaltlichen Austausch in einem flexiblem
Rahmen ermdglichen. Wir laden dazu eine Reihe von Wissenschaftlerinnen und
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Wissenschaftlern ein, die sich in Behorden, Industrie und Forschung besonders mit
der Thematik befassen. Nach einer ein- bis zweistundigen Prasentation der Projekt-
Ergebnisse durch Christoph Schafers und Matthias Teigeler vom Fraunhofer-Institut
soll es nach Bedarf und Interesse Raum zur ausfuhrlichen Diskussion geben sowie
eine Gelegenheit zum gemeinsamen Mittagessen. Das Ende ist zwischen 13:00 und
14:00 Uhr vorgesehen.

Das Fachgesprach findet im Besprechungsraum 0.163, im Erdgeschoss auf der lin-
ken Seite des Atriums, statt. Gaste lassen sich bitte mit Verweis auf diese Veran-
staltung den Zugang ins Atrium vom Pfortner 6ffnen. Wegen begrenzter Raumlichkeit
(fir maximal 30 Personen) bitten wir um verbindliche Rickmeldung Uber beiliegendes
Formblatt.

Mit freundlichen GrifRRen

i A

Petra Greiner
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Tagesordnung

10:00 BegrufRung und Hintergrund des Vorhabens (Barbara Werschkun, UBA)

10:15 Aufgabenstellung des Vorhabens (Thomas Knacker, ECT)

10:30 Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen - Darstellung
eigener Daten und Literaturvergleich (Matthias Teigeler, Fh-IME)

11:10 Indikationswert und Populationsrelevanz - Endpunkte in einer Teststrategie
fur EDCs (Christoph Schafers, Fh-IME)

11:40 Mittagspause

12:20 Prasentation von Thesen und Diskussion (Moderation: Thomas Knacker,

ECT)

spatestens

13:50 Zusammenfassung und Abschluss (Barbara Werschkun, UBA)
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Prasentationen

Alle Prasentationen sind auf einem Datentrager als power.point.pdf-files diesem
Protokoll beigefugt. Anmerkungen und Fragen zur jeweiligen Prasentation sind
nachfolgend skizziert.

e BegruRung und Hintergrund des Vorhabens (Prasentation B. Werschkun,
UBA)

¢ Aufgabenstellung des Vorhabens (Prasentation T. Knacker, ECT)

e Charakterisierung endokrin vermittelter Wirkungen in Fischen (Prasentation M.
Teigeler, IME)

Anmerkungen:

das Datenmaterial ist zu komplex

es fehlen Angaben zu Unterschieden in der Empfindlichkeit der unter-
suchten Endpunkte in Relation zueinander

Anmerkung zur Sohoni et al. Studie mit BPA: Diese Studie wird/wurde
wiederholt: Sie zeigt gleiche Empfindlichkeit, aber mit unterschiedlichen
Endpunkten

¢ Indikationswert und Populationsrelevanz (Prasentation C. Schafers, IME)

e Thesen zur Diskussion (Prasentation/Moderation T. Knacker, ECT)
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Thesen zur Diskussion

Die nachfolgenden Thesen sind keine regulatorisch verbindlichen Schluss-
folgerungen, sondern konzeptionelle Gedanken auf der Grundlage von
begriundeten Indizien. Die Thesen sollen die Teilnehmer des Fachgesprachs zur
Diskussion anregen. Insbesondere die Thesen zu einer Prifstrategie sind
zwischen UBA und Auftragnehmer nicht abgestimmt.

These 1:

Biomarker konnen die durch eine Substanz verursachten sexualendokrinen
Wirkungen ausreichend empfindlich indizieren

Zu These 1:

Die Gruppierung von Chemikalien nach sexualendokrinen Wirkmechanismen ist eine
notwendige Grundlage zur Entwicklung einer Prufstrategie fur die Erfassung
endokriner Wirkungen auf Fische.

Populationsrelevante Endpunkte konnen durch verschiedene Wirkmechanismen
betroffen sein. Die durch eine Substanz ausgeloste Veranderung eines
populationsrelevanten Endpunktes erlaubt allein keinen Rulckschluss auf den
Wirkmechanismus.

Die Erhohung der Vitellogenin (VTG)-Konzentration in Kombination mit der Abnahme
der 11-keto-Testosteron (11-kT)-Konzentration ist eine spezifische Anzeige fur
Ostrogenrezeptor-Agonisten. Allerdings ist im Entwurf der OECD fiir den Fish
Screening Assay (FSA) die Bestimmung von 11-kT nicht vorgesehen.

