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Zusammenfassung Hintergrund und Ziel Aus den Er-
gebnissen umfangreicher Forschungsprogramme, wie z. B.
dem Schweizer Forschungsprojekt NFP50 ,,Hormonaktive
Stoffe” und deren Konsensplattformen zeigt sich ein zu-
nehmender Handlungsbedarf hormonaktive Wirkungen in
aquatischen Systemen nachweisen, bewerten und reduzie-
ren zu konnen. Die EU-Strategie fiir endokrine Disruptoren
beinhaltet als mittelfristige MaBBnahmen die Beteiligung der
,»Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment“ (OECD) durch die ,,Endocrine Disruptor Testing and
Assessment Task Force® (EDTA) und weitere Forschungs-
aktivititen. Die Testverfahrensentwicklungen der OECD
konnen erhebliche Beitrdge zum Versténdnis des Ausmales
der endokrinen Disruption leisten, sofern diese auch auf
Umweltproben angewendet und fiir Risikominderungsstra-
tegien (z.B. Abwasserbehandlungen) ecingesetzt werden.
Ziel dieses Reviews ist es, eine Zusammenfassung und
Bewertung von verfiigbaren und in der Validierung befind-
lichen biologischen Testsystemen zu erstellen, mit denen
Effekte hormonaktiver und reproduktionstoxischer Sub-
stanzen in Gewdssern nachgewiesen werden konnen. Auf
dieser Grundlage erfolgt eine Empfehlung einer 6kotoxiko-
logischen Testpalette, die es erlaubt, die unterschiedlichen
Mechanismen der hormonaktiven Wirkungen und reproduk-
tionsrelevanten Wirkungen zuverléssig in Umweltproben zu
erfassen. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Test-
verfahren fiir geschlechtshormonaktive Substanzen.
Material und Methoden Ausgehend von einer Literatur-
recherche und aktuellen internationalen Validierungsaktivi-
titen fiir Nachweismoglichkeiten hormonaktiver und repro-
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duktionstoxischer Substanzen und Wirkungen wurden 15
biologische Testverfahren (5 In-vivo- und 10 In-vitro-Test-
verfahren) ausgewahlt. Es wurden 8 Verfahren der OECD-
EDTA erfasst und 3 von 5 In-vitro-Verfahren aus dem ,,Glo-
bal Water Research Coalition” (GWRC) Report: ,,Tools to
detect estrogenic activity in environmental waters” (Leusch
2008) ausgewdhlt. Fiir diese Testverfahren erfolgte eine
Abfrage umfassender Kriterienprofile bei versierten An-
wendern und Entwicklern, die vergleichend dargestellt und
ausgewertet wurden.

Ergebnisse Wichtige Kriterien bei der Auswahl der Test-
verfahren waren Normung/Validierung oder Verbreitung
und Standardisierbarkeit der Tests sowie eine nachgewie-
sene Sensitivitdt in der Bewertung von Umweltproben.
Bei den In-vitro-Tests erfiillen dies unserer Meinung nach
bestimmte YES/YAS-Systeme (Yeast Estrogen/Androgen
Screen Assay) und die ER/AR-Calux-Verfahren (Estrogen/
Androgen Receptor). Sollte deren Anwendung durch starke
zytotoxische Effekte in Umweltproben behindert werden,
kann z.B. ein molekularer Rezeptorbindungsassay, wie
der ELRA, Rezeptorbindungspotenziale nachweisen. Wei-
tere molekulare Rezeptorbindungsassays sind derzeitig in
der Validierung der OECD. Ebenfalls von der OECD fiir
Einzelsubstanzen validiert, kann der H295R Steroidgene-
sis Assay Modulationen der Steroidgenese, und eventuell
sogar aromatasemodulierende Effekte nachweisen. Seine
Anwendbarkeit auf Umweltproben wird derzeitig getestet.
Fiir die /n-vivo-Stufe der modularen Testplattform wurden
verschiedene Fischtests (z. B. der Fish Screening Assay und
der Fischeitest) bewertet. Um Einfliisse auf das thyroidale
Hormonsystem nachzuweisen ist der Amphibian Metamor-
phosis Assay (in der Abfrage unter XEMA, Xenopus Me-
tamorphosis Assay) am weitesten validiert und wird bald
als offizielle OECD-Richtlinie erscheinen. Da es sich auch
hier um einen Vertebratentest handelt und internationale Be-
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strebungen bestehen Vertebratentests zu vermeiden, erfolg-
te nur eine optionale Empfehlung. Reproduktionstoxische
Wirkungen konnen z.B. sehr sensitiv im Schneckenrepro-
duktionstest mit Potamopyrgus antipodarum nachgewiesen
werden. Dieser reagiert auch auf viele Substanzen, die in
Vertebraten eine endokrine Disruption verursachen. Eine
Validierung erfolgt derzeitig durch die OECD. Eine Eignung
der in der modularen Testpalette vorgeschlagenen Verfahren
fiir Umweltprobenbewertungen wurde angegeben und kann
durch mehrere Literaturquellen belegt werden.

Diskussion Es wurde eine anwendungsorientierte modu-
lare Testpalette mit verschiedenen Testverfahren vorgeschla-
gen, die moglichst effektiv und vielseitig die Mechanismen
der endokrinen Disruption und die Reproduktionstoxizitit
nachzuweisen vermdgen und sich dabei in ihren Stirken
und unterschiedlichen Arbeitsbereichen ergénzen. Es kon-
nen fortpflanzungsrelevante Wirkungen an Invertebraten,
Amphibien und Fischen und die wirkmechanistischen An-
sdtze der Ostrogenen und androgenen Rezeptorbindung, der
Steroidgenese, eventuell sogar der Aromatasemodulation
erfasst werden. Neuere Forschungsergebnisse, wie z. B. der
Forschungsbericht zur Gewisserrelevanz endokriner Stoffe
und Arzneimittel (Moltmann et al. 2007), konnten anhand
aquatisch relevanter Schadstoffe mit /n-vivo-Tests nachwei-
sen, dass endokrine Endpunkte (bei 31 von 71 untersuchten
Stoffen) empfindlicher sein konnen als allgemeine 6koto-
xikologische Endpunkte (z.B. Mortalitdt, Wachstum usw.).
Daher wird empfohlen endokrine Effekte nicht isoliert zu
betrachten, sondern parallel mit allgemeintoxischen und
fortpflanzungsrelevanten Wirkungen in 6kotoxikologischen
Biotestpaletten integrativ zu erfassen.

Schlussfolgerungen Durch die Kombination einer Litera-
turrecherche und der gezielten Abfrage von Informationen zu
den Testverfahren konnte eine umfassende, aber auch detail-
lierte Ubersicht zum derzeitigen Stand der Wissenschaft und
Technik gegeben werden. Dabei wurden 6kotoxikologische
und regulative Aspekte der Testverfahren gleichermalien be-
riicksichtigt und deren Praktikabilitét fiir ein Umweltmonito-
ring in aquatischen Systemen bewertet. Bei der Vielfiltigkeit
der endokrinen Wirkmechanismen bedarf es einer modula-
ren Kombination von In-vivo- und In-vitro-Verfahren in einer
Testpalette, um auch die flieBenden Ubergiinge von hormon-
aktiven Wirkungen bis hin zu einer manifestierten endokri-
nen Disruption erfassen und differenzieren zu kdnnen.

Empfehlungen und Perspektiven Die vorgestellte Testpa-
lette erlaubt einen umfassenden Schutz vor hormonaktiven
und reproduktionsrelevanten Effekten, wobei eine Anpas-
sung an die Interessen und Zielsetzungen der Anwender
erfolgen kann. Es werden sowohl die regulativen und 6ko-
toxikologischen Anforderungen an Testsysteme als auch die
aktuellen Entwicklungen in der EU und der OECD mit be-
riicksichtigt. Eine weiterfiihrende Normung dieser Verfah-
ren fiir den regulativen Einsatz in der Umweltiiberwachung
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und fiir Risikominderungsstrategien ist zu empfehlen. Das
modulare System erlaubt es, einen anwendungsorientierten
Austausch der Testmodule nach dem sich kontinuierlich
entwickelnden Stand der Technik ohne Neuentwicklungen
auszuschlieen.

Schliisselwérter Aquatische Okotoxikologie - Biotest-
paletten - Endokrine Disruption - Fortpflanzungs-
gefdahrdende Wirkungen - Gewésserschutz - Hormonaktive
Wirkungen - Monitoring - Normungen - Reproduktions-
toxische Wirkungen - Teststrategien

Identification of reliable test procedures to detect
endocrine disruptive and reproduction toxic effects
in aquatic ecosystems

Abstract Background and objectives There is an urgent
need to detect, assess, and reduce effects of hormonally ac-
tive compounds and endocrine disrupters in aquatic systems,
as reflected in national research programs like the Swiss NRP
50 “Endocrine Disruptors” and its consensus platforms. As a
medium-term measure, the EU strategy on endocrine disrup-
tors (SEC(2007)1635) uses the Endocrine Disruptor Testing
and Assessment (EDTA) Task Force of the Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD) along
with other research activities. In particular the test methods
of the OECD that are currently in validation or already vali-
dated may contribute to a better understanding of the extent
of endocrine disruption, in particular if they are applied on
environmental samples and in the context of risk-assessment
strategies, for instance in waste water treatment. This arti-
cle aims to give an overview and an evaluation on avail-
able and validated biological test systems for the detection
of endocrine disruptive and reproductive effects in aquatic
systems. Based on this a recommendation for a modular eco-
toxicological test platform is given. The study focuses on
test methods for sex hormone active substances.

Material and methods On the basis of an extensive lit-
erature search and ongoing international validation efforts
by the OECD for methods to detect endocrine disruptive ef-
fects, 15 biological test methods (5 in vivo and 10 in vitro)
were selected. Comprising, for example, of eight OECD
methods and three out of five in-vitro methods mentioned
in the Global Water Research Coalition (GWRC) report
“Tools to detect estrogenic activity in environmental wa-
ters” (Leusch 2008). Experienced users and developers
were then asked to rate the test according to given relevant
criteria. The resulting criteria profiles were compiled, com-
pared, and evaluated.

Results The methods were selected on the basis of valida-
tion status, distribution, their suitability for standardisation,
and their proven sensitivity for environmental samples. We
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assumed that specific YES/YAS-procedures and the ER/AR
Calux systems achieve the mentioned criteria. In the case
that strong cytotoxicity of environmental samples affects the
applicability of cellular reporter gene assays, alternatively
a molecular receptor binding assay (e.g. ELRA) could be
used. Additional molecular receptor binding assays are cur-
rently in validation by the OECD. Modulating effects on
steroidgenesis and probably even on aromatase activity can
be detected by the OECD validated H295R Steroidgenesis
Assay. Its applicability for environmental samples is cur-
rently tested. As in-vivo methods different fish assays (e. g.
Fish Screening Assay and the Zebrafish Embryo Test) were
evaluated. For the detection of effects on the thyroid-asso-
ciated hormone system the Amphibian Metamorphosis As-
say (XEMA, for Xenopus Metamorphosis Assay) will soon
be available as an OECD-Guideline. Because of trends in
the international community to avoid tests with vertebrates
in the future, only an optional recommendation was given
for such tests. Reproduction toxicity, on the other hand, can
be sensitively tested by the tests using the gastropod Pota-
mopyrgus antipodarum, which, as invertebrate tests, do not
require a permit to perform animal testing procedures. This
test is also sensitive for many substances which are able to
induce an endocrine disruption in vertebrates. Its validation
is currently performed by the OECD. The applicability of
the herein proposed test methods of the modular test plat-
form for environmental-sample assessments were previous-
ly confirmed by several published scientific studies.
Discussion We propose several test methods to be includ-
ed in an application-oriented modular test platform. These
tests should be suitable to efficiently indicate different
mechanisms of endocrine disruption and reproduction tox-
icity, and may be employed in different situations according
to their respective advantages. The modular test platform is
able to detect impacts on the reproduction relevant effects in
invertebrates, amphibians, and fishes. Furthermore the dif-
ferent mode of actions of estrogenic and androgenic receptor
binding, steroid genesis and perhaps even the modulation of
aromatase are detectable. A research report on the relevance
of endocrine substances and pharmaceuticals in aquatic en-
vironments (Moltmann et al. 2007) showed that endocrine
end-points of in-vivo tests (31 of 71 tested substances) tend
to be more sensitive than general ecotoxicological end-
points, such as mortality and growth. Consequently, endo-
crine and general-toxic effects should be detected in an inte-
grative manner by ecotoxicological test platforms.
Conclusions By combining literature research with a tar-
geted query for information about the chosen test proce-
dures it was possible to obtain a detailed overview about
the current state-of-the-art of science and technology in the
detection of hormone-active effects and reproduction tox-
icity. Ecotoxicological and regulative aspects were consid-
ered equally, and the applicability of the test procedures was

evaluated. Because of the diversity of endocrine disrupting
mechanisms, a modular combination of in-vivo and in-vitro
methods in a joint test platform is needed to recognise and
differentiate the transitions from hormone-active effects to
endocrine disruption.

Recommendations and perspectives Our study leads to
a proposal of a modular ecotoxicological test platform,
which offers an integrative detection of hormone-active and
reproduction-relevant effects in the aquatic environment.
The modular system presented here allows the switching
between test modules according to the continuously devel-
oping state-of-the-art of science and technology as well as
the incorporation of novel developments. Further stand-
ardisation of such methods for regulative applications is
recommended.

Keywords Aquatic ecotoxicology - Biotest battery
Endocrine disruption - Hormone-active effects -
Monitoring - Reproduction relevant effects - Reproduction
toxic effects - Standardisation - Test strategies -

Water pollution control

1 Einleitung
1.1 Hormonaktive Wirkungen und endokrine Disruptoren

Hormone sind Botenstoffe, die eine Vielzahl von Prozessen
zwischen Geweben und Zellen regulieren. So stehen z.B.
weibliche und minnliche Hormone (Ostrogene und And-
rogene) im Organismus in einem empfindlichen Gleichge-
wicht, welches durch Stoffe mit hormonaktiven Wirkungen
gestort werden kann. Das Ausmaf dieser Storungen wurde
in den letzten Jahrzehnten immer deutlicher und steht wei-
terhin im Blickpunkt wissenschaftlichen und 6ffentlichen
Interesses. Hormone, deren Wirkungsort ortlich getrennt
vom Syntheseort liegt, werden endokrine Hormone genannt.
Nach der Weybridge-Definition (EU-Konferenz 1996) ist
ein endokriner Disruptor eine exogene Substanz oder eine
Mischung von Stoffen, die die Funktion des endokrinen Sys-
tems dndert und infolgedessen gesundheitsschiadigende Wir-
kung in einem gesundem Organismus, seiner Nachkommen-
schaft oder einer (Sub-)Population hervorruft (EC 1997).
Endokrine Disruptoren (Endocrine Disrupting Compounds,
EDC) konnen natiirliche endogene Hormone in ihrer Wir-
kungsweise nachahmen bzw. hindern oder die Synthese bzw.
den Metabolismus dieser Hormone oder deren Hormonre-
zeptoren storen (Sonnenschein und Soto 1998). Endokrine
Disruptoren besitzen demnach eine hormonaktive Wirkung.
Eine hormonaktive Wirkung muss jedoch nicht zu einer
vollstdndigen Disruption der hormonellen Gleichgewichts-
lage fithren, da Ausmaf3 und Wirkrichtung variieren konnen.
Dennoch kénnen hormonaktive Substanzen eine hohe dko-
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toxikologische Bedeutung besitzen, wenn sie eine Beein-
trachtigung der Fortpflanzung von Tieren bewirken und sich
auf das Uberleben von Populationen auswirken. Der Begriff
,hormonaktive Wirkung* ist genereller und soll eine allge-
meine Wirkung auf das hormonelle System beschreiben.
Durch Studien belegte Wirkungen von exogenen hor-
monaktiven Substanzen und endokrinen Disruptoren in In-
vertebraten (INV) und Vertebraten (VER), verdndert nach
Bitscher et al. (1999), Damstra (2003), FNSNF (2008a),
Matthiessen (2000), und UBA-Texte (1995), sind:
* Verdnderung des Reproduktionsverhaltens und der Re-
produktionsfahigkeit (INV, VER)
* Beeinflussung des neurohormonellen Systems und der
Immunfunktionen (INV, VER)
+ Storung der Gleichgewichtslage von Geschlechtshormo-
nen (INV, VER)
+ diverse Verdnderungen in Gehirn und Geschlechtsorga-
nen (INV, VER)
» Verlust von Geschlechtszellen, Sterilitdt oder gar Ge-
schlechtsumwandlung bzw. Intersexstadien (INV, VER),
» Stoérung der Entwicklung und Beschaffenheit von Sper-
mien und Eizellen (INV, VER)
* Beeinflussung der sekunddren Geschlechtsdeterminie-
rung (VER) und
* Fehlbildungen in der Embryonalentwicklung (VER)
* Mehrere Studien weisen auf ein erhohtes Krebsrisiko
hin, z. B. fiir Brust- und Hodenkrebs (VER)
Eine Reproduktionstoxizitdt kann sowohl durch hormon-
aktive Substanzen als auch durch unspezifisch wirkende,
toxische Substanzen verursacht werden. Aus dieser Vielfalt
der mdglichen Wirkungen ergeben sich fiir Okotoxikologen
grole Herausforderungen geeignete Verfahren zu entwi-
ckeln, die einen GroBteil dieser Wirkungen abbilden und
fiir eine Risikoabschétzung herangezogen werden konnen.
So beschéftigten sich mehr als 25% (67 von 264) der Bei-
trige auf der europdischen SETAC 2008, einer der wich-
tigsten internationalen Tagungen fiir Okotoxikologen, mit
hormonaktiven Wirkungen und mit der Identifikation en-
dokriner Disruptoren. Im Gegensatz zur Vielfalt der mog-
lichen Wirkungen représentiert die hormonelle Regulation
der biologischen Funktionen ein gemeinsames Charakteris-
tikum fiir simtliche tierische Organismen und liegt in den
basalen Wirkmechanismen weitgehend phylogenetisch gut
konserviert vor (Oehlmann und Schulte-Oehlmann 2003).
Trotz der Ahnlichkeiten vieler Systembestandteile besteht
auch innerhalb der Invertebraten-Taxa eine endokrinologi-
sche Variabilitdt und es ist nach bisherigem Wissensstand
nicht moglich Vorhersagen fiir Wirbeltiere einschlieBlich
des Menschen abzuleiten. Eine Fokussierung der Untersu-
chungen auf artiibergreifende Endpunkte mit breitem Indi-
kationswert ist sinnvoll.
Eine Einteilung der geschlechthormonaktiven Substan-
zen kann nach ihrer Wirkrichtung erfolgen. Entfaltet ein
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Fremdstoff die gleichen Wirkungen wie beispielsweise kor-
pereigene Ostrogene oder Androgene, so wird er als dstro-
gen bzw. androgen bezeichnet. Verhindert ein Stoff jedoch
die Wirkung von kérpereigenen Geschlechtshormonen, wird
seine Wirkung als antidstrogen bzw. antiandrogen bezeich-
net (Fent 2000). Generell lassen sich verménnlichende und
verweiblichende Wirkungen unterscheiden. Die Wirkungen
kdnnen u.a. hormonrezeptorvermittelt, durch Einfluss auf
Synthese und Metabolismus von Hormonen, z.B. durch
Modulation der Aromataseaktivititdt oder der Steroidgene-
se auftreten. Zusitzlich zu den geschlechtshormonaktiven
Wirkungen konnen endokrine Disruptoren ebenfalls eine
Beeinflussung des thyroidalen Hormonsystems oder der
glucocorticoidalen Stressantwort auslosen. Unter den hor-
monaktiven Substanzen sind Ostrogene Wirkstoffe weitaus
besser untersucht als androgen oder thyroidal wirksame
Substanzen. Dieses Verhiltnis spiegelt sich auch in der An-
zahl bekannter Ostrogene zu den anderen endokrinen Dis-
ruptoren wieder. Im Rahmen der EU-Strategie fiir endokri-
ne Disruptoren wurden 564 Verdachtsstoffe gelistet (BKH
2000) und durch weitere Verdachtsstoffe ergénzt. Fiir 71
Stoffe aus einer erweiterten Gesamtliste konnten endokrine
Wirkungen auf aquatische Organismen in vivo festgestellt
werden (Moltmann et al. 2007).

1995 fand das erste Fachgesprich des deutschen Umwelt-
bundesamtes zu Umweltchemikalien mit endokriner Wir-
kung statt (UBA-Texte 1995). Im Rahmen dieses Gesprichs
wurde festgestellt: ,,Die Problematik von Umweltchemika-
lien, welche auf das endokrine System einwirken, hat in den
letzten Jahren grofle Bedeutung erlangt, weil unerwartete
Effekte in aquatischen Okosystemen beobachtet wurden.*
(Fent 1995) Parallel dazu sind auch Befunde der Toxiko-
logie und Reproduktionsbiologie von Mensch und Séugern
verdffentlicht worden, welche die Problematik schlagartig
in den Brennpunkt einer breiteren Offentlichkeit riickten.
Das verstirkte Interesse an endokrinen Disruptoren besteht
also schon seit mehr als 10—15 Jahren, seitdem wurde viel
Forschung in diese Thematik investiert und hat teilweise
auch Eingang in gesetzliche Grundlagen gefunden.

1.2 Gesetzliche Grundlagen und regulatorische
Bestrebungen zur Erfassung von hormonaktiven
und reproduktionstoxischen Wirkungen

Das Interesse endokrine Disruptoren zu identifizieren ist
international. Die US-amerikanische Umweltbehérde (En-
vironmental Protection Agency, US-EPA) erhielt 1996 das
legislative Mandat ein Screening-Programm zum Nachweis
endokriner Disruptoren (EDSP) zu entwickeln (Hartig et al.
2008). In diesem Programm sollten geeignete Screening-
Methoden fiir endokrine Wirkungen entwickelt, validiert
und implementiert werden (Ankley et al. 1997). Viele
der nationalen Entwicklungen des EDSP konnten in eine
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OECD-EDTA-Richtlinie zur Erfassung endokriner Disrup-
toren einfliefen. Eine Variante dieser Richtlinie ist mittler-
weile in Kraft getreten und erfordert eine Neubewertung der
Chemikalien beziiglich endokriner Disruptoren in den USA
durch die Industrie (US-EPA 2008, 2009). In Japan wurde
1998 ein Strategieprogramm iiber endokrine Disruptoren
in der Umwelt mit dem Namen SPEED (Strategic Program
on Environmental Endocrine Disruptors) initiiert, welches
von der japanischen Umweltbehdrde geleitet wird (Oikawa
und Matsumoto 2003). Schon vor mehr als 10 Jahren wurde
im Auftrag des deutschen Umweltbundesamtes der Kennt-
nisstand von liber 200 als endokrin wirksam verdédchtigen
Umweltchemikalien anhand der Literatur zusammengetra-
gen (Gtilden et al. 1997). Neben der hormonellen Wirksam-
keit wurde die Gewdsserrelevanz dieser Stoffe anhand von
Messdaten aus einer Umfrage bei den Bundesldndern und
aus den Datenbanken des Umweltbundesamtes, der Fluss-
gebietsgemeinschaften sowie anhand von Erkenntnissen zu
Produktion und Verhalten dieser Stoffe in der Umwelt be-
wertet. Aussagen zur Gewdsserrelevanz der Stoffe erwiesen
sich jedoch als nur bedingt moglich, da fiir die Mehrzahl der
Stoffe keine Messdaten im Gewésser vorlagen und aul3er-
dem die relative Wirksamkeit der Stoffe nicht bekannt war.

