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Die letzte Stimme, die man hort, bevor die Welt explodiert, wird die Stimme eines Experten
sein, der sagt: ,,Das ist technisch unmoglich!*.
(Sir Peter Ustinov, 1921- 2004)
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1 Einleitung

Arzneimittel werden in groBem Umfang in der Human- und Veterindrmedizin einge-
setzt. Die Frage nach den Folgen des Arzneimittelkonsums fiir die Umwelt spielte lange Zeit
keine grofle Rolle. Erst als Anfang der neunziger Jahre eher zufillig im Rahmen eines Routi-
nemessprogramms fiir Pflanzenschutzmittel, der, dem Herbizid Mecoprop isomere
Lipidsenker-Metabolit Clofibrinsdure in Berliner Oberflachen-, Trink- und Grundwasser
nachgewiesen wurde und zudem ein negativer Einfluss des Schmerzmittels Diclofenac auf
Geierpopulationen auf dem indischen Subkontinent gezeigt werden konnte (Oaks et al., 2004),
setzte ein Umdenken ein. Nachfolgende Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich nicht nur
um ein regionales Problem handelt und nicht nur Clofibrinsdure und Diclofenac in Kléranla-
genabfliissen, Oberflichengewédssern, Grundwasser sowie auch im Trinkwasser vorhanden
sind. Insgesamt wurden bisher mehr als 100 verschiedene Pharmaka und zahlreiche Metaboli-
te in der Umwelt, sowohl in Deutschland als auch in anderen europdischen Léndern
nachgewiesen (arge-elbe, 2003, BLAC, 1999; Daughton und Ternes, 1999; Fent et al., 2006b;
Halling-Sorensen et al., 1998; Sattelberger, 1999). Pharmaka sind damit in der aquatischen
Umwelt nicht als vereinzelt auftretenden Verunreinigungen sondern ubiquitdre Kontaminan-
ten anzusehen. Mit der fortschreitenden Entwicklung von Analysetechniken ist zu erwarten,
dass noch weitere, der z.Zt. ca. 2900 zugelassenen Wirkstoffe in der Umwelt nachgewiesen
werden (Fent et al., 2006b).

Arzneimittel sind nach dem Arzneimittelgesetz (AMG, 2008) als Stoffe oder Zuberei-
tungen von Stoffen definiert, die dazu bestimmt sind, durch ihre Anwendung am bzw. im
Korper von Mensch und Tier ,,Krankheiten, Leiden, Korperschiden oder krankhafte Be-
schwerden zu heilen, zu lindern, zu verhiiten oder zu erkennen* sowie ,,Krankheitserreger,
Parasiten oder korperfremde Stoffe abzuwehren, zu beseitigen oder unschddlich zu machen.
Diese chemisch sehr diversen Substanzen werden gezielt als Stoffe mit biologischen Wirkun-
gen entwickelt (Bound und Voulvoulis, 2005; Fent et al., 2006b; Engelmann et al., 2005;
Halling-Sorensen et al., 1998; Liebig, 2005; Stroh, 2005). Um im Ko6rper die gewiinschte
Wirkung hervorrufen zu konnen besitzen die Substanzen bestimmte Stoffeigenschaften, die
sie zu einem Risiko fiir die Umwelt werden lassen. Sie sind zum einen biologisch wirksam;
lange stabil und lagerfihig, zum anderen aber auch stabil gegen Enzyme und sauren pH sowie
gut wasserloslich. Sie besitzen jedoch auch eine gewisse Lipophilie, um Membranen passieren
zu konnen (Halling-Sorensen et al., 1999). Aufgrund dieser Eigenschaften kann man davon
ausgehen, dass Arzneimittel in der Umwelt bioakkumulieren und Effekte auf ,,non-target*-
Organismen wahrscheinlich sind (Boxall, 2004; Engelmann et al., 2005; Halling-Sorensen et
all., 1998; Stroh, 2005). Im Gegensatz zu Pestiziden, die periodisch zum Einsatz kommen,
werden Arzneimittel zudem kontinuierlich in die Umwelt eingetragen (Boxall, 2004). Die
Frachten sind dabei &hnlich, tendenziell wohl aber grofer als die von Pflanzenschutzmitteln
(arge-elbe, 2003; BLAC, 1998; Stroh, 2005).



Nach der Einnahme bzw. Verabreichung gelangen Pharmaka oder ihre Abbauprodukte
iiber verschiedene Eintragspfade in die aquatische Umwelt (Abbildung 1-1), wobei diese fiir
Human- und Veterindrpharmaka verschieden sind (Stroh, 2005).

Humanpharmaka gelangen zum einen iiber die natiirlichen Ausscheidungen wie Urin
und Faeces in das Abwassersystem und konnen nach der Passage der Kldranlagen, in denen
sie z.T. nicht oder nur unvollstindig eliminiert werden, tiber die Vorfluter in Oberflichenge-
wisser gelangen (Bound und Voulvoulis, 2005; Fent et al., 2006b; Ternes, 2000). Zum
anderen kommen einige Substanzen wie z.B. Diclofenac oder Oxytetrazyklin (Oxytetrazyclin-
Augensalbe, JENAPHARM, 2005) auch als Inhaltsstoffe von Salben zur duferlichen Anwen-
dung und konnen somit direkt iiber das Abwaschen der Haut ins Abwasser eingetragen
werden (Ternes, 2000). Einen weiteren wichtigen Eintragspfad von Arzneimitteln ins Abwas-
ser stellt die unsachgemifie Entsorgung tiber die Toilette dar. Auch so kénnen die Substanzen
tiber die kommunalen Kldranlagen, sofern in dieser nicht abgebaut werden, in die Vorfluter
und damit in die Oberflaichengewésser gelangen (Bound und Voulvoulis, 2005; Engelmann et
al., 2005; Stroh, 2005; Ternes, 2000).

Ein mogliches Kontaminationsrisiko fiir das Grundwasser ergibt sich durch die Infilt-
ration von belastetem Oberflichenwasser in den Untergrund sowie durch Leckagen in den
Abwasserleitungssystemen. Zudem kann auch die unsachgeméfe Entsorgung von Medika-
menten in den Hausmiill durch Undichtigkeiten von Deponien iber Sickerwasser zu einer
Belastung des Grundwassers fithren (Bound und Voulvoulis, 2005; Stroh, 2005; Ternes,
2000).

Wie Veterindrpharmaka in die Umwelt gelangen, hidngt zum einen davon ab, wie das
Tier den Stoff verabreicht bekommt. Wird dem Tier das Pharmakon topisch appliziert, so
kann es auch hier zum einem ,,wash-off"* kommen, dhnlich der Anwendung von Salben in der
Humanmedizin. Applikationen erfolgen aber auch tiber das Futter, als Injektion oder als Bo-
lus. Zum anderen sind auch die Umsténde der Tierhaltung ein wichtiger Punkt (Boxall et al.,
2003). Durch Veterindrpharmaka und Futtermittelzusatzstoffe ist mit dem Ausbringen belaste-
ter Giille auf Felder, im Gegensatz zu den Humanpharmaka, insbesondere mit einer Boden-
und Grundwasserbelastung zu rechnen. Daraus ergibt sich ein weiteres Problem. Nach Stark-
regenereignissen konnen durch Abschwemmungen (,,run-off) der landwirtschaftlich
genutzten Fldachen betrdchtliche Mengen der belasteten Giille-Inhaltsstoffe, aber auch von
wiederverwendetem Kldrschlamm in die Drainagen und von dort in die Oberflachengewésser
gespiilt werden (Fent et al., 2006b; Stroh, 2005; Ternes, 2000). Zudem scheint auch ein Ein-
trag in Form von Aerosolen und Stduben denkbar zu sein (Boxall, 2003).

Einen Sonderfall stellt die Verwendung von Medikamenten in Aquakulturen dar. An-
tibiotika oder Antiwurmmittel werden dabei in der Regel direkt ins Hélterungswasser
gegeben, welches hédufig ohne weitegehende Behandlung in Oberflichengewisser eingeleitet
wird (Boxall et al., 2003; Boxall, 2004; BLAC, 1998; Fent et al., 2006; Stroh, 2005; Ternes,
2000).
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Neben diesen eher diffusen Eintrdgen, die aus der Verwendung von Human- und Vete-
rindrarzneimitteln herrithren, konnen Abwisser der Arzneimittelproduktion zu einem
punktuellen Eintrag der Pharmaka in die als Vorfluter genutzten FlieBgewésser fithren. (Bo-
xall et al., 2003; Boxall, 2004; BLAC, 1998; Daughton und Ternes, 1999; Engelmann et al.,
2005; Fent et al., 2006; Ternes, 2000).

Nach dem Eintrag in die Umwelt werden die Arzneimittel in den unterschiedlichen
Umweltkompartimenten Luft, Wasser, Boden oder Sediment verteilt. Eine Reihe von Fakto-
ren, wie z.B. die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanzen (Wasserloslichkeit,
logK,yw etc.) und die Eigenschaften, der die Stoffe enthaltenden Umgebung beeinflussen dabei
die Verteilung (Boxall, 2004). In verschiedenen Studien wurden Arzneimittelkonzentrationen
im Bereich von wenigen ng/L bis zu mehreren pg/L in der Umwelt nachgewiesen (Ternes,
1998 & 2000; BLAC, 2003; Liebig, 2005), wobei die Konzentrationen im Abwasser am hoch-
sten sind. Neben der Verdiinnung des Abwassers, der angewendeten Klédrtechnik und der
Abbaubarkeit der Substanzen hat auch der saisonal und regional unterschiedliche Medikamen-
tenverbrauch einen Einfluss auf die Riickstandskonzentrationen (Fent et al., 2006). Die
Konzentrationen der Arzneimittel im Oberflichenwasser sind aulerdem abhingig vom Ab-
wasseranteil und damit auch von der Besiedlungsdichte.

Unter den im Wasser enthaltenen Stoffen ist die Gruppe der synthetischen Steroidhor-
mone als besonders problematisch einzustufen, die bereits in geringsten Konzentrationen
einen negativen Einfluss auf die Reproduktion und die Geschlechtsdifferenzierung von Orga-
nismen haben konnen (Fent et al., 2006).

Aufgrund der geringen gefundenen Konzentrationen ist nach Boxall (2004) davon aus-
zugehen, dass die indirekte Exposition des Menschen gegeniiber Arzneimitteln tiber das
Trinkwasser bzw. die Wasserversorgung allgemein kein Risiko fiir die menschliche Gesund-
heit darstellt. Jedoch sind seiner Meinung nach andere Expositionspfade, wie z.B. die
Aufnahme der Substanzen aus dem Boden (z.B. in Getreide) und eine weitere Biomagnifika-
tion iiber die Nahrungskette noch nicht untersucht worden und konnen daher auch nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden. Der Mensch scheint allerdings nicht unmittelbar gefdhrdet
Zu sein.

Der Einfluss dieser Stoffe auf die Umwelt ist indes schwerer abzuschédtzen. 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 ,non target”-
Organismen gegeniiber Arzneimitteln dkotoxikologisch weit weniger gut untersucht (Boxall,
2004; BLAC, 2003; Cleuvers, 2003, 2004, 2005; Fent et al., 2006; Ferrari et al., 2003; Loffler
et al., 2005; Stroh, 2005), da erst seit Mitte der neunziger Jahre im Rahmen des Zulassungs-
verfahrens fiir Arzneimittel die Umweltpriifung vorgeschrieben ist (Ronnefahrt et al., 2002).

Da diese Stoffe v.a. in der Therapie von Wirbeltieren eingesetzt werden und méogliche
toxische Wirkungen auf aquatische Vertebraten wie Fische oder andere ,non-target”-
Organismen so gut wie nicht untersucht sind, sind aufgrund der spezifischen biologische Wir-
kungen eine Vielzahl unerwiinschter und z.T. noch vo6llig unbekannter Nebenwirkungen
moglich.



Wenn in der Literatur Daten zu Okotoxizitit vorhanden sind, so sind bisher meist nur
Einzelstoffe untersucht worden. In der Realitét sind allerdings Arzneimittel nicht die einzigen
Kontaminanten eines Okosystems. Aquatische (und auch terrestrische) Organismen sind ge-
geniiber Mischungen aus Pharmaka und anderen Substanzen, wie z.B. Pestiziden und
Industriechemikalien, der sogenannten komplexen Matrix exponiert (Boxall, 2004; Bound
und Voulvoulis, 2005; Cleuvers, 2003, 2004, 2005; Fent et al., 2006). Dabei konnen Effekte
wie Antagonismus bzw. Additivitdt und Synergismus im Vergleich mit der Toxizitdt des Ein-
zelstoffes zu einem Ab- bzw. Anstieg der zu beobachteten Effekte fithren (Boxall et al., 2003;
Cleuvers, 2003).

Eine Reihe von Substanzen wurden bisher in marinen und limnischen Gewissern
nachgewiesen (Bound und Voulvoulis, 2005; Boxall, 2004; Ternes, 2000). Zu den héufigsten
detektierten Indikationsgruppen gehoren Analgetika, Lipidsenker, Antiepileptika, Antibiotika
sowie B-Blocker, B-Sympathomimetika; Zytostatika und hormonell wirksame Arzneistoffe,
auch konnte Coffein in einer Reihe von Gewésserproben nachgewiesen werden (arge-elbe,
2003; Boxall, 2004; Cleuvers, 2003, 2004, 2005; Daughton und Ternes, 1999; Fent et al.,
2006; Moore et al., 2008; Sattelberger, 1999; Stroh, 2005, Ternes, 1998).

