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Qualitatskriterien-Vorschlage

CQK (AA-EQS): 0.156 mg/L (vor Aktualisierung 1 mg/L)

AQK (MAC-EQS): 0.64 mg/L (vor Aktualisierung 9.1 mg/L)

Das chronische Qualitatskriterium (CQK 2 AA-EQS) und das akute Qualitatskriterium (AQK = MAC-EQS)
wurden nach dem TGD for EQS der Européaischen Kommission (EC, 2011) hergeleitet. Damit die Dossiers

international vergleichbar sind, wird im Weiteren die Terminologie des TGD verwendet.



1 Physikochemische Parameter

In Tabelle 1 werden Identitdt sowie chemische und physikalische Parameter von Metformin angegeben. Wo
bekannt, wird mit (exp) spezifiziert, dass es sich um experimentell erhobene Daten handelt, wahrend es sich

bei mit (est) gekennzeichneten Daten um abgeschatzte Werte handelt. Wenn keine dieser beiden Angaben

hinter den Werten steht, fand sich in der zitierten Literatur keine Angabe.

Tabelle 1 Geforderte Angaben zu Metformin und teilweise zu Metformin-Hydrochlorid nach dem TGD for EQS (EC 2011).

exp = experimentell erhobene Werte; est = geschatzte Werte; M = Metformin; M-HCI = Metformin-Hydrochlorid.

Eigenschaften Name/Wert Referenz
IUPAC Name Metformin:
(3-(diaminomethylidene)-1,1-dimethyl~guanidine und | Pubchem 2016
1-carbamimidamido-N,N-dimethylmethanimidamide)
Metformin-Hydrochlorid:
3-(diaminomethylidene)-1,1- Pubchem 2016
dimethylguanidine;hydrochloride EMA 2011
1,1-dimethylbiguanide monohydrochloride
1-carbamimidamido-N,N-dimethylmethanimidamide Drugbank 2013
b |
; bl e ~N
Metformin (M) H f w ™~ Pubchem 2016
H’N"H N“H
Strukturformel
i |
H"N\\ ‘//,;N ',/N\\
Metformin- ]
Hydrochlorid (M- H’N"H N“H Pubchem 2016
HCI)
—H
Summenformel M: CsH11Ns Pubchem 2016
M-HCI: C4H1,CINs Roche 2013
M: 657-24-9 Pubchem 2016
CAS-Nummer M-HCI: 1115-70-4 Guidechem 2016

Roche 2013

EINECS-Nummer

M: 211-517-8
M-HCI: 214-230-6

Pubchem 2016
Guidechem 2016

M: N=C(N)NC(=N)N(C)C EPI-Suite 4.11
SMILES-code M-HCI: CN(C)C(=N)N=C(N)N.CI Pubchem 2016
Molekulargewicht M: 129.17 EPI-Suite 4.11
(g'mol™) M-HCI: 165.62 Roche 2013

M : 74.45 (est); 223-226 (exp) EPI-Suite 4.11
Schmelzpunkt (°C) M-HCI: 232 (exp) Guidechem 2016

M-HCI : 218-232 (exp) Roche 2013
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Siedepunkt (°C) M: 268.97 (est) EPI-Suite 4.11
Dampfdruck (Pa) M: 0.0101 (est), bei 25 Grad Celsius EPI-Suite 4.11
Henry-Konstante (Pa-m’-mol™) M: 7.74 E-11 (est) EPI-Suite 4.11
Wasserlgslichkeit (g-L™") M: 1000 (est), bei 25 Grad Celsius EPI-Suite 4.11
M-HCI: 300, keine zusatzliche Information Roche 2013
Dissoziations-konstante (pKa) M: 12.33 (est) Drugbank 2013
n-Octanol/Wasser- M: -2.64 (est), EPI-Suite 4.11
Verteilungskoeffizient (log Kow) log Dow =-1.1 at pH 7.4 (exp) EMA 2011
ov M-HCI: -1.25 (exp) Roche 2013
M:DT50 Wasser: 9.2 (Fluss) und EMA 2011
. 7.9 (Teich) in Tagen
Abbaubarkeit DT50 DT5(O total): 22.0 g(JFluss)
und 22.3(Teich) days nach OECD 308
Sediment/Wasser Verteilungs- M: 1.43 (est); -0.67 (est) EPI-Suite 4.11
koeffizient M: Koc=2.45; 3.31; 3.51 (exp nach OECD106 flr EMA 2011 )
(log Koc) Bdden)

2 Allgemeines

Anwendung: Metformin ist als Monotherapie zur Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2
zugelassen, insbesondere bei Ubergewichtigen Patienten. Es kann alleine oder in
Kombination mit anderen Antidiabetika oder Insulinen angewendet werden. Es ist
ferner als Erganzung zur Insulintherapie bei Diabetes mellitus Typ 1 zugelassen und
kann den Insulinbedarf senken. Metformin wird unter anderem auch eingesetzt zur
Vorbeugung von Diabetes bei Patienten unter antiretroviraler Therapie, bei
Ubergewicht ohne Hyperglykdmie und beim polyzystischen Ovarialsyndrom.

(Pharmawiki 2013).