Das Schweizer Bundesamt fiir Umwelt (BAFU) kam
in Kooperation mit der Eidgendssischen Anstalt fiir Was-
serversorgung, Abwasserreinigung und Gewisserschutz
(Eawag) 1999 zu dem Schluss, dass sowohl im Bereich der
Belastungssituation als auch im Bereich der Wirkungen ein
erheblicher Forschungsbedarf besteht (Bitscher et al. 1999).
Auf eine Initiative des Schweizer Bundesrates hin wurde
von 2002 bis 2007 das nationale Forschungsprogramm 50
(NFP50) ,,Hormonaktive Stoffe: Bedeutung fiir Menschen
Tiere und Oekosysteme* durchgefiihrt und umfasste 31
wissenschaftliche Projekte (FNSNF 2008a). In diesem For-
schungsprogramm sollten Strategien zur Beurteilung der
Risiken und Gefahren der Belastung von Menschen, Nutz-
und Wildtieren und der Umwelt durch hormonaktive Stoffe
in Okosystemen entwickelt werden. Auf der Basis der For-
schungsresultate wurden gemeinsam mit Behdrden und In-
dustrie Empfehlungen in drei Konsensplattformen ausgear-
beitet, die mithelfen sollen, negative Folgen hormonaktiver
Chemikalien zu vermeiden. Besonders fiir eine Erfassung
der Situation der hormonaktiven Stoffe im Abwasser- und
Gewisserbereich ist das Abschlussdokument der Konsens-
plattform (FNSNF 2008b) bestens geeignet, da es ebenfalls
den weiteren Forschungs- und Handlungsbedarf darstellt.
Aufgrund der Lange des Artikels kann hier nur ein gekiirzter
Auszug fiir die Testverfahren gegeben werden:

,Durch Abwassereinleitungen diirfen sich im Fliess-
gewdsser keine Effekte aufgrund der aus dem Abwasser
zugefithrten Ostrogenen Stoffe ergeben (Schutzziel). Die
Gesamtbelastung von Gewissern mit hormonaktiven Stof-
fen konnte mit Biotests in Speziallabors bestimmt werden.

Diese sind fiir eine Gesamtbeurteilung einer Einzelstoffana-
lytik vorzuziehen. Es ist aber praktisch unmoglich, mit gan-
gigen Testverfahren Qualitatskriterien festzulegen, die alle
Organismen vor nachteiligen Effekten schiitzen. Die rasche
Entwicklung von international anerkannten Verfahren zum
Nachweis hormonaktiver Eigenschaften von Chemikalien
und Gemischen muss gefordert werden. Das Gleiche gilt fiir
Testverfahren zur Priorisierung von Mikroverunreinigun-
gen und zur Uberwachung der Gewisserqualitit. Fiir die
Praxis ist die Etablierung von wissenschaftlich fundierten
Qualitétskriterien fiir die Gewasserqualitdt anzustreben: ein
chronisches Qualitatskriterium fiir Dauerbelastungen und
ein akutes Qualitdtskriterium flir kurzfristige Spitzenbe-
lastungen. Es wird empfohlen, die Gewésserschutzverord-
nung mit diesen Qualitétskriterien zu erginzen. (FNSNF
2008b)

In Europa werden in der laufenden Umsetzung der eu-
ropdischen Wasserrahmenrichtlinie (2000/60/EG (WRRL)
2000; COM 2006) im Hinblick auf die Minderung ge-
fahrlicher Chemikalien in Oberflichengewidssern zuneh-
mend auch endokrine Wirkungen beriicksichtigt. Die EU-
Strategie fiir endokrine Disruptoren (COM (99)706 1999;
SEC(2007)1635 2007) sicht eine Reihe von kurz-, mittel-
und langfristigen Mafinahmen vor, zu denen auch die Erstel-
lung einer Liste potenziell endokriner Stoffe und ihre Priori-
sierung zéhlen. Eine solche Liste wurde 2000 erstellt (BKH
2000) und von der EU-Kommission vorgestellt. Ausgehend
von 564 Substanzen wurden in einem vierstufigen Verfahren
60 Substanzen mit hoher Prioritdt identifiziert. Diese Sub-
stanzen zeigten sich in mindestens einer /n-vivo-Studie als
endokrin wirksam und waren persistent oder traten in hohen
Produktionsvolumina auf. Der Bericht rdumte jedoch um-
fangreiche Liicken im Wissensstand zu den endokrinen Dis-
ruptoren ein und beinhaltete auch mehrfache Empfehlungen
fiir eine weitere Bewertung dieser Chemikalien. So wurde
u.a. empfohlen, dass Standardtests entwickelt werden miis-
sen um endokrine Disruptoren identifizieren zu kénnen und
dass eine Risikobewertung nur mdglich ist, wenn verein-
barte Testverfahren verfiigbar sind. In einem Folgeprojekt
wurde versucht ein Teil der Datenliicken fiir 435 Substanzen
zu schliefen (RPS BKH 2002). Die aktuelle Ergebnislage zu
dieser Gesamtliste befindet sich in einem Arbeitsdokument
der EU-Kommission (SEC(2007)1635 2007) und behandelt
auch die Implementierung der europdischen Strategie fiir en-
dokrine Disruptoren. Die Gewisserrelevanz der potenziel-
len endokrinen Disruptoren wurde in einem Forschungspro-
jekt des deutschen Umweltbundesamtes untersucht. Fiir 71
Stoffe aus einer erweiterten Gesamtliste konnten endokrine
Wirkungen auf aquatische Organismen in vivo festgestellt
werden (Moltmann et al. 2007). Jedoch lagen nur fiir 38 von
71 dieser Stoffe Messdaten zu Umweltkonzentrationen aus
Oberflichengewissern vor, so dass auch nur teilweise Um-
weltqualitdtsnormvorschlige abgeleitet werden konnten. Mit
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In-vivo-Tests konnte gezeigt werden, dass endokrine End-
punkte (bei 31 von 71 untersuchten Stoffen) empfindlicher
sein konnen als allgemeine Okotoxikologische Endpunkte
(z.B. Mortalitit, Wachstum usw.). Eine Erfassung der en-
dokrinen Wirkung durch Einbindung in Monitorprogramme
wurde angeregt, indem beispielsweise die integrierte Kom-
bination aus biologischen Wirkungstests und chemischen
Analysen untersucht wird, um grundsitzlich Wirkungen in
Gewissern festzustellen und sie bestimmten Stoffen zuord-
nen zu konnen (Moltmann et al. 2007).

Reproduktionstoxische Wirkungen fanden Einzug in
die Pflanzenschutzmittelrichtlinie (91/414 EWG) und der
europdischen Chemikalienbewertung nach REACH (Re-
gistration Evaluation Authorisation of Chemicals). Die
Umsetzung der Pflanzenschutzmittelrichtlinie und REACH
konnten sich mittel- und langerfristig mildernd auf die Be-
lastungssituation aquatischer Systeme mit reproduktions-
toxischen und endokrinen Substanzen auswirken. Beide
beinhalten neben anderen toxikologischen Wirkungen auch
Erfassungen von reproduktionstoxischen Endpunkten und
setzen diese teilweise um. So unterliegen in REACH kar-
zinogene, mutagene und reproduktionstoxische Substanzen
(CMR-substances) einer gesonderten Zulassungspflicht.
Dabei miissen chronische Wirkungen aber generell erst bei
hoheren Jahrestonnagen (>100t/a) untersucht werden und
die Testung auf reproduktionstoxische Effekte im Zwei-Ge-
nerationen-Test ist erst ab 1000t/a verpflichtend. Endpunk-
te fiir Substanzen mit hormonaktiver Wirkung sind zurzeit
weder in REACH noch in der Pflanzenschutzmittelrichtlinie
zwingend erforderlich und es stellt sich die Frage, inwieweit
und wann diese regulatorischen Instrumente helfen werden
die vorhandene Belastungssituation durch hormonaktive
Substanzen zu minimieren. Als besonders nachhaltig sind
MaBnahmen anzusehen, die zu einer Minimierung der en-
dokrin wirksamen Substanzen an der Quelle der Anwen-
dung bzw. der Emission fithren (Moltmann et al. 2007).
So wire z.B. ein Abwassermonitoring mit entsprechenden
Behandlungsmethoden wiinschenswert und im Sinne einer
Erreichung eines geforderten guten 6kologischen Zustandes
nach der europdischen Wasserrahmenrichtlinie. Aktuelle
Ergebnisse aus dem EU-Projekt Neptun weisen darauthin,
dass die Ozonung von Abwasser zumindest zu einer Redu-
zierung der Ostrogenitit fiihren kann und dabei in einem
akzeptablen Kostenrahmen bleibt.

2 Methoden

2.1 Nachweismoglichkeiten hormonaktiver
und reproduktionstoxischer Substanzen

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber verschiedene, vor-
wiegend biologische Nachweismoglichkeiten hormonaktiver
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und reproduktionstoxischer Substanzen. Es stellt keine all-
umfassende Auswertung der wissenschaftlichen Studien zu
diesen Themen dar, da dies den Rahmen sprengen wiirde.

Von den mehr als 100000 Chemikalien, die in der euro-
péischen Liste der existierenden Chemikalien gefiihrt wer-
den (Commission of the European Comunities 1996) sind
nur fiir wenige Substanzen iiberhaupt Daten fiir endokrine
Wirkungen erhoben worden und nur fiir einige kann tiber-
haupt eine potenzielle dstrogene Aktivitidt angegeben wer-
den. Daher ist anzunehmen, dass fiir eine unbekannt hohe
Anzahl an Substanzen und auch deren Metabolite und De-
rivate eine endokrine Aktivitdt besteht, die derzeitig nicht
quantifiziert werden kann, weil die nétigen Studien und all-
gemein akzeptierte Methoden fehlen. Es wird deutlich, dass
neben den sich kontinuierlich entwickelnden analytischen
Verfahren weitere integrative Detektionsmoglichkeiten fiir
hormonaktive Wirkungen entwickelt und eingesetzt werden
sollten. Im folgenden Abschnitt sollen daher verschiede-
ne Nachweismoglichkeiten fiir endokrine Disruptoren und
hormonaktive Substanzen mit ihren wesentlichen Vor- und
Nachteilen beschrieben werden.

2.2 Der chemisch-numerische Ansatz zur Erfassung
von Belastungen und strukturbezogene Vorhersagemodelle

Eine chemische Analyse gibt Aufschluss iiber die stoff-
liche Natur einer Belastung. Thre Aussagekraft bleibt auf
die gemessenen Parameter (Konzentration, Gehalt, selten
auch die Speziation) beschrénkt und sagt nichts {iber den
zu erwartenden endokrinen Effekt aus, insbesondere bei
Substanzen, deren mdgliche endokrine Aktivitdt noch nicht
untersucht wurde. Aus einer Vielzahl von Probeninhalts-
stoffen kann meist nur ein kleiner Teil gemessen werden.
Die analytischen Verfahren, mit denen Substanzen mit be-
kannter Gstrogener Aktivitdt in Umweltproben nachgewie-
sen werden konnen, werden kontinuierlich weiterentwickelt
(Desbrow et al 1998, Spengler et al 2001). Neuere Studien
weisen darauthin, dass es gute Korrelationen zwischen den
Ergebnissen von analytischen Verfahren fiir bekannte hor-
monaktive Substanzen und In-vitro-Ansétzen fir Abwas-
seruntersuchungen gibt (Nelson et al 2007, Leusch 2008).
Fiir den Fall, dass man die Struktur eines Stoffes kennt und
seine Wirkung vorhersagen mochte, gibt es mittlerwei-
le Vorhersagemodelle. Ein Instrument ist die quantitative
Struktur-Wirkungs-Beziehung (QSAR). Hierbei wird eine
quantitative Beziehung zwischen einer physikalischen, che-
mischen oder biologischen Wirkung eines Stoffes zu seiner
Struktur erstellt und berechnet. Neuere Weiterentwicklun-
gen des QSAR, wie z.B das VirtualToxLab ermoglichen es
fiir verschiedene Substanzen die Bindung an verschiedenen
Rezeptoren vorherzusagen (Vedani et al 2008).

Bei all diesen Entwicklungen sollte beriicksichtigt wer-
den, dass ein toxikologisches und endokrines Potenzial
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nur bei ausreichender Kenntnis der Schadstoffe sowie de-
ren gegenseitiger Beeinflussung abgeschitzt werden kann.
Die Zahl der im Oberflichen- und Abwasser eingetragenen
und teilweise auch gezielt eingesetzten Einzelsubstanzen
liegt auch in der GroBenordnung um 100000 (Pluta 2008a).
Aufgrund der stofflichen Vielfalt der Substanzen und deren
vielfaltige Wirkungsrichtungen ist eine Erweiterung des
chemisch-numerischen Ansatzes um eine Okotoxikologi-
sche Gefahrenpotenzialabschitzung unausweichlich. Die
okotoxische Wirkung eines Stoffes ist abhéngig von seinen
chemisch-physikalischen Eigenschaften, seiner Dosis, der
Expositionsdauer, dem Expositionszeitpunkt sowie seiner
Aktivitdt und Bioverfiigbarkeit. In der Regel sind daher eine
Kombination von analytischen und dkotoxikologischen An-
sdtzen fiir eine wirkungsorientierte Betrachtung zu bevor-
zugen, da diese eine integrale oder summarische Wirkungs-
erfassung ermoglichen und auch Mischungstoxizititen von
Schadstoffen beriicksichtigen kénnen.

2.3 Biologische Nachweisverfahren
und 6kotoxikologische Ansétze

Biologische Verfahren konnen die analytisch nicht erfassten
oder nicht erfassbaren Kontaminanten anhand ihrer Schad-
stoffwirkung anzeigen, dabei ermoglichen sie aber keinen
quantitativen oder qualitativen Stoffnachweis. Mit biologi-
schen Testverfahren koénnen sowohl 6kotoxikologische Wir-
kungen von FEinzelstoffen (agonistische/induzierende und
antagonistische/inhibierende) als auch Kombinationswirkun-
gen (additive, synergistische, aber auch kompetitive und inhi-
bitorische Effekte) aller vorhandenen Kontaminanten erfasst
werden. Diese integrative Erfassung von Schadstoffwirkun-
gen macht die 6kotoxikologische Untersuchung als Entschei-
dungshilfe fiir ein Umweltmanagement unentbehrlich (Krebs
2001). Bei der Vielfaltigkeit 6kotoxikologischer Ansétze zur
Bestimmung der hormonaktiven Wirkungen lassen sich zwi-
schen In-vitro- und In-vivo-Testverfahren unterscheiden.

2.3.1 In-vitro-Testverfahren

In-vitro-Testverfahren sind suborganismische Testverfahren,
die zelluldre oder subzelluldre Systeme benutzen. Sie erfas-
sen die Wirkungen von Einzelstoffen, Stoffgemischen oder
Umweltproben auf isolierte Teile von Organismen (Gewe-
be, Zelle, Zellkompartimente und Biomolekiile) unter La-
borbedingungen. Sie dienen der Erfassung von biologischen
Wirkungen auf zelluldrer, molekularer und biochemischer
Ebene und vermogen primér kurzfristige und direkte 6ko-
toxikologische Wirkungen anzuzeigen. Mit ihnen kdnnen
vielfiltig gerichtete Wirkungen angezeigt werden (pro Test-
verfahren aber meist nur eine oder wenige), deren Mecha-
nismen biologisch so elementar sind, dass sie fiir mehrere
Organismengruppen gleichzeitig Wirkpotenziale aufzeigen

konnen. Abbildung 1 soll einen Uberblick iiber die Vielfil-
tigkeit und die Ansatzpunkte von In-vitro-Biotestverfahren
fiir eine Erfassung hormonaktiver Wirkungen geben.

Ein wesentlicher Nachteil dieser Testsysteme beruht in
der begrenzten Ubertragbarkeit der Untersuchungsergeb-
nisse auf die relevanten Gesamtorganismen, denn nicht alle
moglichen Wirkungspotenziale (z. B. durch Bioakkumulati-
on und Bioaktivierung von Schadstoffen) konnen mit /n-vi-
tro-Verfahren abgebildet werden (Leusch 2008). So werden
z.B. organismische Low-dose-Effekte, die nur iiber lange
Expositionszeiten nachgewiesen werden konnen, nicht er-
fasst. Ebenso werden kritische Expositionszeitpunkte in der
Ontogenese von Organismen nicht beriicksichtigt.

Doch sind auch komplexe dkotoxikologische Wirkungen
auf Organismenebene letztlich auf eine Kombination von
molekularen und biochemischen Wirkungsmechanismen
zuriickzufiihren, und so besitzen einige dieser Verfahren
einen hohen Indikationswert fiir eine hormonelle Aktivitit.
Zudem ist der Nachweis direkter Wirkungen durch suborga-
nismische Testsysteme weniger stark durch Storanfalligkeit
und Variabilitit organismischer Testverfahren limitiert, was
den detektierbaren Konzentrationsbereich fiir Ursache-Wir-
kungs-Beziehungen erweitert.

So konnen mit molekularbiologischen Methoden auch
Reportergene in Zellen transfiziert werden, die bei einer
Bindung von hormonaktiven Stoffen an Rezeptoren expri-
mieren und so z. B. iiber eine Enzymaktivitit ein messbares
Signal erzeugen (Tabelle 1). Insgesamt stellen die In-vitro-

“Genprodukt- und Zellvermehrungs/

Genaktivitats- Proliferations-
Bestimmung Bestimmung
_ 1
Micro-Amrays E-Screen

Endogener Rezeptor| Endogener Rekombinanter
und rekombinante Rezeptor und Rezeptor und
Reportergene endogene rekombinante

Reportergene

MVLN V\ A

Reportergene

YES/YAS, Calux

Immuno- Rezeptor/Gen- Bestimmte
Assays Assays Biomarker
ELISA Y\ z B. Vitellogenin

In vitro Biotest-
verfahren
Enzymaktivitats- Biosensoren | Rezeptorbind-
gen ungsstudien
AWACCS-Biosensor
Aromataseaktivitat ELRA

(KGN)

Abb. 1 [n-vitro-Testverfahren zur Bestimmung von hormonaktiven
Wirkungen (veridndert nach Kase 2004); Beispiele wurden grau hin-
terlegt und werden im Verlauf des Manuskriptes erldutert. Ebenfalls
stellt die Modulation Steroidgenese eine Angriffsfliche fiir endokrine
Disruptoren dar, die in vitro erfasst werden kann

@ Springer



Umweltwiss Schadst Forsch

Ay 1y suadianoday uadiSuryqeuafonso saurd uonnp UQ[[9Z3JoH
(L661 "Te 10 10UIQ) X Td1/Bugod LT d1/8uLe - - IR[O[[9Z -U] OIP I (RN S[B JBAINBOSEPISODIE[ED) JOUID FUNSSIJN  OLIOPURIOA JUBUIGUIONDI SHA
AAY Iy suaSrarioday uadidugyqeusdonso souro uonnp UQ[[9ZJoH
(L00T 'T& 12 uos[oN) X X - 74 1/3u6‘s9 - - IR[N[[0Z -UJ JIP INJ (RN S[B JBIANNEISLPISOIye[er) JOUIO SUNSSJ\  OLIOPUBIIA JUBUIQUIONL SHA
AAY Iy suaSioriodoy uediupyqeussonso souro uonnp U9[[9zaJoH
(200T T& 10 MmN X X - T 1/8uTLT T 1/8ugL'T - IR[N[[9Z U] O1P M) (I STE IBNAIBISEPISOIE[ED) JOUID TUNSSI  AHPUBIAA JUBUIGUIONDI SHA
7dd 1/8u9‘lg zad 1/8us‘o1 AAY 1y suaSiopodoy usSiSueyqeusdonsg soure uonynp ua[[oZaJoH
(£00T Te 10 112¢D) X - TH1/BUL Ty T 1/8u901 - Tg[N[[9Z U] AIP IN)J GEIN S|E IENAIEISEPISOIE[ED) JOUId SUNSSI  AHAPUEIIA JUBUIGUIONAT SHA
Ay 1y suadionoday uadiSueyqeusfonso saurd uonnp UQ[[9ZJOH
(1007 010Aay-e1o18D)) X X - 7a1/3u g - - IRIN[[0Z -UJ JIP INJ (RN S[B JBIANEISLPISOIe[eD) JOUIO JUNSSI\  9MIOPUBIIA JUBUIQUIONDI SHA
AAY Iy suaSioriodoy uadiZueyqeussonso souro uonnp Ud[[9zaJoH
(200 '[e 10 10[307) X - TH1/BUTLT TH 1/8uTL'T =""Dd - Ig[O[[9Z -U] OIP Y (N S[E JENALNEOSEPISODIE[ED) JOUID SUNSSOJN  OMIOPURIOA JUBUIGUIONAL SHA
avy g
suagdiayoday uadiSueyqeuuddoIpue sourd uonyNpUy UQ[[oZdJoH
(2007 "T® 10 sewoy ] ) X - - 1LHQ 1/8ug - Ien[oz QIp INJ RN S[B JBIANNBISEPISOIYe[RD) JOUIO FUNSSIJ\  OLIOPUBIIA JUBUIQUIONDI SVA
SABSSEIJOH dQUBUIqUIONIY
(6661 'Te 10 12J10§
‘6661 HJIS
00T 'Te 10 osey] Za1/8u19 eyde EEoNoEowobmo uouewINy Kessy-10)
‘LO0T 'Te 10 2sey]) X X THI/BUE0T 01 < T 1/3uehT-161 819 9¢ ="DH Uy Je[njajour wop ue Funpurg oYISHSIUOTeIUE pun AYosNSINOTY  -dooay-paxurT-owAzug VdaT1d
101dozax Kesses3unpuiq
(2007 T8 10 A X X — 79 1/8ug0d 9¢°1 7a1/8ugLe - Je[no[owl  -udFoxS() USUBLINY WAUIS UB TH-H UOA SUNSURIPIOA -103dozarud30ns ) Nl
10)dozax Kessesgunpuiq
(L661 T8 10 1oUI0Y]) X 7a1/8u$0d LT 7a1/8uz0d LT - - Ie[P[ow  -udS01S() USUBLINY WAUID UB ZH-H, UOA SUnSugIpIon -103doza1ud3onsQ Nl
(1007 J10puaIsop 7a4 1/3u€od ¥'€1 ©10q-10)dozax Kesses3unpuiq
pun jIopueinn) X - Zg1/8ugod LLT - - Ie[nyo[ow -uagoxns() usuewny wap ue g-H, UOA SunJugIpisp -10)daza1uagons) Nt
(1007 J10puaISapm a4 1/3u 688 eydye-10ydozax KessesSunpuiq
pun jopuaingn) X - ‘Zd 1/3ugse - - Ie[nojo[owr -ua301s() usUBWNY WP UE TH-H¢ UOA SUNSURIPIOA -103dozarud3onsQ) Nt
10ydazaruadorpuy Kesses3unpuiq
(800 '1& 10 Sn1ey) X - LHA 1/3u00€L - - Ie[nojo[ow USUBWNY WAUIS UB [88]Y-H¢ UOA SunSugIpIop -10)dozaruaSorpuy AV
Kessesgunpuiq
(800 '1e 10 Sntey) X - 1LHA 1/3u00Z1 - - Tepnyojowr 10)dozorudSorpuy-udpey ue [88]Y-H U0A SUNSUBIPIIA -10)dozarusSorpuy AV
10)dozax Kesses3unpuiq
(8007 ‘T 12 SnieH) X - LHA 1/3u009 - - Iejnojojow  -udgoipuy-uasuedwiydg ue [881Y-H, UOA FunFurIpIop -103dozausoIpuy N\
sAessesgunpuiq.aoydazay
A4 1/3u06¢€ 744 1/8u9‘o 1sSBJ10 Josudsolg uoyasndo-1osejsen
(9007 ‘& 30 Qu1]) X X - 7 1/3U0%9 ‘za 1/8u08 yse Ie[nyoz WOA USPIOM D-3YH JIW US[[OZOJOH AUIZSIUTWN| Josudsorg -
(L00T T8 30 ennQ) X  7d1/8uy0d TLT - 7a1/8ugLT - Je[noje[ow D Ho1e1op J90NPSULI] JOYOSIUBYIIWOURU J10SU9sOIg -
Monxeep
[ora1ag [/3U udIoun Wi ABSSLOUNWIWI] UMIAISIIRWOINE 1l01d-SSOVMY
(500 1101d) X X - - - - JR[O[O[OW  -[[OA WIOUIO UI UOPIOM JJJOISPRYISIOMUI) JUIPIIYISIOA wop sne Josudsolg  SOIVMV
UIOSUISOIG
3qoxd zuejsqns x)J 1apo Janep [PAd[SUOn
ZUAIIJIY -JPMuI)  -[Pzuly xewyy oY | DAOT -SYINSIIA -esiuesIQ aundpuyg w)sAg/snwisiuesiQ  Sunzinmyqy