Aufgrund der geschilderten Problematik wurden in der vorliegenden Arbeit eine Reihe
von Arzneimitteln sowie drei Pflanzenschutzmittel im Embryotest mit dem Zebrabérbling
(Danio rerio, DarT) untersucht. Dieses Modell, das von Schulte & Nagel (1994) als Alterna-
tivmethode fiir den akuten Fischtest nach OECD 203 (OECD, 1992) entwickelt wurde, bietet
den Vorteil neben letalen auch verschiedene subletale Effekte erfassen zu kénnen, die einen
Hinweis auf den Wirkmechanismus der untersuchten Substanz geben kénnen. So konnte Zel-
ler (1995) zeigen, dass DarT fur die Erfassung der Effekte herzwirksamer Pharmaka geeignet
ist. Bachmann (2002) zeigte die Eignung des Testsystems fiir die Erfassung teratogener Effek-
te von Substanzen. Maiwald (1997) und Schulte (1997) konnten die Eignung fiir die
Erfassung pigmentverdndernder Effekte von Substanzen nachweisen. Aufgrund der Testdauer
von nur 48 Stunden war es zudem moglich eine groBere 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 be-
schrieben 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 (Sattelberger,
1999) vertreten oder in Umweltproben nachgewiesen worden sein.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Wirkung der Pharmaka auf die Embryonal-
entwicklung des Zebrabérblings sowie die Untersuchung ihrer Kombinationswirkung.



2 Material und Methoden

2.1 Testorganismus

2.1.1 Biologie des Zebrabérblings

Die vorgestellten Untersuchungen wurden an befruchteten Eiern des Zebrabérblings
(Danio rerio; [Hamilton-Buchanan, 1822], Weiss, 1983) durchgefiihrt. Es soll im Folgenden
ein Einblick in die Biologie des Testorganismus gegeben werden.

Danio rerio ist ein limnischer Warmwasserfisch (Weiss, 1983) der sich innerhalb der
Vertebraten wie folgt taxonomisch einordnen lésst:

Klasse: Osteichthyes (Knochenfische)
Unterklasse: Actinopterygii (Strahlenflosser)
Uberordnung: Teleostei (Knochenfische i.e.S'.)
Ordnung: Cypriniformes (Karpfenartige)
Unterordnung: Cyprinoidei (Karpfenfische)
Familie: Cyprinidae (Weissfische)

Die Wildform dieser oviparen Art (Hisaoka und Battle, 1958; Laale, 1977) wurde ers-
tmals 1905 durch Paul Matte aus Indien eingefithrt (Weiss, 1983). Urspriinglich sind die
Zebrabirblinge in den warmen Gewdssern des Ostlichen Vorderindiens, Bengalens und Bang-
ladeschs, wie Ganges oder Brahmaputra, beheimatet (Eaton and Farley, 1974; Laale, 1977,
Weiss, 1983). Die meisten Bérblinge leben in den obersten, offenen Wasserschichten. Unter
Pflanzen oder am Boden finden sich die Tiere meist nur bei der Balz oder zur Futtersuche
(Schiéfers et al., 1989). Zebrabirblinge sind omnivor (Laale, 1977). Nach Schéfers (1988) sind
sie typische Freiwasserjéger und ernéhren sich u.a. von planktischen Tieren (Maiwald, 1997).
Eigenschaften, wie eine fehlende individuelle Bindung, Gruppenbildung in ungewohnten Si-
tuationen oder fehlendes Konkurrenzverhalten klassifizieren Danio rerio als Schwarmfisch
(Schéfers et al., 1989; Weiss, 1983).

Zebrabérblinge werden 3 bis 5 cm grof3 und gedeihen sowohl in weichem als auch in
hartem Wasser (Eaton und Farley, 1974; Nagel, 2002), wobei Wassertemperaturen zwischen
20 und 28°C gut toleriert werden (Laale, 1977; Nagel, 2002; Roosen-Runge, 1938; Wester-
field, 1995; Weiss, 1983).

Die Weibchen werden etwas grof3er als die mannlichen Tiere und weisen auch auf3er-
halb der Laichzeit ein dickeres Abdomen als die Méannchen auf (Eaton und Farley, 1974;
Laale, 1977; Weiss, 1983; Wixon, 2000, Abbildung 2-1). Die Geschlechter sind ferner farblich
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zu unterscheiden, wobei die Streifen zwischen den dunklen Lingsbinden bei den Ménnchen
goldgelb und bei den Weibchen silberweill sind (Weiss, 1983; Wixon, 2000, Abbildung 2-1).

Abbildung 2-1: Zwei Méannchen und ein Weibchen (Hertl, 1992).

Schifers et al. (1989) ordnen diesen Fisch als r-Strategen ein, mit einer hohen Repro-
duktionsrate und wenig Investition von Energie in die einzelnen Nachkommen.

Wihrend der ganzjéhrigen Reproduktion beginnt die Balz stets in der Dammerung bei
Sonnenaufgang (Eaton und Farley, 1974). Dabei verfolgen meist mehrere Milchner’ein Weib-
chen und dringen es an den Boden oder an geeignete Substrate, z.B. Pflanzen. Jeweils ein
Minnchen umschlingelt ein Weibchen, welches in einer dhnlichen Bewegung die Eier abge-
streift, die von dem Minnchen befruchtet werden. Ein Rogner’ legt bei einem Laichvorgang
zwischen 100 und 500 Eiern ab (Zeller, 1995), welche transparent sind und nicht kleben (Laa-
le, 1977; Roosen-Runge, 1938; Schifers et al., 1989). Die Dauer des Laichzyklus variiert in
Abhingigkeit von der Wassertemperatur zwischen zwei und fiinf Tagen (Nagel, 1986), auch
scheint das Alter der Tiere einen Einfluss darauf zu haben (Eaton und Farely, 1974). Die Eier
besitzen einen mittleren Durchmesser von ca. 0,7 mm und ein durchschnittliches Gewicht von
0,67 mg (Ensenbach, 1987). Die externe Befruchtung erlaubt den einfachen Zugriff auf die
Eier fiir Beobachtungen und Untersuchungen oder auch fiir Manipulationen (Lele und Krone,
1996; Wixon, 2000). Zu beachten ist dabei, dass Zebrabdrblinge Laichrduber sind (Wester-
field, 1995).

Die Entwicklung der transparenten Eier bzw. Embryonen kann unter dem Mikroskop
verfolgt werden und verlduft sehr schnell (in 2 bis 4 Tagen), mit einem schlagenden Herz und
flotierenden Erythrozyten nach 24 Stunden (Wixon, 2000). Der Schlupf erfolgt in Abhéngig-
keit von der Temperatur nach ca. 72 bis 96 Stunden. Bei 26°C wichst der junge Zebrafisch
rasch heran und erreicht die Geschlechtsreife mit etwa 3 Monaten (Nagel, 2002).

Aufgrund der problemlosen Hilterung ist er heute ein beliebter Aquarienfisch und ein
bevorzugtes Modell in der Okotoxikologie. Er wird zudem auch eingesetzt um die Entwick-
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lung der Vertebraten zu studieren (Lele und Krone, 1996; Wixon, 2000). Ebenso erfolgreich
werden mit dieser Art die Entwicklung verschiedener Gewebskomplexe wie der Niere, des
olfaktorischen oder des visuellen Systems sowie der Himatopoese untersucht, wobei Mutan-
ten dieser Fischart auffallend &hnliche Phidnotypen aufweisen wie sie bei menschlichen
Erkrankungen auftreten (Wixon, 2000). Er findet daneben auch Anwendung in der Genetik
(Genom: 1700 Mb; 25 Chromosomen; Wixon, 2000), Entwicklungsbiologie und Toxikologie
(Eaton and Farley, 1974; Herrmann, 1993; Lele und Krone, 1996).

2.1.2 Herkunft der adulten Tiere

Die verwendeten Tiere stammen aus Nachzuchten vom WIK*-Stamm des Max-
Planck-Institutes Dresden fiir molekulare Zellbiologie und Genetik. Es handelt sich dabei um
einen reinen Inzucht-Stamm, so dass auch die vereinzelt bei nicht-exponierten Embryonen
(Kontrollembryonen) beobachtete fehlende bzw. reduzierte Pigmentierung oder Deformatio-
nen an Schwanz oder Wirbelsdule moglicherweise darauf zuriickzufiihren sein konnten. Bei
vermehrtem Auftreten solcher, moglicherweise inzuchtbedingter Deformationen an den adul-
ten Zuchttieren sowie nachlassender Reproduktion wurden die adulten Fische durch eine
eigene, optisch intakte Nachzucht ersetzt.

2.1.3 Hilterung

Die adulten Fische wurden nach Nagel (1986) in Zuchtgruppen im Geschlechterver-
hiltnis von etwa einem Weibchen zu zwei Miannchen gehalten, wobei die Hilterung in 96-
bzw. 120L-Glasaquarien im Durchflusssystem erfolgte. Mannchen und Weibchen wurden
kontinuierlich zusammen gehalten, da Eaton und Farley (1974) sowie Nagel (1986) zeigen
konnten, dass dann die hochsten Eizahlen erhalten werden. Auch hat dies positive Auswir-
kungen auf die Eiqualitidt (Nagel, 1986). Die Raum- und Wassertemperatur wurden konstant
auf 26°C (£ 1°C) gehalten. Es wurden AuBenfilter mit zwei Filtermedien (Tonmaterial und
Filterschwamm) verwendet. Das Lichtregime war {iber Zeitschaltuhren auf 12 Stunden Licht
und 12 Stunden Dunkel eingestellt. Die Fiitterung erfolgte zweimal téglich (9.00 und 16.00
Uhr), wobei handelsiibliches zerriebenes Zierfischtrockenfutter {iber Futterautomaten verab-
reicht wurde. Die abgegebene Menge richtete sich dabei nach der Besatzdichte und sollte
innerhalb von zwei Stunden aufgefressen worden sein. Zusétzlich wurden einmal am Tag ad
libidum Artemia salina-Nauplien gefiittert. Die Reinigung der Glasaquarien erfolgte einmal
tiaglich, wobei Algen, Féaces und Futterreste entfernt wurden. Die Glasaquarien waren mit
Glasplatten abgedeckt, so dass die Fische nicht aus den Becken springen konnten (sieche dazu
auch Giinther, 1987). Die physikalisch-chemischen Wasserparameter, wie Sauerstoffsittigung,
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pH-Wert, Nitrat- (NO3) und Nitrit-Gehalt (NO,) sowie Gesamthérte (GH) und Carbonathérte
(CH) wurden stichprobenartig mittels Teststreifen und Test Kits untersucht (2.10.1).

Eine detaillierte Beschreibung der Hilterung der adulten Tiere des Instituts fiir Hydro-
biologie der TU Dresden findet sich in Kehrer (2004), eine allgemeine Einfiihrung in die
Haélterung und Zucht von Danio rerio in Westerfield (1995)

2.1.4 Gewinnung der Eier

Zur Eigewinnung wurden in die Hélterungsbecken am Vorabend des geplanten Versu-
ches nach der letzten Fiitterung zwei Laichschalen eingestellt. Da adulte Zebrabérblinge starke
Laichrdauber sind, welche die abgelegten Eier in der Regel sofort fressen (Westerfield, 1995),
wurden die Laichschalen mit Edelstahleinsdtzen (Maschenweite ca. 3 mm) versehen, in denen
sich Pflanzenimitate aus Glas oder Plastik als Ablaichsubstrat befanden. Die abgelaichten Eier
fielen durch die Maschen des Gitters und waren vor dem Fral3 durch die adulten Zebrabérblin-
ge geschiitzt (Abbildung 2-2).

Abbildung 2-2: Laichschale mit Abdeckgitter und Laichsubstrat aus Plastikbdumchen.

Das Einschalten des Lichtes am nichsten Tag simulierte die Ddmmerung und fiihrte
zum Beginn der Balz, wobei mehrere Méannchen ein Weibchen vor sich her und zwischen die
Pflanzenimitate trieben. Das Weibchen laichte dabei ab und die Eier wurden von den Minn-
chen befruchtet. Die Eier sanken dann durch die Maschen des Edelstahlgitters in die Schale
ab. Die Laichschalen wurden nach etwa 30 Minuten aus den Aquarien entfernt, da sowohl
Eaton und Farley (1974) als auch Schifers et. al (1989) beschreiben, dass Balz und Ablaichen
nach dieser Zeit beendet sind. Auch sollte so eine moglichst frithzeitige Exposition gewéhr-
leistet werden.

Die Drahteinsédtze mit den Pflanzenimitaten wurden abgenommen und der Inhalt der
Laichschalen iiber ein handelsiibliches Haushaltssieb (Abbildung 2-3) gegeben, um die Eier
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zuriickzuhalten. Die Laichschale wurde mehrfach mit Hélterungswasser gespiilt. Nachdem
dies geschehen war, wurden die im Sieb zuriickgehaltenen Eier ebenfalls mehrfach mit Hélte-
rungswasser gespiilt, um anhaftende Féces und Schmutzstoffe zu entfernen. Anschliefend
wurden sie in eine Flachbodenschale mit ISO-Wasser {iberfiihrt.

Abbildung 2-3: Haushaltssieb und Flachbodenschale.

