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Zusammenfassung der Arbeit
1. Einleitung

Arzneimittel werden in groffem Umfang in der Human- und Veterindrmedizin eingesetzt. Die
Frage nach den Folgen des Arzneimittelkonsums fiir die Umwelt spielte lange Zeit keine grofie
Rolle. Erst als Anfang der neunziger Jahre eher zufdllig im Rahmen eines
Routinemessprogramms fiir Pflanzenschutzmittel, der dem Herbizid Mecoprop isomere
Lipidsenker-Metabolit Clofibrinsdure in Berliner Oberflichen-, Trink- und Grundwasser
nachgewiesen wurde und zudem ein negativer Einfluss des Schmerzmittels Diclofenac auf
Geierpopulationen auf dem indischen Subkontinent gezeigt werden konnte, setzte ein
Umdenken ein. Nachfolgende Untersuchungen haben ferner gezeigt, dass es sich nicht nur
um ein regionales Problem handelt und nicht nur Clofibrinsdure und Diclofenac in
Umweltproben vorhanden sind. Insgesamt wurden bisher mehr als 100 verschiedene
Pharmaka und zahlreiche Metabolite in der Umwelt nachgewiesen. Pharmaka sind damit in
der Umwelt nicht als vereinzelt auftretenden Verunreinigungen sondern ubiquitdre
Kontaminanten anzusehen.

Arzneimittel sind nach dem Arzneimittelgesetz als Stoffe oder Zubereitungen von Stoffen
definiert, die dazu bestimmt sind, durch ihre Anwendung am bzw. im Koérper von Mensch
und Tier , Krankheiten, Leiden, Korperschiden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, zu lindern, zu
verhiiten oder zu erkennen” sowie ,Krankheitserreger, Parasiten oder kérperfremde Stoffe abzuwehren,
zu beseitigen oder unschidlich zu machen”. Diese chemisch sehr diversen Substanzen werden also
gezielt als Stoffe mit biologischen Wirkungen entwickelt. Um im Korper die gewtiinschte
Wirkung hervorrufen zu kénnen, besitzen die Substanzen bestimmte Stoffeigenschaften, die
sie jedoch auch zu einem Risiko fiir die Umwelt werden lassen: Sie sind biologisch wirksam;
lange stabil und lagerfahig, auch stabil gegen Enzyme und sauren pH sowie gut wasserloslich.
Sie besitzen jedoch auch eine gewisse Lipophilie, um Membranen passieren zu kénnen. Im
Gegensatz zu Pestiziden, die periodisch zum Einsatz kommen, werden Arzneimittel zudem
kontinuierlich in die Umwelt eingetragen. Daher kann man davon ausgehen, dass
Arzneimittel in der Umwelt auch Effekte an sog. Nichtziel-Organismen hervorrufen und ggf.
auch in der Umwelt akkumulieren kénnen.

Pharmaka zdhlen zwar zu den toxikologisch bestuntersuchten und charakterisierten
Substanzen, doch trotz ihres intensiven Einsatzes sind bisher die Konsequenzen des Eintrages
in die Umwelt und die damit verbundene geringe, jedoch permanente Exposition von
Nichtziel-Organismen gegeniiber Arzneimitteln o6kotoxikologisch weit weniger gut
untersucht. Wenn in der Literatur Daten zu Okotoxizitit vorhanden sind, so sind bisher meist
nur Einzelstoffe untersucht worden. In der Realitdt sind allerdings Arzneimittel nicht die
einzigen Kontaminanten eines Okosystems. Aquatische (und auch terrestrische) Organismen
sind in aller Regel gegeniiber Mischungen aus Pharmaka und anderen Substanzen, wie z.B.
Pestiziden und Industriechemikalien - der sogenannten komplexen Matrix - exponiert.



2. Material & Methoden

Aufgrund der geschilderten Problematik wurden in der vorliegenden Arbeit 33 Arzneimitteln
und drei Pflanzenschutzmittel einzeln sowie in Kombination im Embryotest mit dem
Zebrabarbling (Danio rerio, DarT) entsprechend des Verfahrensvorschlages von Nagel (1998)!
untersucht. Dieses Modell, das von Schulte & Nagel (1994)2 als Alternativmethode fiir den
akuten Fischtest nach OECD 203 entwickelt wurde, bietet den Vorteil neben letalen auch
verschiedene subletale Effekte erfassen zu konnen, die einen Hinweis auf den
Wirkmechanismus der untersuchten Substanz geben kénnen. Aufgrund der Testdauer von
nur 48 Stunden war es zudem moglich eine grofsere Anzahl von Stoffen untersuchen zu
konnen.