Die Abnahme des VTG-Gehaltes bei gleichzeitiger Zunahme des 11-kT-Gehaltes
zeigt sowohl den Wirkmechanismus Aromatasehemmung als auch die Antagonisten
des ER oder AR an.
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Diskussionsinhalte/Anmerkungen/Fragen zu These 1:

die prasentierten Ergebnisse sind sehr ,Zebrafisch-lastig“. In der Darstellung wurde
die Aussagekraft der sekundaren Geschlechtsmerkmale nicht bertcksichtigt. Bei
anderen Fischarten, insbesondere der Dickkopfelritze, liefern diese zusatzliche
wichtige Informationen (an dieser Stelle erfolgte ein Hinweis auf aktuelle Screening-
Studien des US EPA mit Dickkopfelritze, in denen die Anwendbarkeit weiterer
Endpunkte wie Reproduktion, Steroidhormone, GSI usw. untersucht wird).

Anmerkung zur Prasentation M Teigeler: Frage nach der Empfindlichkeit der nicht-
empfindlichsten Endpunkte. In den Fallen, in denen Biomarker nicht die empfind-
lichsten Parameter sind: Liegen sie wenigstens ,in der Nahe“?

FUr die untersuchten Androgen-Rezeptor Agonisten ist kein geeigneter Biomarker im
FSA enthalten, weder VTG noch 11-keto-Testosteron sind hier ausreichend
empfindlich. Suche nach einem androgenen Biomarker? Ideal ware eine spezifisch
androgene Antwort (wie z.B. das Protein Spiggin beim dreistachligen Stichling)

Neben der Frage nach der Empfindlichkeit der Biomarker sollte auch die nach der
Selektivitat betrachtet werden. Eine eindeutige Selektivitat ist momentan bei den
Ostrogen Rezeptor Agonisten gegeben (Vitellogenin Konzentration im Blutplasma
steigt an)

Warnung vor einem Paradigmenwechsel:

Bislang galten Biomarker als Hinweise (,signposts®) fir weiteres Testen, nicht als
Entscheidungsgrundlage bei der Risikobewertung.

Frage nach der Bewertung der Biomarker aus regulatorischer Sicht (UBA)?

Frage: Kbnnen Biomarker irgendwann FLCT ersetzen?
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These 2:

Die Datenlage uber den empfindlichsten populationsrelevanten Endpunkt ist
fur DMI-Fungizide noch nicht eindeutig bzw. ausreichend (Geschlechter-
verhaltnis? Wachstum? Reproduktion?).

Zu These 2:

Die Veranderung des Geschlechterverhaltnisses ist der empfindlichste
populationsrelevante Endpunkt fur die Aromatasehemmung bei Fischen. Aromatase-
hemmer werden im FSA durch Abnahme des VTG- und Zunahme des 11-kT-
Gehaltes angezeigt.

DMI-Fungizde sind wohl keine ,reinen“ Aromatasehemmer, da haufig die Abnahme
des VTG- mit dem des 11-kT-Gehaltes kombiniert ist. Da diese Antwortkombination
auch bei allgemeiner Steroidsynthesehemmung und systemischer Toxizitat auftritt,
sind Informationen Uber das Verhaltnis akut-chronische Toxizitat (ACR) hilfreich
(ACR >> 10: spezifischerer Mechanismus).

These 3:

Falls das Geschlechterverhaltnis sich als empfindlichster Endpunkt fur alle
DMI-Fungizide erweist, kann der FLCT durch den FSDT ersetzt werden.

These 4:

Fur DMI-Fungizide ist die Datenlage ausreichend, um den Endpunkt
,Wachstum® im Early-Life Stage und Juvenile Growth Test als hinreichend
sichere Abschatzung des NOEC fur den empfindlichsten populationsrelevanten
Endpunkt im Life-Cycle Test zu nutzen.
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These 5a (Prifstrateqgie):

Der FSA ist Teil des Stufenkonzepts und kann bei spezifischer, mit einem
Wirkmechanismus korrelierten Reaktion der Bioindikatoren die Forderung nach
oder den Ausschluss von einer weiteren Prifstufe auslésen. Die hdochste zu
testende Konzentration im FSA sollte 1/10 der akuten LC50 nicht tGberschreiten.

These 5b (Prifstrateqie):

Die Indikation einer endokrinen Wirkung fuhrt direkt zum definitiven Test.

Der definitive Test ist ein Fish Full Life-Cycle oder zwei Generationen-Test
(FLCT oder 2-G-Test).

Bei ausreichender Information Gber den Wirkmechanismus kann der definitive
Test ,fokussiert" werden (z.B. auf den Fish Sexual Development Test; FSDT).
Ein Kurzzeit-Reproduktions-Test ist immer unzureichend, da er das empfind-
lichste Belastungsstadium aller Wirkmechanismen, die Geschlechtsentwick-
lung, nicht umfasst.