Am Abend, nach der letzten Fiitterung, wurden die Laichschalen wieder in die Becken
eingesetzt, um die Tiere an einen regelméfBigen Tagesablauf und Ablaichrhythmus zu gewoh-
nen. Nach Nagel (1986) und Maiwald (1997) kann sonst ein Laichstau der Weibchen eine
mogliche Folge sein.

2.2 Die Embryonalentwicklung des Zebrabirblings

Um die verschiedenen letalen und subletalen Effekte (2.3), die eine Substanz oder
Substanzkombination an Embryonen hervorrufen kann, beurteilen zu kénnen, ist die Kenntnis
der normalen Ontogenese unabdingbar. Es soll daher im folgenden Kapitel die Embryonal-
entwicklung, wie sie bei einer Temperatur von 26°C ablduft, im zeitlichen Verlauf kurz
dargestellt werden. Es wird dabei besonders auf die Parameter eingegangen, die als toxikolo-
gische Endpunkte ausgewihlt wurden (2.3). Detaillierte Darstellungen finden sich in der
Literatur (Hisaoka & Battle, 1958; Laale, 1977; Kimmel et al., 1995; Sander, 1983; Roosen-
Runge 1938).

Die im Folgenden dargestellten Stadien beziehen sich im Wesentlichen auf Hisaoka
und Battle (1958) sowie auf Kimmel et al. (1995). Letztere teilen die Embryonalentwicklung
des Zebrabirblings in sieben Phasen ein: Zygote, Teilungsstadien, Blastula, Gastrula, Seg-
mentation, Pharyngula und Schlupf.
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2.2.1 Stadien der Embryonalentwicklung

Die Eier des Zebrabérblings sind telolecithal, d.h. sehr dotterreich. Die Furchungen
verlaufen discoidal und meroblastisch, wobei das Dotter nicht mit in die Furchung einbezogen
wird (Laale, 1977).

Kurz nach der Ablage haben die Eier einen Durchmesser von ca. 0,65 bis 0,75 mm und
sind von einer 1,5 bis. 5 pm dicken Vitellinmembran, dem Chorion, umgeben, welches aus
drei Schichten aufgebaut ist (Hart und Yu, 1980; Bachmann, 2002; Schulte, 1997). Die du-
Berste Schicht ist homogen aufgebaut, wohingegen die beiden inneren Schichten von Poren
durchsetzt sind (Bachmann, 2002; Nagel, 1988). Durch den Kontakt mit dem Aufenmedium
kommt es zur Eiaktivierung. Die zwischen dem Chorion und der Plasmamembran, im Cytop-
lasma lokalisierten corticalen Granulae brechen dabei auf und geben ihren Inhalt in den
Perivitellinraum ab (Corticalreaktion). Dieser entsteht, da das Chorion anschwillt und sich
vom frisch abgelaichten Ei abhebt (Hart und Yu, 1980; Bachmann, 2002; Schulte, 1997). Ei-
aktivierung und Cortikalreaktion finden unabhingig von einer Befruchtung statt. Daher kann
auch bei unbefruchteten Eiern noch die erste Teilung stattfinden (Bachmann, 2002)

Die Embryonalentwicklung beginnt mit der Befruchtung der Eizelle durch das Sper-
mium. Die mehrschichtige Eihiille der Teleostei ist jedoch relativ stabil und kann von den
Spermatozoen nicht einfach durchdrungen werden. Das Chorion besitzt deshalb am animalen
Pol eine kleine Offnung, die Mikropyle (Bachmann, 2002). Dabei handelt es sich um einen
Kanal von etwa 2 pm Durchmesser (im unaktivierten Ei), durch den das Spermium eindringen
und die Befruchtung stattfinden kann. Jedoch kommt es bereits nach 60 Sekunden zur Anlage-
rung von Material an den Innenkanal der Mikropyle, sodass keine weiteren Spermien mehr
eindringen konnen und bei befruchteten Eiern ein Block gegen Polyspermie erreicht wird.
Eine Befruchtung ist somit nur innerhalb der ersten Minute nach Eiaktivierung moglich. Bei
erfolgter Befruchtung verschmilzt der Kopf des Spermiums mit der Plasmamembran der Ei-
zelle und ein Befruchtungshiigel entsteht. Etwa drei Minuten nach der Eiaktivierung ist nur
noch das Flagellum des Spermiums sichtbar, der Befruchtungshiigel ist verschwunden (Schul-
te, 1997). Das Ei tritt mit der Befruchtung in das Zygoten-Stadium ein (Kimmel et al., 1995,
Abbildung 2-4a). Die nachfolgende Entwicklung ist in Tabelle 2-1 zusammenfassend darges-
tellt.
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Tabelle 2-1: Stadien der Embryonalentwicklung von Danio rerio.

Zeit [h] Stadium Charakteristik
0 Zygote 1-Zellstadium, Zytoplasma stromt zum animalen Pol und ak-
kumuliert dort, Formung der Keimscheibe (Abbildung 2-4a)
0,5-2  Teilungen 2-bis 256-Zellstadium, Furchung der dotterfreien Keimscheibe

in etwa 15 min-Intervallen (Abbildung 2-4b-e)

2-4  hohe Blastula vielzelliges Blastoderm sitzt am animalen Pol dem Dotter auf,
flacht sich im Laufe der weiteren Entwicklung ab (Abbildung

2-4f)
4-12  Gastrulation Blastoderm umwiéchst das Dotter (Epibolie)
8 Dotter zu etwa 50% umwachsen (Abbildung 2-4g)
12 Dotter fast vollstindig umwachsen (Abbildung 2-4h), der Blas-

toporus wird geschlossen

12-24  Segmentation Somiten’ entwickeln sich, Kopf-, Schwanzknospe und Chorda-
anlage werden sichtbar, Kopfknospe erscheint durch
entstehende Gehirnanlage deutlich dicker, Langenwachstum
setzt ein, Beginn der Spontanbewegungen, Ausbildung der
Sacculi und Augenanlage (Abbildung 2-4i, j)

24-72  Pharyngula Zahl der Somiten nimmt zu, Liangenwachstum, Entwicklung
der Pigmentierung und Otolithen sowie des Kreislaufsystems,

24 mehr als 20 Somiten sind ausgebildet, durch das Langenwach-
stum 16st sich der Schwanz vom Dotter, intensiver werdende
Spontanbewegungen, Linsen der Augenanlage werden erkenn-
bar, Herz wird in den Wandschichten des Dotters gebildet
(Abbildung 2-4k)

36 Verlagerung des Herzens aus den Wandschichten des Dottersa-
ckes unter den Kopf, beginnende Kontraktionen, Pigmentierung
der Retina, Blutkreislauf setzt ein, paarige Otolithengranula
werden in den Sacculi sichtbar, Bildung der Riickenflosse

48 Pigmentierung greift auf Kopf, Dotteroberfliche und schlieB3-
lich den Schwanz {ber, wobei sich die sternférmigen
Melanophoren in den charakteristischen Léngsstreifen anord-
nen, regelmifBiger Herzschlag, Herzschlagfrequenz zwischen
140 und 160 Schliagen/min, starker Blutkreislauf, Spontanbe-
wegung bis auf wenige, unregelmidflige aber kraftvolle
Kontraktionen reduziert (Abbildung 2-41)

72-96  Schlupf

> Somiten: Ursegmente mesodermalen Ursprungs die sich in ihrer Entwicklung hauptsichlich zur Dorsalmuskula-
tur differenzieren werden
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Abbildung 2-4:Stadien der normalen Embryonalentwicklung: a) Zygote; b) 2-Zellstadium; c¢) 4-
Zellstadium; d) 8-Zellstadium; e) 16-Zellstadium ; f) hohe Blastula, etwa 4 Stunden
nach der Befruchtung; g) Gastrulation, Dotter zu etwa 50% umwachsen, ca. 8 Stunden
nach der Befruchtung; h) Gastrulation, etwa 100% Epibolie, ca. 12 Stunden nach der
Befruchtung i) etwa 9-Somiten-Stadium; j) etwa 12-Somiten-Stadium; k) Embryo 24 h
nach der Befruchtung; 1) Embryo 48 h nach der Befruchtung (A: Augenanlage; K:
Kopfanlage, S: Schwanzanlage; So: Somiten; Abbildungen 5 a, b, e aus Richter, 1999).

Der Embryo erreicht das Schlupf-Stadium. Die Embryonalentwicklung dauert bei
26°C etwa 96 Stunden (Laale, 1977; Hisaoka & Battle, 1958). Der Schlupfzeitpunkt variiert
dabei von Embryo zu Embryo und ist abhidngig vom Milieu (z.B. dem pH-Wert oder der
Schadstoftbelastung) sowie von der mechanischen Belastung des Chorions, z.B. durch Mikro-
organismen und Schnecken (Schifers et al., 1989).
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2.3 Prinzip der Methode

Der Test wurde nach dem Verfahrensvorschlag Nagel (1998) durchgefiihrt. Es wurden

die Auswirkungen verschiedener Pharmaka, Pestizide und Kombinationen der genannten
Stoffgruppen auf die Embryonalentwicklung des Zebrabérblings (Danio rerio) untersucht. Es
wurden jeweils mindestens fiinf Konzentrationen einer Substanz bzw. Substanzkombination
getestet. In jeder Konzentration wurden 20 befruchtete Embryonen exponiert, wobei die Ex-
position in 24-Multiwellplatten erfolgte. Pro Konzentration dienten vier Embryonen in ISO-
Wasser (2.5.1) als interne Kontrollen.
Die Entwicklung der exponierten Embryonen wurde zu bestimmten Zeitpunkten mit den
Kontrollen verglichen. Dabei wurde das Auftreten verschiedener letaler und subletaler End-
punkte untersucht. Es wurde in einer Ja-Nein-Entscheidung festgestellt, ob ein bestimmter
toxikologischer Effekt aufgetreten war und LCy-, ECx- Werte bzw. NOEC und LOEC be-
stimmt (2.9).

Die Unterscheidung von letalen und subletalen Effekten erfolgte nach Schulte und Na-
gel (1994). Die Autoren beschreiben vier unterschiedliche letale Endpunkte: koagulierte
Embryonen, fehlende Somitenanlage, fehlende Schwanzablésung vom Dotter sowie fehlender
Herzschlag (Tabelle 2-2). Weiterfithrende Untersuchungen haben gezeigt, dass Embryonen
mit diesen Effekten weder schliipfen noch {iiberleben werden (Nagel, 1998; Vobach und
Kammann, 2003; DIN 38415-6), was bei der Anwendung des DarT als Ersatzmethoden fiir
den akuten Fischtest nach OECD 203 von Bedeutung ist. Es konnte jedoch auch gezeigt wer-
den, dass es flir bestimmte Fragestellungen, wie z.B. bei der Untersuchung von teratogenen
Effekten von Chemikalien, bei der ein Vergleich der Daten mit den LDsy-Daten aus Sdugerto-
xizitdtstests erfolgt (Bachmann, 2002) sinnvoll ist, sich nur auf die koagulierten Embryonen
zu beschrédnken, da die {ibrigen drei Parameter bereits einen Hinweis auf den Wirkmechanis-
mus der Testsubstanz geben konnen. Da der Wirkmechanismus von Substanzen auch bei der
Untersuchung der Kombinationswirkung von Chemikalien von Bedeutung ist, wurden fiir die
Substanzklasse der Analgetika sowohl bei den Einzelsubstanzen als auch bei den Mischungen
zwel unterschiedliche Ansétze untersucht. In einem Ansatz wurden alle vier, in Tabelle 2-2
dargestellten Endpunkte als letal gewertet. In einem zweiten Ansatz wurden ausschlie8lich die
koagulierten Embryonen fiir die Berechnung der LCsy herangezogen. Auf Basis der erhaltenen
Ergebnisse fiir die Mischungen (3.2.1.1) wurde fiir die iibrigen Substanzen die Festlegung
getroffen, nur die koagulierten Embryonen als letal zu werten, um einen einheitlichen Be-
zugspunkt fiir die Kombinationsexperimente (2.4) zu haben und damit die Varianz zu
minimieren. Somit handelt es sich fiir diese Substanzen nur bei dem in Tabelle 2-2 rot darges-
tellten Parameter um einen letalen Endpunkt, d.h. Embryonen mit diesem Effekt sind

eindeutig ,,tot*.
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Tabelle 2-2: Toxikologische Endpunkte des Embryotests- letale Effekte (+: Endpunkt wird zum
angegebenen Zeitpunkt untersucht und entspricht einer letalen Wirkung; *: Endpunkt wird zum
angegebenen Zeitpunkt untersucht).

Effekt Zeit [h]

12 24 36 48
Koagulation + + + t + T
keine Somitenanlage T/* F* +/*
keine Schwanzablésung vom Dotter T/ F/* F/*
kein Herzschlag /¥ T/

Koagulierte Embryonen wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt protokolliert. Sie
sind selbst ohne VergroBerung gut durch ihre milchig triibbe Erscheinung zu erkennen und er-
scheinen im mikroskopischen Bild dunkel (Abbildung 2-5)

Abbildung 2-5: Koagulierter Embryo.