10159J03 USZUB)SQNSZUDIAJAY USIOPUE JIW JOPO US)IS[NZAE J[[onDINJEIONT JOP SNE JYOIU = — ‘U0IS)IS0ISAOIPAYIJ = LH(J ‘U0INSOISAL, = I, SJOIpensaAuryyg-n-/ | = gdd {opensg-g-/ | = ¢ ueSunziqy
"MSN 0T I0J YIS Z0F ;0T INJ 1Y2IS 0T USUONEIUIZUONUIQOIJ S[E U)S[0JI0 UdqeSUY SI(] TOPIATM dUYIIYIOLINEINIT
U)Zua139q YOI[}IAZ JOUIS YOrU USIYBJIIA -0.414-U] UAJIPUSMISA UB PIUYISSNY USUIS Inu }qIS 9[[oqe] opudS|oF o1(] "UdSUMIIAY JOAINEUOWIOY SUNSSEJIY INZ UIYBJIOAISOL-041A-U] | I[[PQEL

pringer

A



Umweltwiss Schadst Forsch

(8002

eydie yy 11y
suogionodoy ueSiSueyqeusSonso sourd uonynpu|

uo[[ozZ
-SQOI)SNIE A)IOPULIOA

‘e 30 UQpuIT JOp ULA) X X A 1/8uLgs - ygy < Ie[nyoz A1p INJ GRIA S| JENAINBISLIJIZNT JOUTd FunssajA JURUIQUUOSQI duBWINy  Xn[e)-Yq
eydie yquy g ud[[oz
7dd 1/8usee Su0F10110doy UeSISURYQRUSTONSO SOUID UOINPU]  -SGAINISNIE JIIPUBIOA
(900 1ysokoyer) X ‘7d 1/3ugy - Y8y < Ig[n[[oz Q1P a0 RN S[E JENAINBISLINJIZNT JOUI Funssoj JURUIQUIONAI duRWNy xne)-yq
eydie JAy 11y uo[[ez
suad1ourodoy ueSiSuryqeuadornso sauId UONNPU]  -SQAINISNIG 9LOPUBIIA
(200z T2 32 SN X X TH1/3u€9° ] T 1/8U9ET°0 sy < Tg[njoz 9Ip 1N GEA] S[E JZNATEISLIQJIZIT IoULd SUNSSI|N JueUIquod Dl suBUNy  XN[BDH-YH
eydre yay uoq[ez
1y suoSiopodoy uaSiSueyqeusdonsQ souId uonNpU]  -SqAIYISNIY )IOPUBIIA
(200z T8 10 1913277) X X - TA1/BUEYT T 1/Bupl0=""0d gy < Te[nyoz 31 I (A S IBIIAINEISLIJIZN' JOUId FUNSSIjy JueUIqUIONDI BNy XN[ED-YH
(1007 J1Opu)Sap Zad 1/3u61‘l eydie YAy Iy sueSioyoday usiueyqeuadons saulyg UQ[[AZsqaIyIsnIg 1dpue
pun Jropusinn) X T 1/8u ] - Uppl Ig[N][9Z UONSNPU] AIP INJ GJEA S[E JENANeaseIdfizn ] IouTd SUnssojy  -IOA UOTNOJSUeI], yoInp NTAN
eyde YAy 1y suadrajiodoy uadiugyqeuadonsQ sauly UL[[ozsqanyIsnig )opue
(£00T 'Te 10 1°¢) X 18Uy 7d 1/3ug’0 Upyl Ig[N[[9Z UOUNNPU] OIP 11y RIA] S[E IFHAILISLIOJIZI' JOUID SUNSSON  -~I0A UOIDQJSUBL], YoInp NTANW
AAY 10y sueSioriodoy ueSi3
-UpyqeU30I1)SQ SAUID UOINPU] AP INJ GRIA S[B IBIAINE  OIUI[[[9ZSqaIIsnig 119p
(Z00T ‘Te 19 UOSIOpUY) X 7 1/8uvTLe - 7 1/8uL'T - IPIN[[9Z  -9SEPISOPE[ED) PUN JBIANYNEOSLIofIZNT JOUIO SUNSSOJA -UBIOA UOINOJULI], YoInp -
SAeSSE AIR[N[Z URUIqUIONNY
SUI[[9ZSqan] oruI[[ez
(L00T ‘Te 19 Uos[aN) X X A 1/8usy] - Uppl Ie[ny[oz -1SNIg UsueWwNY JOUId UoneId)IjoId[jo7Z Jop Sunssoj -sqaIy)snIg suewny L-ADN
T 1/8UTLT0°0
‘T 18u6'1Td QUI[[[9ZSqa1y otul[[[ez
AO@@~ ‘e Evmuvﬁﬂ<v X - QMC mwﬂfO - 'Rl Ie[nyez -ISnig usuewiny Iaurd EOﬁNHOMSOhn:_ON Iop m:—\—mmvz -Sqarisnig suewny L-ADIN
zad 1/3ug SUI[[9ZSqa] otut[[ez
(Z00T 1B 10 Tewoy) ‘zd1/8uL‘g - Ul Ie[nyoz -1SnIg uouewNY JOUId UoneId)IjoId[joZ Jop Sunssoj -sqaIy)snIg suewny L-ADN
SIUI[[9Z8qa1y Stz
(L661 Te 10 10uIQY) X Td1/8uLe T 18uLT TH1/8ULTO Upyl Te[njez -ISnIg uoUBWNY 15U UoneIdfijoid|[o7 1op Sunssajy -Sqaysnig suewiny L-ADN
(100T Jropuaisop cad 1/8u61°l SIUI[[9ZSqa1y Stz
pun ntO—v:D:ﬂoV X .Nm ~\.nu~ﬁ A\.— - Uvil Ienyz -jsnig uduewny Iourd :OE&.—D,“:O.MQ__QN Ip wﬂzwmbz -Sqaayisnig suewiny L-ADIN
SUI[[9Zsqay otul[[ez
(Z00T 'T& 10 UAsIOpUY) X zd1/8uLg - za1/8uLzo Uil Ie[nyoz -1SNIg UduBWNY JOUI UoNeIdJIjoId[[o7Z 1op Sunssaj -sqaIyIsnIg suewny L-ADN
SunwwnsaqsuoneIdIoIg
SauNoEomowa
q-1 g -ud[[aI0juagoquaday]
suog1onoday ueSISupyqeuafonsg sourd uonynpu| JIUW UQ[9ZIJOH d}Iop
(9900 '1e 12 Zun3y) X T 1/3U€0d €67 - - Te[nyez 9Ip 1N GRIA] S[E JENATEISEPISOIE[ED) 10uld FUNssoA -UBIOA JUBTTQUION ST SHA-M
AVY 1y sueSianodoy usSiSueyqeusSorpue sauro VI-$9VIAG sowwe)s
UOINNPU]  SOP US[[OZAJOH oI
(S00T 'T& 10 TUI[aYOIN) X X L1/3uy8se L1BuTh 'yl - Te[njez 9Ip N G| S[E JZHAINEISLIQJIZI'T JOUId SUNSSAJN  -I0JSUBI) UOPIWSE]J It
TAT 1/3U8°LL
‘7ad 1/3ugyl
7 1/3ushs IAY Iy suaSranioday uadidugyqeusdonso souro uonnp UQ[[9zaJoH
(6661 ‘T8 19 UISIOPUY) X ‘za1/3usIg - - IR[N][9Z -UJ Ip INJ I S[B JB}ANBISEPISOIYR[RL) JOUId SUNSSIJ  9MOPURIOA JUBUIGUIONDI SAA
a4 AAY Iy suaSoriodoy uediZueyqeussonso souro uonnp Ud[[9zaJoH
(2007 1B 12 1eWIO,) X 1/3u9g ‘zA 1/8u LS - - IRIN[[0Z -UJ JIP INJ GRIA S[B JBIAINEISLPISOIye[en) JOUIO SUNSSOJ\  9LIOPUBIOA JUBUIQUIONX SHA
aqoxd zuejsqns x)J J9po Janep [PAd[SUON
ZUAIIYIY -JPMUI)  -[PZuIy xewyy ek | DHAOT -SYINSIIA -esiuesIQ apjundpuy ur)sAg/snwisiuediQ  Junzimyqy

pringer

As



Umweltwiss Schadst Forsch

UQWOSOIOTIA
h@—NuﬁOQNT& Jauewny
(200 '18 19 udsiopuy) X - - - - Ie[nojo[ow JBIAINBISLIRWOTY 1P SUNSSOWSUONL[[IUIZS JB)IATBISLIRWOTY -
Kessy
(L00T 'T8 190 19309 UQ[[oZ-Wou  SISQUaSpIOT
‘800 '[& 12 BIOBID) X X - - - uyzL Te[nyoz 04j14 U] 9SAUBTPIOIS IOP UOTE[NPOIA -1ZIeOUudIpY YS6CH  -9IS AS6TH
JE)IADYBISLIBWIOIY PUN ISIUISPIOIAS
(900t THI/BUE0d v'TLT  TH I/BUE0d +TLT PIIA 1I21ZNpUL 5UAS01S() YOINP AYI[OM UaIBYOST] 19U 01420}
Iougog pun seaeN) X - S19 20-9 ¥°7LT s1q €0-9 ¥°7LT - e[z ‘uekzojedol uoA uonnpoIdurudSol[AIA I9p Sunssajy -oparyosioa udjkzojedoy -edoH-yosig
(ssrydw sny>
(€661 PIIA JIDIZNPUL SUASONSQ) YOINp dYd[OM  -uif.100U()) J[[DI0JUdT0q u0)Az0)
101dwing pun Surjqor) X X - 7d 1/8uceh - P8 < e[z ‘udkzoyedoy uoa uornpnpordurudsZor[aiA Jop Sunssopy -uaSoy 1op udkzoredoy -edoy -yosig
(s1420] sndouay) yosoly
udzuelsqng  -ud[[ery] udyosiueyiye uokzoredoy
(6661 "Te 10 seorsy) X TH1/BUSOd TLT - TH 18Ut TLT yoe Tg[nyez aUa301SQ YOINP UILOBO[[ANA N UOIDNPU[-YNY-W  -pns woA udjkoojedoy  -udiqrydury
JIdjIRWONg -04714 Uy
uarauodoy
eydye yq 1my suaSrariodoy uadiueyqe usfonsg saurd uagi3ueyqe eydie-yq
(ez00T Tad 1/3uL°9g a4 1/3ugh1 uonnpup MW Us[[oZ-Uspeuos)
‘I8 19 UUBULIONOY) X X 7A1/8u€0d TLT ‘Zd 1/3u06 ‘zd 1/8up] - Ign[oz A1p INJ eI S| JENAINBOSLIJIZNT JOUTd FunssajA -uaqeIoJudfoquaay DI
eydie yqy Ing suadionoday uadidueyqe uagonso saurd
(100T J1opuaIsom THA 1/3UL0°T uonnpuy US[[9Z-BJoH )
pun jiopuoingn) X - ‘Za 1/8u6'01 - - Ig[n[[oz Q1P INJ RNl S[& JENAINRISLIOJIZNT JOUIO TUNSSIJA|  -IOPUBIOA UIPIWISE] JIUL NTdOH
eydie yay
A 1/3ug9‘[ 1y suagionoday usdidueyqe uagonso saurd uonNpu|
(900 MysoAaye]) - T 1/8ugT’T - ye< Ten[[ez Q1P Iy A S[E JENAIEOSLIOJIZN] JOUuI0 BUNSSON  1SOY[0Z-€066-L TOH-IHY  Aessy-vI
eydie Yaq my  DAN[qN-(AL-L O1UI[[oZ
suoSionodoy ueSiSugyqe uaS0nsQ SAUId UONPU]  -SQAIYISNIY )IOPUBIIA D aniqy|
(£00T Te 10 woS[IA) X THI/8uET’LT TH1/3uL18°0 TH1/3uTLTO sy < Te[nyoz 31 11 (RNl S IBIAINEISLIJIZI'T JOUId FUNSSIN JUBUIQUIONAI duewuny -dLyL
AVY uduId any ud[[oz
(8002 suog1onoday ueSISupyqeuaSoIpUL SAUId UOIRNPU]  -SQAD[ISNIE 9MIOPUBIIA
‘I& 39 uopulI Iop UBA) X X - 1HA 1/3u6‘T6 - Y8y < Ig[n[[oz Q1P a0 RN S[B JENANNBISLIOJIZNT JOUI Tunssjn JURUIqUIONAI dURWINY  XN[BD-YV
3qoad zueysqns XD 1dpo Janep [9AdsUon
ZUAIAJY -JPMuWI()  -[oZuIy xeuyny oY | DHOT -SYINSIIA -esiuesiQ apjundpuy wIIsAg/snwisiuedi)  Sunzamyqy

pringer

A



Umweltwiss Schadst Forsch

Testsysteme eine schnelle und wirtschaftliche Ergénzung
zu den In-vivo-Testsystemen dar, besonders wenn es um
ein wirkmechanistisches Screening des toxikologischen
Potenzials fiir Umweltproben geht. Eine Vorraussetzung
sollte sein, dass diese In-vitro-Tests relativ sensitiv sind und
ohne aufwindige und die Bioverfiigbarkeit verdndernde
Probenvorbereitungen einsetzbar sind. Ein GroBteil der ver-
wendeten In-vitro-Verfahren beruht auf Ostrogenrezeptor-
vermittelten Antworten, die sich als Screening-Verfahren
fiir Xenoostrogene eignen (Ankley et al. 1997; Nelson et al.
2007; Zacharewski 1997). In-vitro-Testverfahren haben
sich als sensitive Methoden fiir eine Bewertung der hor-
monaktiven Wirkungen bewihrt und erlauben quantitative
Abschdtzungen der Aktivitdt von beispielsweise partiellen
rezeptorvermittelten Antworten (Hollert et al. 2005). Auch
nicht rezeptorvermittelte Wirkmechanismen wie Modulati-
onen der Aromataseaktivitit (Andersen et al. 2002) oder der
Steroidgenese (Gracia et al. 2008; Hecker et al. 2007a) kon-
nen mit /n-vitro-Verfahren erfasst werden. Ergdnzend zu der
Auflistung in Tabelle 1 gibt es einen Literatur-Review (Glo-
bal Water Research Coalition 20006) iiber In-vitro-Biotests,
der insgesamt 24 Testverfahren (3 Rezeptorbindungsassays,
5 rekombinante Hefeassays, 9 rekombinante Sdugerzel-
len-Reporter-Testverfahren, 1 rekombinanten Fischzellen
Reporter-Testverfahren, 4 Genexpressionsverfahren und
2 Zellproliferationsassays) auflistet und bewertet. Eben-
falls gibt es einen Vergleich von In-vitro-Verfahren von der
Danish-EPA (Kinnberg 2003), der Rezeptorbindungsassays,
Reportegeneassays und den E-Screen (Zellproliferationsas-
say) beschreibt und bewertet.

Biosensoren konnen zu den In-vitro-Verfahren gezéhlt
werden und sind bioanalytische Systeme, die mit biologi-
schen Komponenten ausgestattet sind. Biosensoren basieren
auf der direkten rdumlichen Kopplung eines immobilisier-
ten biologisch aktiven Systems mit einem Signalumwandler
(Transduktor) und einem elektronischen Verstarker. Fiir die
Erkennung der zu bestimmenden Substanzen nutzen Bio-
sensoren biologische Systeme auf unterschiedlich hohem
Integrationsniveau. Solche biologischen Systeme konnen
z.B. Antikdrper, Enzyme, Organellen oder Mikroorganis-
men sein. Das immobilisierte biologische System des Bio-
sensors tritt in Wechselwirkung mit dem Analyten (Eggins
und Brian 2002, Gerhardt 1999). Beispiele fiir Biosensoren
im Zusammenhang mit dem Nachweis von hormonaktiven
Substanzen stellen Multianalytbestimmungen {iber Immu-
noassays (Proll 2005) oder integrale Rezeptorbindungser-
fassungen (Fechner et al. 2008) dar.

2.3.2 Biomarker und Bioindikatoren
Eine Zwischenstellung zu den In-vivo- und In-vitro-Testver-

fahren stellen einige Biomarkersysteme dar, die meist mit
einer Exposition des gesamten Organismus arbeiten, aber

nur einen physiologischen suborganismischen Parameter,
wie z.B. eine Enzymaktivitdt, erfassen. Ein Biomarker ist
ein molekularer, biochemischer, zelluldrer oder physiologi-
scher Parameter, der sich durch dullere Stressoren verdndert.
Depledge und Fossi haben 1998 den Begriff ausgeweitet
und Biomarker auf verschiedenen biologischen und &kolo-
gischen Organisationsebenen definiert (Depledge und Fossi
1998). Dennoch konnen in einigen Féllen suborganismische
Biomarker einen Indikationswert fiir Folgeeffekte auf orga-
nismischer oder vielleicht sogar auf populationsrelevanter
Organisationsebene darstellen. So kann z. B. eine Hemmung
der Aromatase (CYP 19) einer Cytochrom-P,,-abhéngigen
Monooxygenase, die u.a. fir die Umbildung von Testoste-
ron zu Estradiol zustdndig ist, eine Verschiebung des Ge-
schlechtshormonspiegels bewirken. Eine Ausbildung von
Imposexstadien steht bei bestimmten Gastropodenarten in
Zusammenhang mit einer Exposition gegeniiber Organo-
zinnverbindungen, kann aber auch durch andere endokrine
Disruptoren bewirkt werden (Schulte-Oehlmann et al. 2001).
Bei Gastropoden wird die Ausbildung von Imposexstadien
durch den Mechanismus der Aromatasemodulation parallel
zu anderen Hypothesen diskutiert (Oehlmann et al. 2007).
In Fischen kann die Modulation der Aromatasen CYP19a
und CYP19b zu einer Beeinflussung der hormonellen
Gleichgewichtslage fithren, wobei die Aromataseregulation
eine Schliisselrolle in der sexuellen Differenzierung und der
Reproduktion einnimmt (Cheshenko et al. 2008). Ebenfalls
spielt sie eine wichtige Rolle in der Organogenese (Eggen
2008). Auch die Quantifizierung des Dottervorlauferprote-
ins Vitellogenin in ménnlichen Fischen stellt einen Biomar-
ker fiir dstrogene und antiandrogene EDC-Belastungen dar
(Hansen et al. 1998; Sumpter und Jobling 1995; Ankley et al.
2001; Routledge et al. 1998). Als Vorstufe des Eidotters ist
Vitellogenin in juvenilen und ménnlichen Individuen nicht
vorhanden, kann aber durch hormonaktive Stoffe induziert
werden. Ebenfalls kann die Vitellogeninproduktion durch
endokrine Substanzen in weiblichen Fischen unterdriickt
werden. Eine Vitellogenin-Induktion kann durch einen
ELISA (Enzyme-Linked Immonoassay) bestimmt werden
(Tyler et al. 1999) oder die durch Transkription des Gens Vi-
tellogenin entstandene mRNA (messenger ribonucleic acid)
kann auch durch reverse Transkription mittels PCR quan-
tifiziert werden (Lattier et al. 2002). Der Vitellogenin-Test
wird in der Literatur als /n-vivo-Test-Endpunkt angegeben;
wenn er hingegen an primdren Hepatozyten durchgefiihrt
wird, handelt es sich um einen /n-vitro-Test-Endpunkt (Job-
ling und Sumpter 1993; Hollert et al. 2005). Die Uberginge
der Teststrategien sind flieBend (Abb. 2).

Eine Kombination von Biomarkern wie die mRNA-
Induktion von Vitellogenin aus Regenbogenforellen (On-
corhynhus mykiss), die in situ in Klaranlagenauslaufen expo-
niert wurden, mit dem /In vitro Yeast Estrogen Screen Assay
(YES, mit humanem Ostrogenrezeptor (ER)), HEK293-
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Verfiigbarkeit der Antwort
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Abb. 2 Ebenen der dkotoxikologischen Wirkungen und mdgliche Dauer der Manifestation von Effekten in Abhdngigkeit der Untersuchungs-

methodik (verdndert nach Braunbeck 1993)

Zellen (Human Embryonic Kidney cells mit ER) und der
In-vitro-Vitellogenininduktion in primiren Regenbogenfo-
rellen-Hepatozyten, ergab gute Korrelationen fiir die Be-
wertung einer dstrogenen Aktivitdt (Pawlowski et al. 2003).
Die Sensitivitdtsreihenfolge der Testverfahren schwankte
jedoch fiir die einzelnen Erfassungszeitraume. Eine gute
Ubersicht beispielsweise iiber den Biomarker Vitellogenin
in Fischen und deren primiren Hepatozyten bieten die Ar-
beiten von Hutchinson und Navas (Hutchinson et al. 2006;
Navas und Segner 2006), diese zeigen aber auch die grofie
Variationsbreite der Antwort.

Als weitere Biomarker kdnnen benutzerdefinierte Genex-
pressionsanalysen einzelner Gene oder von tausenden von
Genen mittels cDNA Arrays (complementary DNA; Mic-
roarrays, Genchips) genutzt werden. Beispielsweise sind
Genexpressionsanalysen unter Ostrogeneinfluss an primi-
ren Hepatozyten der Regenbogenforelle moglich und erlau-
ben deren Einsatz als In-vitro-Modell in der Okotoxikologie
(Schreer 2005). Der MolDarT (Muncke 2008) ermdglicht
eine selektive Aussage liber die Induktion von dstrogenab-
hingigen Genen in Fischeiern vom Zebrabdrbling (Danio
rerio), z.B. fiir den Biomarker Vitellogenin. Eine signifi-
kante Vitellogenininduktion konnte fiir dstrogene Substan-
zen (bei 25ng/1 fiir 17-alpha-Ethinylestradiol und 2,7 pg/l
fiir 17-beta-Estradiol) nachgewiesen werden (Muncke et al.
2006). Ein Vergleich der Sensitivitdt fiir Einzelsubstanzen
wurde tabellarisch zusammengefasst (siche Tabelle 1).

@ Springer

Ebenso gibt es Microarray-Verfahren mit /n-vivo-An-
sitzen, die beispielsweise die Expression von 2000 Genen
in adulten Pimephales promelas erfassen und zeigen, dass
mindestens 71 Gene durch 17-beta-Estradiol-Einfluss re-
guliert werden (Larkin et al. 2007). Ein dhnliches Verfah-
ren gibt es fiir den Zebrabarbling (Danio rerio) (Martyniuk
et al. 2007). Auch Medaka (Oryzias latipes) wurde mit Hil-
fe von Microarrays auf androgene Substanzen untersucht,
wobei insgesamt 1815 Gene von 9379 untersuchten Genen
hoch- oder herunterreguliert wurden und 50 diagnostische
Gene identifiziert werden, die charakteristische Genexpres-
sionsprofile unter Androgeneinfluss aufweisen (Leon et al.
2008). Genexpressionsanalysen haben den Vorteil, dass di-
verse endokrine (Ostrogen, androgen, thyroidal usw.) und
andere chronische Effekte (z.B. Neuro- oder Immunoto-
xizitdt) gleichzeitig untersucht werden kénnen und so ein
gesamtheitliches Bild einer Expositionswirkung entsteht.
Geeignete Auswertungsmethoden werden entwickelt, um
solch umfangreiches Datenmaterial aus Microarrays zu in-
terpretieren. Da es sich um Effekte auf Transkriptionsebene
handelt, bedarf es auch noch weiterer Anstrengungen diese
Effekte auf hohere organismische Ebenen zu iibertragen und
als zuverldssige Indikatoren fiir die vielfdltigen Ausprigun-
gen einer endokrinen Disruption zu nutzen. Ebenfalls ist
bei solchen Extrapolationen zuvor die dkotoxikologische
Relevanz der Aussage abzukliren, was oft schwierig ist, da
die Variabilititen bei einigen Biomarkern art- und entwick-
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lungsspezifisch sehr ausgepriagt sein konnen. Es miissen
daher noch eindeutige Bewertungskriterien und Endpunkte
eingefiihrt werden.