Der Wirkmechanismus von Metformin unterscheidet sich von denen anderer Blutzucker
senkender Wirkstoffe (Drugbank 2013). Metformin ist antidiabetisch und

antihyperglykamisch. Es hemmt die Gluconeogenese in der Leber, verringert die

Wirkungsweise:

Insulinresistenz und erhéht die Glucoseaufnahme in den Muskeln. Es wird deshalb
auch als ,Insulinsensitizer* bezeichnet. Ferner hat es zahlreiche weitere Effekte mit
unterschiedlicher Wirkung, u.a. ist es kardioprotektiv, appetithemmend, lipidsenkend
und vasoprotektiv (Pharmawiki 2013). Dartber hinaus kann Metformin die Testosteron-
Produktion verringern und zu einer verweiblichenden Wirkung in Ratten beitragen
(Misugi et al. 2006). Auch wenn die
Testosteronverringerung nicht vollstandig bekannt sind, kann eine endokrine Aktivitat

genauen Mechanismen  zur

auch flr aquatische Organismen nicht ausgeschlossen werden.

Chemische Analytik: Metformin kann auch mittels non target analysis, wie z.B. tber Orbitrap-Verfahren sehr

empfindlich nachgewiesen werden. Die Bestimmungsgrenzen in Abwasserproben
werden mit 10 ng/L angegeben (Goetz et al. 2010).
Stabilitat und



Abbauprodukte:

Existierende

Grenzwerte:

Metformin und Metformin-Hydrochlorid werden mal als stabil in der Umwelt und auch in
der Abwasserbehandlung beschrieben, es ist biologisch nicht leicht abbaubar (<1%
nach 28 Tagen) und ist auch Uber Photodegradation mit einer Halbwertszeit von 28
Tagen relativ stabil (Roche 2013). Hingegen wird Metformin auch in Klaranlagen gut
abgebaut, z.B. in Klaranlagen mit einem Durchschnitt um 70% und einem Median um
80% (Scheurer et al. 2009, Scheurer et al. 2012, Santos et al. 2013). Es wurden jedoch
Abwasserkonzentrationen Uber 4 ug/l berichtet (Goetz et al. 2010) und es wird aus den
vorhandenen Messwerten eine mittlere Oberflachengewasserkonzentration in der
Schweiz Gber 0.7 pg/L gefunden (Goetz et al. 2011). Zusatzlich zu erwahnen ist, dass
es einen signifikanten Transfer (>10%) von der Wasserphase zur Sedimentphase gibt
(EMA 2011), so dass auch Sedimentexpositionen in Betracht gezogen werden sollten.
Aufgrund der hohen Einsatzmengen sind aber auch expositionsrelevante
Abbauprodukte nicht auszuschliessen, doch werden diese nicht im Zulassungsdossier
erwahnt (EMA 2011). Dennoch konnte mit Guanylharnstoff (Guanylurea, CAS-Nr.141-
83-3) ein bakterielles Transformationsprodukt des Metformins identifiziert werden
(Kimmerer et al. 2009). Mittlerweile konnte dieser Stoff bereits im Klaranlagenablauf
und in Oberflachengewassern in ahnlichen Konzentrationen wie die Ausgangssubstanz
nachgewiesen werden (persdnliche Kommunikation Marco Scheurer TZW Karlsruhe
2013 und Scheurer et al. 2012 und siehe Tabelle 7 im Anhang). Da quellenabhangig
und vom Vorhandensein von metabolisierenden Bakterien unterschiedliche Abbauraten
angenommen werden kénnen sind Langzeit-Biotests mit einer Uberpriifung der

Nominalkonzentration zu bevorzugen.

Es wurden keine Grenzwerte flr Metformin in Oberflachengewassern gefunden. Die
von Moermond und Smit 2015 (RIVM) vorgeschlagenen AA-EQS sowie MAC-EQS
Werte liegen beide bei 780 ug/L und sind regulatorisch nicht verbindlich.



3 Effektdatensammliung

Tabelle 2 Effektdatensammlung fir Metformin. Eine Bewertung der Validitat wurde nach den Klimisch-Kriterien (Klimisch et al. 1997) durchgefiihrt, bzw. nach den CRED-
Kriterien fir EQS relevante Studien die im Zuge der Aktualisierung herangezogen wurden (Moermond et al. 2016). Literaturdaten, die in grau dargestellt werden, erfiillen
nicht die Datenanforderungen nach dem TGD for EQS, sollen aber als zusatzliche Information genannt werden. Effektwerte, von denen bekannt ist, dass sie sich auf
Metformin-Hydrochlorid beziehen, wurden auf Metformin umgerechnet und zuséatzlich in Klammern aufgefiihrt. Umrechnungsfaktor = MWwettormin : MWietformin-Hydrochlorid =
129.17 g/mol : 165.62 g/mol; Angaben zur chemischen Analytik, zum Testsystem und Reinheit: kA = keine Angaben; F = Durchfluss; R = semi-statisch; S = statisch; p.a.
analytische Reinheit; n = nominal; c=chemisch verifiziert, oder teilweise bestimmt

Kommentare:

? Einige Daten, die nicht fiir uns einsehbar waren, wurden von Caroline Moermond (RIVM) in Moermond und Smit 2015 als valide bewertet. Die Originalberichte konnten leider nicht
eingesehen werden, da es gegen die Firmenpolitik verstiesse. Im TGD for EQS (2011) steht dazu “Studies that have been performed to ‘Good Laboratory Practice’ (GLP) and submitted under

a regulatory regime may be taken at ‘face value’ without further review. This is because they have already been reviewed by a competent authority and there is a precedent for their

acceptability.” Daher konnten die extern gepriiften Studien als valide fir die Herleitung von Umweltqualitatskriterien eingestuft werden.
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Desmodesmus Wachstum, European Guideline; EEC
Algen subspicatus Chlorophyllifluoreszenz 2 h EC50 ” 320 n S p-a Directive 92/69/EEC C3 2 Cleuvers 2003
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Raphidocelis subcapitata 29 pers. Mitteilung von D.
Algen (Pseudokirchneriella Wachstumsrate 72 h EC50 > (77.2) kA | kA kA OECD 201 1? Caldwell, 21.05.2013, zitiert in
subcapitata) . Moermond und Smit. 2015, von
RIVM als valide gewertet
Makrophyten Lemna minor Wachstumsrate, Blattfliche | 7 | d | EC50 | = 110 n| s p.a. ISO/WD 20079 2 | Cleuvers 2003
i i ilisi = 64 .a. European Guideline; EEC 2 | Cleuvers 2003
Krebstiere Daphnia magna Immobilisierung 48 h EC50 n S p. Directive 92/69/EEC. C2
FDA-CDER, 1996 in Webb,
Krebstiere Daphnia sp. Immobilisierung 48 h EC50 = 130 kA | kA kA Review 4 2004 in Kummerer et al,2004
(ed).
LUA Brandenburg 2002
. . - . 4 genannt in in Huschek et al.,
Krebstiere Daphnia sp. Immobilisierung 48 h EC50 60 kA | kA kA Review 2004, Original kommt von
Merck Lipha 1997
Krebstiere Daphnia magna Immobilisierung 48 | n | EC50 | > 10 | kA | kA KA OECD 202 1= | Anmeldung bei EMA, 2013 laut

! Nach Moermond et al. (2016) wird die Validitat unterteilt in Verlasslichkeit (R) und Relevanz (C), wobei die zu vergebenen Klassen (R1-4 bzw. C1-4) mit denen nach Klimisch (1-4) Gbereinstimmen.
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(86) pers.  Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013’ zitiert in
Moermond und Smit. 2015, von
RIVM als valide gewertet
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Krebstiere Daphnia magna Immobilisierung 48 h NOEC | = 110 kA | kA kA OECD 202 4 pers. Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013’
FDA-CDER, 1996 in Webb,
2004 in Kummerer, 2004 (ed)
Fische Lepomis macrochirus Mortalitat 96 h LC50 > 982 kA | kA kA Review CDER/ U.S. FDA (1997) 4 wurden von RIVM als not
assignable gewertet zitiert in
Moermond und Smit. 2015,
aus Fass.se, wurden von RIVM
E als not assignable gewertet
Fische Lepomis macrochirus Mortalitat 96 h NOEC | 2 982 kA | kA kA ::1%27-;“0 411, CDER/U.S. FDA 4 zitiert in Moermond und Smit.
2015,
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
110 pers.  Mitteilung von D.
Fische Danio rerio Mortalitat 96 h EC50 > kA | kA kA OECD 203 1? Caldwell, 21.05.2013’ zitiert in
(86) ]
Moermond und Smit. 2015, von
RIVM als valide gewertet
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Fische Danio rerio Mortalitat 96 h NOEC | 2 110 kA | kA kA OECD 203 4 pers.  Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013’
Juvenile Pimephales Vitellogenin mRNA weitere Abkiirzungen in
Fische Induktion, ER, GnRH3, 7 d LOEC < 0.001 c R p-a. . P . R2/C3 | Crago et al. 2016
promelas CYP3A126 Orginalpublikation erklart
. Vitellogenin mRNA . . .
Fische Adulte Pimephales Induktion, GnRH3, ER, 7 d | NOEC | 2| 0.001 c| R pa. weitere Abkirzungen in R2/C3 | Crago et al. 2016
promelas CYP3A126 Orginalpublikation erklart
(sub)chronische Daten
Raphidocelis subcapitata Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Algen (Pseudokirchneriella Wachstumsrate 72 h NOEC | = 99 kA | kA kA OECD 201 4 pers. Mitteilung von D.
subcapitata) Caldwell, 21.05.2013’
Raphidocelis subcapitata
Algen (Pseudokirchneriella Wachstumsrate 72 h NOEC | 2 78 kA | kA kA OECD 201 2 EMA 2011
subcapitata)
Krebstiere Daphnia magna Reproduktion 21 | d | NOEC | 2 32 kA | kA kA OECD 211 2+ | ausFass.se, wurden von RIVM
als valide gewertet
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Krebstiere Daphnia magna Reproduktion 21 h NOEC | = 99 kA | kA kA OECD 211 4 pers. Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013
EMA 2011, zitiert in Moermond
Krebstiere Daphnia magna Reproduktion, Mortalitat 21 d NOEC | = 17 kA | kA kA OECD 211 2° und Smit. 2015, von RIVM als
valide gewertet
Krebstiere Daphnia magna Mortalitat 21 d LC50 = 38 kA | kA kA OECD 211 2° EMA 2011
Krebstiere Daphnia magna Mortalitat 21 d LC100 | = 55 kA | kA kA OECD 211 2 EMA 2011
Janssen vertrauliche Daten,
. . 100 2 zitiert in Moermond und Smit.
>
Krebstiere Daphnia magna Unbekannt 21 d NOEC | 2 (78) kA | kA kA kA 1 2015, von RIVM als valide