Das Fehlen der Somitenanlage, des Herzschlags sowie der Schwanzablésung vom Dot-
ter wurden in den vorgestellten Untersuchungen, aufler fiir die Klasse der Analgetika, ebenso,
wie die in Tabelle 2-3 zusammengefassten Parameter, als subletale Endpunkte gewertet, die
fiir die okotoxikologische Bewertung von Chemikalien herangezogen werden koénnen. Diese
Endpunkte kénnen Indikatoren fiir einen bestimmten Wirkmechanismus einer Substanz sein.
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Tabelle 2-3: Toxikologische Endpunkte des Embryotests- subletale Effekte (* Endpunkt wird
zum angegebenen Zeitpunkt untersucht).

Effekt Zeit [h]

8 12 24 36 48
hohe Blastula *
keine Gastrulation * *
keine oder deformierte Augenanlage * * *
keine Spontanbewegung * * *
deformierte Somitenanlage * * *
deformierter Kopf * * *
deformierter Schwanz * * *
deformierte Wirbelsdule * * *
kein Blutkreislauf * *
keine oder deformierte Otolithen * *
Herzschlagfrequenz *

Nach 4 Stunden Expositionsdauer wurde iiberpriift, ob die Embryonen eine hohe Blas-
tula ausgebildet hatten. Zu diesem Zeitpunkt war eindeutig erkennbar, ob die ausgewihlten
Eier wirklich befruchtet waren (,,Befruchtungskontrolle®). Zeigte ein Ei keine oder eine gelig
durchscheinende (Abbildung 2-6a), statt einer fein-granuldren hohen Blastula (Abbildung
2-4f, S. 13), wurde es als unbefruchtet eingestuft und nicht mit in die Auswertung einbezogen.
Die Anzahl der Embryonen fiir die betreffende Konzentration wurde entsprechend korrigiert.
Gleiches galt fur Eier, die zu diesem Untersuchungszeitpunkt koaguliert waren. Betraf dieser
Effekt weniger als 10 Prozent der Embryonen einer beliebigen Konzentration und entwickel-
ten sich die tibrigen Individuen normal, wurde dies auf einen Fehler in der Eidifferenzierung
zuriickgefiihrt und das Ei als unbefruchtet eingestuft. Auch in diesem Fall wurde die Zahl der

eingesetzten Eier entsprechend korrigiert. Es wurden zudem Deformationen an der hohen
Blastula protokolliert (Abbildung 2-6b-d).

Abbildung 2-6: a) gelig durchscheinende Blastula-ghnliche Gestalt eines unbefruchteten Emb-
ryos; b) grof3zellige hohe Blastula; ¢) zwei-geteilte hohe Blastula; d) seitlich an
der Blastula abgeschniirte Bldaschen (Schulte, 1997).

Nach 8 Stunden wurde iiberpriift, ob bei den Embryonen die Epibolie eingesetzt hatte.
Nach 12 Stunden wurde kontrolliert, ob der Blastoporus geschlossen und die Gastrulation
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damit beendet war. Zeigten sich hier Verzogerungen oder Anomalien konnte dies ein Hinweis
auf den Wirkmechanismus der Testsubstanz sein (Abbildung 2-7; vgl. Abbildung 2-4g, S. 13).

Abbildung 2-7: Embryo mit Hantelsyndrom etwa 8 Stunden nach der Befruchtung.

Nach 24 Stunden wurde untersucht, ob die Embryonen Augenanlage, Spontanbewe-
gungen, Sacculi und Somiten aufwiesen, auch sollte der Schwanz vom Dotter abgelost sein
(Abbildung 2-4k, S. 13). Es wurde auch das Auftreten von Deformationen an Augenanlage,
Somiten und Kopf protokolliert (Abbildung 2-8b, j-I; e). Des weiteren wurde das Auftreten
von teratogenen Effekten an Schwanz und Wirbelsdule registriert. Derartige Malformationen
umfassen Auffilligkeiten im Aufbau der Wirbelséule wie z.B. Knicke und Veridnderungen in
der Anatomie des Schwanzes, wie z.B. Verkiirzungen, Knicke oder Deformationen in der
Schwanzspitze (Abbildung 2-8c-h), wobei unterschiedliche Auspridgungen bei der Exposition
gegeniiber der gleichen Substanz beobachtet werden konnten. Abbildung 2-8 gibt einen Uber-
blick tiber die verschiedensten zu beobachtenden Effekte.
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Abbildung 2-8: a) gelblich verfirbter Embryo; b) Embryo mit Kopfdeformation.; c, d)
Embryonen mit deformierten Wirbelsdulen; e-h) Embryonen mit deformierten Schwénzen: e)
verkiirzter Schwanz und deformierte Somiten (,,Verbreiterung®); f) ,,Knick®; g) ,,Schlinge*; h)
»Sprungfeder; i) in Entwicklung verzogerter Embryo mit fehlender Augenanlage und
Schwanzablosung vom Dotter; j) Embryo mit Somiten jedoch ohne Kopf und Schwanz; k)
Embryo nur mit Schwanzanlage; 1) Embryo nach 24h ,,.Dotter und Gewebe®, keine embryona-
len Strukturen erkennbar

Ein Effekt, der sowohl nach 24 und 36 als auch nach 48 Stunden auftreten kann, ist ei-
ne gelbliche bis gelbbraune Verfiarbung der Embryonen (Abbildung 2-8a). Zeller (1995) hat
diese Beobachtungen an Embryonen gemacht, die gegeniiber Verapamil exponiert waren. Sie
zitiert Stainier & Fishman (1992). Diese Autoren beschreiben im mikroskopischen Bild opa-
que erscheinende Korperstrukturen fiir Embryonen von Danio rerio nach
Retinsdurebehandlung. Sie identifizierten diese als Bereiche absterbender Zellen.

Zum Untersuchungszeitpunkt ,,36 Stunden* wurde tiberpriift, ob sich Blutkreislauf,
Herzschlag und Otolithenanlage entwickelt hatten. Effekte auf die Otolithenanlage zeigten
sich in unterschiedlicher Auspriagung. Normalerweise werden zwei Otolithen pro Sacculus
ausgebildet (Abbildung 2-9c). Unter Substanzexposition kénnen diese jedoch auch fehlen
(Abbildung 2-9d) oder aber in einer Uberzahl angelegt werden (Abbildung 2-9a, b). Deforma-
tionen wurden ebenfalls protokolliert. Um den Parameter ,,vorhandener Blutkreislauf** zu
erfiillen, mussten Dotter-, Augen-, und Schwanzkreislauf vorhanden sein.
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Abbildung 2-9: a; b) in Uberzahl ausgebildete Otolithen (b: Brust, 2001); ¢) normal
paarig ausgebildete Otolithen; d)fehlende Otolithen (Brust, 2001).

Nach 48 Stunden sollten die Embryonen zudem pigmentiert sein (Abbildung 2-10) und
einen messbaren Herzschlag zeigen. Der Herzschlag wurde als einziger quantitativer Parame-
ter tiber 15 Sekunden ausgezéhlt und dann auf eine Minute extrapoliert. Er diente der
NOEC/LOEC-Berechnung (2.9). Auch wurde das Auftreten von Odemen und Deformationen
protokolliert. Als Odem wurden dabei Ansammlungen von Fliissigkeiten und Blutkérperchen
im Bereich des Dotters und des Perikards gewertet, die zu Verformungen in den genannten
Bereichen fiihrten (Abbildung 2-11a,b). Seltener traten Odeme auch im Bereich des Schwan-
zes auf (Abbildung 2-11¢). Odeme werden v.a. bei fehlendem Blutkreislauf beobachtet.

Abbildung 2-10: a) normal pigmentierter Embryo nach 48h; b,c) reduzierte Pigmentie-
rung; d) fehlende Pigmentierung (a-d aus Maiwald, 1997).
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Abbildung 2-11: a) Embryo mit Perikardodem (Foto: M. Zimmer); b) Embryo mit
Dotter6dem; ¢) Schwanzddem.

Anschliefend wurde der Versuch beendet und die {iberlebenden Embryonen durch Er-
hitzen oder MS222 (Tricain) abgetétet.

2.4 Kombinationswirkung

Die Risikobewertung von Chemikalien basiert zum einen auf einer Expositionsab-
schidtzung, in die Daten iiber die chemisch-physikalischen Eigenschaften der Substanz, ihr
Produktionsvolumen, Daten zur Verteilung in der Umwelt etc. einflieBen und in der {iber ma-
thematische Modelle eine PEC (predicted environmental concentration) ermittelt wird. Zum
anderen wird eine Wirkungsabschitzung durchgefiihrt, die zur Ermittlung einer PNEC (pre-
dicted no effect concentration) fiihrt. Ist dann das Verhéltnis aus PEC/PNEC > 1 so ergibt sich
ein Risiko.

Die Ermittlung der PNEC erfolgt mittels Labordaten, die in standardisierten Testver-
fahren mit Algen, Daphnien, Fischen und anderen Organismen gewonnen werden. Es wird
dabei grundsitzlich eine Bewertung von Einzelstoffen vorgenommen. Die Lebensgemein-
schaften limnischer und auch mariner Okosysteme sind jedoch meist einer Vielzahl von
Stoffen ausgesetzt, die sich in ihrer Toxizitdt wechselseitig beeinflussen konnen (Altenburger
et al., 2000; Grimme et al., 1998).

Aufgrund der Vielzahl, der in der Umwelt vorliegenden Stoffe sowie der rdumlichen
und zeitlichen Variabilitit der Zusammensetzung der Mischungen in der Umwelt, ist eine Prii-
fung aller potentiellen Mischungen praktisch auszuschlieen. Alternativ muss daher auf Basis
der vorhandenen Daten der Einzelstoffe eine Abschidtzung des Zusammenwirkens der einzel-
nen Mischungskomponenten vorgenommen werden. In der Literatur werden zwei
konkurrierende Konzepte beschrieben, mit denen die Toxizitdt einer Mischung auf Basis der
bekannten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelsubstanzen vorhergesagt und
bewertet werden kann: Konzentrationsadditivicdit und Unabhdingige Wirkung (Cleuvers, 2003,
Walter et al., 2002). Sie basieren auf unterschiedlichen Annahmen in Bezug auf die Wirkme-
chanismen der einzelnen Mischungskomponenten (Junghans et al., 2003; Backhaus et al.,
2003):
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2.4.1 Konzentrationsadditivitit (CA)

Diesem Konzept liegt die Annahme einer dhnlichen Wirkung der Mischungskompo-
nenten zugrunde. Allgemein bedeutet dieses Konzept, dass sich eine Substanz in bezug auf
den untersuchten Wirkparameter wie die Verdiinnung einer anderen Substanz verhilt, d.h.
dass die untersuchten Substanzen parallele Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen aufweisen
und sich nur in ihrer relativen Wirkstérke unterscheiden (sham combination). Im engeren Sinn
wird CA dann als gegeben angenommen, wenn die Mischungskomponenten einen identischen
molekularen Wirkmechanismus und eine dhnliche Wirkungsweise aufweisen. Ersetzt man
eine Mischungskomponente ganz oder teilweise durch eine entsprechende &dqui-effektive
Fraktion, d.h. eine gleich wirksame Konzentration einer anderen Substanz, sollte bei CA der
Effekt des Stoffgemisches konstant bleiben (Grimme et al., 2000; Kénemann, 1981; Silva et
al., 2002; Walter, 2002).

Mathematisch ldsst sich dieses Konzept fiir eine bindre Mischung wie folgt ausdrii-
cken:

c/ECiI + ¢ ,/EC 2 =1 Gleichung 1

wobei ¢ die Konzentrationen der Stoffe 1 und 2 in der Mischung sind und EC;, die
Konzentrationen, die erforderlich sind, um im Einzelsubstanzversuch einen bestimmten Effekt
x hervorzurufen. Fiir eine multiple Mischung ergibt sich:

n
Gleichung 2

2e/ECyi =1
i=1

(Berenbaum, 1985).

Dabei ist n die Anzahl der Mischungskomponenten, EC,i ist die Konzentration der i-
ten Mischungskomponente, die x % Effekt hervorruft, wenn sie allein appliziert wird und c;ist
die Konzentration der jeweiligen Substanz in der Mischung. Jeder einzelne Quotient aus c;
und ECi wird auch als Toxic Unit (TU) der entsprechenden Substanz i bezeichnet (Junghans
et al., 2003). Fiir die Vorhersage der Mischungstoxizitét ldsst sich Gleichung 2 wie folgt um-
formen:

ECymix=1/ (Zp/ECyi) Gleichung 3

wobei ECywmixdie Konzentration der Mischung ist, die einen bestimmten Effekt x her-
vorruft und p; der relative Anteil der Konzentration einer bestimmten Mischungskomponente ;
(c;) an der Gesamtkonzentration der Mischung (Cy,ix) (Gleichung 4).
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pi= ¢/ Cix Gleichung 4

(Altenburger et al., 2000; Backhaus et al., 2000; Junghans et al., 2003).

Anhand von Gleichung 3 kann dann fiir jeden beliebigen Effekt der Mischung die ent-
sprechende =~ Gesamtkonzentration  berechnet  werden.  Die  Kalkulation  der
Gesamtkonzentration der Mischung fiir verschiedene Effekt-Level fiihrt zu einer Vorhersage
einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fiir das Konzept der Konzentrationsadditivitiit.