2.3.3 In-vivo-Testverfahren

In-vivo-Testverfahren sind biologische Testverfahren, bei
denen Organismen in definierter Art und Anzahl eingesetzt
werden, um deren Reaktion auf eine Exposition zu messen.
Sie nutzen den gesamten Organismus und basieren meist
auf der Erfassung von Verdnderungen an morphologischen,
physiologischen oder verhaltensbiologischen Merkmalen.
In-vivo-Tests besitzen eine sehr hohe Aussagekraft, da sie
die Reaktion des gesamten Organismus auf Umwelteinfliis-
se integriert erfassen (Spengler 2001). Leider zeichnen sich
In-vivo-Tests je nach Testparameter meist durch eine lan-
gere Versuchsdauer, besonders bei chronischen Tests (siche
Abb. 4), und einen hohen Arbeitsaufwand aus. Um ein vali-
des Ergebnis zu erhalten muss eine ausreichende Anzahl an
Versuchstieren parallel getestet werden.

Kommt es sowohl bei Umweltproben- als auch bei Ein-
zelsubstanztestungen zu Uberlagerungen von toxischen
und hormonaktiven Effekten, sind in einigen Fillen Range-
Finding-Versuche notwendig, da endokrine Effekte deutlich
geringere Schwellenwerte aufzeigen konnen als verschiede-
ne andere Effektparameter. Auch kdnnen meist nur wenige
Konzentrationen oder Verdiinnungsstufen parallel getestet
werden.

Den methodischen Nachteilen von In-vivo-Tests steht
eine direkte Interpretierbarkeit der Versuchsergebnisse fiir
den Organismus, teilweise sogar fiir die Population, also
insgesamt eine hohere Okologische Aussagemdglichkeit
gegeniiber. Prinzipiell ist es moglich mit /n-vivo-Ansitzen
bei geniigend langer Expositionszeit auch Effektkaskaden,
verzogerte und chronische Effekte und Wirkungen von
Low-dose-Substanzen nachzuweisen. Ebenso kénnen Kom-
binationseffekte, sekundére Effekte und auch Metabolisie-
rungseffekte angezeigt werden. Insgesamt konnen mehrere
relevante Parameter einer organismischen Antwort tiber den
Versuchszeitraum aufgenommen werden (Schéfers 2007)
und verschiedene Wirkmechanismen erfasst werden. Be-
stimmte Substanzen wie Nonylphenol kdnnen z. B. Biomar-
ker wie die Vitellogenin-Induktion in Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) beeinflussen, aber wirken sich nicht
direkt auf morphologische Parameter und Geschlechterver-
héltnisse aus (Ackermann et al. 2002b). Ebenfalls erweist
sich eine Korrelation der Vitellogenin-Konzentrationen
und der gonadosomatischen Indexes (GSI) in Fischen als
schwierig, wie es an Goldfischen (Carassius auratus) ge-
zeigt werden konnte (Li et al. 2008).

Im Gegensatz dazu konnte jedoch in diversen Arbeiten
gezeigt werden, dass bespielsweise in reproduzierenden
ménnlichen Dickkopf-Elritzen die VTG-Produktion gut

mit Gonaden-Histopathologie und sekundiren Geschlechts-
merkmalen korreliert (Weisbrod et al. 2007; Kunz et al.
2006a; Harries et al. 2000; Miles-Richardson et al. 1999)
und in reproduzierenden Weibchen auch mit der Fekunditét,
Gonaden Histologie und GSI iibereinstimmt (Ankley et al.
2001; Kunz et al. 2006a; Weisbrod et al. 2007). Zusitzlich
zu den Ostrogenen Effekten konnen z.B. androgene oder
antiostrogene Effekte durch eine Verringerung des VTG-
Levels in weiblichen Fischen oder auch mit einem Riick-
gang der Fekunditdt angezeigt und korreliert werden. Die
Untersuchungsmoglichkeiten androgener und antiandroge-
ner Substanzen wurden auch an heimischen Arten wie dem
Rotauge (Rutilus rutilus) bewertet (Ballegooy 2008). Bei
der Anwendung fiir ein Umweltmonitoring sollte jedoch in
Betracht gezogen werden, dass je nach untersuchter Art die
Messparameter saisonalen Schwankungen im Reproduk-
tionszyklus unterliegen konnen und mdoglichst heimische
Arten verwendet werden sollten. Neuere Testverfahren, die
sich derzeit in Validierung befinden, wie beispielsweise der
Reproduktionstest mit der limnischen neuseeldndischen
Zwergdeckelschnecke (Potamopyrgus antipodarum), kon-
nen reproduktionstoxische und hormonaktive Wirkungen
durch Reduzierungen oder Stimulationen der Embryopro-
duktion anzeigen (Duft et al. 2007) und reagieren in um-
weltrelevanten Konzentrationen auf vielfdltige androgene
und Ostrogene Substanzen. Andere Schneckenarten wie
Marisa cornuarietis oder Nassarius reticulatus reagieren
dhnlich sensitiv und vermodgen EDC-Wirkungen wahr-
scheinlich stérker iiber den Mechanismus der Aromatase-
hemmung und die Ausbildung von Imposexstadien anzuzei-
gen. Auch konnten andere Invertebraten, wie beispielsweise
Bachflohkrebse (z.B. Gammarus pulex) in Zukunft fir die
Untersuchung von endokrinen Disruptoren genutzt werden,
und erste Studien zeigen, dass Endpunkte wie Geschlechter-
verteilung, Gonadenhistologie, Vitellogenin und das Heat-
Shock-Protein 90 (Gagné et al. 2005; Gross et al. 2001;
Schirling et al. 2006; Watts et al. 2002) geeignet sein konn-
ten. Die Verwendung von Invertebratenarten, welche eine
Schliisselrolle im aquatischen Okosystem ausiiben, erlaubt
es die ethisch umstrittenen Fischtests einzuschrinken und
gleichzeitig Biotests durchzufiihren, die 6kologisch relevant
sind. Eine Erfassung moglichst vielféltiger Endpunkte in
In-vivo-Tests mit unterschiedlichen Arten ist daher sinnvoll
und sollte unter moglichst standardisierten Bedingungen
durchgefiihrt werden.
Mogliche Endpunkte zur Erfassung von endokrin wirk-
samen Substanzen mit /n-vivo-Tests sind:
* Physiologische Verdnderungen: Vitellogeninkonzent-
rationen (Ackermann et al. 2002b; Hansen 2000; Kang
et al. 2002; Kunz und Fent 2006, 2009; Li et al. 2008;
OECD 2006a; Routledge et al. 1998; Segner et al. 2003),
11-Keto-Testosteron (Schéfers 2007), Spiggin-Konzen-
trationen (Katsiadaki et al. 2002) oder andere physiolo-
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gisch relevante Hormonkonzentrationen (Kloas 2002),
Thyroidstoffwechsel (Kloas 2002), Aromatasehemmung
(Cheshenko et al. 2008; Oehlmann et al. 2007);

* Morphologische Verdnderungen der primiren oder se-
kunddren Geschlechtsmerkmale: Geschlechtsdifferen-
zierungen (Duft et al. 2007; Kloas et al. 1999; OECD
2006a), sekunddre Geschlechtsmerkmale (Kunz et al.
2006a; Weisbrod et al. 2007), Gewicht und Koérpermalie
der Geschlechtsorgane (Duft et al. 2007; Schulte-Ochl-
mann et al. 2001; Weisbrod et al. 2007), gonadosoma-
tischer Index (GSI) (Baatrup und Junge 2001; van den
Belt et al. 2004; Kang et al. 2002; Li et al. 2008; OECD
2006a; Segner et al. 2003), Gonadenhistologie (Kunz
et al. 2006a; Miles-Richardson et al. 1999; Pawlowski
et al. 2004; Weisbrod et al. 2007) oder Spermienzéhlun-
gen (Baatrup und Junge 2001), Intersexstadien (Metcalfe
et al. 2001; Schulte-Oehlmann et al. 2001), Imposexsta-
dien (Duft et al. 2007; Oehlmann et al. 2007);

» Reproduktionstoxikologische Parameter:

Ei-oder Embryozahlen (Ankley et al. 2001; Duft et al.
2007; Kang et al. 2002; Kunz et al. 2006a; Weisbrod et al.
2007), Befruchtungshaufigkeiten (Ankley et al. 2001;
Kang et al. 2002; Schifers und Wenzel 2000), Larval-
entwicklungen (Andersen et al. 2001; Ankley et al. 2001;
Kloas 2002; Nishimura et al. 1997), Reproduktionserfol-
ge (Kang et al. 2002; Preston et al. 2001), Geschlechter-
verhéltnisse (Ackermann et al. 2002b; Kloas et al. 1999;
Kloas 2002) und Paarungsverhalten von Fischen (Coe
et al. 2008; Watts et al. 2001).

Auf In-vivo-Testverfahren wird teilweise in Tabelle 4 ein-

gegangen. Eine wesentlich umfangreichere Zusammenstel-

lung der In-vivo-Testverfahren befindet sich bei Moltmann
et al. (2007) und soll hier nicht aufgefiihrt werden.

3 Ergebnisse

3.1 Problematik einer Testauswahl
nach einer Literaturrecherche

Eine Bewertung der In-vivo-Testverfahren erweist sich
als schwierig, zumal einzelne /n-vivo-Verfahren aufgrund
des experimentellen Aufwands und der meist geringeren
Verbreitung eine geringere Datendichte aufweisen. Eben-
falls konnen die /n-vivo-Sensitivitdten aufgrund der Un-
terschiedlichkeit der Referenzsubstanzen und der Vielzahl
der untersuchten Endpunkte nicht vergleichend dargestellt
werden. Zusitzlich erschwerend kommt hinzu, dass es in-
ternational Bestrebungen gibt, bewilligungspflichtige Tier-
versuche zukiinftig wo moglich zu vermeiden und durch
nichtbewillingspflichtige /n-vivo-Versuche mit Inverte-
braten oder mit /n-vitro-Testsystemen zu ersetzen. Ein An-
liegen dieser Arbeit ist es diese Entwicklungen zu beriick-
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sichtigen und wo moglich bewilligungsfreie Testsysteme
vorzuschlagen.

Auch bei der Auswahl und Bewertung moglicher geeig-
neter In-vitro-Verfahren sind nach einer Literaturrecherche
viele Fragen offen (siche Tabelle 1). An Beispielen mit sub-
zelluldren und zelluldren /n-vitro-Testverfahren sollen hier
kurz die Probleme fiir eine Einschéitzung von Testverfahren
erortert werden, die zunéchst nicht ersichtlich sind:

Beispiel 1 Jedes zelluldare Testverfahren hat durch seine
Sensitivitdt gegeniiber hormonaktiven Wirkungen und durch
seine Empfindlichkeit gegeniiber toxischen und konzentra-
tionsbedingten Effekten einen eigenen Arbeitsbereich, in
dem es Wirkungen anzuzeigen vermag. Abbildung 3 zeigt
eine typische Ostrogenrezeptor-vermittelte Antwort eines
zelluldren Systems, die in bestimmten Konzentrationsberei-
chen zytotoxischen oder konzentrationsbedingten Effekten
unterliegt.

Konsequent sollten bei der Anwendung von zelluldren
Verfahren toxische Effekte sorgsam von ostrogenen Ef-
fekten unterschieden werden und nur in Konzentrationen
und Verdiinnungen benutzt werden, in denen die Zellvi-
talitdit kaum beeinflusst wird (Kinnberg 2003). Eine Pro-
benverdiinnung reduziert die Toxizitdt, aber ebenfalls die
Moglichkeit ostrogene Effekte zu detektieren. Molekulare
Rezeptorbindungsassays konnen daher zuverldssige Alter-
nativen bei sich tiberlagernden Effekten sein. Der Enzyme-
Linked-Receptor Assay (ELRA) zéhlt zu den einfachsten,
und mit einer Versuchsdauer von ca. 4 Stunden auch zu den
schnellsten subzelluldren Testsystemen (Hock und Seifert
1998). Eine storende Uberlagerung mit zytotoxischen Ef-
fekten oder mikrobiellen Kontaminationen wie in zellula-
ren oder organismischen Systemen wird vermieden (Kase
et al. 2007). Eine Unterscheidung zwischen Agonisten und
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Abb. 3 Ostrogenabhiingige Antwort eines zelluliren Biotests
(aus Leusch 2008)



Umweltwiss Schadst Forsch

Antagonisten ist bei keinem zelluldren (z.B. YES oder
ER-Calux) und subzelluliren Testverfahren, welches auf
einer Rezeptorbindung basiert, vollstindig moglich, auch
wenn es dafiir experimentelle Ansitze gibt. So wird in zel-
luldren Systemen der liberwiegende Effekt zwischen Gstro-
gener und antidstrogener Rezeptorbindung angezeigt, d.h.
antiostrogene Substanzen konnen strogene Wirkstoffe in
Umweltprobenmessungen iiberlagern, ohne dass es zu einer
Zellantwort kommt. In subzelluldren Rezeptorbindungsas-
says (z. B. ELRA) kann hingegen alles, was an den Rezeptor
bindet, detektiert werden, unabhéngig von seiner Wirkrich-
tung. Eine Anwendbarkeit auf Umweltproben mit verschie-
denen Rezeptorbindungstests mit ausreichender Sensitivitét
konnte ebenfalls wie in anderen Studien bestitigt werden
(Kase et al. 2008, Leusch et al. 2006, Murk et al. 2002).
Rezeptorbindungsassays wie der ELRA sind ausreichend
sensitiv, um sie in bestimmten Umweltprobenbewertungen
ohne Aufkonzentrierungen in hohen Verdiinnungsstufen
anzuwenden (Kase et al. 2008). Ob dies auch fiir Oberfld-
chengewasserproben zutrifft ist unklar und wird derzeitig an
der University of Virginia in einer grolen Messkampagne
(ca. 200 Proben) gepriift. Die Sensitivitit kann durch eine
luminometrische Variante aber nochmals um den Faktor 5
gesteigert werden (Global Water Research Coalition 2006).
Die Sensitivitit fiir Einzelsubstanzen liegt jedoch meist un-
ter denen von empfindlichen zelluldren Systemen (siehe Ta-
belle 1). Aufgrund der fehlenden Wirkrichtungsunterschei-
dung eignen sich subzelluldre Rezeptorbindungsassays eher
als Alternativen zu zelluldren Systemen, wenn zytotoxische
oder mikrobielle Belastungen in Umweltproben vorliegen.
Beispiel 2 In der Regel werden nach einer Literaturre-
cherche die bereits seit langerer Zeit etablierten Testverfah-
ren auffallen, tiber die entsprechend umfangreich publiziert
worden ist. Ein gutes Beispiel stellt der E-Screen oder auch
MCEF-7-Zelllinienproliferationstest dar, der sehr empfind-
lich ostrogene Wirkungen an humanen Brustkrebszellen
nachzuweisen vermag (Andersen et al. 1999; Gutendorf und
Westendorf 2001; Folmar et al. 2002; Korner et al. 1997).
Der MCF-7-Test als Proliferationstest wurde erstmalig 1995
von A. Soto in (Soto et al. 1995) mit 17-beta-Estradiol als
Referenzsubstanz beschrieben. Auch konnte in dieser Stu-
die bereits ein Screening fiir mehrere umweltrelevante Os-
trogene Substanzen durchgefiihrt werden. Nur vereinzelte
Literaturquellen weisen auf die methodischen Grenzen im
Umgang mit diesem Testverfahren hin, wozu die Bertick-
sichtigung initialer Zelldichten und die Verwendung hor-
monfreier oder hormonhaltiger Kulturmedien gehoren. Bei-
de Faktoren wirken sich erheblich auf die Sensitivitit des
Testverfahrens aus (Rasmussen und Nielsen 2002). Auch
besteht bei langerem Einsatz von Zelllinien die Gefahr der
Bildung von Subclonen, die verdnderte Eigenschaften auf-
weisen. In einer Studie zum Interlaborvergleich des MCF-
7-Tests bei Verwendung des gleichen Zellstammes und des

gleichen Protokolls traten Abweichungen fiir den EC;, bis
zu einem Faktor von 70 auf (Andersen et al. 1999). Ein wei-
terer negativer Aspekt fiir den Einsatz des MCF-7-Testes als
okotoxikologisches Testsystem ist der direkte Einfluss von
zytotoxischen Schadstoffen auf die Proliferationsrate, die
als MaB fiir dstrogene Aktivitit dient (Kase 2004). In eini-
gen Fillen ist es daher nicht moglich, zytotoxische Effekte
von den hormonaktiven Wirkungen getrennt zu detektieren.
Es bleibt zu priifen, ob Weiterentwicklungen des MCF-7-
Tests wie der MVLN-Test (van den Belt et al. 2004, Guten-
dorf und Westendorf 2001), bei dem ein Reportergensystem
integriert wurde, unabhéngiger von zytotoxischen Effekten
ostrogene Effekte anzeigen kann, z.B. indem Wachstums-
und Induktionseffekte miteinander verrechnet werden.

Fiir ein Umweltmonitoring sind z.B. Testverfahren zu
bevorzugen, die mit mdglichst nativen Proben arbeiten
konnen, damit die natiirlichen Expositionspfade, aber auch
der Einfluss der Bioverfiigbarkeit beriicksichtigt werden
konnen. Erfreulicherweise gibt es vergleichende Studien
(Kase et al. 2007; Legler et al. 2002; Leusch et al. 2006;
Leusch 2008; Murk et al. 2002), die es sich zur Aufgabe
gemacht haben, die fiir eine Anwendung relevanten Krite-
rien zu identifizieren und zu bewerten. Am besten eignen
sich Studien, die sowohl mit Einzelsubstanz- als auch mit
Umweltprobenuntersuchungen gearbeitet haben.

Eine Bewertung des E-screens oder des MCF-7-Prolife-
rationstests kann je nach gesammelten Erfahrungen durch-
aus unterschiedlich ausfallen (Tabelle 2).

Beispiel 3 Auch die Einschiatzung des YES, als nicht sen-
sitives Verfahren, kann durch Literaturangaben widerlegt
werden, da er schon mehrfach erfolgreich fiir Umweltpro-
benbewertungen eingesetzt wurde (siehe Tabelle 1). Die hier
verwendeten YES-Verfahren hatten eine Nachweisgrenze
von 3,5 und 5ng/l 17-beta-Estradiol, andere YES-Verfahren
konnen um den Faktor 10-50 sensitiver (zum Vergleich
z.B. Vermeirssen et al. 2006). Es ist davon abhingig, wel-
ches YES-System in welcher Modifikation verwendet wird.
Der Anspruch eines Anwenders an ein Testverfahren hingt
aber stark vom Anwendungszweck ab.

3.2 Erfassung relevanter Anwendungskriterien
fiir biologische Testsysteme

Nach dieser Literaturrecherche wurde aufgrund der oben
geschilderten Problematik bei der Auswahl der Testverfah-
ren ein Fragebogen entworfen, der moglichst unterschiedli-
che Anforderungen an ein Testverfahren abfragt und damit
einen schnellen Uberblick iiber mogliche Anwendungsge-
biete bietet. Auch konnten so verstirkt Informationen zu
In-vivo-Verfahren erfragt werden, deren Beurteilung sich
aufgrund einer oftmals geringeren Datendichte und ei-
ner héheren Komplexitit der Endpunkte als schwieriger
erweist. Die Auswahl erfolgte nach dem Validierungs-
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Tabelle 2 Stirken und Schwa-
chen von 5 In-vitro-Testverfah-

Assay YES ER-CALUX  MELN KBluc E-Screen
ren (aus Leusch 2008) Analysis of medel compounds e rFarers rery (+++) ey
Analysis of environmental samples = 4+ + (++) P
Ease of use ++ + + + (& ~
Simple training ++ = - _@ _
Low cost 4+ - = + -
Sensitivity - 4 —+ a4 e
Robusiness i + ' ++ -+
Reproducibility - T - ?) -+
Maturity (widespread use) EEs -+ + - 4
High-throughput screening +++ +4++ +++ - e
Quick results ++ -+ - S _

Legende: — = unterdurchschnittlich; + = maBig, ++ = gut, +++ = ausgezeichnet. (a) Der KBlueC lief nur in
einem Labor. (b) Octylphenol verursachte ein Verschleppungsproblem auf der Mikrotiterplatte

status und anhand von der durch Publikationen nachge-
wiesenen Umweltprobentauglichkeit mit entsprechender
Sensitivitit.

Aus 15 Testverfahren (5 in vivo und 10 in vitro) konn-
ten 8 Verfahren der OECD erfasst werden, und 3 von 5
In-vitro-Verfahren aus dem GWRC-Report ,, Tools to de-
tect estrogenic activity in environmental waters® (Leusch
2008) wurden beriicksichtigt. Zu einem Testverfahren
wurde neben der Grundinformation eines Testverfahrens,
die Sensitivitat bzw. auch der Arbeitsbereich, die Anwend-
barkeit, die Standardisierbarkeit/Verfiigbarkeit, der Auf-
wand, die Kosten, die Praktikabilitdt und die biologische
und 6kotoxikologische Relevanz bei versierten Anwendern
abgefragt. Es wurden nur Personen mit ausgewiesener Ex-
pertise fiir die Befragung gewdhlt, daher war entscheidend,
ob diese schon eine Anzahl entsprechender Publikationen
fiir diese Testverfahren vorzuweisen hatten oder eine akti-
ve Mitwirkung in Gremien zur Biotestentwicklung (Vali-
dierung/Normung) bekannt war. Um die Subjektivitdt der
Angaben zu reduzieren, wurde ein Verweis auf entspre-
chende Literaturquellen zur Stiitzung der Angaben oder
kurze Begriindungen gefordert, und es fand nach Eingang
der Befragungsergebnisse eine Priifung der Ergebnisse mit
anderen Literaturangaben statt. Bei Fragen, Unklarheiten
oder dem Verdacht auf Fehlinformation wurden durch Te-
lefonate die kritischen Punkte erneut erdrtert und es fand
eine Anpassung oder ein Weglassen der Information statt.
Da es sich um sensible Daten handelt, die sich im Rahmen
von zukiinftigen Projekten noch ein wenig revidieren kon-
nen, wurde eine allgemeine Anonymisierung der Befragten
bevorzugt. Trotz dieser Bemithungen um Objektivierung
der Angaben und dem hohen Informationsgehalt, der zur
Verfiigung gestellt wurde, sind subjektive Einfliisse nicht
géinzlich auszuschliefen, da jedes Verfahren nur einmalig
erfasst werden konnte. Diese Abfrage stellt daher eine Er-
weiterung zum verfiigbaren Wissen durch eine Literaturre-
cherche dar und kann ebenfalls als Orientierungshilfe zur
Identifikation geeigneter Testverfahren fiir verschiedene
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Anwendungszwecke dienen. Einige vielversprechende In-
vitro- und In-vivo-Tests wurden aus folgenden Griinden
nicht in die Abfrage mit einbezogen. Fiir Verfahren wie
der T47D-K-BlueC (Wilson et al. 2004) und den OECD
validierten TA-Assay (Takeyoshi 2006) wurden Anfragen
gestartet, es erfolgte jedoch kein Riicklauf. Fiir In-vitro-
Fischrezeptor-Tests konnte kein Anwender/Experte ge-
funden werden, der die Abfrage beantwortete, was darauf
hinweist, dass diese Tests im Moment kaum verbreitet und
in Anwendung sind. Ahnlich scheint es sich bei In-vitro-
Vitellogenin-Induktionstests mit Fischhepatozyten zu sein.
Beide fischbasierten [In-vitro-Testarten konnten jedoch
in Zukunft fiir ein Umweltmonitoring von Interesse sein
(OECD 2009, in Vorbereitung).

In-vivo-Testverfahren, wie die in OECD-Validierung
befindlichen Fish Short Term Reproduction Assay oder der
Fish Sexual Development Test (siche Tabelle 4) wurden auf-
grund des enormen Arbeitsaufwandes und dem damit ver-
bundenen Verlust an Praktikabilitdt fiir eine Untersuchung
von Gewissern nicht fiir die Abfrage in Betracht gezogen.
Folgende Testverfahren wurden durch die Abfrage erfasst
(Tabelle 3).

3.2.1 Ergebnisse der Kriterienabfrage der Testverfahren

Zunichst wurden Fragen zur 6kotoxikologischen Relevanz

und Eignung des Testverfahrens gestellt (Abb. 4):

a) Ist das Testverfahren aus IThrer Sicht als Screening-Ver-
fahren geeignet, um in Umweltproben hormonaktive Po-
tentiale anzuzeigen?

b) Fiir wie geeignet halten Sie den ermittelten Endpunkt,
um hormonaktive Wirkungen in Gewéssern fiir ein brei-
tes Organismenspektrum anzuzeigen?

c) Ist das Testverfahren aus Ihrer Sicht als Monitorverfah-
ren geeignet, um bestimmte hormonaktive Wirkungen in
Gewissern im Routineeinsatz anzuzeigen?