gewertet
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Janssen vertrauliche Daten,
Krebstiere Daphnia magna Reproduktion, Mortalitit | 21 | d | NOEC | = (71_%) kA | kA kKA | KA 2 ;g;%”;’;:";ﬁ;m‘;’l‘::a’::’d:m't
gewertet
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Fische Danio rerio Unbekannt 32 d LOEC | > 10.3 kA | kA kA OECD 210 4 pers.  Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013’
Anmeldung bei EMA, 2013 laut
Fische Danio rerio Unbekannt 32 d NOEC | 2 10.3 kA | kA kA OECD 210 4 pers. Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013’
Schlupfrate und 12 aus Fass.se, in ECHA
Fische Danio rerio Schlupfzeitpunkt im Early 34 d NOEC | 2 (9.4) kA | kA kA OECD 210 4 Datenbank unter M-HCI
Life Stage Tests ) gelistet
Janssen vertrauliche Daten,
Fische Pimephales promelas Unbekannt 32 | d | NoOEC | = (71_?3) KA | kA kKA kA 1 ;gfgf\'{’;?;ﬁ;ﬁ‘;’l‘g\:‘a’mj:m“'
gewertet
Effekte traten bei einzig
getesteter Konzentration in
exponierten Brutpaaren bei
Ménnchen auf alle anderen
gemessenen Endpunkte u.a.
Fische Pimephales promelas Vitellogenin Induktion auf | 55 | 4 | |ogc | ¢ 0.04 c| R kA Reproduktion (Metabolic gene | £ /c4 | Niemuth et al. 2015
mRNA Ebene expression (total egg number,
spawning frequency or clutch
size GK, FBPase, FASN),
Detoxification gene expression
(CYP3A4, CYP11A, CYP17,
PXR),) zeigten keine Effekte
Effekte traten bei einzig
Fische Pimephales promelas Intersex, Grésse und 360 | d | LoEC || o004 |c | R kA | getesteter Konzentration auf | p)ioq | Niemuth und Kiaper 2015

Reproduktion

mit Evidenz verweiblichender
Effekte in Mdnnchen




4 Graphische Darstellung der Effektdaten

Abbildung 1 zeigt alle validen Kurzzeit- und Langzeiteffektwerte aus Tabelle 2 aufgeschlisselt in
Organismengruppen.
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Abbildung 1: Grafische Darstellung aller validen Kurzzeit- und Langzeit-Effektdaten aus Tabelle 2 fir Metformin
(limnische Organismen), dabei wurden auch valide unprazise Werte (grosser als Werte) einbezogen und in grau
dargestellt.

Samtliche Toxizitatsdaten bewegen sich in zwei Konzentrationsgrossenordnungen zwischen 10 und
1000 mg/L. Die Langzeittoxizitatsdaten sind erwartungsgemass empfindlicher als die Kurzzeittoxizitaten,
wobei Fischspezies und Invertebraten niedrigere Toxizitatsdaten gegeniliber den Algen und héheren Pflanzen

aufzeigen.

5 Herleitung der EQS

Um chronische und akute Qualitatsziele herzuleiten, kann die Sicherheitsfaktormethode (AF-Methode) auf der
Datenbasis von Kurzzeit- und Langzeiteffektdaten verwendet werden. Dabei wird mit dem tiefsten
chronischen Datenpunkt ein AA-EQS (Annual-Average-Environmental-Quality-Standard) und mit dem tiefsten
akuten Datenpunkt ein MAC-EQS (Maximum-Acceptable-Concentration-Environmental-Quality-Standard)
abgeleitet. Wenn der Datensatz umfassend genug ist, kdnnen diese EQS zusatzlich mittels einer
Speziessensitivitatsverteilung (SSD) bestimmt werden. Valide Mikro-/Mesokosmosstudien dienen einerseits
zur Verfeinerung des AF, der durch eine SSD hergeleitet wurde. Andererseits kdnnen sie auch direkt zur

Bestimmung eines EQS verwendet werden.



6 Chronische Toxizitat
6.1 AA-EQS Herleitung mit AF-Methode

Tabelle 3 zeigt die kritischen Langzeiteffektwerte flir Metformin mit Algen, Krebstieren und Fischen.

Tabelle 3 Ubersicht zu den kritischen Toxizitatswerten fiir Wasserorganismen aus léngerfristigen Untersuchungen mit
Metformin.

Gruppe Art Wert Konz. in mg/L Referenz

EMA 2011, zitiert in Moermond
Primarproduzenten Raphidocelis subcapitata NOEC >=78 und Smit. 2015, von RIVM als
valide gewertet

EMA 2011 und Janssen
vertrauliche Daten, zitiert in
Moermond und Smit. 2015, von
RIVM als valide gewertet