Die Auswahl der zu untersuchenden Stoffe richtete sich nach verschiedenen Kriterien. Zum
einen sollten in der Literatur ihre Wirkmechanismen zumindest fiir den Sduger gut
beschrieben sein, wobei sowohl Substanzen dhnlicher als auch undhnlicher Wirkmechanismen
ausgewdhlt wurden. Zum anderen sollten sie eine gewisse Umweltrelevanz besitzen, d.h. sie
sollten entweder auf der Prioritdtenliste des Osterreichischen Umweltbundesamt vertreten
(Sattelberger, 1999)° oder in Umweltproben nachgewiesen worden sein.

Fir die Untersuchung der Kombinationswirkung der getesteten Substanzen wurden
Vorhersagen nach den beiden Konzepte Konzentrationsadditivitit und Unabhéngiger
Wirkung auf Basis der Toxizitdtsdaten der Einzelstoffe kalkuliert und mit den experimentell
ermittelten Daten verglichen. Es wurden Mischungen aus Substanzen dhnlicher wie auch
undhnlicher Wirkmechanismen untersucht. Als Toxizitdtsparameter dienten zum einen die
vier, nach Schulte und Nagel (1994)2, als letal definierten Endpunkte, d.h. fehlende Anlage der
Somiten, fehlende Schwanzablosung vom Dotter, fehlender Herzschlag sowie die Koagulation
der Embryonen. Zum anderen wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet.

Fiir die Versuche auf Basis subletaler Effekte wurden ,reduzierte oder fehlende
Pigmentierung”, ,fehlender Blutkreislauf” sowie ,Deformationen” als Bezugspunkte
gewdhlt.

Die Modellierung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen erfolgte durch fallweise
Auswahl des ,best fitting“-Modells der drei, in der Okotoxikologie gebrauchlichen
Standardmodelle Probit, Logit und Weibull.

3. Ergebnisse

Bei der Untersuchung der Einzelstoffe konnte das in der Literatur beschriebene teratogene
Potential von ASS, Diclofenac und Valproinsdure bestitigt werden. Es konnte ebenfalls die
dampfende Wirkung der p-Blocker auf die Herzschlagfrequenz gezeigt werden. Von den
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untersuchten Substanzen war 17-a-Ethinylostradiol war am toxischsten fiir die exponierten
Embryonen. Als am wenigsten toxisch erwies sich Terbutalin.

In allen untersuchten Mischungen zeigten sich Effekte in Konzentrationen, die allein appliziert
keinen oder nur einen geringen Effekt hervorrufen wiirden. Anhand von Vorversuchen mit
der Substanzklasse der Analgetika zeigte sich eine Beeinflussung der Ergebnisse von
Kombinationsexperimenten durch die Auswahl des Endpunktes. In beiden untersuchten
Ansédtzen zeigte sich eine weniger als additive Mischungstoxizitdt, wenn alle vier als letal
definierten Endpunkte zur Berechnung der LCs)(48h) herangezogen wurden. Wurde die
LCs0(48h) hingegen ausschliefslich unter Berticksichtigung der koagulierten Embryonen
berechnet, zeigte sich eine mehr als additive Mischungstoxizitdt. Fiir alle weiteren
Untersuchung (Einzelstoff- und Mischungsexperimente) wurden daher nur die koagulierten
Embryonen als letal gewertet und die LCx-Werte entsprechend berechnet.

Die Toxizitdt aller Mischungen, d.h. sowohl die Toxizitdt fiir Mischungen aus Substanzen
dhnlicher als auch die Toxizitdit fiir Mischungen aus Substanzen undhnlicher
Wirkmechanismen, wurde sehr gut durch das Modell der Konzentrationsadditivitat
beschrieben, wohingegen das Modell der Unabhidngigen Wirkung die Toxizitdt der
Mischungen in der Regel unterschétzte.

In den drei Mischungen auf Basis der NOEC-Werte der Einzelstoffe koagulierten alle
eingesetzten Embryonen innerhalb von 12 Stunden nach Expositionsbeginn. Es zeigte sich,
dass auch geringe Konzentrationen von Einzelstoffen, die allein appliziert mehr oder weniger
keinen Effekt hervorrufen wiirden, zu einer deutlichen Mischungstoxizitat fithren konnen.
Dies gilt sowohl fiir Mischungen partiell dhnlich wirkender als auch fiir Mischungen
undhnlich wirkender Stoffe. In den drei untersuchten Ansdtzen lagen sdmtliche
Mischungskomponenten in Konzentrationen vor, die nach statistischer Schédtzung allein
jeweils Effekte unter 1% auslosen wiirden. Es resultierte jedoch in allen drei Proben jeweils ein
Gesamteffekt der Testgemische von 100% daraus.

Die Vorversuche auf Basis subletaler Effekte lieferten keine mit den beiden
Vorhersagekonzepten auswertbaren Ergebnisse, so dass hier weiterer Forschungsbedarf
besteht.