2.4.2 Unabhiingige Wirkung (1A)

Das alternative Konzept der Unabhdingigen Wirkung (IA) basiert, im Gegensatz zu
dem Konzept der Konzentrationsadditivitdt, auf der Annahme einer undhnlichen Wirkung der
einzelnen Mischungskomponenten. Unédhnlich bedeutet dabei, dass die Mischungskomponen-
ten unterschiedliche Wirkmechanismen haben, d.h., dass die primére Interaktion an
unterschiedlichen Wirkorten stattfindet (Grimme et al., 2000), z.B. an unterschiedlichen mo-
lekularen Zielen oder verschiedenen Organen bzw. Organsystemen im exponierten
Organismus (Altenburger et al., 2000). Die Auslosung des gemeinsamen Effektes erfolgt also
tiber unterschiedliche, voneinander unabhingige Wirkketten (Grimme et al., 2000; Kone-
mann, 1981; Walter, 2002). Nach Grimme et al. (1998) wird postuliert, dass unter diesen
Bedingungen der relative Effekte einer Substanz in Gegenwart einer zweiten unverindert
bleibt.

Fiir eine bindre Mischung lisst sich dieses Konzept wie folgt mathematisch formulie-
ren:

E(Mix) = E(c;) + E(c2) — E(cy) * E(cy) Gleichung 5

wobei E(Mix) der Effekt ist, der durch die bindre Mischung aus Substanz 1 und Subs-
tanz 2 hervorgerufen wird. E(c1) and E(c2) sind die Effekte, die durch die Einzelsubstanzen 1
und 2 hervorgerufen werden (Walter, 2002a). Fiir eine multiple Mischung aus » Komponenten
ergibt sich:
n

E(Mix)=1-11 (1-E) Gleichung 6

i=1

(Faust et al., 2003).
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Fiir Vorhersagen der Toxizitdt von Mischungen auf Basis der NOEC der Einzelstoffe
wird Gleichung 6 nach Walter et al. (2002) wie folgt umformuliert:

n

E(NOEC + ...+ NOEC,)mix = 1- II (1-E(NOEC))) Gleichung 7
i=1

wobei E(NOEC, + ...+ NOEC,)mix der vorhergesagte Mischungseffekt nach dem Kon-
zept der Unabhdngigen Wirkung ist. Die Effekte, die die Einzelstoffe an ihrer NOEC
hervorrufen, wenn sie allein appliziert werden (E(NOEC;)), werden anhand der Konzentrati-
ons-Wirkungs-Beziehung der Einzelstoffe berechnet.

Die beiden vorgestellten Konzepte konnen bei der Untersuchung von geringen Kon-
zentrationen zu extrem unterschiedlichen Abschédtzungen der Mischungstoxizitdt fithren. Es
ist zu beachten, dass das Konzept der Konzentrationsadditivitit mit Konzentrationen (ECy-
Effektkonzentrationen, Gleichung 1-4) rechnet, wohingegen in das Konzept der Unabhcingi-
gen Wirkung Effekte (E, Gleichung 5-7) einflieBen (Backhaus et al., 2000; Grimme et al.,
2000; Scholze und Backhaus, 2002, Walter et al., 2002). Die Berechnung der Vorhersagen
nach dem Konzept der Komnzentrationsadditivitit setzt also das Vorliegen von Effekt-
Konzentrationen und damit die Kenntnis der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen aller
Einzelstoffe voraus. Fiir die Vorhersage der Mischungstoxizitdt nach dem Konzept der Unab-
hdngigen Wirkung ist es dagegen notwendig die relativen Effekte der Konzentrationen der
Mischungskomponenten zu kennen, wenn diese einzeln appliziert wiirden. Fiir das Konzept
der Konzentrationsadditivitit bedeutet das, dass auch Substanzen, die unter ihrer NOEC app-
liziert werden, trotzdem zum Gesamteffekt der Mischung beitragen, da jede Konzentration
einer Mischungskomponente beriicksichtigt wird (Cleuvers, 2003; Faust et al., 2003; Silva et
al., 2002). Beim Konzept der Unabhcingigen Wirkung tragen dagegen nur solche Substanzen
zum Gesamteffekt bei, die in einer Konzentration vorliegen, in der sie auch allein appliziert
einen Effekt auslosen wiirden (Faust et al., 2003; Grimme et al., 2000). Substanzen, die unter-
halb ihrer individuellen NOEC eingesetzt werden, tragen daher nicht zum Gesamteffekt der
Mischung bei. Werden folglich alle Komponenten einer Mischung unterhalb ihrer NOEC ein-
gesetzt, zeigt sich kein Gesamteffekt der Mischung, da nur Effekte berticksichtigt werden
(Broderius et al., 2005; Cleuvers, 2003; Walter et al., 2002).

Die Anwendbarkeit beider Konzepte ist in einer Reihe von Studien gezeigt worden.
Fiir das Konzept der Konzentrationsadditivitdit konnte dies sowohl fiir &hnlich wirkende Stof-
fe (Altenburger et al., 2000; Brian et al., 2005; Faust et al., 2000; Junghans et al., 2003;
Hermens et al., 1984a; Konemann, 1981) als auch fiir Mischungen aus Substanzen mit als
unédhnlich angenommen Wirkmechanismen experimentell demonstriert werden (Hermens und
Leeuwangh, 1982, Hermens et al., 1984b). Dieses Konzept wird daher in der Literatur auch
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als ,,general solution fiir die Vorhersage von Mischungstoxizitidten diskutiert (Berenbaum,
1985; Grimme et al., 1998; Walter, 2002). Da Konzentrationsadditivitit i.d.R. eine hohere
Toxizitdt eines Gemisches voraussagt als Unabhcingige Wirkung, wird es daher auch als ,,rea-
listic worst case*“-Szenario bezeichnet (Backhaus et al., 2000; Grimme et al., 2000).

Die Anwendbarkeit des Konzeptes der Unabhdngigen Wirkung fiir die Vorhersagbar-
keit von Mischungstoxizitéten ist fiir Mischungen unidhnlich wirkender Stoffe in der Literatur
beschrieben worden (Backhaus et al., 2000; Faust et al., 2000, 2003; Walter et al., 2002). Die
generelle Anwendbarkeit dieses Konzeptes wird jedoch kontrovers diskutiert, da es von der
Annahme strikt voneinander verschiedener und unabhédngiger Wirkmechanismen ausgeht. Es
ist jedoch fraglich, ob diese Annahme in komplexen biologischen Systemen mit vielféltigen
Wechselwirkungen der physiologischen Prozesse iiberhaupt eine reale Annahme darstellt
(Grimme et al., 2000; Walter, 2002).

Die Vorhersagbarkeit der Toxizitdt von Mischungen ist, wie oben ausgefiihrt, an die
Frage gekniipft, ob die einzelnen Mischungskomponenten im zu untersuchenden Testorga-
nismus, z.B. den Embryonen des Zebrabirblings, dhnlich oder unéhnlich wirken. Es besteht
weitestgehend Konsens dartiber, dass im Falle dhnlicher Wirkweisen das Konzept der Kon-
zentrationsadditivitit eine begriindete Annahme fiir das Zusammenwirken von Stoffen
darstellt. Es wird jedoch kontrovers dartiber diskutiert, wie eng oder wie weit der Begriff der
Wirkungs-Ahnlichkeit gefasst werden kann. Zudem sind fiir die meisten in der Umwelt vor-
liegenden Verbindungen, die Wirkmechanismen nur zum Teilt oder gar nicht bekannt. Dabei
fithrt der Umstand, dass zwei konkurrierende Konzepte zur Verfiigung stehen und strittig ist,
wann welches der beiden angewendet werden sollte, zu einem Assessment- oder Beurteilungs-
Dilemma (Grimme et al., 1998). Altenburger et al. (2003) geben als Losung dieses Problems
die Moglichkeit an, beide Referenzmodelle parallel anzuwenden und den Bereich der erwarte-
ten Effekte als ,,Vorhersagefenster fiir den Mischungseffekt zu nutzen.

2.4.3 Vorgehensweise bei der Analyse von Kombinationswirkungen

Die Vorgehensweise bei der Untersuchung der Kombinationswirkung ldsst sich in fiinf
Schritte einteilen, wie Abbildung 2-12 zu entnehmen ist.

Nach der Auswahl der Mischungskomponenten werden diese mit einem entsprechen-
den Biotest, in den vorgestellten Untersuchungen mit dem Embryotest (DarT), untersucht. Die
dabei ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelstoffe bilden dann die
Ausgangsbasis fiir das weitere Vorgehen, wobei die Qualitdt der ermittelten Daten die Aussa-
gemoglichkeit der Mischungsstudie bestimmt. In einem ndchsten Schritt werden mit den
untersuchten Einzelstoffen Gemische gebildet, die dann ebenfalls im Biotest untersucht wer-
den. Es ist eine Reihe von Herangehensweisen bei der Analyse von Mischungstoxizititen
moglich. In den vorgestellten Untersuchungen wurden, mit Ausnahme der Vorversuche nach
Cleuvers (2003) sowie der Mischungen auf Basis der NOEC (Punktschédtzungen), alle Versu-
che zur Kombinationswirkung der Modellsubstanzen im ,,fixed ratio“-Design durchgefiihrt,
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d.h., das Mischungsverhiltnis der Konzentrationen der einzelnen Mischungskomponenten
zueinander wurde konstant gehalten und nur die Gesamtkonzentration des Gemisches variiert.
Mit diesem Design kann auch fiir die Mischung eine vollstindige Konzentrations-
Wirkungsbeziehung aufgenommen werden.

Es wurden drei unterschiedliche Mischungsverhéltnisse untersucht. In den Vorversu-
chen mit den Analgetika nach dem modified toxic unit approach (2.4.4) wurden die
Substanzen auf Basis der LCsy(48h) miteinander kombiniert. In den Hauptversuchen wurden
in einem Ansatz die einzelnen Substanzen auf Basis der LC;o(48h) miteinander gemischt; in
einem zweiten Ansatz auf Basis der LC;¢(48h). Die Versuche zur Eignung subletaler End-
punkte fiir die Vorhersage der Toxizitdt von Mischungen wurden mit bindren Gemischen
jeweils auf Basis der ECs((48h) fiir einen bestimmten subletalen Effekt durchgefiihrt.

Parallel dazu erfolgt die Prognose der zu erwartenden Mischungstoxizitdt des Gemi-
sches auf Basis der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelstoffe mittels der beiden
beschrieben Konzepte. Im letzten Schritt werden dann vorhergesagte und beobachtete Mi-
schungstoxizitdt miteinander verglichen.

Auswahl der Mischungskomponenten

!

Konzentrations-Wirkungs-Analyse der Einzelstoffe

! !

Konzentrations-Wirkungs-Analyse Konzepte zur Berechnung der zu
der Mischung (Biotest, DarT) erwartenden Mischungstoxizitit
(CA,T1A)
beobachtete Mischungstoxizitit vorhergesagte Mischungstoxizitit

2

Beurteilung der Vorhersagbarkeit

Abbildung 2-12: Vorgehen bei der Analyse der Kombinationswirkung von Chemikalien (ver-
dndert nach Grimme et al., 2000).

Da die beiden Konzepte fiir die Vorhersage von Mischungstoxizititen nur die “Féalle*
beriicksichtigen, in denen alle Mischungskomponenten den selben experimentellen Endpunkt
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angreifen (Backhaus et al., 2003), wurde zum einen Mortalitdt als gemeinsamer Endpunkt
gewihlt (zur Problematik, 2.3). Fiir die Analgetika wurden hierbei zwei unterschiedliche An-
sdtze untersucht. In einem Ansatz wurden alle vier, nach Schulte & Nagel (1994) als letal
definierten Endpunkte als letal gewertet und die LCy-Werte entsprechend berechnet. In einem
zweiten Ansatz wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet. Zum anderen wur-
de fiir die drei subletalen Endpunkt ,fehlender Blutkreislauf, ,,Deformationen* und
»Pigmentierung* (2.3) exemplarisch tiberpriift, ob sich auch anhand dieser Daten die Toxizitét
von Mischungen vorhersagen ldsst.

2.4.4 Vorversuche zur Mischung der Analgetika

In der Literatur werden eine Reihe von Modellen und Methoden beschrieben, die die
beiden Vorhersagekonzepte in mathematische oder statistische Verfahren der praktischen Da-
tenauswertung umsetzen. Um einen geeigneten Ansatz fiir die Hauptversuche zu finden,
wurden zwel unterschiedliche Modelle in Vorversuchen getestet.

Ansatz nach Cleuvers (2003)

Da Gleichung 2 genau dann erfiillt ist, wenn jeweils 1/n der einzelnen Mischungskom-
ponenten eingesetzt wird, wurde fiir die Vorversuche mit den fiinf Analgetika
Acetylsalicylsdure, Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen und Paracetamol jeweils 1/5 der einzel-
nen LC(48h)-Konzentrationen (Test 1 & 2: LCs, LCyo, LCy0, LCso, LC7; Test 3: LCy9, LCyo,
LCso, LCy9, LCo9) eingesetzt. Bei additiver Mischungstoxizitit sollten in den einzelnen Ansét-
zen 5,10, 20, 30, 50, 70 bzw. 99% der eingesetzten Embryonen letale Effekte zeigen.

Ansatz mit dem modified toxic unit approach nach Pape-Lindstrom & Lydy

(1997)
In diesem Modell wird ausgehend von einem bestimmten Effekt-Niveau, in den vor-
gestellten Untersuchungen der LCs0(48h), eine Verdiinnungsreihe untersucht (ray-design). Es
entsteht eine sogenannte dquitoxische Mischung, in der alle Mischungskomponenten im glei-

chen Verhiltnis zueinander vorliegen (fixed ratio design, Gleichung 8).