Geometrischer
Krebstiere Daphnia magna NOEC Mittelwert =
(17x7.8)"?=11.5

Janssen vertrauliche Daten,

. . _ zitiert in Moermond und Smit.
Fische Pimephales promelas NOEC >=7.8 2015, von RIVM als valide

gewertet

Ein OECD Fischtest mit Pimephales promelas wurde von RIVM als valide eingeschatzt und reprasentiert mit
einem NOEC von = 7.8 mg/L den niedrigsten gemessenen Wert, der auch dem niedrigsten validen Endpunkt
bei Daphnien entspricht. Es handelt sich jedoch um keinen prazisen Langzeiteffektwert flr Fische (was nach
OECD Guideline uber 10 mg/L auch nicht notwendig ist), der auch nur begrenzte Aussagekraft fir
Reproduktionseffekte oder potentiell endokrin disruptive Effekte wie sie durch Testosteron Senkung bei
Metformin in Saugern beschrieben worden sind besitzt (Misugi et al. 2006). Desweiteren wurde ein
potentieller endokrin disruptiver Effekt von Metformin auf Pimephales promelas in einer Studie von Niemuth et
al (2015) gefunden. Eine Nachfolgerstudie von Crago et al (2016) bestatigt diese gefundenen Effekte bei
herangereiften Pimephales promelas nicht, zeigt aber Effekte bei Jungtieren auf. Da diese Indikationen auf
mRNA-Ebene erfasst wurden und die biologische Relevanz damit nicht ausreichend geklart ist, besteht
derzeit keine Méglichkeit Riickschlisse auf apikale populationsrelevante Effekte zu ziehen. Weitere Evidenz
auf potentielle endokrine Aktivitat und Reproduktionstoxizitat von Metformin wurde in einer zweiten Studie von
Niemuth und Klaper (2015) geliefert. Da diese Studie als nicht eindeutig valide eingestuft wurde (CRED
Beurteilung: R4/C1), ist es derzeit nicht moglich diese Ergebnisse in den EQS-Vorschlag direkt einzubringen.
Hingegen zeigen sich in dieser Studie eindeutige Effekte auf apikale populationsrelevante Endpunkte, z.B.
verringerte Reproduktionsleistung und Intersex, so dass endokrin disruptive Effekte bei Konzentrationen
unterhalb von 40 mikrogramm/L nicht auszuschliessen sind und bei der Generierung neuer Fischtestdaten
und zukinftigen EQS Revisionen unbedingt beriicksichtigt werden sollten.

Das TGD for EQS erlaubt eine Erhdhung des Sicherheitsfaktors, um Unsicherheiten beziglich einer
ausreichenden Abdeckung von relevanten Wirkmechanismen fur trophische Ebenen entgegenzuwirken. Der
OECD ELS Fisch Test kann die Unsicherheit bezlglich potentieller endokrin disruptiver Effekte nicht
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ausreichend abdecken. Daher wird solange die Evidenz fiir potentielle endokrin disruptive Effekte und
Reproduktionstoxizitat aus den 3 Fischstudien Niemuth et al. 2015, Niemuth und Klaper (2015) und Crago et
al. (2016) nicht durch eine belastbare Fischstudie widerlegt wird, als ausreichend erachtet, um den

Sicherheitsfaktor von 10 auf 50 zu erhéhen.

AA-EQS (AF) = 7.8 mg/L /50 = 0.156 mg/L

6.2 AA-EQS mit SSD-Methode

Es sind nicht gentugend valide Daten vorhanden um ein AA-EQS mittels SSD abzuleiten.

6.3 AA-EQS aus Mikro-/Mesokosmosstudien

Es sind keine validen Effektwerte aus den Mikrokosmosstudien vorhanden, so dass ein AA-EQS basierend

auf diesen Studien nicht direkt abgeleitet werden kann.

7 Akute Toxizitat
7.1 MAC-EQS Herleitung mit AF-Methode

Tabelle 4 zeigt die kritischen akuten Effektwerte der Organismengruppen hohere Wasserpflanzen, Krebstiere

und Fische.

Tabelle 4 Ubersicht der kritischen akuten Toxizititswerte fiir Wasserorganismen aus kurzfristigen Untersuchungen mit
Metformin.

Gruppe Art Wert Konz. in mg/L Referenz
Primarproduzenten Lemna minor EC50 110 Cleuvers 2003
Krebstiere Daphnia magna EC50 64 Cleuvers 2003

Anmeldung bei EMA, 2013
laut pers. Mitteilung von D.
Caldwell, 21.05.2013, wurden
von RIVM als valide gewertet

Fische Danio rerio EC50 >86
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Tabelle 5 Gefahrlichkeitsklassierung der akuten aquatischen Toxizitat von
Metformin anhand der niedrigsten gemessenen EC50-Werte (UN 2015)

Risikoklasse Niedrigster EC50-Wert Erreichter Wert
Nicht eingestuft > 100mg/L

3 10 mg/L — 100 mg/L X

2 1 mg/L — 10 mg/L

1 <1mg/L

Der tiefste Effektwert im Datensatz zur akuten Toxizitat stammt aus einer Studie mit Daphnia magna bei 64
mg/L. Der akute Datensatz ist durch Vertreter der 3 trophischen Ebenen besetzt und auch Fische weisen im
Gegensatz zum Langzeiteffektdatensatz akut niedrige Toxizitaten auf. Da keine der Organismengruppen eine
deutlich erhdhte akute Sensitivitdt gegeniber Metformin aufzeigt, aber aufgrund der unprazisen
Fischtoxizitatswerte die Standardabweichung der logarithmierten Kurzzeittoxizitaten nicht errechnet werden
kann, wird der Standard AF von 100 auf den geometrischen Mittelwert der Daphnien als angemessen
betrachtet.

MAC-EQS (AF)= 64 mg/L / 100 = 0.64 mg/L

7.2 MAC-EQS mit SSD Methode

Es sind nicht gentigend valide Daten vorhanden um ein MAC-EQS mittels SSD herzuleiten.