Die In-vivo-Verfahren wurden bis auf den XEMA im All-

gemeinen als schlechtere Screening-Verfahren bewertet
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Tabelle 3 Bei Anwendern abgefragte Testverfahren und Endpunkte zur Erfassung hormonaktiver Wirkungen

Durch Kriterienprofile erfasste Testverfahren und deren Endpunkte zum Nachweis
hormonaktiver und reproduktionstoxischer Wirkungen

In vivo-Verfahren:

1) FSA: Fish Screening Assay (erweitert) in OECD Validierung
Biomarker (Vitellogenin; zusétzlich moglich 11-keto Testosteron); Reproduktionsparameter (Eizahl, Befruchtungsrate), optional: Histologie
2) XEMA: Amphibienmetamorphoseassay mit Xenopus laevis (erweitert) ab 04/09 als OECD-Guideline verabschiedet

Endokrine Disruption des Schilddriisensystems anhand von Entwicklungsstadien (morphologische Parameter), Schilddriisenhistologie (Genex-
pression moglich)

3) Pa-Repro: Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum in OECD Privalidierungsphase

Embryonenzahl in der Bruttasche, die unter Einfluss von 6strogenen/androgenen und reproduktionstoxischen Substanzen moduliert wird.
4) Dm-Repro:Daphnienreproduktionstest, bereits OECD validiert (TG 211) aber ohne endokrine Spezifitit, Erweiterung geplant
Uberleben, Nachkommenzahl nach Guideline; Erweiterung fiir endokrine Effekte (vorgeschlagen): Geschlechtsverhéltnis der Nachkommen
5) Chirotest:Chironomidentest, bereits OECD validiert (TG 218-219) aber ohne endokrine Spezifitit, Erweiterung geplant

Schlupfrate (Emergenz) u. Entwicklungsrate, Ausweitung der Testldnge auf 45 Tage, inkl. Reproduktiver Phase, zusitzliche Endpunkte: Anzahl
Eistrange, Fruchtbarkeit der Eistrange, Lebensfahigkeit der Nachkommen

In vitro-Verfahren:

6) MVLN-Test

Enzymaktivitit nach hER abhingigen Reportergentranslation in transfizierten MCF-7-Zellen

7) YES nach McDonnell

Agonistische und antagonistische Rezeptorbindung am humanen ERa in rekombinant verdnderten Hefezellen (BJ 3505)
8+9) YES/YAS nach Sumpter und nach Schultis/Metzger modifiziert

Agonistische und antagonistische Rezeptorbindung am humanen ERa und AR in rekombinanten Hefezellen mit Lyticase katalisiertem Endver-
dau der Zellen

10) H295R Steroidgenesis Assay, bereits OECD validiert und Bestandteil des EDSP

Disruption der Steroidgenese von 17-beta-Estradiol und Testosteron, Messung der Aromatasemodulation méglich

11+12) ER-Calux alpha, AR-Calux

luminometrische Messung einer humanen ERo und AR rezeptorvermittelten Antwort von T47 D rekombinant veranderten Brustkrebszellen
13) E-screen, MCF-7-Proliferationstest

Induktion der Zellproliferation von Mammakarzinomzellen humanen Ursprungs (MCF-7-Zellen)

14) Enzyme-Linked-Receptor-Assay, ELRA

Rezeptorbindungsassay, der agonistische und antagonistische Rezeptorbindung am humanen ERa erfasst

15) AWACCS Biosensor, der Multianalytbestimmungen ermoglicht

Multianalyt-Immunoassay fiir aquatische Schadstoffe

a b
OFSA OXEMA @ Pa-Repro @ Dm-Repro B Chirotest OMVLN OYES McDon. @YES Sumpter @YAS Sumpter BH295R
N ER Calux OAR Calux T E-Screen BJELRA AAWACCS
sehr gut
sehr gut 7
gut +— —
gut 1
mittelméaRig{— - I
mittelmaRig N M
schlecht - ]
schlecht 1
gar nicht 4 —
gar nicht
k. A. T T T T
Screeningverfahren  Indikation fiir breites  Monitorverfahren fir kA . ‘ . ‘ . ‘ . .‘
Organismenspektrum hormonaktive Screeningverfahren Indikation fur breites  Monitorverfahren fir
Wirkungen Organismenspektrum hormonaktive
Wirkungen

Abb. 4 Okotoxikologische Einschitzung von Testverfahren fiir hormonaktive Wirkungen

als die meisten /n-vitro-Verfahren. So wurde z.B. 4-mal  der Ergebnisse angegeben. Eine Einschédtzung der Eignung
angegeben, dass die In-vivo-Verfahren zu aufwéndig sei-  als Monitorverfahren fiel fiir die /n-vivo-Verfahren unter-
en, und 2-mal wurde eine eingeschrinkte Ubertragbarkeit  schiedlich aus. Die Befragung zum Indikationswert des
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Endpunktes fiir ein breites Organismenspektrum wurde fiir
die In-vitro-Verfahren mindestens als ,,mittelmaBig* einge-
schétzt, die Angaben fiir die /n-vivo-Verfahren variierten
hingegen von ,,schlecht” bis ,,gut*. Eine Einschidtzung des
XEMA wurde mit ,,sehr gut* fiir Verteberaten angegeben.
Da der Anteil der Vertebraten in aquatischen Systemen va-
riieren kann, wurde die Angabe nicht gewertet. Der Chiro-
nomidentest wurde diesbeziiglich als ,,schlecht” bewertet,
da eine Ubertragbarkeit auf Insekten beschrinkt ist. Aller-
dings kann der Insektenanteil gewdsserspezifisch relativ
hoch liegen. Wahrend In-vitro-Verfahren eher fiir Kurz-
zeitexpositionen geeignet sind, kdnnen /n-vivo-Verfahren
Langzeiteffekte erfassen.

3.2.2 Erfassung des Zeitaufwandes der Testverfahren
Die In-vivo-Verfahren bendtigen je nach gemessenem End-

punkt oft einen wesentlich hdheren Zeitaufwand als die /n-
vitro-Verfahren (Abb. 5). Bei den /n-vivo-Verfahren benétigt

der Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum den
langsten Gesamtzeitbedarf, gefolgt vom Fisch-Screening-
Assay. Bei den In-vitro-Verfahren bendtigten erwartungsge-
mal (siche Tabelle 1) der E-Screen und der MVLN-Test den
grofiten Zeitaufwand. Bei den YES/YAS-Verfahren wurde
der zeitliche Aufwand der Ubernachtkultur (Vorbereitungs-
zeit) nicht beriicksichtigt, damit verldngert sich der Ge-
samtzeitbedarf dieser Verfahren noch einmal um 16—18h.
Parallel zum Zeitaufwand wurde auch der geschdtzte Ar-
beitsaufwand befragt.

3.2.3 Erfassung des Arbeitsaufwandes der Testverfahren

Auch der Arbeitsaufwand lag fiir die /n-vivo-Verfahren er-
heblich hoher als fiir die In-vitro-Verfahren (Abb. 6). Jedoch
zeigte sich, dass der Reproduktionstest mit Potamopyrgus
antipodarum bei dem léngsten Gesamtzeitbedarf mit dem
geringsten Arbeitsaufwand angegeben wurde. Bei den /n-
vitro-Verfahren wurde der MVLN-Test, der eine Weiterent-
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Abb. 5 Zeitaufwand von Testverfahren fiir hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen; A= Vorbereitungszeit, B=Versuchsdauer,
C=Vortestungen, D=Auswertungszeit, E=Gesamtzeitbedarf. Der Zeitaufwand fiir Vortestungen bei den In-vitro-Tests wurde mit 0 angegeben

und daher nicht dargestellt
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Abb. 6 Arbeitsaufwand von Testverfahren fiir hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen
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wicklung des E-Screens ist, als wesentlich arbeitsintensiver
(47h im Vergleich zu 16 h) beschrieben. Neben der Arbeits-
zeit wurden die Materialkosten fiir einen Versuchsansatz und
die gesamten Installationskosten (Messgerite, Versuchs-
apparatur, Testkomponenten) abgefragt, um den Versuch in
einem nicht ausgestatteten Labor erstmalig zu installieren.

3.2.4 Erfassung der Materialkosten von Testverfahren

Die Materialkosten (Abb. 7) fiir /n-vivo-Verfahren wurden
im Mittel hoher eingeschitzt als die der /n-vitro-Verfahren.
Der FSA (Fish-Screening Assay) und der XEMA belegten die
hochsten Kostenklassen. Bei den In-vitro-Verfahren zeigte
sich der MVLN-Test als sehr aufwéndig. Der H295R Stero-
idgenesis Assay wurde beziiglich der Materialkosten gleich-
wertig mit dem Daphnienreproduktionstest eingeschatzt, der
die geringste Kostenklasse bei den /n-vivo-Verfahren beleg-
te. Fiir den Chironomidentest lag keine Einschétzung vor.
In einem Versuchsansatz mit /n-vitro-Verfahren werden in
der Regel mehr Substanzkonzentrationen bzw. Probenver-
diinnungen getestet als bei /n-vivo-Verfahren (nicht gezeigte

Daten), was sich zusétzlich giinstig auf den Kostenaufwand
pro Probe auswirkt.

3.2.5 Erfassung der Installationskosten von Testverfahren

Fiir die Installationskosten (Abb. 8) zeigen die In-vitro-
Verfahren eine dhnliche Klassenverteilung wie die /n-vivo-
Verfahren, was wahrscheinlich auf die relativ hohen Kosten
bei der Anschaffung der Mikrotiterplattenlesegerdte fiir lu-
minometrische und photometrische Messungen zuriickzu-
fithren ist. Erneut wurde der MVLN-Test als sehr kostenin-
tensiv eingeschétzt.

3.2.6 Erfassung der Sensitivititen der Testverfahren

Fiir 5 Testverfahren lagen aufgrund der Verwendung
von anderen Standardsubstanzen keine Angaben zu den
Sensitivititen vor (Abb. 9). Bei den /n-vitro-Verfahren
kann folgende Sensitivititsreihung fiir 17-beta-Estra-
diol anhand der EC,, vorgenommen werden: ER-Ca-
lux < E-Screen < MVLN < YES Sumpter < ELRA. Der

O FSA

O XEMA

> 1350 Euro

O Pa-Repro

< 1350 Euro

@ Dm-Repro
| Chirotest

< 450 Euro
< 150 Euro
< 50 Euro

O MVLN

O YES McDon.
@ YES Sumpter
Materialkosten |B YAS Sumpter

keine Angabe +

B H295R

N ER Calux
= AR Calux
Qo O E-Screen
%, O ELRA

@2 AWACCS

Abb. 7 Materialkosten von Testverfahren fiir hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen fiir einen Versuchsansatz; kommerzielle
Verfahren wurden mit einem # gekennzeichnet, die anfallenden Kosten sind bei den Anbietern zu erfragen

O FSA

O XEMA

> 50000 Euro ?

@ Pa-Repro

%

< 50000 Euro
< 25000 Euro
< 5000 Euro
< 1000 Euro

@ Dm-Repro

m Chirotest

O MVLN

O YES McDon.
@ YES Sumpter
Installationskosten |@ YAS Sumpter

keine Angabe -

| H295R
N ER Calux
o = AR Calux
Q
S O E-Screen
@ ELRA
@ AWACCS

Abb. 8 Installationskosten (Messgerite, Versuchsapparatur, Testkomponenten) von Testverfahren fiir hormonaktive und reproduktionstoxische
Wirkungen, die bei einer Erstinstallation in einem Labor anfallen; kommerzielle Verfahren wurden mit einem # gekennzeichnet, die anfallenden

Kosten sind bei den Anbietern zu erfragen
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Abb. 9 Sensitivitatsvergleich von Testverfahren fiir hormonaktive Wirkungen aus der Abfrage. Minimale und maximale LOEC oder
ECx-Werte (X=10 oder 20) sowie ECs,-Werte wurden fiir verschiedene Testsubstanzen dargestellt. T=Testosteron; DHT =Dihydrotestosteron;

E2=17-beta-Estradiol, EE2=17-alpha-Ethinylestradiol

ER-Calux zeigt auch die geringsten LOEC-Werte und
scheint fiir 17-beta-Estradiol eine hohe Sensitivitdt auf-
zuweisen. Aufgrund der Liickenhaftigkeit der Datenanga-
ben und der Unterschiedlichkeit der verwendeten und auch
verwendbaren Testsubstanzen lassen sich nur begrenzte
Schlussfolgerungen ableiten. So kann z.B. der YAS nach
Sumpter nicht mit dem AR-Calux verglichen werden, da
unterschiedliche Substanzen getestet wurden (Sumpter
1995). Testverfahren wie der XEMA oder der H295R Ste-
roidgenesis Assay arbeiten aufgrund ihrer Wirkmechanis-
men mit anderen Referenzsubstanzen. Sowohl In-vitro- als
auch In-vivo-Verfahren ermdglichen den Nachweis Ostro-
gener Substanzen im unteren ng/l-Bereich.

3.2.7 Erfassung der Anwendungsbereiche
der Testverfahren

Der FSA und der Chironomidentest wurden in ihrer An-
wendbarkeit sehr eingeschrinkt dargestellt, wo hingegegen
die anderen Verfahren als sehr flexibel fiir verschiedene
Anwendungsbereiche bewertet wurden (Abb. 10). Leider
konnten nur die Anwendungsbereiche fiir die /n-vivo-Ver-
fahren vergleichend dargestellt werden. Einige In-vitro-

@ Springer

Verfahren (z.B. die ER- und AR-Calux-Systeme, bestimm-
te YES-Verfahren oder der H295R Steroidgenesis Assay)
testen Oberflaichenwasser oder Abwasserproben erst nach
Extraktionen. Dies kann erstens auf Uberlagerungen mit
moglichen zytotoxischen Effekten zuriickzufiihren sein oder
darauf, dass mit Extraktionen oftmals auch Aufkonzentrie-
rungen verbunden sind, die z. B. eine zu starke Verdiinnung
von Wachstumsmedien durch die Probe umgehen. Ebenfalls
sind fiir wirkungsbezogene Analyseansitze Extraktionen
absolut notwendig. Andere Verfahren wie der ELRA oder

‘ 0O FSA 0 XEMA @ Pa-Repro @ Dm-Repro ® Chirotest‘

bekannt

wahrscheinlich T B B
unwahrscheinlich T 1
ausgeschlossen{

) )

S % T, % % B G,

% O % 7 %

% % k) K % K %,
S, S S ) %, %
s, %, % % KS X
% M % Yo
/)é/ 5, $®
N .

Abb. 10 Anwendungsbereiche der /n-vivo-Verfahren
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die modifizierten Sumpter-YES/YAS-Systeme konnen mit
nativen Wasserproben arbeiten und sind ausreichend sensi-
tiv und robust um bestimmte Umweltprobenbewertungen
durchzufiihren. Eine Ringtestung mit nativen oder dotierten
Proben unterschiedlicher Belastungsqualitit konnte wert-
volle Informationen zu den mdglichen Anwendungsberei-
chen liefern.

3.2.8 Bewertung der Standardisierbarkeit, Verfiigbarkeit
und Verbreitung von Testverfahren

Den Anwendern und Entwicklern wurden folgende Fra-
gen zur Standardisierbarkeit und Verfligbarkeit gestellt
(Abb. 11):

a) Wie gut schitzen Sie die Standardisierbarkeit ein?

b) Wie gut sind Testkomponenten und/oder Testorganis-
men in gleichbleibender Qualitdt {iber das gesamte Jahr
kommerziell erhiltlich?

c) In wie vielen Laboren wissen oder vermuten Sie, dass
derzeit das Testverfahren angewendet wird?

Die Standardisierbarkeit der /n-vitro- und In-vivo-Verfahren

wurde relativ hoch eingeschétzt. Nur der E-Screen und der

FSA wurden als mittelmaBig zu standardisieren bewertet.

Da samtliche dargestellten In-vivo-Verfahren sich in Nor-

mungen oder Priavalidierungen fiir die OECD befinden oder

bereits genormt sind, war dieses Ergebnis zu erwarten. Die

Verfligbarkeit der Systemkomponenten wurde ebenfalls

relativ hoch eingeschitzt. Eine mittelméBige Bewertung

erhielt der Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipoda-
rum. Fiir diesen Test wurden auch reproduktionszyklische

Schwankungen eingerdumt, zu denen die Testung Ostroge-

ner (Frithjahr) und androgener Substanzen (Spdtsommer

und Herbst) aufgrund der dann natiirlicherweise hohen bzw.
niedrigen Embryonenzahl nur eingeschriankt moglich ist

(Gefahr falsch negativer Befunde). Eine Gefahr von falsch

negativen und falsch positiven Befunden wurde auch fiir

die anderen Testverfahren abgefragt (nicht gezeigte Daten),

fithrte aber zu Verwirrungen in der Beantwortung, da der
Ausgangspunkt fiir eine solche Aussage zuvor nicht geklart
wurde. Diese Angabe ist auch von den betrachteten Wirk-
mechanismen abhéngig und wird in der Diskussion aufge-
griffen. Eine Einschétzung der Verbreitung der Testverfah-
ren konnte gut mit den Angaben in den Literaturquellen in
Zusammenhang gebracht werden. Je nach Bekanntheitsgrad
und Validierungszustand der Testverfahren wurde auch die
geschitzte Anwendungshéufigkeit angegegeben. Testver-
fahren wie der Daphnienreproduktionstest oder der Chiro-
nomidentest, die bereits OECD-validiert sind und z.B. zur
Pflanzenschutzmittelbewertung benutzt werden, sind ge-
geniiber in der OECD-Validierung befindlichen Verfahren
weiter verbreitet. Beide Verfahren werden derzeit gezielt fiir
die Untersuchung von hormonaktiven Substanzen erweitert
(siche Tabelle 3). Altere Verfahren wie der E-Screen besit-
zen aufgrund ihrer Bekanntheit eine hdufigere Anwendung
als neuere Verfahren. Die starke Verbreitung der YES/YAS-
Systeme (siche Tabelle 1) konnte auch in dieser Abfrage ge-
zeigt werden. Der Schwerpunkt liegt auf den Sumpter/Rout-
ledge-Varianten, was nicht differenziert aufgefiihrt wurde.
Eine tabellarische Zusammenfassung der Gesamtergebnisse
der Kriterienprofile befindet sich in Tabelle 5.

Die Validierung und Normung (Standardisierung) von
Testverfahren sind wichtige Werkzeuge, um die methodi-
schen Grenzen und die Anwendbarkeit von Testverfahren
zu beschreiben. Auch wenn der Zeitaufwand fiir diese Pro-
zesse beachtlich sein kann, so wird eine Erh6hung der Ak-
zeptanz und Verbreitung erreicht und bietet die Moglichkeit
Testverfahren in regulative Bewertungsverfahren zu imple-
mentieren. Daher werden diese Aspekte im nachfolgenden
Abschnitt behandelt.

3.2.9 Rolle der Validierung und Normung fiir Testverfahren

Der Sinn von Normen besteht darin eine Vergleichbarkeits-
basis oder einen MaBstab zur Bewertung einer Vergleichbar-

‘[] FSA 0 XEMA @ Pa-Repro @ Dm-Repro B Chirotest

sehr gut (>25)
gut (11-25) 1T
mittel (6-10) 7
schlecht(1-5) 1
keine (0) 1

k. A. ; : T T

Standardisierbarkeit Verfugbarkeit der
Systemkomponenten

Anzahl der Labore

b
OMVLN OYES McDon. OYES Sumpter BEYAS Sumpter
BH295R NER Calux OAR Calux TE-Screen
UELRA BAWACCS
sehr gut (>25) 1
gut (11-25) 1 B N
mittel (6-10) 7 N
schlecht (1-5) 1
keine (0)
k. A. 4 T T T T
Standardisierbarkeit Verfligbarkeit der Anzahl der Labore
Systemkomponenten

Abb. 11 Standardisierbarkeit, Verfligbarkeit und Verbreitung von Testverfahren fiir hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen.
Die Zahlen stehen fiir die geschitzte Anzahl der Labore, in denen das Testverfahren angewendet wird
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keit bereitzustellen. Angaben zu einer statistischen Aussa-

gesicherheit, der Standardisierbarkeit, Automatisierbarkeit

und Reproduzierbarkeit von Testverfahren lassen sich oft

nur in aufwéndigen Ringversuchen mit mehreren Laborato-

rien genauer treffen. Es ist auch nicht immer mdglich eine

einheitliche Standard Operating Procedure (SOP) bei der

Untersuchung gleicher Proben in unterschiedlichen Labo-

ratorien zu verwenden, da die apparative Ausstattung sehr

variieren kann. GroBere Ringversuche (> 6—7 Laboratorien)

konnen helfen, die kritischen Anwendungsschritte in SOPs

zu identifizieren (Leusch 2008). Methodische Schwach-

punkte konnen iiber einen Validierungsprozess genauer

identifiziert werden. Die OECD beschiftigt sich mit Che-

mikalienpriifung, ISO und CEN mit der Priifung von Um-

weltproben, wobei valide Tests fiir Chemikalienpriifungen

auch fiir Umweltpriifungen interessant sein konnen. Neben

einem Erkenntnisgewinn {iber die Anwendbarkeit und Leis-

tungsfahigkeit eines Testverfahrens konnen im Verlauf der

Normierung von Testverfahren vielfaltige Vorteile erzielt

werden (verdndert nach Pluta 2008b):

* Sicherheit, dass die Methoden auf andere Laboratorien
ibertragbar und valide sind

* Aufmerksamkeit aller interessierten Gruppen filir das
Testverfahren, unabhéngig von einer wirtschaftlichen
Leistungsfahigkeit und sprachlichen Fahigkeiten

 nationaler Transfer internationaler Standards

* Vermeidung redundanter Arbeit und unndtiger Konkur-
renzentwicklung

» die Ergebnisse, die mit diesem OECD-validierten Test
erlangt werden, miissen von allen Mitgliedsstaaten ak-
zeptiert werden

» Moglichkeit der Beriicksichtigung bei der Festlegung
von Gesetzen

* Interessensausrichtung mehrerer unabhéngiger Gruppen
auf ein gemeinsames Ziel

 standardisierte und fiir den Verwendungszweck akzep-
tierte Methoden

+ vergleichbare und gerichtsfeste Ergebnisse, die weltweit
erhoben und bewertet werden kénnen, womit auch inter-
nationale Vergleiche moglich sind

« standardisierte und validierte Methoden, auch als Werk-
zeug der Qualitdtssicherung und der formalen Akkredi-
tierung

» Nutzung vorhandener Netzwerke als Plattformen fiir wis-
senschaftliche Diskussionen und zur Ermittlung weiteren
Entwicklungsbedarfs

» Moglichkeit pra- und co-normative Forschung anzusto-
Ben, z. B. tiber drittmittelgeférderte Forschungsprojekte

Allerdings werden personelle und materielle Kapazitiaten

iiber einen langeren Zeitraum gebunden, wobei ein Teil

der Aktualitit der Untersuchungsinteressen verloren ge-

hen kann. Besteht jedoch eine funktionierende Arbeitsvor-

schrift, so kann eine ISO oder CEN-Normung innerhalb von

@ Springer

2-3 Jahren erreicht werden. OECD-Validierungen kénnen
bei entsprechender Eignung durch Me-Too-Validierungen
abgekiirzt werden. Das Sortiment dlterer genormter Me-
thoden wichst, womit die Moglichkeit einer Verdrangung
innovativer und moderner Testverfahren besteht. Ist ein
Testverfahren einmal genormt, so ist es unabhingig von sei-
ner Aussagekraft besser verfiigbar als ein nicht genormtes
Testverfahren.