2TU = Cl/LC501 + Cz/LC502 + ... +C1/LC50i, Gleichung 8

wobei Ci die Konzentration einer bestimmten Substanz i in der Mischung ist, LCsi,
die Konzentration der Substanz i, bei der 50% der eingesetzten Versuchsorganismen im Ein-
zelsubstanzversuch sterben.

Ausgehend von dieser Gleichung wurden fiinf Konzentrationen untersucht, wobei je-
weils zwei eine Gesamtkonzentration unter bzw. iiber 1 TU aufwiesen. Eine Konzentration

hatte eine Gesamtkonzentration von genau 1TU.
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Anhand der, durch Auftragen der beobachteten Effekte gegen die Toxic Units ermittel-
ten Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Mischung konnte eine LCso(48h) berechnet
werden. Nach Pape-Lindstrom & Lydy (1997) und Overmyer et al. (2003) kann dann anhand
dieser LCsy die Mischungstoxizitidt wie folgt beurteilt werden:

LCso<1TU mehr als additiv
LCso=1TU additiv (CA)
LCso>1TU weniger als additiv (IA).

2.5 Versuchsdurchfithrung

2.5.1 Testmedium ISO-Wasser

Um vergleichbare Testbedingungen zu schaffen, diente als einheitliches Test- und
Verdinnungsmedium rekonstruiertes Wasser nach dem ISO-Standard 7346/3, wie es in den
OECD-Guidelines 202 (OECD, 1984) und 203 (OECD, 1992) beschrieben wird. Die Bestand-
teile sind Tabelle 2-4 zu entnehmen. Die Herstellung des Mediums erfolgte in Anlehnung an
den Standard, allerdings wurden die Konzentrationen auf 1/5 reduziert, um den Hértebereich
von ca. 3°dH einzustellen.

Tabelle 2-4: Bestandteile ISO-Wasser.

Substanz eingesetzte Menge [g] Firma Reinheit
CaCl, * 2 H,O 11,76 Fluka >>99,5%
MgSO4 * 7 H,O 4,93 Merck zur Analyse
NaHCOs3 2,59 Merck zur Analyse
KCl 0,23 Merck zur Analyse

Fiir die vier einzelnen Stammlosungen wurden die angegebenen Mengen eingewogen und in
doppelt deionisiertem Wasser (Milli Pore Stufe 2; MP II) gelost. AnschlieBend wurden die
Glaskolben mit diesem MP II-Wasser auf 1 Liter aufgefiillt. Die so erhaltenen Stammldsungen
wurden bis zum Gebrauch im Kiihlschrank aufbewahrt. Vor dem Ansetzen wurden die einzel-
nen Losungen jeweils auf Zimmertemperatur erwdrmt. Von diesen Stammldsungen wurden
fuir einen Liter Verdiinnungsmedium je 5 mL entnommen, gemischt und mit MP II-Wasser auf
einen Liter aufgefiillt. Anschlieend erfolgte die Beliiftung bis zur Sauerstoffsittigung.
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2.5.2 Losungsvermittler

Da Losungsvermittler die Permeabilitdit von Membranen und somit die Verfiigbarkeit
der Substanz am Wirkort beeinflussen konnen, wurde auf ihren Einsatz verzichtet. Alle Test-
substanzen wurden nur bis zu ihrer Loslichkeitsgrenze untersucht.

2.5.3 Probenvorbereitung

Die Priifung der akuten Toxizitdt der unter Punkt 2.8 beschriebenen Modellsubstanzen
erfolgte sowohl bei den Einzelsubstanzversuchen als auch bei den Gemischen in mindestens
fiinf Konzentrationen, die sich in einem konstanten Faktor unterschieden.

2.5.3.1 Einzelsubstanztests

Am Vortag des Versuches wurden die entsprechenden Stammlosungen angesetzt. Da-
fiir wurde die abgewogene Substanzmenge unter dem Abzug in einen Messkolben (100 oder
250 mL-Kolben) tberfiihrt. Wagschédlchen und Trichter wurden mehrmals mit ISO-Wasser
gespiilt und dann der Messkolben mit ISO-Wasser bis zur Eichmarke aufgefiillt. Schwerlosli-
che Substanzen wurden mit Hilfe des Magnetrithrers (bis zu 48h) und durch
Ultraschallbehandlungen gelost. Bis zu Versuchsbeginn wurden die Stammlosungen dunkel
(in Alufolie) und kiihl (4°C, im Kiihlschrank) aufbewahrt.

Am Versuchstag wurden zunéchst in die vorbereiteten 24-Wellplatten, in je vier Wells,
jeweils 2 mL ISO-Wasser als interne Kontrolle pipettiert (Abbildung 2-13).

Abbildung 2-13: 24-Wellplatte mit 4 internen Kontrollen (Kreis).

Anschliefend wurden die einzelnen Verdiinnungen der Testlosungen hergestellt, in-
dem eine entsprechende Menge aus der Stammlodsung in einen 100 mL-Kolben pipettiert und
dieser mit ISO-Wasser aufgefiillt wurde. Durch mehrmaliges Schwenken des Kolbens wurde
eine gute Durchmischung sichergestellt. Die Testlosungen wurden dann in ein 120 mL-
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Becherglas tiberfiihrt, wobei anschlieBend je 2 mL der entsprechenden Verdiinnungsstufe in
die entsprechenden Wells einer Wellplatte pipettiert wurden. Sechzig mL verblieben fiir die
Vorexposition der Embryonen im Becherglas, das anschlieBend mit Parafilm abgedeckt wur-
de.

Im Anschluss wurden die Bechergliaser und die Wellplatten in einen Kiihlbrutschrank
bei einer Temperatur von 26°C eingestellt, um eine entsprechende Temperatur der Fliissigkei-
ten zu gewdhrleisten. Das weitere Vorgehen ist unter Punkt 2.5.4 dargestellt.

2.5.3.2 Kombinationsexperimente

Fiir jede Mischungskomponente wurde eine separate Stammlosung angesetzt, deren
Konzentration der LC,p(48h) bzw. der LC;¢(48h) der jeweiligen Substanz entsprach. Ausge-
hend von diesen Stammldsungen wurden dann die einzelnen Verdiinnungsstufen hergestellt,
indem eine entsprechende Menge der einzelnen Substanzen in einen 100mL-Kolben gegeben,
miteinander gemischt und mit ISO-Wasser auf 100 ml aufgefiillt wurde.

Fiir Mischungen auf Basis der NOEC wurden die entsprechenden Mengen der einzel-
nen Mischungskomponenten direkt in einen gemeinsamen Kolben eingewogen und gelost.

2.5.4 Versuchsansatz

Um eine moglichst frithe Exposition in den Testlosungen zu gewéhrleisten, wurden
kurz nach der Entnahme der Laichschalen aus den Becken (2.1.4) zunichst 40 Eier ohne Dif-
ferenzierung in befruchtete und unbefruchtete Eier mittels einer Einwegpasteurpipette aus der
Flachbodenschale auf die vorbereiteten Bechergldser mit den entsprechenden Substanzen
(mind. fiinf Konzentration plus Kontrolle) verteilt (2.5.3.1.). Dabei wurde darauf geachtet,
moglichst wenig Wasser aus der Flachbodenschale mit in die Expositionsgefifle zu pipettie-
ren, um die Verdiinnung der Testlosungen zu minimieren. Die Gldser wurden auf Heizplatten
gestellt, um die Temperatur von 26°C zu halten und somit eine zeitgerechte Embryonalent-
wicklung zu gewihrleisten. Diese Vorgehensweise sicherte eine Exposition der Eier zu einem
moglichst frithen Entwicklungszeitpunkt. Sander und Baumann (1983) zeigten, dass eine Ex-
position der Eier innerhalb der ersten zwei Stunden notwendig ist, da einzig eine friihe
Entwicklungsanomalie eine ganze Kette von Folgeschdden nach sich ziehen kann.

AnschlieBend erfolgte die Differenzierung in befruchtete und unbefruchtete Eier mit-
tels eines Binokulars. Dafiir wurden die Eier aus den Bechergldsern mittels Pipette in ein
Blockschilchen gegeben. Aus diesem wurden dann die befruchteten Eier einzeln, mittels einer
20 pL-Pipette mit abgeschnittener und entgrateter Spitze, in die Wells der entsprechenden
Multiwellplatte iberfithrt. Die Exposition erfolgte statisch.
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Bei der Auswahl der befruchteten Eier wurde auf folgende Merkmale geachtet:

mindestens Vier-Zellstadium
symmetrische Furchungsformen
symmetrisch ausgebildete Blastomere
durchscheinende Blastomere.

Die Embryonen befanden sich zum Zeitpunkt des Einsetzens meist im Vier- bis 32-
Zellstadium. Nach dem Einsetzen der Embryonen wurden die Platten mit einer selbstkleben-
den Polystyrenfolie verschlossen, um das Verdunsten des Mediums und damit eine
Konzentrationsverdnderung zu verhindern. Des weiteren kann sich dadurch bei Substanzen
mit hoherem Dampfdruck ein Gleichgewicht zwischen Wasser- und Gasphase einstellen, da
diese nicht ungehindert entweichen kénnen.

AnschlieBend wurden die Platten im Kiihlbrutschrank bei 26°C inkubiert. Das Lichtre-
gime war auf 12 Stunden Hell und 12 Stunden Dunkel eingestellt.

Innerhalb der nichsten 48 Stunden wurden dann die unter Punkt 2.3 genannten letalen
und subletalen Endpunkte zu den entsprechenden Zeiten mit Hilfe eines Umkehrmikroskops
untersucht.

2.5.4.1 Zytostatika

Aufgrund der Gefdhrlichkeit der beiden untersuchten Stoffe Cyclophosphamid und
Ifosfamid (2.8) waren besondere Sicherheitsvorkehrungen notwendig. Die vorbereiteten
Wellplatten (2.5.3.1) wurden daher unter dem Abzug belassen. Es erfolgte keine Vorexpositi-
on der Embryonen in Substanz sondern in ISO-Wasser. Die Auswahl der befruchteten Eier
erfolgte analog zu der ,,normaler” Einzelsubstanzversuche. Die 20 befruchteten Embryonen je
Konzentration wurden dann aus dem ISO-Wasser unter dem Abzug in die Wellplatten mit der
Substanz tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Wellplatten ebenfalls mit Folie verschlossen.
Das weitere Vorgehen erfolgte analog zu den iibrigen untersuchten Substanzen.

2.5.4.2 Substanzen mit logK(,w-Werten6 iiber 3

Bei Substanzen mit einem logK,, grofler 3 wird von einem Bioakkumulationspotential
ausgegangen. Aufgrund der damit verbundenen groBeren Lipophilie ist nicht auszuschlieB3en,
dass diese Stoffe stiarker an Kunststoff als an Glas adsorbieren. Da die fiir die vorgestellten
Untersuchungen genutzten 24-Multiwellplatten aus Kunststoff bestanden, wurde fiir vier
Substanzen mit logK,w-Werte tiber 3 (2.8) zusitzlich die Exposition in Glas untersucht: Beza-

% logKow: Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient; MaB fiir die Lipophilie einer Substanz
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fibrat (logKow: 4,2), Erythromycin (logKow: 3,06), 17-a-Ethinylostradiol (logKow: 4,2) sowie
Fenofibrat (logK.w: 4,3). Die Exposition erfolgte in Rollrandgldsern. Hierbei wurden ebenfalls
2 mL der Losung verwendet. Die Wandung der Gldser wurde vor dem Versuch fiir 24h mit
der entsprechenden Konzentration ,,abgeséttigt”. Es wurden anschlieBend 10 Embryonen pro
Konzentration exponiert. Die Glaser wurden mit einem entsprechenden Deckel und Parafilm
abgedeckt. Nach 4, 24 und 48 Stunden wurden die Embryonen auf das Auftreten von letalen
und subletalen Effekten untersucht (2.3).

2.6 Analytik

Die untersuchten Konzentrationen wurden nicht analytisch gepriift, so dass sich alle
Angaben auf Nominalkonzentrationen beziehen.

2.7 Mess-Parameter

Vor Versuchsbeginn wurden in den Bechergldsern der einzelnen Verdiinnungsstufen
(2.5.3.1) Sauerstoffsittigung, Leitfahigkeit, pH-Wert und Temperatur bestimmt. Nach Been-
digung der Versuche wurden die Fliissigkeiten aus den Platten in Bechergldser pipettiert und
dann die genannten Parameter in diesen gepoolten Proben bestimmt. Die Daten sind in alpha-
betischer Reihenfolge im Anhang C (Tabelle 1-64) zusammengefasst.

2.7.1 pH-Wert

Uber den pH-Wert kénnen, nach Schulte (1997), zum einen die Bioverfiigbarkeit und
die Toxizitdt der Testsubstanzen fiir den untersuchten Organismus beeinflusst werden. Zum
anderen kann der Organismus selbst auf den pH-Wert reagieren, z.B. durch verédnderte Memb-
raneigenschaften oder Enzymaktivitdten. Er konnte zeigen, dass pH-Werte zwischen 4,5 und
9,0 die Entwicklung der Embryonen nicht beeinflussen. Bei pH 4,5 zeigten jedoch 40% der
untersuchten Embryonen Odeme. Nach Brust (2001) werden pH-Werte im basischen zwi-
schen 8,0 und 10,5 toleriert. Bei pH 11,0 traten in ihren Untersuchungen bei 15% der
untersuchten Embryonen letale Effekte (Koagulation) auf. Ab pH 11,5 koagulierten alle ein-
gesetzten Embryonen.