7.3 MAC-EQS aus Mikro-/Mesokosmosstudien

Es sind keine validen Effektwerte aus den Mikrokosmosstudien vorhanden, so dass ein MAC-EQS basierend

auf diesen Studien nicht direkt hergeleitet werden kann.

8 Bioakkumulationsabschatzung fiir eine Bewertung des sekundaren
Intoxikationsrisikos

Das Bioakkumulationspotential soll gemaR TGD for EQS weiter untersucht werden, wenn der log K,, = 3 ist
und/oder der Biokonzentrationsfaktor (BKF) bzw Bioakkumulationsfaktor (BAF) > 100 betragt. De Solla et al.
(2016) berichtete einen gemittelten BAF von 0.66 (0.15 - 1.29) von Metformin in Frischwassermuscheln aus
einer Freilandstudie. Folglich liegen fir Metformin keine erhéhten Bioakkumulationsfaktoren vor, noch wurden
diese im Rahmen des Zulassungsverfahrens bei der EMA 2011 als notwendig erachtet. Der log K, liegt mit -
2.64 fur Metformin und -1.25 fir Metformin-Hydrochlorid deutlich unter dem Triggerwert von 3 und die BAF-
Werte sprechen fir ein sehr schwaches Bioakkumulationspotential. Die Gefahr durch eine sekundare
Intoxikation kann daher als gering eingeschatzt werden. Ebenfalls weist ein log D, von -1.1 bei pH 7.4 (EMA

2011) ebenfalls auf kein nennenswertes Bioakkumulationspotential hin.
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9 Schutz der aquatischen Organismen

Der Effektdatensatz flr Metformin umfasst alle 3 trophischen Ebenen bei den Kurzzeit- und
Langzeittoxizitaten. Bei den Langzeiteffektstudien stellen Fische die empfindlichste Organismengruppen dar,
bei den Kurzzeittoxizitdten sind es die Krebstiere. Der hergeleitete AA-EQS von 0.156 mg/l sollte einen
ausreichenden Schutz fir aquatische Organismen nach dem derzeitig belastbaren Stand des Wissens bieten,
jedoch kdnnen nachfolgende Fischstudien, die eine potentielle endokrine Aktivitdt und Reproduktionstoxizitat
abzuklaren vermégen, zu einer Verringerung des AF fiihren oder den belastbaren Endpunkt zur Herleitung

des EQS beeinflussen.

AA-EQS = 0.156 mg/L
MAC-EQS = 0.64 mg/L

10 Transformationsprodukt: Guanylharnstoff

Mit Guanylharnstoff (Guanylurea, CAS-Nr.141-83-3) konnte ein stabiles bakterielles Transformationsprodukt
des Metformins identifiziert werden (Kimmerer et al. 2009). Die Datenlage beziiglich der aquatischen
Toxizitdt von Guanylharnstoff ist derzeit zu gering um daraus einen EQS-Vorschlag erstellen zu kénnen. Die
im Anhang beschriebenen Informationen dienen deshalb als Grundlage fir weiterfuhrende Studien im Falle
einer moglichen Erweiterung der Datenlage hinsichtlich dem Metformin-Transformationsprodukt
Guanylharnstoff, siehe Anhang A.

Desweiteren sind verlassliche Daten beziglich Abbau und Expositionsrelevanz notwendig, um eine valide
Aussage beziglich dem Verhalten von Guanylharnstoff in der Umwelt treffen zu kénnen. Da in Zukunft mit
einem Anstieg an Diabetes erkrankten Menschen gerechnet werden kann, wird ebenso ein wachsender
Gebrauch an Metformin erwartet (van der Aa et al., 2011). Dieser steigende Einsatz von Metformin und die
damit einhergehende Bildung von Guanylharnstoff erfordert weitere Untersuchungen, um mdgliche
dkotoxikologischen Auswirkungen und Risiken in aquatischen Okosystemen erkennen und entsprechende

Massnahmen ergreifen zu kdnnen (Oosterhuis et al. 2013).
Aufgrund der derzeitigen fehlenden Effektdatenlage und der lickenhaften Monitoringdaten, mussten andere

Bewertungsmadglichkeiten, z.b. Gber die Gleichsetzung des EQS mit der Muttersubstanz oder iber QSAR

Methoden angewendet werden.
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11 Anderungen gegeniiber der Version vom 22.10.2013

Durch die im Zuge der Aktualisierung in den Effektdatensatz aufgenommenen und neu validierten Studien
verringerte sich der AA-EQS von 1 mg/L auf 0.156 mg/L, der MAC-EQS wurde von 9.1 mg/L auf 0.64 mg/L
herabgesetzt. Drei Studien von Niemuth et al. (2015), Niemuth und Klaper (2015) und Crago et al. (2016)
weisen auf einen potentiellen endokrin-disruptiven Effekt von Metformin auf Pimephales promelas hin. Da die
biologische Relevanz noch nicht ausreichend geklart ist und Einschrankungen bei der Validitat bestehen,
konnten diese Studien derzeit nicht mit in den EQS-Vorschlag einbezogen werden, fiihrten aber zu einer
Erhohung des AF. Guanylharnstoff wurde als Transformationsprodukt von Metformin identifiziert und die
Ergebnisse der Datensuche befinden sich im Anhang A. Es wurden keine Effektdaten gefunden, aber
bestehende Informationen zu Guanylharnstoff wurden als Grundlage fir mogliche weiterfihrende Studien

zusammengetragen.