Auch die Akzeptanz von validierten und normierten Test-
verfahren kann unterschiedlich ausfallen, OECD-Guidelines
konnen sogar bei der Wahl der verwendeten Organismen
Ermessensspielraum lassen, wohingegen DIN und ISO-
Normen weitgehend festgelegter in den Methoden sind. Ein
aktueller Vergleich der ISO- und OECD-Methoden befin-
det sich in OECD (2008b). Validitits- und Giiltigkeitskri-
terien, die Messunsicherheit, sowie die Beschreibung von
Storungen und die Festlegung von Anwendungsbereichen
sind elementare und obligatorische Bestandteile der Nor-
mung. Daher sollten Verfahren, die eine Umweltbewertung
ermoglichen, einen Normungsprozess durchlaufen, um eine
sichere und iibertragbare Aussage treffen zu konnen. Tabel-
le 4 soll einen Eindruck vermitteln, wie vielfaltig und unter-
schiedlich die zu erfassenden Endpunkte fiir die Identifika-
tion hormonaktiver und reproduktionstoxischer Wirkungen
sein konnen.

4 Diskussion

4.1 Kriterien einer Testauswahl aus 6kotoxikologischer
und regulativer Sicht

Die unterschiedliche Handhabung von Begrifflichkeiten

bei der Identifizierung und Auswahl geeigneter Kriterien

fiir Testverfahren fiihrt oft zu Verstdndnisproblemen und

erschwert eine Findung gemeinsamer inhaltlicher Schnitt-

mengen, die, wie die folgenden Beispiele zeigen, durchaus

vorhanden sind.
Beispiel 1 Eignungskriterien fiir Testverfahren in der

Okotoxikologie:

* Relevanz (besitzt einen Bezug und Bedeutung fiir das
Okosystem)

» Konstanz (hinreichende Wiederholbarkeit zu bestimmten
Zeiten des Jahres)

* Empfindlichkeit (Effekte treten in umweltrelevanten
Konzentrationen auf)

* Objektivierbarkeit (Mess- und Dokumentierbarkeit)

* Interpretierbarkeit (Riickschliisse auf reale Freiland-Sys-
teme moglich)

» Realisierbarkeit (vertretbarer zeitlicher, personeller, ap-
parativer Aufwand)

» Standardisierbarkeit (definierte nachvollziehbare Ver-
suchsbedingungen, die iibertragbar sind)
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Guideline/Validierungsstatus

Versuchdauer

Organisationslevel

Name Endpunkte

Organismus/System

Steroidgenese und Aromatase-Assays

bereits validiert, Peer Review wir

48h

zelluléar

Modulation der Steroidhormongenese, Aromatasemodulation

moglich

H295R-Adenokarzinomsdugerzellen H 295R Steroidgenesis

fiir das 2. Quartal 2009 erwartet

Assay

Validiert, Peer Review erfolgte am

12.1.2008

zelluldr/subzelluldr

Modulation der mikrosomalen Aromataseaktivitét

Microsomal aromatase

assay

KGN-Siugerzellenn

Rezeptorbindungsassays

USA fiihrt eine internationale

molekular

Messung der Rezeptorbindung an der humanen ER-alpha

Bindungsdoméne

hER alpha —Rezeptorbindungsassay  Ceri-ER-alpha

Kollaborationsstudie durch

In Entwicklung von METI ca.

900 Substanzen getestet

molekular

Messung der Rezeptorbindung an einem humanem Androgen-

rezeptor, der zuvor in E. coliexprimiert wurde

hAR-Assay

hAR-Rezeptorbindungsassay mit
humanem Androgenrezeptor

Es bestehen einige Erfahrungen

molekular

Messung der Rezeptorbindung an einem Rattenandrogenrezeptor

rAR-Assay

rAR-Rezeptorbindungsassay mit

Rattenrezeptor

aus dem EU-Projekt ReProTect,
Fortsetzung der Prevalidierung

wird diskutiert

In Entwicklung von METI ca.

60 Substanzen getestet

molekular

Messung der Rezeptorbindung an TR alpha 1und TR beta 1 der

zuvor in voller Lange in E.coli exprimiert wurde

hrTR-Assay

hrTR-Rezeptorbindungsassay mit
humanen Thyroidrezeptoren

Beispiel 2 Anforderungen an biologische und chemisch-
physikalische Analysenverfahren als Uberwachungsver-
fahren in der Abwasserverordnung (AbwV) zu § 7a WHG
(Wasserhaushaltsgesetz) und Abwasser-Abgabengesetzes
(AbwAG) (Pluta 2008a):

* Operationalitit (Anzeige des Zieles der Abwasserbe-
handlungsmafinahme direkt und sinnfallig iiber das Test-
ergebnis)

* Reproduzierbarkeit (Standardisierte Testverfahren)

* Gerichtsfestigkeit (Festlegungen zur Durchfiihrung des
Verfahrens und zur Probenahme fiihren zu gerichtsfesten
Ergebnissen)

» Rechtssicherheit (intrinsische Qualititssicherung, Anga-
ben zur Messunsicherheit)

+ Sinnfilligkeit (Stellvertreterfunktion der Organismen
oder eindeutige Wirkungserfassung)

* Optimale Testbedingungen (pH, Medien, Kulturbedin-
gungen, Praktikabilitit, Wirtschaftlichkeit)

» Kompatibilitdt mit EU-Recht, AbwV und AbwAG

Die Synthese von regulativen und o6kotoxikologischen

Sichtweisen ermdglicht die Entwicklung geeigneter In-

strumente zur Umweltiiberwachung, die eine belastbare

Aussagekraft und eine hohe 6kotoxikologische Relevanz

besitzen konnen. Die groBite Schnittmenge bieten 6koto-

xikologisch relevante Verfahren, die sich methodisch so-
weit in Validierungsprozessen bewéhrt haben, dass die von
ihnen abgeleiteten Aussagen zuverldssig sind. Dennoch
sollten auch innovative Verfahren beriicksichtigt werden,
von denen anzunehmen ist, dass sie sich zukiinftig in Vali-
dierungen und Standardisierungen behaupten kénnen und
die eine dkotoxikologische Aussagekraft bzw. zumindest
eine Indikatorfunktion besitzen. Konzeptuelle Uberle-
gungen zum Besorgnisvorbehalt, dem Vorsorgegedanken
und dem Verursacherprinzip sollten einbezogen werden

(Pluta 2008a).

Es ist recht unwahrscheinlich, dass ein Testverfahren
alle Aspekte gleichermallen gut bedienen kann. In einem
wichtigen Diskussionsbeitrag von Vertretern der Industrie
(Lénge et al. 2006) zu einer Bewertung und Validitdt von
toxikologischen und 6kotoxikologischen Studien fiir regu-
latorische Fragestellungen wurden Hauptkriterien definiert,
die dabei zu erfiillen sind. Als Hauptkriterien wurden Nach-
vollziehbarkeit, Plausibilitdt, Relevanz und Reproduzier-
barkeit der Studien angefiihrt. Eine ,,Nachvollziehbarkeit*
sollte erreicht werden, indem Relevanz und Fragestellung
der Untersuchung klar definiert sind. Dennoch ergibt sich
daraus die Problematik regulatorische Aspekte ausreichend
flexibel und gleichzeitig gerichtsfest zu gestalten, damit
eine Anwendbarkeit auch bei sich &ndernden wissenschaft-
lichen und experimentellen Ausgangssituationen erhalten
bleibt. Die ,,Reproduzierbarkeit* als Wiederholungsgenau-
igkeit von Priifergebnissen, kann nur bei entsprechender
Einhaltung definierter bzw. standardisierter Versuchsbe-
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dingungen erreicht werden, womit grole Anforderungen
an In-vivo-Ansitze gestellt werden, da diese stirker einer
biologischen Variabilitit unterliegen. Im Rahmen von Va-
lidierungs- und Standardisierungsprozessen wird auch die
Reproduzierbarkeit untersucht. Dieser Punkt findet sich in-
haltlich in allen Ansédtzen wieder. Die ,,Relevanz® bezicht
sich hier auf die Frage, inwieweit der experimentelle Ansatz
fiir die Priifung geeignet ist. Dabei sind die unterschiedli-
chen Anwendungs- und Arbeitsbereiche der Testverfahren,
aber auch eine ausreichende Sperzifitit in der Aussage-
moglichkeit zu beriicksichtigen. Auch dieser Punkt wird
im regulatorischen Ansatz unter der Sinnfélligkeit beriick-
sichtigt und trifft fiir die okotoxikologische Betrachtung
zu. So konnte belegt werden, dass einige experimentelle
Ansitze gar keine direkte Zuordnung fiir endokrine Akti-
vitit zulassen, da einfachere Wirkmechanismen zuvor nicht
ausgeschlossen wurden, z.B. durch Eiersterblichkeit oder
FraBhemmung der Testorganismen durch Chemikalienein-
fluss (Barata et al. 2004). Sowohl mit /n-vitro-, als auch mit
In-vivo-Ansitzen sollte es moglich sein allgemeintoxische
Effekte von spezifischen Endpunkten zu unterscheiden, um
zuverldssige Aussagen treffen zu konnen. Unter ,,Plausibi-
litit“ ist eine Uberpriifung zu verstehen, ob die Ergebnisse
in sich konsistent sind und ob sie mit denen anderer valider
Studien im Einklang stehen (Lénge et al. 2006). Es wird
deutlich, dass es ungemein schwierig ist einen allgemeinen
Konsens in wissenschaftlichen, regulatorischen und indust-
riellen Anspriichen zu finden, zumal bei allen theoretischen
Ubereinstimmungen die Praktikabilitdt unter wirtschaft-
lichen und wissenschaftlichen Gesichtspunkten nicht ver-
loren gehen darf.

4.2 Einbeziechung der Abfrageergebnisse

Eine eigentliche Bewertung der Anwendbarkeit der Testver-
fahren ist an praktische Erfahrungen und im besten Fall an
Inter-Labor-Vergleiche gekoppelt. Wie bereits erwahnt kann
die Qualitdt und Eignung eines Testverfahrens nicht oder
nur selten anhand einer Literaturrecherche abgeleitet wer-
den. Aus diesem Grund wurde eine Abfrage ausgewdhlter
Kriterien von unterschiedlichen Testverfahren (Tabelle 5)
bei versierten Anwendern und Entwicklern vorgenommen
und ausgewertet. Diese soll als Orientierung fiir eine Ent-
scheidungsfindung bei einer Wahl geeigneter Testverfahren
dienen. Eine Auswahl von Ergebnissen der Umfrage kann
hier dargestellt werden und ermoglicht einen Vergleich und
eine Bewertung von insgesamt 15 Testverfahren (5 In-vivo-
Verfahren und 10 In-vitro-Verfahren) fiir jeweils 7 Bewer-
tungskategorien. Acht Verfahren der OECD konnten erfasst
werden und 3 von 5 In-vitro-Verfahren aus dem GWRC-
Report ,,Tools to detect estrogenic activity in environmental
waters® (Leusch 2008) wurden beriicksichtigt.

Die Klasseneinteilung zum Arbeitsaufwand und Zeitbe-
darf erfolgte nach einer Rangfolge. Die 3 Verfahren mit
dem grofBten Zeitbedarf erhielten Rang 1, die Verfahren
mit dem viert- bis sechstgrofften Zeitbedarf Rang 2 usw.
Die Kriterien der Anwendbarkeit und Sensitivitdt der
Testverfahren konnten hier nicht dargestellt werden. Ge-
nauere Informationen befinden sich im Ergebnisteil (siche
Abb. 4-11).

Hierbei handelt es sich um eine Darstellung von Erfah-
rungswerten einzelner Anwender und Entwickler mit einem
Testverfahren, die natiirlich subjektiv beeinflusst sind. Ge-

Tabelle 5 Ergebnisse der Kriterienabfrage fiir Testverfahren zur Erfassung hormonaktiver und reproduktionstoxischer Wirkungen

g 2 &
2 =
s £ 3 2 E E E E = 8
L F 2 4 57 57 F S % 5oz
n H & E £ 2 R B < & ¢ g 9 a3 2
E X & A O &2 = x> ¥ ZH B < m @ %
Eignung als Screeningverfahren 2 5 1 2 2 4 5 4 4 5 5 5 3 5 5
Indikation fiir breites Organismenspektrum 4 - 4 4 2 3 3 3 3 5 4 3 3 3 4
Eignung als Monitorverfahren 2 5 5 2 2 3 4 4 4 5 4 5 3 2 5
geringer Gesamtzeitbedarf 1 2 1 2 1 3 4 5 5 3 3 3 2 4 5
geringer Arbeitsaufwand 1 1 2 2 1 2 5 3 3 4 4 4 3 5 5
geringe Materialkosten 1 1 2 3 - 2 5 4 4 3 5 5 5 4 5
geringe Installationskosten 2 2 3 3 - 1 1 3 3 3 2 2 2 3 3
Normungsstand (5=ja; 3=in Normung, 1 =nein) 3 3 3 5 5 1 1 1 1 3 3) 03 1 1 1
Standardisierbarkeit 3 5 5 4 5 4 5 5 5 5 5 5 3 5 5
Verfligbarkeit der Systemkomponenten 5 4 3 5 4 4 4 4 4 5 5 5 4 5 5
Verbreitung des Testverfahrens 4 3 2 5 5 3 5 5 5 4 4 3 5 2 2
mittlere Klasse: 2,55 3,10 2,82 3,36 3,00 2,73 3,82 3,73 3,73 4,09 4,00 391 3,09 3,55 4,09

Bewertungschliissel: —=keine Angabe; 1=,,gar nicht/trifft iiberhaupt nicht zu*‘; 2=,,schlecht/trifft nur bedingt zu*; 3=, mittelmafBig/trifft zu“

4= gut/trifft im hohem Umfang zu*; 5=, sehr gut/absolut erfiillt*
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wisse Trends oder herausragende Stirken und Schwichen
konnen jedoch aus dieser Tabelle abgeleitet werden. So
fallen z.B. der E-Screen und der MVLN-Test durch rela-
tiv hohe Versuchszeiten und einen groflen Arbeitsaufwand
fiir die In-vitro-Verfahren auf. Im Mittelwert sind In-vivo-
Verfahren schlechter als Screening-Verfahren bewertet und
wiesen einen hoheren Zeit- und Arbeitsbedarf sowie hohere
Materialkosten auf. Die Einschiatzung des XEMA als sehr
gutes Screening- und Monitor-Verfahren wirft Fragen auf,
da es sich um ein recht zeit-, arbeits- und kostenintensi-
ves Verfahren handelt (siche Abb. 5, 6 und Tabelle 5). Der
durch die Abfrage erfasste AWACCS-Biosensor ermdglicht
Multianalytbestimmungen fiir eine Auswahl von Umwelt-
chemikalien im unteren ng/l-Bereich und ist nicht fiir eine
integrative Wirkungserfassung geeignet. Kein Testverfah-
ren aus der Literaturrecherche und der Kriterienabfrage
kann alle relevanten Wirkmechanismen zuverldssig, ausrei-
chend sensitiv und praktikabel abbilden. Deshalb ist eine
Kombination verschiedener Testverfahren zu empfehlen,
bei der ihre unterschiedlichen Stirken eingebracht werden
konnen. In eine 6kotoxikologische Abwégung der Relevanz
und der Sinnfélligkeit eines Testverfahrens sollte auch eine
Beriicksichtigung der Stellvertreterfunktion des gewéhlten
Endpunktes eingehen.

4.3 Problematik und moégliche Losungsansitze

Eine mdgliche Vorgehensweise ist die Identifizierung von

Testverfahren, die eine zuverldssige indikative Wirkung

haben, z.B. In-vitro-Systeme. Diesen konnen dann valide

In-vivo-Testverfahren nach- oder parallelgeschaltet werden,

die populationsrelevante Aussagen zulassen. Fiir dieses Vor-

gehen sind zuvor Fragen zum Indikationswert von Testver-

fahren zu kldren (verdndert nach Schifers 2007):

* Gibt es Endpunkte mit spezifischem Indikationswert fiir
bestimmte Wirkmechanismen?

» Sind indikative Endpunkte mit populationsrelevanten
Endpunkten korreliert?

+ Tendieren indikative Endpunkte zu falsch positiven oder
falsch negativen Einschitzungen populationsrelevanter
Aussagen?

Eine Aussage lésst sich nur durch die parallele Betrachtung

von mehreren validen Testergebnissen unterschiedlicher

Endpunkte fiir bestimmte Proben oder Einzelsubstanzen

treffen und erfordert den Einsatz von populationsrelevan-

ten In-vivo-Tests (z.B. fiir Reproduktionstoxizitit). Die

US-EPA hat 1998 ein Endocrine Disruptor Screening and

Testing Advisory Comittee (EDSTAC) einberufen, wel-

ches ein stufenweises Vorgehen fiir eine Bewertung der ca.

87000 kommerziellen Chemikalien und Umweltschadstof-

fe vorgeschlagen hat (Charles 2004). In Kooperation hat die

OECD EDTA Task Force ein 5-stufiges Priifprogramm ent-

worfen, welches eine Bewertung von endokrinen Disrup-

toren ermdglicht (OECD Environment, Health and Safety
Division Test Guidelines Programme 2005). Im Vorfeld der
Entstehung wurden Berechnungen zur benétigten Anzahl
der Versuchstiere mit einem Stufensystem durchgefiihrt.
Dies erfolgte unter Beriicksichtigung falsch positiver oder
falsch negativer Testaussagen der unteren Bewertungstu-
fen (Gray et al. 2002). Wie praktikabel und effizient dieses
Priifprogramm der OECD fiir die Einzelsubstanzbewertung
sein wird ist offen. Mittlerweile befindet sich dieses Pro-
gramm in einer komprimierten 2-stufigen Form in der An-
wendung und wird noch erginzt (US-EPA 2008). So wurde
z.B. in der ersten Stufe im EDSP-Ansatz versucht die Un-
sicherheiten, die durch In-vitro- zu In-vivo-Extrapolationen
entstehen konnen, durch eine Kombination von verschie-
denen Assays (in vitro und in vivo) mit unterschiedlichen
Endpunkten zu adressieren. In einer zweiten Stufe werden
dann die Chemikalien, die in der ersten Stufe Effekte verur-
sachten, in Multi-Generations-Studien weiter bewertet. Es
ist zu erwarten, dass hiermit ein hoher Erkenntnisgewinn
iiber die Wirkweisen von endokrinen Disruptoren damit
verbunden sein kann, sofern die Daten zugédnglich gemacht
werden.

4.4 Stufenweises oder modulares Vorgehen

Ein stufenweises Vorgehen ermdglicht einerseits Flexibilitat
in der Durchfithrung, andererseits reduziert es den experi-
mentellen Aufwand, da nur fiir Substanzen mit ausreichen-
den Verdachtsmomenten aufwéndige /n-vivo-Verfahren an-
gewendet werden miissen. Andererseits konnen Low-dose-,
sekunddre sowie verzogerte und Langzeit-Effekte nur mit
In-vivo-Verfahren zuverldssig erfasst werden. Daher wire
ein modulares Vorgehen fiir die Bewertung Umweltproben
(parallele Kombination von In-vitro- und In-vivo-Verfahren)
aus Okotoxikologischer Sicht zu bevorzugen.

Verschiedene Studien, die vergleichend In-vitro- und
In-vivo-Ansitze betrachten, zeigen Probleme in der Uber-
tragbarkeit von In-vitro-Befunden auf organismische /n-vi-
vo-Antworten. So wurden verschiedene In-vitro-Verfahren
(rtER-YES und hER-YES) zusammen mit der Vitelloge-
nin-Induktion in Dickkopfelritzen (Pimephales promelas)
anhand von verschiedenen UV-Filtern untersucht (Kunz
et al. 2006b). Sechs dieser UV-Filter waren in vitro in hohen
Konzentrationen 0strogen aktiv, zwei zeigten keine Aktivi-
téat in vitro. Fir drei der sechs aktiven UV-Filter konnte auch
In-vivo-Ostrogenitit nachgewiesen werden, und UV-Filter
ohne Invitro-Aktivitdt waren auch in vivo nicht Gstrogen,
was darauf hinweist, dass die benutzten YES-Tests nicht zu
falsch negativen Resultaten fiihrten. Falsch positive Aktivi-
tits-Vorhersagen der In-vitro-Tests konnten jedoch ein Pro-
blem sein, denn drei der in vitro 6strogenen UV-Filter zeig-
ten in vivo keine Ostrogene Aktivitit. Beide YES-Assays
zeigten abhingig von der untersuchten Substanz &hnliche
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aber auch deutlich geringere Sensitivititen als die organis-
mische Vitellogenin-Induktion. Zusétzlich konnte gezeigt
werden, dass die YES-Systeme grundsatzlich auf die glei-
chen UV-Filter ansprachen, jedoch dabei unterschiedliche
Sensitivititen aufwiesen. Das rtER-YES-System, welches
mit einem Regenbogenforellen-Ostrogenrezeptor arbeitet,
lag ndher an der /n-vivo-Antwort, obwohl es unempfindli-
cher auf 17-beta-Estradiol reagierte als das YES-Verfahren
mit dem humanen Ostrogenrezeptor.

Auch eine andere Studie, die mit YES-Verfahren und
In-vivo-Systemen mit Regenbogenforellen angewendet
wurden, leitete eine Mdglichkeit der Unterschitzung der
In-vivo-Antwort fiir tertidre Abwasseruntersuchungen ab
(Xie et al. 2004). Jedoch wurden die In-vitro-Proben zu-
vor filtriert und anschlieBend extrahiert. Eine Verdnderung
des Ostrogenen Potenzials durch eine Probenbehandlung
kann fiir diese Studie daher nicht ausgeschlossen werden
und zeigt die Notwendigkeit native Proben fiir Umwelt-
probenbewertungen zu verwenden. Die In-vivo-Vitello-
genininduktion variiert artspezifisch in Fischen recht stark
(Hutchinson 2006). Es scheint davon abhingig zu sein, mit
welcher Fischart der Vergleich getroffen wurde. Wie ent-
scheidend Ostrogenrezeptoren fiir die Entwicklung und
Funktion von aquatischen Organismen sind, konnte anhand
von Zebrabdrblingen (Danio rerio) nachgewiesen werden,
bei denen ein ,,Knock Down* (Ausschaltung bestimmter
Gene) erzeugt wurde (Frohlicher 2008). Die rezeptorver-
mittelten Antworten tragen neben den anderen Wirkmecha-
nismen (Aromatasechemmung, Modulation der Steroidgene-
se, usw.) einen Anteil an der endokrinen Disruption, daher
sollten diese auch in einem modularen System beriicksich-
tigt werden.

5 Welche Verfahren konnen fiir ein Umweltmonitoring
verwendet werden?

Ein solch umfangreiches Priifprogramm wie bei der OECD-
EDTA Task Force ist fiir ein kontinuierliches Umwelt-
monitoring nicht zu realisieren, zudem die meisten der
aufgefiihrten Testverfahren der OECD primér fiir Einzel-
substanztestungen ausgelegt sind. Fiir ein Umweltmonito-
ring sind einerseits Testverfahren zu bevorzugen, die mit
moglichst nativen und chemisch-physikalisch unveridnder-
ten Proben arbeiten konnen, damit die natiirlichen Expo-
sitionspfade, aber auch der Einfluss der Bioverfiigbarkeit
beriicksichtigt werden konnen. Andererseits sollten (zyto)
toxische Effekte getrennt von den hormonaktiven Wirkun-
gen nachgewiesen werden konnen. Daher wire eine Kombi-
nation aus Testverfahren, die auf molekularer, zelluldrer und
organismischer Ebene spezifische Endpunkte erfassen, wel-
che gleichzeitig einen hohen Indikationswert fiir ein breites
Organismenspektrum besitzen, wiinschenswert (Abb. 12).
Die Testkombination sollte also einerseits Systeme ent-
halten, die selektiv und wirkungsspezifisch sind, um das to-
xikologische Potenzial anzuzeigen. Andererseits muss eine
Translation des toxikologischen Potenzials in effektiv nach-
weisbare Effekte auf den Gesamtorganismus oder auf Popu-
lationen nachgewiesen werden, um eine vollstdndige 6koto-
xikologische Bewertung vornehmen zu kénnen. Besonders
die reproduktionstoxischen Effekte konnen populationsre-
levant sein, wobei solche Effekte in Umweltproben sowohl
durch hormonaktive als auch durch unspezifisch wirkende
toxische Substanzen verursacht werden konnen. Der Anteil
von hormonaktiven Wirkungen an einer Reproduktionsto-
xizitdt kann identifiziert werden, indem hormonaktive und

Abb. 12 Vorgeschlagene modu-
lare Testverfahren zur Erfassung
hormonaktiver und fortpflan-
zungsgefahrdender Wirkungen,
nach dem derzeitigen Entwick-

optionale
Testverfahren

Invertebratentest,
z.B. Reproduktionstest mit
Potamopyrgus antipodarum
oder Daphnia magna

lungsstand Reproduktionstoxizitat ;
z.B. Fischeitest N Xenopus laevis
oder nicht akute & 23 Amphibien Meta-
Invertebratentests & %,‘/’5/ morphose Assay
h- 2
& ED
%
In vivo
% '%e In vitro
7~ Q) S
al IS
%% $ 4
Rezeptorbin- °, %, ‘o\b & H295R-
dungsassays, 9.0 > & 0@“’ Steroidgenese-
wie z.B. ELRA ‘%}Q/ Estrogene/ Androgene? <& Assay

Rezeptorbindung

YES/YAS nach Sumpter und nach

Schultis/Metzger modifiziert
oder ER/AR-Calux
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subchronische allgemeintoxische Effekte parallel detektiert
werden.