Diskussionsinhalte/Anmerkungen/Fragen zu Thesen 2-5:

Aus Zeitgrinden konnten die Thesen 2-5 nicht diskutiert werden. Das Gewicht einiger
Kernfragen variiert in Abhangigkeit von den verschiedenen regulatorischen
Konstellationen: wahrend v.a. bei Industriechemikalien die Verifizierung oder
Falsifizierung eines Eingangsverdachts auf spezifische endokrin vermittelte
Wirkungen das weitere Vorgehen bestimmt, stellt sich bei Wirkstoffen wie
Pflanzenschutzmitteln, Arzneimitteln und Bioziden haufig eher die Frage, ob und wie
auf Grundlage bereits vorliegender Informationen verkirzte Teststrategien
ausreichen konnen, um zu ausreichend begrundeten regulatorischen Entschei-
dungen zu kommen.
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Allgemeine Diskussion:

Fir zukunftige Arbeiten wird es als wichtig und winschenswert angesehen, eine
eventuelle Korrelation zwischen Histologie (histopathologische Befundung aus dem
FSDT) und spaterem Reproduktionserfolg zu untersuchen.

Hierzu werden Zweifel gedulert, dass die histopathologische Befundung eine
Vorhersage leisten kann.

Welche Kriterien sind gegeben, um weiteres Testen/Prifen einzuschranken?

(Kommentar) Die Identifikation des Wirkmechanismus ist wichtig fir die
Risikobewertung von Kombipraparaten, bestehend aus Wirkstoffen mit
gleichgerichteten Wirkmechanismen.

Im definitiven Test sind Biomarker nicht mehr nétig.

(Kommentar zum Fachgesprach) Die Information, insbesondere aus den Vortragen,
war zu verdichtet und daher nicht nachvollziehbar. Mehr Zeit fur die Diskussion ware
notig. Vorschlag: Durchfihrung eines zweitagigen Workshops.

Eine zeitnahe Diskussion wird als noétig angesehen um insbesondere Ausstiegs-
kriterien in der Teststrategie zu erortern.

Bei dem geplanten Workshop soll ein Meinungsbild/Konsens erreicht werden.

Der Workshop kann Empfehlungen geben (fur die EU-Ebene). Wichtig in allen Fallen
ist, keinen deutschen Sonderweg zu formulieren.

Die Organisation einer Folgeveranstaltung kann evil. vom VCI/IVA Gbernommen
werden. Veranstaltungsort wird Berlin sein, als Termin wird Oktober/November 2007
angestrebt.

Zuvor erstellen Auftragnehmer und UBA eine Zusammenfassung des Fachge-
sprachs, die den Teilnehmern zusammen mit den Vortragsfolien und der
Teilnehmerliste zugeht (bis Ende Juli 2007). Die Zusammenfassung kann bis Ende
August von den Teilnehmern kommentiert werden.

Die Auftragnehmer erstellen entsprechend bisheriger Vereinbarung bis spatestens
Ende Juli 2007 einen ausflhrlichen Abschlussbericht, der wegen Vertraulichkeit
einiger Daten nicht direkt veroffentlicht werden kann. Das UBA prift, ggf. mit
Unterstutzung der betroffenen Firmen, ob und wie Teile daraus fur die fachliche
Diskussion zuganglich gemacht werden kénnen.
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Gruppe

Name, Institution

Auftragnehmer

Thomas Knacker, ECT

Christoph Schafers, Fh-IME

Matthias Teigeler, Fh-IME

Thomas Braunbeck, Uni Heidelberg

Forschung

Stefan Scholz, UfZ-Leipzig

UBA

Adolf Eisentrager, Abt IV 2

Jean Bachmann, FG IV 2.4

Tobias Frische, FG IV 2.4

Hans-Christian Stolzenberg, FG IV 2.4

Barbara Werschkun, FG IV 2.4

Susanne Walter-Rohde, FG IV 1.1

Bettina Rechenberg, FG IV 1.2

Gabi Vorwerg, FG IV 1.3

Wiebke Schwarzbach, FG IV 1.3

Marianne Rappolder, FG Il 1.2

Edda Hahlbeck, FG Il 2.3

BVL

Martin Streloke

Industrie

Friedrich Dechet, IVA

Michael Dorgerloh, Bayer Crop Science

Reinhard Lange, Bayer Health Care

Norbert Caspers, Bayer Industry Services

Sabine Zok, BASF

Robert Spatz, Syngenta

Hans Rufli, Ecotoxsolutions

Achim Schmitz, SCC
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