Insbesondere weil Guanylharnstoff eine weitaus héhere Expositionsrelevanz im Vergleich zur Muttersubstanz

aufweisen kann, ware eine dkotoxikologische Datengenerierung zu empfehlen.
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Anhang A: Guanylharnstoff Datensammliung

A1 EQS-Vorschlage

Die Datenlage ist zu gering um daraus einen EQS-Vorschlag erstellen zu kdénnen. Die untenstehenden
Informationen dienen als Grundlage fir weiterfiihrende Studien im Falle einer méglichen Erweiterung der

Datenlage hinsichtlich dem Metformin-Transformationsprodukt Guanylharnstoff.

A2 Physikochemische Parameter

In Tabelle 1 werden Identitat sowie chemische und physikalische Parameter von Guanylharnstoff angegeben.
Wo bekannt, wird mit (exp) spezifiziert, dass es sich um experimentell erhobene Daten handelt, wahrend es
sich bei mit (est) gekennzeichneten Daten um abgeschatzte Werte handelt. Wenn keine dieser beiden

Angaben hinter den Werten steht, fand sich in der zitierten Literatur keine Angabe.

Tabelle 6 Geforderte Angaben zu Guanylharnstoff nach dem TGD for EQS (EC 2011). Bei den angegebenen Werten

wurde zwischen experimentellen Werten (exp) und abgeschatzten, modellierten Werten (est) unterschieden.

Eigenschaften Name/Wert Referenz
IUPAC Name Diaminomethylideneurea, Pubchem (2016),
1-carbamimidoylurea ECHA (2016)
Weitere Namen Guanylharnstoff (Guanylurea), Amidinourea, Pubchem (2016)
Dicyandiamidine, N-Amidinourea
NH (o]
Strukturformel )K /‘k Scheurer (2012)
HaN NH NH-
Summenformel C,HsN4,O ECHA (2016)
CAS-Nummer 141-83-3 Pubchem (2016)
EINECS-Nummer/EC-Nummer 205-504-6 ECHA (2016)
SMILES-code NC(=N)NC(N)=0 ChemAxon (2016)
MoIekL_11IargeW|cht 102.09524 Pubchem (2016)
(g-mol”)
o 173 -175 Guidechem (2016)
Schmelzpunkt (°C) 94.48 (est) EPI Suite 4.11
. o 319.8 (bei 760 mmHg) Guidechem (2016)
Siedepunkt (°C) 281.23 (est) EPI Suite 4.11
0.044 (est, at 25°C) Guidechem (2016)
Dampfdruck (Pa) 0.116 (est, at 25°C) EPI Suite 4.11
Henry-Konstante (Pa-m>-mol™) 2.51*10™° (est) EPI Suite 4.11
Wasserldslichkeit 1000 (est .
(g-L’1) 6.202*10)(est) EPI Suite 4.11
. o Ter Laak und Baken (2014),
Dissoziations-konstante (pKa,) 8und 13.5 Scheurer (2012)
n-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient -1.22 (est) EPI Suite 4.11
(log Kow)
Sediment/Wasser Verteilungs-koeffizient 0.8 (estimated from MCI), 0.2 (estimated from log .
EPI Suite 4.11
(log Koc) Kow) (est)
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A3 Allgemeines

Nachweis:

Vorkommen:

Guanylharnstoff (Guanylurea, CAS-Nr.141-83-3) konnte als ein bakterielles
Transformationsprodukt des Metformin identifiziert werden (Kimmerer et al. 2009).
Guanylharnstoff reprasentiert dabei das Haupttransformationsprodukt von Metformin,
welches durch Biotransformation (2-fache Dealkylierung sowie durch oxidative
Desaminierung) unter aeroben Bedingungen gebildet wird (Richardson und Ternes
2014, Bletsou et al. 2015). Guanylharnstoff kann mithilfe des geschlossenen
Flaschentest, des manometrischen Respirationstest und mit dem Zahn-Wellens-Test,
durchgefihrt mit Belebtschlamm, nachgewiesen werden (Trautwein und Kimmerer
2011).

Mittlerweile  konnte dieser Stoff bereits im Klaranlagenablauf und in
Oberflachengewassern in ahnlichen Konzentrationen wie die Ausgangssubstanz
nachgewiesen werden (personliche Kommunikation Marco Scheurer TZW Karlsruhe
2013 und Scheurer 2012). Tabelle 2 zeigt gemittelte Konzentrationen von Metformin
und Guanylharnstoff, die im Klaranlagenzulauf und —ablauf gemessen wurden. Die
letzte Tabellenspalte stellt die Abbaurate sowie das Verhaltnis von Guanylharnstoff zu
Metformin dar. Metformin weist eine hohe Abbaurate auf und Schwankungen in dem
Verhaltnis zwischen Transformationsprodukt und Muttersubstanz sind zu erkennen. Im
Allgemeinen scheint Guanylharnstoff dabei einen grossen Anteil im Vergleich zu der
Muttersubstanz Metformin auszumachen. Im Grossen und Ganzen lasst sich aus
diesen Ergebnissen schliessen, dass ein grosser Anteil des Metformins im Abwasser
als Guanylharnstoff im Klaranlagenablauf und damit auch in den empfangenden
Oberflachengewassern wiederzufinden ist und aufgrund dessen nicht ausser Acht

gelassen werden sollte (Oosterhuis 2013, ter Laak und Baken 2014, Scheurer 2015).