Generell werden gut untersuchte oder gut untersuchbare
Arten fiir Testsysteme verwendet, wobei die Relevanz fiir
heimische Okosysteme nur selten beriicksichtigt wurde.
Dabher ist der Entwicklungsstand der Testverfahren fiir be-
stimmte Arten (z. B. Danio rerio, Xenopus laevis oder auch
Potamopyrgus antipodarum) wesentlich weiter als fiir hei-
mische Arten, was die Auswahl der Testverfahren mit be-
einflusst hat.

Eine umfangreiche Literaturrecherche zu Testsystemen
fiir Gammariden ergab, dass es in dieser fiir FlieBgewasser
strukturell und funktionell bedeutenden Artengruppe einige
EDC-indikative Endpunkte fiir eine okotoxische Risiko-
bewertung in Oberflichengewiéssern geben konnte (Kunz
et al. 2009). Tests mit Invertebraten sind zu befiirworten, um
ethisch umstrittene Wirbeltiertests zu minimieren. Zudem
machen Invertebraten mehr als 95 % der bekannten Spezies
aus (Oehlmann und Schulte-Oehlmann 2003), womit phylo-
genetisch konservierte Mechanismen vorrangig untersucht
werden sollten, da diese auf ein groferes Artenspektrum
ibertragbar sind. Neben der Arten- und Biomasse-bezoge-
nen Bedeutung der Invertebraten ist es wichtig zu erwih-
nen, dass Vertebratentests in Zukunft stark eingeschrankt
werden sollen.

Allerdings sind die Mechanismen der endokrinen Disrup-
tion zwischen Invertebraten und Vertebraten derartig unter-
schiedlich, dass dadurch Schutzziele fiir Vertebratenpopu-
lationen insbesondere fiir Fische verfehlt werden kdnnten.
Andere Testverfahren, die vertebratenrelevante Wirkme-
chanismen zuverldssig abdecken, sind ebenfalls notwendig.
Es bleibt zu priifen, inwieweit z. B. die zelluldren Rezeptor-
bindungsassays oder der H295R Steroidgenesis Assay dies
vermogen.

Betrachtet man z.B. nur die Rezeptorbindungen an Os-
trogen-und Androgenrezeptoren, so gehen unter Umstéin-
den die Wirkmechanismen der Aromatasehemmung, der
Beeinflussung des Thyroidstoffwechsels oder der Steroid-
genese verloren, welche sich auf die hormonelle Gleich-
gewichtslage von Organismen auswirken konnen. Ebenso
werden mogliche Bioaktivierungen oder auch Inaktivierun-
gen durch Metabolisierungs- und Ausscheidungsreaktionen
mit In-vitro-Ansétzen oftmals nicht beriicksichtigt. Den-
noch ermoglichen /n-vitro-Ansétze als Screeningverfahren
im Bezug auf eine schnelle und valide Datengenerierung
(siche Tabelle 1 und Abb. 2) einen effizienten Weg um
wirkmechanistische Betrachtungsweisen fiir potenzielle
endokrine Disruptoren zu untersuchen. Eine Abschitzung,
welche Mechanismen sich auch im neuroendokrinen Sys-
tem der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse ma-
nifestieren, ist jedoch nicht mdglich. Das hier vorgeschla-
gene modulare System hat versucht, unterschiedlichen
Wirkmechanismen und unterschiedliche In-vivo-Effekte zu

beriicksichtigen und in ihren Stirken zu kombinieren, die
im Einzelnen diskutiert werden.

5.1 In-vitro-Module
5.1.2 Molekulare Rezeptorbindungsassays/Biosensoren

Gerade die In-vitro-Verfahren erlauben eine stirkere Tren-
nung der spezifischen Antwort von allgemeintoxischen
Effekten, da sie auf der zelluldren Ebene die Moglichkeit
besitzen entweder mit variablen Verdiinnungsstufen oder
sogar mit Extrakten zu arbeiten. Teilweise konnen zyto-
toxische Effekte, bzw. eine Wachstumshemmung getrennt
von der spezifischen Antwort angezeigt werden. Misst man
direkt auf der molekularen Ebene, z.B. mit Rezeptorbin-
dungsassays, so fallen zytotoxische Uberlagerungen sogar
génzlich weg. Auf die unterschiedlichen Arbeitsweisen von
Rezeptorbindungsassays und zelluldren Systemen wurde
im Ergebnisteil eingegangen. Insgesamt sind Rezeptorbin-
dungsassays zu bevorzugen, wenn starke zytotoxische Ef-
fekte oder mikrobielle Kontaminationen eine Anwendung
der zelluliren Assays behindern, da es dort zu Uberlage-
rungen der Effekte kommen kann. Eine Probe muss dann
in der Regel in einem zelluldren Assay so stark verdiinnt
werden, bis das Wachstum der Zellen Validitatskriterien er-
fiillt. Eine Probenverdiinnung reduziert die Toxizitét, aber
ebenfalls die Moglichkeit 6strogene Effekte zu detektieren
(Kinnberg 2003). Rezeptorbindungsassays kdnnen als bio-
chemische Verfahren daher gute Alternativen sowohl fiir
eine Erfassung der agonistischen, als auch der antagonisti-
schen Rezeptorbindung sein. Eigene Erfahrungen fiir Um-
weltprobenbewertungen liegen jedoch nur fiir den ELRA
(Kase et al. 2007, 2008) vor, der mit dem humanen Ostro-
genrezeptor-alpha arbeitet und in hohen Verdiinnungsstufen
Rezeptorbindungspotenziale in wissrigen Umweltproben
nachweisen kann. Eine Erweiterung um einen Androgenre-
zeptor wire moglich und anzuregen, doch werden vielleicht
zukiinftig Biosensoren integral Rezeptorbindungen erfassen
konnen, wie es neuere Studien aufzeigen (Fechner et al.
2008). Ebenfalls zu erwigen ist eine Kombination von ER/
AR-Rezeptorbindungsassays der EDTA-Task-Force (siche
Tabelle 4), da OECD-Verfahren die Vorziige einer OECD-
Validierung mitbringen konnten. Inwieweit diese sich fiir
Umweltprobentestungen eignen, miisste untersucht werden.
Fiir eine Risikobewertung diirfen molekulare Rezeptorbin-
dungsassays nicht als alleinige Testverfahren eingesetzt
werden, da sie erstens nur auf der biochemischen Ebene Re-
zeptorbindungen anzuzeigen vermdgen und zweitens keine
Wirkrichtungsunterscheidung zulassen. Sie sollten daher als
erginzende Verfahren bei (zyto)toxischen Uberlagerungen
eingesetzt werden oder ermoglichen ein umfangreiches und
kostenschonendes Probenscreening, um innerhalb kurzer
Zeit belastete Hot-Spots zu identifizieren.
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5.1.3 Zelluldre Rezeptorbindungsassays

Da zelluldre Biotests integrativ Rezeptorbindungen erfas-
sen, ist eine Bewertung der Sensitivitit der Biotests fiir Um-
weltmatrizes komplexer als bei molekularen Rezeptorbin-
dungsassays und erfordert Ringtestungen von nativen und
dotierten Proben mit unterschiedlichen Testverfahren. Fiir
den ER-Calux und den YES bestehen Vergleichsstudien mit
Einzelsubstanzen, Oberflichenwasser-, Abwasser- und Se-
dimentextrakten, die eine gute Korrelation der ermittelten
Ostrogenititswerte zeigen (Murk et al. 2002). Aufgrund des
tieferen Detektionslimits und der daraus resultierenenden
geringeren bendtigten Probenvolumina wurde der ER-Ca-
lux in dieser Studie fiir Umweltprobentestungen als vorteil-
haft dargestellt.

Eine weitere Einschétzung der Stirken und Schwéchen
des ER-Calux und der bestimmten YES-Verfahren befindet
sich in Tabelle 2. Als Grundlage wurden Einzelsubstanz-,
Umweltproben- und dotierte Umweltprobentestungen
durchgefiihrt. Doch wurden in dieser Studie (Leusch et al.
2008) relativ unempfindliche YES-Varianten eingesetzt (mit
Nachweisgrenzen von 3,5 und 5ng/l 17-beta-Estradiol) und
ebenfalls liberwiegend mit Umweltprobenextrakten gear-
beitet. Beide Vergleichsstudien empfehlen den ER-Calux
als besonders sensitives Verfahren. Calux-Systeme arbeiten
mit gentechnisch verdnderten humanen Brustkrebszellen
oder mit genetisch verdnderten Knochenmarkszellen, wobei
diese Verfahren von der OECD derzeit validiert werden. Die
Calux Verfahren zeigten auch unter den untersuchten /n-vi-
tro-Systemen die hochste Sensitivitét fiir Einzelsubstanzen
(siche Abb. 9) und relativ geringe Variationskoeffizenten fiir
Intertest-Umweltprobentestungen (< 20 %). Nachteilig ist,
dass diese Tests kommerziell angeboten werden und auf-
wendiger in der Handhabung sind, was einer Verbreitung
dieser Testsysteme entgegensteht. Als nicht-kommerzielles
Analogon zum ER-Calux wird eventuell der T47D-KbluC
zukiinftig von der OECD validiert, welcher von der US-EPA
befiirwortet wird; eine dhnlich empfindliche Variante und
bereits fast validiert ist der TA-assay (siehe Tabellen 1
und 4).

Bei der Wahl eines zelluliren Assays sollte aulerdem
beriicksichtigt werden, dass es z.B. bei einer Ozonung als
Abwasserbehandlung zu einer Minimierung der Gstroge-
nen und einer Erhéhung der androgenen Rezeptorbindung
kommen kann (Schwitter et al. 2007). Systeme, die parallel
Ostrogene und androgene Rezeptorbindungen detektieren
konnen, sollten daher bevorzugt werden, zumal es keinen
groen zusitzlichen Arbeitsaufwand bedeutet, beide Ver-
fahren parallel zu nutzen. Auf der zelluldren Ebene wird die
Auswahl damit auf YES/YAS und ER/AR-Calux-Systeme
begrenzt.

Anwendungsgrenzen der hefebasierten Systeme Eine
groBBe Verbreitung weisen die YES-Systeme auf, allerdings
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werde viele unterschiedliche Verfahren angewendet, wobei
mehrere relativ unsensitiv auf Einzelsubstanzen reagieren
(siche Tabelle 1), was die Auswahl eines geeigneten Ver-
fahrens erschwert. Ein YES/YAS-System nach McDonnell
befand sich ebenfalls schon in Normierungen des DIN-Ar-
beitskreises ,,Endokrine Wirkungen®, doch unterliegt dort
die YAS-Komponente stirker Wachstumsproblemen und
zytotoxischen Effekten in Umweltproben (Kase 2004). Al-
lerdings ist die YES-Komponente ausreichend robust, um
von der deutschen Bundesanstalt fiir Gewdsserkunde zur
okotoxikologischen Bewertung von belasteten Sedimenten
eingesetzt zu werden. Oberflichensedimente werden so als
,Gedichtnis® des partikuldren Materials der Wasserpha-
se genutzt und zeigen bei belasteten Probenahmestellen
kontinuierlich dhnlich erhohte Ostrogene Aktivititen an
(in Porenwissern, wissrigen Eluaten und Extrakten). Auf
die Gefahr von toxischen Maskierungen von estrogenen
Effekten im YES wird in einer kiirzlich erschienenen Pu-
blikation (Frische et al. 2009) eingegangen, diese zeigt die
Notwendigkeit estrogene und zytotoxische Effekte parallel
zu erfassen um falsch negative Ergebnisse ausschliessen
zu konnen. Zu beriicksichtigen ist auch, dass die Hefezell-
wand sich strukturell stark von pflanzlichen und tierischen
Zellsystemen unterscheidet und damit auch eine verénderte
Durchléssigkeit fiir EDC-aktive Substanzen besitzt. Eine
Ubersicht zu den &kotoxikologischen Bewertungsverfahren
von Sedimenten befindet sich in Manz et al. (2007). Eine Li-
teraturrecherche und die Abfrage zeigten, dass einige YES/
YAS-Systeme ohne vorherige Probenaufkonzentration/Ex-
traktion Rezeptorbindungen in Abwasser, Sedimenteluate,
Porenwasser und sogar belastete Oberflichenwasser unter-
halb von Klédranlagen nachzuweisen vermdgen. Besonders
vielversprechend aufgrund der geringen Variationskoeffi-
zienten bei Mehrfachmessungen fiir Einzelsubstanzen und
Umweltproben und der angegebenen Sensitivitdt fiir Ein-
zelsubstanzen (LOEC von 0,49ng/l 17-beta-Estradiol und
90ng/l Testosteron) scheint das YES/YAS-System nach
Sumpter (Routledge und Sumpter 1996), modifiziert mit ei-
nem Lyticase-katalisierten Endverdau nach Schultis/Metz-
ger (Schultis und Metzger 2004) zu sein (zum Vergleich
siehe Tabelle 1).

Ebenfalls wurden empfindliche YES-Varianten nach
Sumpter (Nachweisgrenzen: 0,1-0,2ng/l 17-beta-Estradiol)
fiir Ostrogenititsstudien in der Schweiz verwendet (Ver-
meirssen et al. 2006). Der Fluss Liitzelmurg wurde in der
Nihe einer Klaranlage bei Aadorf untersucht. Oberhalb der
Klédranlage wurden in 50 % der Félle 17-beta-Estradioldquvi-
valente (EEQ) nahe der Detektionslimits gemessen. Die Os-
trogenitdt im Auslauf der Kldranlage lag zwischen 0,2 und
7,7ng/1 EEQ, mit Mittelwerten, die in den vier Probenah-
meintervallen zwischen 1,5 und 3,9ng/l EEQ schwankten.
Unterhalb der Kldranlage (0,5km) lagen die Messwerte bei
iiber 95 % der Proben iiber der Nachweisgrenze und erreich-
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ten im Mittel 0,82 + 0,07ng/l EEQ. Dieses Ergebnis zeigt,
dass einige besonders empfindliche YES-Varianten sensitiv
genug sind, um Ostrogenitit im Auslauf der Kliranlage und
0,5km flussabwirts anzuzeigen, fiir andere Anwendungen
jedoch an ihre Detektionsgrenzen geraten kdnnen. Ebenfalls
wurde im NFP50 die Ostrogenitit von Schweizer Flusssys-
temen und Abwissern mit dem YES-System nach Sumpter
erfasst (Vermeirssen et al. 2008). Zusammenfassend konn-
ten bei diesen Untersuchungen hohe Variabilititen der dstro-
genen Aktivitit gemessen werden, wobei diese vergleichbar
zu anderen Landern lag. Um integrativ Ostrogene Aktivita-
ten in Flusssystemen zu erfassen, wurden im NFP50 Polar
Organic Chemical Integrated Sampler (POCIS) als geeig-
nete passive Probennehmer identifiziert (Vermeirssen et al.
2006; Vermeirssen et al. 2008).

Einfluss verschiedener Rezeptortypen Fiir viele dstroge-
ne und androgene rekombinante Verfahren (wie z.B. YES/
YAS, ER/AR-Calux) werden iiberwiegend humane Re-
zeptoren eingesetzt (siche Tabelle 1), so dass eine direkte
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf aquatische Organismen
eingeschrankt wird, aber einen hoheren Stellenwert fiir die
menschliche Gesundheit einnehmen konnte. Die Verbrei-
tung und die aktuelle Anwendbarkeit von auf Fischrezep-
toren basierenden Testverfahren, einerseits in zelluldren
Rezeptorbindungsassays (Ackermann et al. 2002a; Rutis-
hauser et al. 2003), andererseits als Hefeassay (Kunz et al.
2006b; Petit et al. 1995), konnte trotz Bemiithungen nicht
abgefragt werden. Allerdings entsteht derzeitig flir die
OECD ein Review (OECD 2009, in Vorbereitung) fiir Test-
verfahren basierend auf Fischrezeptoren. Die YES/YAS und
ER/AR-Calux-Systeme sind insgesamt besser als die Fisch-
rezeptoren-Tests untersucht und verbreitet (siche Tabellen 1
und 4), und zeigen so den aktuellen Stand der Technik und
der Anwendbarkeit. Das Schutzziel sollte die Anwendungs-
entscheidung bestimmen. Allgemeiner Konsens besteht je-
doch, dass es praktisch unmdglich ist, mit géngigen Testver-
fahren Qualitétskriterien festzulegen, die alle Organismen
vor nachteiligen Effekten schiitzen (FNSNF 2008b). Das
beinhaltet sowohl Tests mit Sduger- und Fischrezeptoren als
auch andere Testverfahren.

Die vorgeschlagenen zelluldren Rezeptorbindungsassays
(YES/YAS und der ER/AR-Calux) vermdgen aufgrund der
geringen Versuchsdauer integrativ akute Verdnderungen der
Ostrogenitit und Androgenitit in verschiedenen Umwelt-
matrizes anzuzeigen. Der YES oder der ER-Calux werden
auch im Schlussbericht der Eawag zur Ableitung von toxi-
kologisch begriindeten Qualitdtskriterien fiir dstrogenartig
wirkende Stoffe (Escher und Vermeirssen 2008) als gut
etablierte Verfahren fiir ein Umweltmonitoring empfohlen.
Dennoch kann eine Proben-Extraktion zu einer Reduzierung
der gemessenen Ostrogenitit von hormonaktiven Substan-
zen, wie z.B. 17-beta-Estradiol fiihren (Escher und Ver-
meirssen 2008). Durch Extraktionen konnen sich die Pro-

benmatrix und das Wirkgefiige der Inhaltsstoffe verdandern,
womit eine bioverfiigbare Wirkung nicht erfasst, sondern le-
diglich Wirkungspotenziale abgebildet werden kdnnen. Eine
emissionsbezogene Uberwachung, z.B. fiir Abwasser mit
einem validen, sensitiven und ausreichend robusten Testver-
fahren, wire wiinschenswert. Die Eignung der vorgeschla-
genen YES/YAS- und ER/AR-Calux-Testverfahren konnte
im Rahmen von Normierungsverfahren auf unterschiedliche
native und dotierte Umweltmatrizes gepriift werden, doch
ist auch die Entwicklung von weiteren frei zuginglichen
Testverfahren anzuregen.

5.1.4 Steroidgenese/Aromatasemodulation

Eine Storung des hormonellen Gleichgewichts kann auch
durch Modulationen der Steroidgenese oder der Aromata-
seaktivitit auftreten. Beide Mechanismen sind im Tierreich
sowohl bei Invertebraten als auch bei Vertebraten verbreitet
und bieten eine Angriffsfliche fiir endokrine Disruptoren.
Im Rahmen des EDSP und eines OECD-Validierungspro-
gramms wurde ein Screeningverfahren untersucht und va-
lidiert, welches Einfiisse auf die Steroidgenese an humanen
Adenokarzinomzellen nachweisen kann. Dabei konnen Ef-
fekte entlang der gesamten Steroidsynthese-Kaskade ein-
schlieBlich Metabolismus erfasst werden. Da die Steroid-
synthese-Kaskade in den meisten Vertebraten identisch ist,
konnen teilweise Effekte angezeigt werden, die direkt mit
denen in Organsimen vergleichbar sind. Der H295R Stero-
idgenesis Assay wurde bereits in Inter-Labor-Ringversuchen
mit sechs Laboratorien aus fiinf Nationen erfolgreich als ro-
bust, libertragbar und reproduzierbar validiert (Hecker et al.
2007a) und wird derzeitig als OECD-Draft-Testguideline
eingereicht. Als Referenzsubstanzen werden Induktoren
und Inhibitoren der Steroidgenese (Forskolin, Prochloraz)
in einem 24-Well-Mikrotiterplattenformat verwendet und
die Produktion von Testosteron und 17-beta-Estradiol wird
mittels ELISA, Radioimmunoassays oder LC-MS-Analyse
durchgefiihrt. Zusitzlich kann eine Zellvitalitit ermittelt
werden. Nicht validiert, aber dennoch moglich ist es, das
Verfahren in einer verdnderten Variante parallel durchzu-
fiihren und Einfliisse auf die Aromataseaktivitidt nachzu-
weisen (Hecker et al. 2007b). DreiBlig Verbindungen, von
denen teilweise ein Einfluss auf die Steroidgenese bekannt
ist, wurden mit diesem Verfahren erfolgreich getestet und es
laufen weitere Experimente fiir aquatische Umweltproben-
testungen. 2005 wurden bereits 24 marine Kiistengewasser-
proben und Abwésser von zwei Abwasserklaranlagen mit
dem H295R Steroidgenesis Assay untersucht (Gracia et al.
2008), doch mussten hohe Aufkonzentrierungen der Proben
durch Extraktionen durchgefiihrt werden um iiberhaupt Ef-
fekte auf die Steroidgenese nachzuweisen. Hingegen konn-
ten ohne hohe Aufkonzentrierungen bei der Untersuchung
von Sedimentproben aus der Donau sowohl stimulierende
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als auch inhibitorische Effekte auf die Synthese von 17-be-
ta-Estradiol und Testosteron erfasst werden (Grund et al.,
in Vorbereitung; Higley et al., in Vorbereitung). Fiir den
Wirkmechanismus der Steroidgenese gibt es in vitro keine
Alternativerfahren. Fiir die Aromatasemodulation sind die
Moglichkeiten ebenfalls sehr begrenzt und funktionieren
entweder mit menschlichen placentalen Mikrosomen (An-
dersen et al. 2002) oder mit der menschlichen Tumorzellli-
nie KGN (Nishi et al. 2001). Sollte sich der H295R Stero-
idgenesis Assay in anderen Umweltprobentestungen, z.B.
direkten Abwassertests, als ausreichend sensitiv erweisen,
wiirde er die Moglichkeit bieten die Wirkmechanismen der
Steroidgenesemodulation, und bei ausreichender Validitit
auch der Aromatasemodulation, mit einem Testverfahren als
potenzielle Angriffsflichen fiir endokrine Disruptoren ab-
zudecken. Als valides und OECD-genormtes Testverfahren
wire es trotz der Verwendung von Extrakten ein besonders
interessantes Testverfahren fiir eine modulare Testpalette,
da es als In-vitro-Verfahren die vielfaltigen Detektionsmog-
lichkeiten der rezeptorvermittelten Wirkungen sinnvoll er-
génzen kann.