Zeigten sich bei den vorgestellten Untersuchungen vor Versuchsbeginn bei der Mes-
sung in allen Verdiinnungsstufen pH-Werte au3erhalb eines Bereichs von pH 5 bis 10, wurde
ein weiterer Versuch durchgefiihrt, bei dem der pH-Wert der Stammlosung mittels 0,1N
NaOH bzw. HCI eingestellt wurde.
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2.7.1.1 0,IN NaOH

Fiir einen Liter 0,1N NaOH-Losung wurden 4g NaOH-Pléttchen bendtigt. Aufgrund
der starken exothermen Reaktion der Substanz mit Wasser wurde zunédchst nur wenig MP I in

einem 1L-Messkolben vorgelegt. Unter Kiithlung und Rithren wurde die Substanz gel6st und
der Kolben nach Abkiihlung bis zur Eichmarke mit MP II aufgefiillt

2.7.1.2 0,IN HCI

Ausgehend von einer 2 molaren HCI wurde eine entsprechende 0,1N Losung herges-
tellt.

2.7.2 Sauerstoff

Schulte (1997) hat in Vorversuchen festgestellt, dass innerhalb der 48-stiindigen Ver-
suchsdauer der Sauerstoff nicht als limitierender Faktor wirkt. Er stellte fest, dass der
Luftvorrat in den Multiwellplatten ausreichend grof3 ist, um den Sauerstoffverbrauch wihrend
der gesamten Embryonalentwicklung zu decken. Zudem war die selbstklebende Folie, mit
welcher die Platten verschlossen wurden, luftdurchlissig. Schulte (1997) gibt als einen mogli-
chen Parameter fiir Sauerstoffzehrung starkes Wachstum von Mikroorganismen an. Es wurde
in den vorgestellten Versuchen versucht diesen Einflussfaktor so gering wie moglich zu hal-
ten, indem die Eier mehrfach gespiilt und anhaftende Futterreste sowie Féces der Elterntiere
entfernt wurden (2.1.4).

Die Sauerstoffsdttigung sollte, in Anlehnung an die Validitdtskriterien nach den
OECD-Guidelines No. 210 bzw. 212, sowohl zu Testbeginn als auch nach Testende zwischen
60 und 100% liegen.

2.7.3 Leitfahigkeit

Salze und andere Substanzen konnen in hohen Konzentrationen die Embryonen durch
osmotische Effekte schadigen (Bachmann, 2002). Der Gesamtsalzgehalt oder die Osmolaritét
des Mediums kann zudem die Toxizitdt von Chemikalien beeinflussen (Schulte, 1997). Die
beobachteten Effekte wiren in diesen Fillen dann nicht auf einen substanzspezifischen Wirk-
mechanismus zuriickzufithren. Lange (1993) hat die Wirkung von Harnstoff und
Natriumchlorid auf die Embryonalentwicklung des Zebrabiarblings untersucht. Beide Substan-
zen verursachten vergleichbare Effekte in Form von Abschniirungen und Bldschenbildung im
Bereich des Dotters in den ersten Stunden der Exposition, was zum Absterben der Keime
fiihrte. Die Autorin fiihrt dies bei beiden Substanzen auf osmotische Effekte zuriick. Sie gibt
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an, dass bei einer Versuchsdauer von 48 Stunden bis zu einem Wert von 100mOsml/L osmo-
tische Effekte auf die Embryonen ausgeschlossen werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende die
Leitfahigkeit bestimmt. Dariiber ergibt sich {iber die Beziehung: 50uS/cm entsprechen etwa 1
mOsml/L (Furmanek, 2007) die Moglichkeit, die Osmolaritdt durch Umrechnen néherungs-
weise zu bestimmen. Als zuldssiger Hochstwert wurden entsprechend der Arbeit von Lange
(1993) 100 mOmol/L bzw. 5000 uS/cm festgelegt.

2.8 Testsubstanzen

Im folgenden Kapitel werden die ausgewdhlten Testsubstanzen kurz charakterisiert
und ihre wichtigsten chemisch-physikalischen Eigenschaften zusammengefasst. Daten zu Be-
zugsquelle und Reinheit finden sich im Anhang A.
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2.8.1 N-Acetylcystein

Die folgenden Angaben sind dem Sicherheitsdatenblatt fiir N-Acetylcystein der Firma
Merck (2003a), dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) und der Website der Universitét
Zirich (www.vetpharm.unizh.ch) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekenn-

Henry-Konstante:

zeichnet.
Einordnung: Aminosédure-Derivat, Antitussivum, Antidot
Synonyme: 2-Acetamido-3-mercaptopropionsiure
Handelsname: ACC, Airbron, Solmucol
CAS-nr.: 616-91-1
Summenformel: CsHoNOsS
Aggregatzustand: weiller bis gelblicher Feststoff, Fremdgeruch
Molekulargewicht: 163,19 g/mol
Wasserloslichkeit: 200 g/L (20°C)
Dampfdruck: 2,0*E-4 Pa

9,1*E-8 Pa*m>/mol

logK,y : -0,66 (berechnet, Merck)
BCF: 1,5*E-2
Toxizitit: LDsg(oral): 5050 mg/kg; Ratte

LDsg(oral): 8000 mg/kg; Maus

0

N

HN CH,

HS\\\///L\\
COOH

Abbildung 2-14: Strukturformel von Acetylcystein (ACC; arge Elbe, 2002).
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2.8.2 Acetylsalicylsiure

Die folgenden Angaben sind dem Sicherheitsdatenblatt fiir Acetylsalicylsdure der Fir-
ma Merck (2002a), dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) und der Website der
Universitédt Ziirich (www.vetpharm.unizh.ch) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend

gekennzeichnet.
Wirkstoffklasse: Salicylsdurederivate
Zuordnung: saure antipyretisch-antiphlogistische, nicht- steroidale
Analgetika (Forth et al., 2001; Bayer, 1999)
Synonyme: 2-Acetoxybenzoeséure,
Handelsname: ASS, Aspirin® (Bayer, 1999), Alka-Seltzer, Togal
CAS-nr.: 50-78-2
Summenformel: CoHgOy4
Aggregatzustand: festes, farbloses, fast geruchloses Pulver
Molekulargewicht: 180.15 g/mol
Wasserloslichkeit: 3,3 g/L (20°C)
Dichte: 1.35 g/cm?
Dampfdruck: 0.000003 mmHg (20°C, Acros Organics, 2006)
pKa: 3,49
logK,w : 1,19 (experimentell, Merck)
BCF: <30
Toxizitit: LDso(oral, Ratte): 1124 mg/kg.

LCy(48h) > 1000 mg/L; Leuciscus idus
ECs0(24h): 168mg/L; Daphnia magna
LCs0(48h): 53,32 mg/L; Danio rerio (Bachmann, 2002)

: jCOOH
O—CO—CHs
Abbildung 2-15: Strukturformel von Acetylsalicylsdure (ASS; BLAC, 1999).
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2.8.3 Atropin

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und Heath (2006) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend
gekennzeichnet. Aufgrund der besseren Wasserloslichkeit wurde Atropinsulfat monohydrat

untersucht.
Einordnung: Alkaloide
Synonyme: Atropine, DL-hyoscamine,
1-a-H,5-a-H- tropan-3-a-OL-(+)-tropate (ester)
Handelsname: Bellafit®N (Streuli, 2004)
CAS-nr.: 5908-99-6
Summenformel: (C17H23NO3),, H,SO4*H,0
Aggregatzustand: geruchloser, farbloser bis weiller, sehr bitterer Feststoff
Molekulargewicht: 694,82 g/mol
Wasserloslichkeit: leicht 16slich (1g/0,4 ml H,0)
logK,yw : 63 (Atropin, Forth et al., 2001)
Toxizitit: LDsg(oral): 75 mg/kg; Maus
Anwendungsgebiete:

Atropin findet hauptsdchlich Anwendung als Antidot bei Vergiftungen mit Organo-
phosphor- und anderen Verbindungen, die auf die Acetylcholinesterase wirken. Daneben
findet es als Parasympatholytikum vielfiltige Anwendung in der Veterindrmedizin (EMEA,
1998).

Vorkommen: Atropin kommt natiirlicherweise vor in: Atropa belladonna (Tollkir-
sche), Datura stramonium (Stechapfel) und anderen Solanaceen (Nachtschattengewichsen).
Bei der natiirlich vorkommenden Substanz handelt es sich um ein Racematgemisch aus o-
Hyoscamin und 1-Hyoscamin, wobei nur die 1-Form dabei die anti-muskarinische Aktivitét
besitzt (Forth et al., 2001).

Abbildung 2-16: Strukturformel von Atropin (wikipedia, 2008).
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2.8.4 Bezafibrat

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), dem Si-
cherheitsdatenblatt der Firma Sigma- Aldrich (2007a) sowie Stien (2000) entnommen. Andere
Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Fibrate (Forth et al., 2001)

Zuordnung: Lipidsenker

Synonyme: 2-(p-(2-(p-Chlorobenzamido)ethyl)phenoxy)2-
methylpropionsdure

Handelsname: Cedur® retard (Roche, 2003)

CAS-nr.: 41859-67-0

Summenformel: C19H,CINOy4

Aggregatzustand: Feststoff

Molekulargewicht: 361,8 g/mol

Wasserloslichkeit: unldslich

Henry-Konstante: 3,8*E-11 Pa*m’/mol

Dampfdruck: 1,4*E-11 Pa

logK,w : 42

BCF: 783.,4

Toxizitit: LDs(oral, Ratte): 1082 mg/kg.

LDso(oral, Maus): 723 mg/kg

CHs

|
CI@CONHCHQCM@ Oo— (|3* COCH

CHs

Abbildung 2-17: Strukturformel von Bezafibrat (BLAC, 1999).
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2.8.5 Bisoprolol

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Merck entnommen. An-
dere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Da in der Humanmedizin héufig
Bisoprololfumarat angewendet wird (Bisoprolol Sandoz®, Sandoz, 2002; Lodoz®2,5/5/10;
Merck, 2003; Concor®2,5/5/10, Merck2002a) wurde Bisoprolol hemifumarat untersucht.

Einordnung: B-Blocker (Merck, 2002a, 2003b; Sandoz, 2002)

Synonyme: 1-[4-[[2-(1-methylethoxy)-ethoxy)methyl|phenoxy]-3-
{(1-methylethyl)amino]-2-propanol (Daughton und Ter-
nes, 1999)

Handelsname: Bisoprolol Sandoz® (Sandoz, 2002), Concor®
(Merck, 2002a), Lodoz® (Merck, 2003b)

CAS-nr.: 104344-23-2

Summenformel: C36HgN,Og*C4H4O4

Aggregatzustand: weiler, geruchloser Feststoff

Molekulargewicht: 766,96 g/mol

Wasserloslichkeit: >1000 g/L

logK,w: 1,69 (Miege et al., 2006)

Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): 1116 mg/kg

(H3C)o,CH—NH—CHy,— (rZH— CHQ_O@ CH;—O—(CHz)o—0O—CH(CHa),

OH

Abbildung 2-18: Strukturformel von Bisoprolol (BLAC, 1999).
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2.8.6 Carbamazepin

Die folgenden Angaben sind der dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), Feld-
mann (2005), Liebig (2005) und Mersmann (2003) entnommen. Andere Quellen sind
entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Harnstoffderivate, trizyklische Dibenzazepin-Derivate

Einordnung: Antiepileptika (Antikonvulsiva), Psychopharmaka

Synonyme: SH-Dibenz[b,f]azepin-5-carboxamid

Handelsname: Tegretol® (Novartis Pharma, 2002), Neurotop® retard
(Gerot, 2002)

CAS-nr.: 289-46-4

Summenformel: C5sH1oNL,O

Aggregatzustand: weile, kristalline Substanz

Molekulargewicht: 236,27 g/mol

Wasserloslichkeit: nahezu unldslich (17,7 mg/L); 130 mg/L
(Dihydrocarbamazepin)

Dampfdruck: 184*107 mmHg

Henry-Konstante: 1,5*E-6 P*m’/mol

logK,w : 2,45

pKa: 14,0

BCF: 6,5

Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): 1957 mg/kg (Acros Organics, 2005)

LDsg(oral, Maus): 529 mg/kg (Acros Organics, 2005)
ECs0(96h): 85 mg/L, D. subspicatus (Wachstum)
ECs0(48h): 157 mg/L, D. magna, Akuttest
LCs0(48h): 124 mg/L, D. rerio (DRETA)

LCs0(48h): > 100 mg/L, D. rerio (DarT)

Abbildung 2-19: Strukturformel von Carbamazepin.
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2.8.7 Carbaryl

Die folgenden Angaben sind Streit (1992) und der Website der Universitit Ziirich

(www.vetpharm.unizh.ch) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Einordnung: Insektizide

Wirkstoffklasse: Carbamate, Carbaminsdurederivate

Synonyme: 1-Naphthyl-N-methyl-carbamat, Dicarbam, Sevin,
Mervin, Denapon

CAS-nr.: 63-25-2

Summenformel: CoH{1O,N

Aggregatzustand: weiles, kristallines Pulver

Molekulargewicht: 201.2 g/mol

Wasserloslichkeit: 50 mg/L (20°C)