Guanylharnstoff wurde zudem in der Elbe (9 ng/L), Weser (137 ng/L), im Bodensee (16
ng/L) sowie in mariner Umgebung bis 200 km offshore in der Nordsee (11 ng/L)
gefunden (Trautwein et al. 2014). Auch Scheurer et al. (2012) fand Konzentrationen

von Guanylharnstoff zwischen 0.1 und 28 ug/L in deutschen Fllissen und Bachen.
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Tabelle 7 Gemittelte Konzentrationen von Metformin und Guanylharnstoff im Klaranlagenzulauf

und -ablauf
Gemittelte Konzentration Gemittelte Konzentration Transformati
im Klaranlagenzulauf im Klaranlagenablauf onsrate
[ug/L] [ug/L] Metformin [%]
Metformin Guanyl- Metformin Guanyl- (Verhaltnis
harnstoff harnstoff Guanylharn./
Metformin im
Klaranlagen-
ablauf)
Trautwein & | 56.8 0.4 0.76 1.86 98.7 %
Kiimmerer (2.4)
(2011)
Scheureret | 18-105 <025-3 1.2-10 <0.25-99 44.4-98.9 %
al. (2012) (0.025 - 82.5)
Oosterhuis | 79.07 Nicht 1.52 48.01 98.1 %
et al. (2013) detektiert (31.6)
Trautweinet | 111.8 1.3 4.8 44.0 95.7 %
al. (2014) (86.2-142.3) | (0.9-2) (3.4-6.4) (28.2-67.2) (9.2)
Kosma et <LOQ- <LOQ - <LOQ <LOQ-188 | Nicht
al. (2015) 0.346 0.029 (max=0.026) | (max=0.627) | berechenbar
(max=1.167) | (max=0.084)

Chemische Analytik: Guanylharnstoff kann mittels einer HPLC-MS/MS Methode mit direkter Injektion und

Stabilitat und

Abbaubarkeit:

Bestimmungsgrenzen (LOQs) von 2 — 10 ng/L sehr empfindlich nachgewiesen werden
(Trautwein et al. 2014). Desweiteren ist ein Nachweis mittels Screening-Verfahren mit

hochauflosender Massenspektrometrie moglich (Kosma et al. 2015).

Metformin wird durch aerobe Biotransformation zu Guanylharnstoff abgebaut, welches
als einziges biologisches Transformationsprodukt identifiziert wurde (Trautwein und
Kimmerer 2011). Der biologische Transformationsprozess war im Zahn-Wellens-Test
nach 9 Tagen abgeschlossen. Die firr die Transformation verantwortlichen Bakterien
scheinen zudem haufig in Klaranlagen vorzukommen. Da Guanylharnstoff nicht
komplett fir den entfernten Anteil von Metformin in Klaranlagenablaufen aufzukommen
scheint, missen noch weitere Abbaureaktionen stattfinden (Trautwein und Kimmerer
2011). Guanylharnstoff gilt als schwer abzubauendes Transformationsprodukt, welches
stabil gegeniliber weiterem Photo- oder Bioabbau ist (Evgenidou et al. 2015, Trautwein
und Kimmerer 2011). Trautwein et al. (2014) gehen von einer omniprasenten
Verteilung des Guanylharnstoffs aus, da keine effizienten Abbauprozesse bekannt sind

und relativ hohe Konzentrationen an Guanylharnstoff in Gewassern gemessen wurden.
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Zusatzliche

Informationen: Metformin und auch Guanylharnstoff weisen strukturelle Ahnlichkeiten (stickstoffhaltige
funktionelle Gruppen) mit mehreren endogenen Pflanzenstoffen wie zum Beispiel
Guanidin auf. Dies wirde bedeuten, dass eine Aufnahme dieser Stoffe durch protein-
basierte Prozesse sowie ein Transport tber die Zellmembran mdglich ist (Miller et al.
2015).

A4 Effektdatensammliung

Im Zuge der Datensuche konnten keine Effektdaten, betreffend aquatischer Organismen, beziglich
Guanylharnstoff gefunden werden.

Die einzigen gefundenen Effektdaten beziehen sich auf einen manometrischen Respirationstest mit einer
Bakteriengemeinschaft. Guanylharnstoff zeigte dabei keine toxischen Effekte bei einer Konzentration von 11.9

mg/L (Trautwein und Kimmerer 2011).

A5 Herleitung der EQS, akute und chronische Toxizitat
Es sind nicht gentiigend Daten vorhanden um ein AA-EQS oder ein MAC-EQS herzuleiten, weder mit der AF-
Methode noch mittels SSD oder basierend auf Mikro-/Mesokosmosstudien.

A6 Bioakkumulationsabschatzung fiir eine Bewertung des sekundaren
Intoxikationsrisikos

Das Bioakkumulationspotential soll gemaR TGD for EQS weiter untersucht werden, wenn der Log K, = 3 ist

und/oder der Biokonzentrationsfaktor (BKF) bzw Bioakkumulationsfaktor (BAF) > 100 betragt. Der modellierte

log Kow liegt mit -1.22 flir Guanylharnstoff deutlich unter dem Triggerwert von 3. Die Gefahr durch eine

sekundare Intoxikation kann daher als gering eingeschatzt werden.
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