5.2 In-vivo-Module
5.2.1 Problematik der Fischtests

Der in OECD-Validation befindliche FSA beinhaltet meh-
rere Endpunkte, wie Vitellogenin-Induktion, sekundire
Geschlechtsmerkmale, Reproduktion (Eizahl) und optional
Gonadenhistologie (OECD 2008a). Danio rerio reagiert mit
mehreren dieser Endpunkte auf umweltrelevante 17-beta-
Estradiol-Konzentrationen (im unteren ng/l Bereich) (Seg-
ner et al. 2003) und kann Effekte differenziert aufzeigen.
Thyroidale Effekte vermag der FSA jedoch nicht anzuzei-
gen, und es handelt sich um einen aufwéndigen und bewil-
ligungspflichtigen Vertebratentest. Die unterschiedlichen,
teilweise artspezifische Empfindlichkeiten (Danio rerio,
Pimephales promelas, oder Oryzias latipes) fiir bestimmte
Wirkmechanismen und Endpunkte werfen zusitzliche Fra-
gen auf, die nur bei ausreichender Kenntnis des Testverfah-
rens zu beantworten sind. Die diversen Endpunkte im FSA
konnten sich aus regulatorischer Sicht als problematisch
erweisen, da gekldrt werden muss, welche dieser Parame-
ter in eine gesetzliche Umweltrisikobewertung einbezogen
werden sollte (Knacker et al. 2007). Der Biomarker Vitel-
logenin beispielsweise kann als wertvoller mechanistischer
Warnhinweisgeber verstanden werden, um Entscheidungen
flir chronische Testungen zu treffen (Hutchinson et al. 2006).
Man sollte ihn jedoch nicht isoliert fiir Risikobewertungen
heranziehen. Zum jetzigen Zeitpunkt existiert auf regulato-
rischer Ebene kein national oder international hinreichend
etabliertes Verfahren, das zwingend zum Nachweis eines
begriindeten Verdachtes auf endokrine Wirksamkeit einer
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Substanz bei Fischen angewendet werden muss (Schéfers
et al. 2008) und auch keine dafiir akzeptierte Priifstrategie.
Das deutsche Umweltbundesamt hélt jedoch die verfiigba-
re Datenlage zum FSA fiir ER-Agonisten und Aromatase-
hemmer fiir ausreichend, um falsch negative Ergebnisse
mit der erforderlichen Sicherheit auszuschliefen (Schéfers
et al. 2008). Ebenfalls ist anzunehmen, dass die gewéhlten
In-vitro-Module bereits einen Teil der vertebratenrelevan-
ten Ostrogenen und androgenen Effekte erkennen konnen,
daher ist der FSA nicht in der modularen Testpalette vertre-
ten. Trotz der Sensitivitit des FSA in mehreren Endpunkten
konnen wir ihn aufgrund der internationalen Bestrebungen
Vertebratentests zu minimieren und aufgrund des grof3en Ar-
beitsaufwands nicht fiir ein Umweltmonitoring empfehlen.
Mochte man Vitellogenin bei /n-situ-Untersuchungen an
heimischen freilebenden Arten fiir eine Expositionsabschét-
zung nutzen, so sollten bestimmte Faktoren beriicksichtigt

werden (verdndert nach Segner 2009):

+ Die Vitellogenin-Antwort kann neben den EDC-Wirkun-
gen auch durch andere physiologische Zustédnde der Ver-
suchstiere (Saisonalitidten, Umweltfaktoren) beeinflusst
werden.

* Der zeitliche Verlauf der Biomarker-Antwort sollte be-
kannt sein (z. B. Dauer der Induktion und Adaptation).

* Um Migrationseffekte und Variabilititen zu minimieren,
sind die Versuchstiere standortstreu zu héltern.

* Eine Kombination der Biomarker-Messungen mit /n-
vitro-Verfahren und einer chemischen Analytik ist
vorzuziehen.

5.2.2 Thyroidale Modulation

Obwohl viel Forschung an Amphibien iiber endokrine Dis-
ruption, hauptsichlich durch 6strogene Substanzen an Ef-
fekten auf die Reproduktion durchgefiihrt wurde, wird ein
Einfluss auf das Thyroid-System, welches den Metamor-
phoseablauf steuert, als stirkerer Faktor in deren Popula-
tionsdkologie eingeschétzt als eine mittlere Verschiebung
des Geschlechterverhédltnisses (Kloas 2002). Amphibien
werden als beste Modelle unter den Vertebraten einge-
schétzt um eine endokrine Disruption des Thyroidsystems
mit einfach messbaren Endpunkten zu bewerten. Da die
Einfliisse auf das Thyroid-System sehr unterschiedlich und
komplex sein konnen, werden In-vivo-Tests als geeignetere
Testansétze verstanden um thyroidale Modulationen iiber
eine beschleunigte oder verlangsamte Metamorphose anzu-
zeigen. Der siidafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis
wird als Modellorganismus fiir Amphibien verwendet und
reagiert z. B. erst bei relativ hohen Konzentrationen an Os-
trogenen und Androgenen mit einer Verschiebung seines
Geschlechterverhéltnisses (10* mol/l E2; 10-* mol/l EE2,
10-¢ mol/l DHT) (Kloas 2002). Ebenfalls wird das Uberle-
ben der Embryonen auch bei relativ hohen Konzentrationen
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(107 mol/l E2, > 10 mol/l EE2, 10~° mol/l Diethylstilbis-
trol) an 6strogenen und auch androgenen Substanzen, wie
Dihydrotestosteron (DHT) beeinflusst (Nishimura et al.
1997). Hingegen vermag der Assay Beeinflussungen des
Thyroidstoffwechsels sensitiv liber einen verdnderten Me-
tamorphoseablauf anzuzeigen (Kloas 2002). Der Amphibi-
en-Metamorphose-Assay mit Xenopus laevis, auch XEMA,
steht kurz vor der offiziellen Verabschiedung als OECD-
Richtlinie (siche Tabelle 4). Da das Testverfahren erst bei
relativ hohen Konzentrationen auf 6strogene und androge-
ne Steroidhormone anspricht, stellt es eine gute Ergdnzung
zu den Ostrogenen und androgenen Wirkmechanismen in
der modularen Testpalette dar, da Uberlagerungseffekte
vermieden werden konnen. Die Versuchsdauer des XEMA
betrdgt drei Wochen, doch sind Vortestungen und Auswer-
tungen relativ arbeits- und zeitaufwéndig. Eine vielfiltige
Anwendbarkeit fiir Umweltmatrizes wurde angegeben (sie-
he Abb. 10). Neben morphologischen Parametern fiir den
Metamorphoseablauf besteht die Moglichkeit den XEMA
um eine Schilddriisenhistologie oder Genexpressionsanaly-
sen (z.B. auch Vitellogenininduktion (Kloas et al. 1999) zu
erweitern. Es ist derzeit nicht moglich den Stellenwert einer
thyroidalen Modulation im Bezug auf andere Mechanismen
der endokrinen Disruption anzugeben. Um diesen Wirkme-
chanismus erfassen zu kénnen, wire ein Nachweis in einer
modularen Testpalette moglich, obwohl zu bedenken ist,
dass Vertebratentests generell minimiert werden sollen.
Neuere Entwicklungen von Testverfahren an Echinoder-
maten (Heart-Urchin-ELS) zeigen, dass es ebenfalls mog-
lich ist, thyroidale Modulationen schon in Invertebratensys-
temen nachzuweisen. Der Heart-Urchin-ELS betrachtet die
Embryonalentwicklung der Versuchstiere in 24 Well-Mik-
rotiterplatten iiber eine Versuchsdauer von 10 Tagen. Die
technischen Moglichkeiten zur Verfolgung der Embryonal-
entwicklung und deren Auswertung werden derzeitig unter-
sucht (Murk 2009). Ebenfalls zu erwihnen ist, dass es auf
zelluldrer Ebene kommerzielle Calux-Rezeptorbindungs-
assays fiir die Thyroidrezeptoren alpha und beta gibt. Da
die thyroidale Antwort jedoch komplex ist, konnen somit
wahrscheinlich nur Wirkpotenziale abgebildet werden, was
einen Einsatz fiir Screening Anwendungen ermdglicht.

5.2.3 Embryo- und Entwicklungstoxizitdt

Sollten in Umweltproben starke unspezifische toxische Ef-
fekte zu erwarten sein, die eine Anwendung der anderen /n-
vivo-Module verhindert, so wére ein valides Testverfahren
notwendig, welches diese Toxizitét frithzeitig anzeigt. Hier-
bei kann der umfassend OECD-, DIN- und ISO- normierte
Fischeitest (ISO FDIS 15088 2007; siche auch Tabelle 4)
als schnell durchzuftihrender In-vivo-Test eingesetzt wer-
den ohne adulte Fische einsetzen zu miissen. Er erlaubt
embryotoxische Effekte nachzuweisen, die ebenfalls fort-

pflanzungsrelevant sein konnen, und wird in der deutschen
Abwasserverordnung nach DIN 38415-T6 eingesetzt.

Es werden Fischeier des Zebrabérblings Danio rerio
eingesetzt und deren Uberleben nach 48h bestimmt. Die
Verdiinnungsstufe der Probe, bei der mehr als 90% der
Fischeier iiberleben, wird als nichteffektive Verdiinnungs-
stufe angegeben. Als Referenzsubstanz fiir den Test dient
3,4-Dichloranilin. Mit 48 h wird nur ein relativ kurzes Ex-
positionsfenster erfasst, was dazu fithren konnte, dass spé-
ter auftretende toxische Effekte wie z. B. Deformationen bei
der Entwicklung nicht erfasst werden. Hierzu wiére die Ein-
beziehung von weiteren, sensitiveren, entwicklungsrelevan-
ten Parametern, ohne den Test zu verldngern, zu empfehlen.
Hohe Konzentrationen an EDCs und deren Metabolite, wie
z.B. Nonylphenol kénnen im akuten Fischeitest subletale
und letale Effekte verursachen (Kammann et al. 2009).

Theoretisch konnten der Fish Early Life Stage Test
(ELST) nach OECD 210 oder der Fish Juvenile Growth Test
nach OECD 215 alternativ angewendet werden, um Einflis-
se auf die (Embryonal- und Larval-) Entwicklung von Fi-
schen nachzuweisen, doch wiirde sich bei beiden Verfahren
der Zeit- und Arbeitsaufwand deutlich steigern (siche Tabel-
le 4). Um zukiinftig ethisch umstrittene, bewilligungspflich-
tige Vertebraten-Tests zu minimieren und gleichzeitig hei-
mische aquatische Schliisselarten zu verwenden, sollte nach
moglichen alternativen Invertebratentests zum Nachweis
von endokrinen und fortpflanzungsrelevanten Wirkungen
Ausschau gehalten werden und deren Entwicklung gefor-
dert werden. Die OECD (OECD 2006b) hat ein detailliertes
Reviewpaper verdffentlicht, das sich mit der Eignung von
Invertebraten zum Nachweis von Entwicklungs-, Reproduk-
tions- und endokrinen Effekten befasst. Da immer mehr ver-
tebratendhnliche Steroidhormone in einigen Invertebraten
gefunden werden, wurden nicht akute (subchronische oder
chronische) Invertebratentests als Alternativen angegeben,
auch wenn diese kein Ersatz fiir einen Vertebratentest sind.
Ein Vertreter der Crustaceen, wie z. B. der Amphipode Gam-
marus pulex, kdnnte zu einem vielversprechenden Modell-
Organismus werden, insbesondere auch wegen ihrer 6kologi-
schen Relevanz in europdischen Gewéssern (OECD 2006b).
Erste Resultate aus Feld- und Laborstudien mit Gammari-
den weisen darauf hin, dass Endpunkte wie die Induktion
des Heat Shock Proteins 90 und Vitellogenin, sowie auch
das Geschlechter-Verhiltnis und die Gonaden-Histologie,
als Anzeiger fiir endokrine Effekte genutzt werden kdnnten
(Kunz et al. 2009; Watts et al. 2002; Gross et al. 2001).

5.2.4 Reproduktions- und Invertebratentest
Invertebraten stellen einen Grofteil der bekannten Arten.
Die Gruppe der Mollusken betrdgt mehr als 130000 rezen-

te Arten, wovon ungeféhr 85% zu den Gastropoden zéhlen
(Oehlmann et al. 2007). Auch wenn die genauen Mechanis-
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men der endokrinen Disruption in Gastropoden noch disku-
tiert werden (Oehlmann et al. 2007), so stellt wahrschein-
lich die Aromatasehemmung eine wichtige Angriffsfliche
dar. Bei Mollusken, die iiber generell schwéchere Metabo-
lisierungsreaktionen verfiigen als Vertebraten, konnen auch
stirkere Bioakkumulationseffekte auftreten. Mit Potamo-
pyrgus antipodarum konnte bereits ein Effektmonitoring an
Sedimenten durchgefiihrt werden (Schulte-Oehlmann et al.
2001). Der Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipoda-
rum befindet sich in einer frithen Pravalidierungsphase der
OECD. Eine Zéhlung der Embryonen in der Bruttasche der
Schnecken dient als einfach zu bestimmender Endpunkt und
bietet die Mdglichkeit stimulierende und hemmende repro-
duktionsrelevante Effekte nachzuweisen. Jedoch kann es zu
Uberlagerungen mit allgemeintoxischen Effekten oder sai-
sonalen Rhythmen kommen (Duft et al. 2007). Entgegen der
verbreiteten Meinung reagieren Schnecken (Potamopyrgus
antipodarum, Marisa cornuarietis, Nassarius reticulatus)
nicht nur auf Organozinnverbindungen, sondern auch viel-
faltig auf nachgewiesene Ostrogene und androgene aktuelle
Belastungspotenziale in umweltrelevanten Konzentrationen
(Duft et al. 2007). So belegen neuere Studien, dass Potamo-
pyrgus antipodarum auch in der Lage ist, das 6strogene Po-
tenzial von UV-Filtern iiber Erh6hungen der Embryonenzahl
anzuzeigen (Schmitt et al. 2008). Eine Ostrogene Aktivitdt
von UV-Filtern konnte auch im Rahmen des NFP50 in vitro
und in vivo an Fischen nachgewiesen werden (Kunz et al.
2006b). Es handelt sich also um ein Invertebratensystem,
welches eine hohe Empfindlichkeit fiir vertebratenrelevante
geschlechtshormonaktive Substanzen (z.B. Methyltestote-
ron, Fenamirol, Bisphenol A, Octylphenol, Ethinylestradi-
ol) besitzt; damit ergédnzt es sich gut mit dem XEMA, der
vorwiegend thyroidale Modulationen anzeigt.

Ebenfalls in der OECD-Validierung befinden sich zwei
Copepoden-Life-Cycle-Tests (Kusk und Wollenberger
2007; siche auch Tabelle 4). Copepoden (Ruderfulkrebse)
bilden mit ca. 14000 Arten die artenreichste Gruppe der
Crustaceen. Aufgrund der geringen Grofe und der gerin-
gen Generationszeit (17—18 Tage von Ei zu Ei) kann Am-
phiascus tenuiremis im 96 Well-Mikrotiterplattenformat fiir
Untersuchungen eingesetzt werden. Sofern beide Tests die
erforderlichen Eigenschaften fiir ein Umweltmonitoring be-
sitzen, konnten diese eventuell fiir marine Umweltproben
mit mittlerer und hoher Salinitit eingesetzt werden.

Der OECD-genormte Daphnien-Reproduktionstest (der
derzeit um endokrine Endpunkte erweitert wird) und der
Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum sind im
Vergleich zu dem bereits OECD-genormten und in der Er-
weiterung befindlichen Chironomidentest variabel fiir Sedi-
ment-, Abwasser und Oberflichenwasser anwendbar (siche
Abb. 10). Weitere Vorteile des Daphnien-Reproduktions-
tests liegen in seiner weiten Verbreitung, da dieser bereits
fiir die européische Pflanzenschutzmittelrichtlinie zum Ein-
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satz kommt. AuBBerdem ist der Daphnien-Reproduktionstest
mit einer dreiwdchigen Versuchszeit schneller als der Re-
produktionstest mit Potamopyrgus antipodarum (4—8 Wo-
chen). Derzeitig wird eine Erweiterung fiir den Endpunkt
Geschlechterverhéltnis der Nachkommen validiert (OECD
2008c¢). In einem Interlaborvergleich wurden als Referenz-
substanzen 3,5-Dichlorophenol und Pyriproxifen eingesetzt,
wovon nur in 5 von 10 Laboratorien die Validitétskriterien
fiir Pyriproxifen und in 7 von 8 Laboratorien die Validitéts-
krtiterien fiir 3,5-Dichlorophenol erreicht wurden. Insgesamt
kann aufgrund der vorhandenen Information noch nicht aus-
gesagt werden, ob die Erweiterung um das Geschlechter-
verhéltnis der Nachkommen sich als empfindlicher erwei-
sen wird (OECD 2008c). Allerdings liegt der angegebene
Arbeitsaufwand flir den Daphnia-magna-Reproduktionstest
auch ohne Erweiterung schon hoher als der Reproduktions-
test mit Potamopyrgus antipodarum (siche Abb. 6). Im Ge-
gensatz zum Daphnien-Reproduktionstest reagieren Schne-
cken auf vielfiltige Ostrogene und androgene Substanzen
sensitiv, die auch in Vertebraten ein endokrines Potenzial
besitzen (Duft et al. 2007; siche auch Abb. 9). Es ist abhén-
gig von der Wahl des Schutzzieles, welches Testverfahren
bevorzugt werden sollte. Da es sich bei Potamopyrgus anti-
podarum (neuseeldndische Zwergdeckelschnecke) um einen
nichtheimischen Vertreter der Schnecken handelt, sollten
Laborexperimente gegeniiber Feldexperimenten bevorzugt
werden, um mogliche Faunenverfilschungen zu vermei-
den. Bei der langen Versuchszeit und den Uberlagerungs-
moglichkeiten mit dem Reproduktionszyklus (Frithjahr und
Herbst) konnten wahrscheinlich auch nur wenige Proben
im Jahr untersucht werden. Aufgrund des Artenreichtums,
der breiten Sensitivitit und der nachgewiesenen vielseitigen
Anwendbarkeit fir ein Umweltmonitoring wéren Schne-
ckentests aus Okotoxikologischer Sicht zu empfehlen, so-
fern sich diese Verfahren auch als ausreichend valide und
iibertragbar erweisen.

5.3 Funktionsprinzip der modularen Testpalette

Durch Schadstoffe in Umweltproben konnen vielféltig ge-
richtete Wirkungen auftreten, die einander iiberlagern und
beriicksichtigt werden miissen. Die modulare Testpalette
versucht dabei, die unterschiedlichen Wirkmechanismen
der endokrinen Disruption und reproduktionstoxische, bzw.
embryotoxische Effekte in verschiedenen /In-vitro- und
In-vivo-Modulen gemeinsam zu erfassen. Durch die kom-
binierte Anwendung der Module (siche Abb. 12) sollte es
moglich sein, von den elementaren biochemischen Wirkme-
chanismen bis zu organismischen Effekten auch populati-
onsrelevante Wirkpotenziale nachzuweisen.

Auf der In-vitro-Seite kdnnen einige empfindliche YES/
YAS-Systeme und die verschiedenen Calux-Systeme als
zelluldre Verfahren eine agonistische und antagonistische
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Rezeptorbindung an verschiedenen Hormonrezeptoren erfas-
sen. Ebenfalls kann der H295R-Steroidgenesis-Assay Modu-
lationen der Steroidgenese und eventuell auch der Aromata-
seaktivitidt nachweisen und erginzt damit gut die vielfaltigen
Detektionsmoglichkeiten fiir rezeptorvermittelte Wirkungen.

Auf der In-vivo-Seite kann eine populationsrelevante
Reproduktionstoxizitit sowohl durch hormonaktive Wir-
kungen als auch durch allgemeintoxische Wirkungen ver-
ursacht werden. Daher wurden die Reproduktionstests mit
Potampyrgus antipodarum und Daphnia magna empfohlen,
da diese derzeit verfiigbar sind.

Sollten zu starke toxische Effekte eine Anwendung der
empfohlenen Module behindern (hier muss dann in der
Regel in Verdiinnungen getestet werden, die unterhalb der
(Zyto)toxizitat liegen), so kann in vitro ein biochemischer
Rezeptorbindungassay integrativ agonistische und antago-
nistische Rezeptorbindungen erfassen. Starke toxische bzw.
embryotoxische Wirkungen koénnen z.B. relativ schnell
durch den Fischeitest identifiziert werden, oder man benutzt
einen nicht akuten Invertebratentest, der auch verzdgerte
und Langzeit-Effekte anzeigen kann. Da der Stellenwert
der thyroidalen Modulation an einer endokrinen Disruption
nicht zu bestimmen ist, kdnnte man optional den XEMA
zum Nachweis thyroidaler Effekte oder Calux-Verfahren als
Screeningtests benutzen. Durch die internationalen Bestre-
bungen Vertebratentests zu minimieren ist die Entwicklung
sensitiver Invertebratentests zu fordern und anzuregen.

In-vitro-Tests konnen eingesetzt werden um akute Quali-
titsziele zu tiberpriifen, hingegen konnen die In-vivo-Tests
dazu dienen, auch chronische Qualitdtsziele zu tiberpriifen,
beispielsweise wenn an bestimmten Einleitungsstellen hohe
Belastungen organischer Mikroverunreinigungen gefunden
werden.

6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Forschungsbericht zur Gewisserrelevanz endokriner
Stoffe und Arzneimittel (Moltmann et al. 2007) konnte
anhand aquatisch relevanter Schadstoffe mit /n-vivo-Tests
gezeigt werden, dass endokrine Endpunkte (bei 31 von 71
untersuchten Stoffen) empfindlicher sein konnen als all-
gemeine Okotoxikologische Endpunkte (z.B. Mortalitét,
Wachstum usw.). Eine Einschétzung, fiir welche Substan-
zen und in welchem Ausmal} dies in der Umwelt zutrifft,
ist bei der Vielfalt der Umweltchemikalien und derer ge-
genseitigen Beeinflussungsmoglichkeiten nicht moglich.
Daher sollten hormonaktive und allgemeintoxische Effekte
integrativ durch okotoxikologische Biotestpaletten erfasst
und differenziert werden.

Bei der Vielfiltigkeit der endokrinen Wirkmechanismen
bedarf es einer modularen Kombination von In-vivo-und In-
vitro-Verfahren in einer modularen Testpalette, um auch die

flieBenden Ubergiinge von hormonaktiven Wirkungen bis
zu einer endokrinen Disruption und reproduktionstoxischen
Effekten erfassen und differenzieren zu konnen. Geforderte
Kriterien wie Nachvollziehbarkeit, Relevanz, Reproduzier-
barkeit und Plausibilitdt miissen bei einem geeigneten 6ko-
toxikologischen Verfahren nicht ausgeschlossen werden,
doch bedarf es valider und iibertragbarer Methoden fiir eine
Bewertung. Daher war neben einer Umweltprobentauglich-
keit die Validierung und die Verbreitung der Testverfahren,
zumindest aber eine gute Mdglichkeit zur Standardisierbar-
keit, ein wichtiges Kriterium bei deren Auswahl.

Der Fischeitest ist mehrfach genormt, XEMA und H295R
Steroidgenesis Assay sind sehr weit im OECD-Validierungs-
prozess fortgeschritten. Der Reproduktionstest mit Pota-
mopyrgus antipodarum hat sich bereits fiir ein Umwelt-
monitoring bewéhrt (Schulte-Oehlmann et al. 2001) und
wird wahrscheinlich von der OECD validiert werden. Fiir
verschiedene YES/YAS-Systeme bestehen jahrelange Erfah-
rungswerte fiir Umweltprobenbewertungen, die ER/AR-Ca-
lux-Systeme sind ebenfalls in einer frithen Validierungsphase
der OECD, auch bei den molekularen Rezeptorbindungsas-
says laufen derzeitig mehrere Validierungen der OECD (sie-
he Tabelle 4). Das vorgestellte modulare System erlaubt ei-
nen Austausch der Testmodule nach dem sich kontinuierlich
entwickelnden Stand der Technik, ohne Neuentwicklungen
oder Gegegebenheiten zu einer verdnderten Gesetzeslage
(z.B. Vermeidung von Vertebratentests) auszuschliefen.

Die Testpalette ermoglicht eine umfassende wirkungsbe-
zogene Risikobewertung fiir die aquatische Umwelt, wobei
der Testumfang auf die Anspriiche der Anwender angepasst
werden kann. Es konnen fortpflanzungsrelevante Wirkungen
an Invertebraten, Amphibien und Fischen, ebenso wie wirk-
mechanistische Ansétze der 6strogenen und androgenen Re-
zeptorbindung, der Steroidgenese, eventuell sogar der Aro-
matasemodulation erfasst werden. Es stellt einen mdglichen
wirkungsbezogenen Losungsweg fiir eine Risikobewertung
der endokrinen Disruption und hormonaktiven Substanzen
in der Umwelt dar. Sollte ein Teil aus dieser Testpalette fiir
Umweltanwendungen genormt und anschlieBend flachen-
deckend fiir ein Umweltmonitoring eingesetzt werden, so
wire eine Grundlage gegeben eine Risikobeurteilung und ein
Risikomanagement fiir die endokrine Disruption einzuleiten.
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