4. Fazit

Die Ergebnisse zeigen, dass der Embryotest fiir die Untersuchung von Pharmaka als
Einzelstoffe geeignet ist und auch fiir die Untersuchung der Kombinationswirkung von
Pharmaka ein geeignetes Modell darstellt.

Bei der Untersuchung der Mischung zeigte sich wunabhidngig davon ob die
Mischungskomponenten unéhnliche oder dhnliche Wirkmechanismen hatten, immer eine
additive  Mischungstoxizitdt. Die eingesetzten Konzentrationen der einzelnen
Mischungskomponenten lagen z.T. deutlich unterhalb der NOEC. Da auch in diesen
Konzentrationen Effekte auftraten, ist die NOEC kritisch zu hinterfragen.

Ausgangsbasis fiir die Annahme &hnlicher bzw. unédhnlicher Wirkmechanismen waren
Literaturdaten aus Untersuchungen an Sdugern. Es ist jedoch unklar, ob die getesteten
Substanzen im Fisch denselben Wirkmechanismus aufweisen, auch wenn die entsprechenden
Target-Molekiile, wie z.B. die COX-Enzyme oder p-Rezeptoren in Fischen nachgewiesen



wurden. Es ist weiterhin unklar, ob die diese Target-Molekiile im Fisch dieselbe Funktion
erfiillen und ab welchem Zeitpunkt sie in der Embryonalentwicklung vorhanden sind. Direkte
Riickschliisse von den pharmakologischen Wirkungen bei Sdugern auf andere Tiergruppen
wie z.B. Fische, sind daher schwierig.

Nichtsdestotrotz haben die Untersuchungen zur Kombinationswirkung der untersuchten
Substanzen gezeigt, dass Effekte noch im Bereich der NOEC und auch darunter zu beobachten
sind, unabhéngig von der Ahnlichkeit bzw. Unéhnlichkeit der Wirkmechanismen im Sauger.
Die Mischungstoxizitit sollte also unbedingt im Rahmen der Risikobewertung
Berticksichtigung finden. Da das Konzept der Unabhidngigen Wirkung die Toxizitdt der
Gemische in aller Regel unterschétzte, sollte basierend auf dem Vorsorgeprinzip das Konzept
der Konzentrationsaddivitit im Rahmen der regulatorischen Mischungsbewertung
Anwendung finden.

Erlduterung des Bezugs der Arbeit zu den Themen des PGS

Die Dissertation befasst sich mit der Testung von Chemikalien einzeln und in Kombination in
einem aquatischen Biotest. Der Fischembryotest ist mittlerweile als OECD-Testguideline
validiert (OECD 236) und soll als Alternative zum akuten Fischtest nach OECD 203
Anwendung finden. Die Arbeit hat damit einen klaren Bezug zu den Themen ,aquatische
Okotoxikologie“ und ,Anwendung von Alternativmethoden” des PGS. Die
Mischungsbewertung ist zudem ein wichtiges Thema in der regulatorischen Okotoxikologie.
So schreiben mittlerweile u.a. die Pflanzenschutzmittel- und die Biozid-Verordnung eine
Bewertung der Mischungstoxizitit der entsprechenden Produkte verbindlich vor.

Beschreibung des Eigenanteils an den durchgefiihrten Arbeiten

Samtliche in der Arbeit aufgefiihrten Untersuchungen wurden von mir durchgefiihrt.
Fachliche Unterstiitzung hatte ich bei der Erstellung der Graphen zur Darstellung der
Ergebnisse der Kombinationsexperimente mit der Software R durch Dirk Jungmann (TU
Dresden).
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Im Rahmen der Diplomarbeit ,Die Wirkung von Gemischen auf die Embryonalentwicklung
des Zebrabédrblings (Danio rerio)” wurde der Fischembryotest mit dem Zebrabarbling
erstmalig auf seine Anwendbarkeit zur Vorhersage von Kombinationswirkungen untersucht.
Es wurden eine Reihe von Einzelstoff- und Mischungsexperimenten durchgefiihrt. Para-tert-
Butylphenol, Hydrochinon, Isoprenalin, Hydroxyharnstoff, und Vitamin-A-Sdure sowie 3,4-
Dochloranilin und Cadmiumchlorid wurden einzeln sowie in unterschiedlichen
Kombinationen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Embryotest als Modell fiir
Kombinationsexperimente geeignet ist. Neben antagonistischen Effekten konnten auch
additive bzw. synergistische Effekte beobachtet werden. Die beobachten letalen und
subletalen Effekte aus den Einzelsubstanzversuchen fanden sich auch in den Mischungen. Die
durchgefiihrten Experimente waren wichtige Vorarbeiten fiir die vorgelegte Dissertation.