Dichte: 1,232

Dampfdruck: 0,6 mPa (25°C)

logK,y : 2,36

Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): 540 mg/kg

LCso (n.n.): 28 mg/L Carassius auratus
LCs0(48h): 4,7 mg/L Danio rerio (DarT, Schulte, 1997)

Abbildung 2-20: Strukturformal von Carbaryl (wikipedia, 2008).
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2.8.8 Chloramphenicol

Die folgenden Angaben sind den Sicherheitsdatenbléttern fiir Chloramphenicol der
Firmen Merck Biosciences (2003), Carl Roth (2003), Alfa Aesar (2006) und Acros Organics
(2001) und Sigma-Aldrich (2006a) sowie wikipedia (2006b) entnommen. Andere Quellen
sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Makrolid-Antibiotika

Zuordnung: Antibiotika (Halling- Sorensen et al., 1998)

Synonyme: D-threo-2-Dichloracetamido-1-(4-nitrophenyl)-propan-1-
3-diol

Handelsname: Chloromycetin, Levomycetin (Knox, 2008)

CAS-nr.: 56-75-7

Summenformel: C11H12N,Os5

Aggregatzustand: weiler, kristalliner Feststoff; extrem bitterer Geschmack
(Forth et al., 2001)

Molekulargewicht: 323,1 g/mol

Wasserloslichkeit: 2,5 mg/ml (25°C)

Dichte: 0,7 g/em’ (20°C)

logK,w : 1,14

Toxizitit: LDs(oral, Ratte): 2500 mg/kg

LDsp(oral, Maus): 1500 mg/kg
ECs0(24h): 1095 mg/L, Daphnia magna,
(arge-elbe, 2003)

OH

|
OQN—©—CH(|3HCHQOH

NH—CO—CHCI;

Abbildung 2-21: Strukturformel von Chloramphenicol (BLAC, 1999).
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2.8.9 Clarithromycin

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), Feldmann
(2005), molekula (2007) und der Website der Universitit Ziirich (www.vetpharm.unizh.ch)
entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Einordnung: Makrolid-Antibiotikum (NLM, 2008)

Synonyme: 6-O-Methyl-Erythromycin A

Handelsname: Biaxin, Clarithrobeta, Mavid, Clarithromycin
Sandoz 125/250 (Sandoz, 2005)

CAS-nr.: 81103-11-9

Summenformel: C3sHegoNO 3 (NLM, 2008)

Aggregatzustand: weilles, kristallines Pulver

Molekulargewicht: 747,95 g/mol (Knox, 2008)

Wasserloslichkeit: 0,33 mg/L (Knox, 2008)

Dampfdruck: 0 Pa

Henry-Konstante: 0 Pa*m*/mol

logK,y : 2,6

BCF: 21,7

Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): >6g/kg (Daunderer, 2000)

CH3

Clarithromycin R = CHs

Abbildung 2-22: Strukturformel von Clarithromycin (BLAC, 1999).
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2.8.10 Clenbuterol

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) sowie Dr. Ehrenstorfer (2006) entnommen. Andere Quellen sind
entsprechend gekennzeichnet. Es wurde Clenbuterol hydrochlorid untersucht, da dieses nor-
malerweise in der Human- und Veterindrmedizin eingesetzt wird (EMEA, 2000).

Wirkstoffklasse: Benzolderivate
Zuordnung: B>-Adrenorezeptor-Agonisten/ B-Sympathomimetika
(Forth et al., 2001)
Synonyme: 4-Amino-3,5-dichloro-a[((1,1-dimethylethyl)amino]
methyl)benzenmethanol
Handelsname: Spiropent
CAS-nr.: 21898-19-1
Summenformel: C,HsCILN,O HC1
Aggregatzustand: farbloses, mikrokristallines Pulver
Molekulargewicht: 313,65 g/mol (Heitzman, 2006)
Wasserloslichkeit: sehr gut 16slich (Heitzman, 2006)
logK,w: 2,91 (Bazylak & Nagels, 2003)
Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): 315 mg/kg
Cl
H-N CH—CH,—NH—C(CH3);
O
Cl

Abbildung 2-23: Strukturformel von Clenbuterol (BLAC, 1999).

43



2.8.11 Clofibrinsiure

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), Mersmann
(2003) und den Sicherheitsdatenbléttern fiir Chloramphenicol der Firmen, Alfa Aesar (2004a)
sowie Acros Organics (1996a) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeich-
net.

Wirkstoffklasse: Phenoxyalkancarbonsdurederivate
Zuordnung: Lipid-Senker (Metabolit)
Synonyme: 2-(4-Chlorphenoxy)-2-methyl-propionséure
Handelsname: Lipo-Merz®, Duolip®

CAS-nr.: 882-09-7

Summenformel: CioH11ClO3

Aggregatzustand: weiles bis hellgelbes-braunes Pulver
Molekulargewicht: 214,65 g/mol

Wasserloslichkeit: 582,5 mg/L

Dampfdruck: 1,13*%10™ mmHg
Henry-Konstante: 1,0¥E-3 Pa m*/mol

logK,y : 2,57

pKa: 32

Toxizitit: LDsg(oral, Maus): 1170 mg/kg

LDso(oral, Ratte): 897mg/kg

ECs0(0,5 h.): 100 mg/L, Vibrio fischeri (arge-elbe, 2003)
ECs0(48h.):145 mg/L, D. subspicatus, (Cleuvers, 2002)
ECs0(48h): 106 mg/L, Daphnia magna (arge-elbe, 2003)
LCs0(48 h.): 86 mg/L, D. rerio (Henschel, 1997)

Abbildung 2-24: Strukturformel von Clofibrinsdure (BLAC, 1999)
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2.8.12 Coffein

Website  der Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und dem Sicherheitsdatenblatt der Substanz der Firma Merck

Die folgenden Angaben sind der Universitét

(2005) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Methylxanthine

Zuordnung: Analgetika-Zusatz, Bestandteil von Genussmittel
(Engelmann, 2005)

Synonyme: 1,3,7-trimethylxanthin

Handelsname: Koffein, Thein, Guaranin

CAS-nr.: 58-08-2

Summenformel: CsHoN4O>

Aggregatzustand: farbloses, geruchloses Pulver; charakteristischer
bitterer Geschmack

Molekulargewicht: 194,20 g/mol

Wasserloslichkeit: 20 g/L (20°C)

Dampfdruck: 20hPa (80°C)

Dichte: 1,23 g/em’

logK,w: -0,07 (experimentell, Merck)

Toxizitit: LDsg(oral, Maus): 127- 137 mg/kg
ECs0(48h): 26,5 mg/L, Daphnia spec.
LCs0(96h): 87 mg/L, Leuciscus idus (Roth, 2008)
LCs0(96h):275 mg/L, Poecilia reticulata

Vorkommen:

Coffein kommt natiirlicherweise v.a. in Beeren, Samen und Blittern der Kaffeepflanze

(Coffea arabica), des Teestrauchs (Camellia sinensis), der Matepflanze (Ilex paraguariensis)
sowie des Kakao- und Kolabaumes (Theobroma cacao,Cola nitida) vor (Biitzer, 2003, Forth
etal., 2001)

Abbildung 2-25: Strukturformel von Coffein (Sattelberger, 1999).
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2.8.13 Cyclophosphamid

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), Rebmann
(2004b), Kohl (2002) und Baxter (2003) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend ge-
kennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Oxazaphosphorine

Zuordnung: bifunktionelle alkylierende Zytostatika (Forth et al.),
2001), Stickstofflost- Derivate

Synonyme: 2-(Bis(2-chlorethyl)amino)tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazophosphorin-2-oxid

Handelsname: Endoxan®, Motixan, Genoxal, Cytophosphan

CAS-nr.: 50-18-0

Summenformel: C;H;5CILN,0,P

Aggregatzustand: weiles, kristallines Pulver

Molekulargewicht: 279,1 g/mol

Wasserloslichkeit: 40000 mg/L

Dampfdruck: 0,000033 hPa

Henry-Konstante: 1,4¥10™"" atm m*/mol

logK,y : 0,63

BCF: 1,8 (geschitzt)

Toxizitit: LDso(oral, Ratte): 342 mg/kg

NOEC (48h): >987 mg/L, Daphnia magna
NOEC (96 h.) :> 984 mg/L, Salmo gairdneri

N(CH,CH,CI),

/

O.
<o
NH

Abbildung 2-26: Strukturformel von Cyclophosphamid (BLAC, 1999).
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2.8.14 Diclofenac

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), Mersmann (2003), dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Calbio-
chem (2005) sowie dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) entnommen. Andere Quellen
sind entsprechend gekennzeichnet. Aufgrund der besseren Wasserloslichkeit wurde Diclofe-
nac Natrium verwendet.

Wirkstoffklasse: (Phenyl-)Essigsdurederivate
Einordnung: Rheumatikum/ saure antipyretisch-antiphlogistische
Analgetika (Forth et al., 2001)
Synonyme: 2[(2,6-Dichlorophenyl)amino]benzenessigsidure
Handelsnamen: Voltaren, Athrax
CAS-nr.: 15307-79-6
Summenformel: C14H1C1LNO,*Na
Aggregatzustand: pulverformiger, weiller bis hellgelber Feststoff
Molekulargewicht: 318,1 g/mol
Dampfdruck: 2,6%E-6 Pa
Henry-Konstante: 2,7*E-6 Pa*m’/mol
Wasserloslichkeit: 21300 mg/L (25°C)
pKa: 4,0
logK,w: 1,13-1,56
BCF: 1,183 (Diclofenac)
Toxizitit: LCs0(96h): 214 mg/L Danio rerio
Q CH,—COOH
NH
Cl Cl

Abbildung 2-27: Strukturformel von Diclofenac (BLAC, 1999).
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2.8.15 Erythromycin

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und dem Sicherheitsdatenblatt der Substanz der Firma Acros Orga-
nics (2005) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Makrolid-Antibiotika

Zuordnung: Antibiotika (Halling- Sorensen et al., 1998)

Handelsname: Erythrocyn, Eryaknen, Eryderm, Erythrocin® i.v.
(Abbott, 2004)

CAS-nr.: 114-07-8

Summenformel: C37Hg7NO13 (Volger & Schneider, 2006)

Aggregatzustand: bitter schmeckendes, geruchloses, weiles bis schwach
gelbes, kristallines Pulver

Molekulargewicht: 733.94 g/mol (Volger & Schneider, 2006)

Wasserloslichkeit: 1 mg loslich in 1 ml Wasser

pKa: 8,7-8,8

logK,y : 3,06 (Feldmann, 2005)

Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): 374 mg/kg

ECs0(24h): 388 mg/L, D. magna ,(arge-elbe, 2003)

H4C
“Ny—CHa
\mcm
CH3
CHs5
0 OH
CH3;
Erythromycin R=H

Abbildung 2-28: Strukturformel von Erythromycin (BLAC, 1999).
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2.8.16 17-a-Ethinyldstradiol

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), Liebig

Wirkstoffklasse:
Einordnung:
Synonyme:
CAS-nr.:
Summenformel:

Aggregatzustand:

Molekulargewicht:

Dampfdruck:
Henry-Konstante:
Wasserloslichkeit:
pKa:

logK,w:

BCF:

Toxizitit:

HO

(2005) und Rippen (1990) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Synthetische Steroidhormone

orale Kontrazeptiva (Daughton und Ternes, 1999)
EE2, 17a-ethynyl-1,3,5[10]-estratriene-3,17b-diol
57-63-6

C20H2402

Feststoff (Sigma-Aldrich, 2006b)

296,44 g/mol

3,8*E-7 Pa

2,9*E-7 Pa*m®/mol

12 — 18,6 mg/L (20-25 °C)

10,46 (23°C)

4,2

492

LDsg(oral, Ratte): 960 mg/kg (Sigma-Aldrich, 2006b)
ECso(24h): 5,7 mg/L, Daphnia magna,
LCs0(96h): 1,7 mg/L, Danio rerio

H,c ©OH
-C=CH

Abbildung 2-29: Strukturformel von 17-a-Ethinyl6stradiol (EE,, BLAC, 1999).
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2.8.17 Fenofibrat

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), dem Si-
cherheitsdatenblatt der Firma Sigma Aldrich (2006b) sowie der Produktinformation von
Cayman Chemicals (2007) und Daughton & Ternes (1999) entnommen. Andere Quellen sind
entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Fibrate (Forth et al., 2001), Fibrinsdurederivat (Fournier,
2004)
Zuordnung: Lipid-Senker (Daughton und Ternes, 1999)
Synonyme: 2-[4-[4-chlorobenzoyl)phenoxy]-2-methylpropanoic acid
1-methylethyl ester
Handelsname: Lipanthyl® 200M/267M/100 (Fournier, 2004)
CAS-nr.: 49562-28-9
Summenformel: CyoH,1ClOy4
Aggregatzustand: kristalliner Feststoff
Molekulargewicht: 360,8 g/mol
Wasserloslichkeit: gering
Dampfdruck: 2,8*E-8 Pa (FS)’
Henry-Konstante: 4,6*E-7 Pa*m’/mol (FS)12
logKow: 4,3 (FS)"?
BCF: 896,4 (FS)"
Toxizitit: LDso(oral, Ratte): >2000 mg/kg
LDso(oral, Maus): 1600 mg/kg
o) CH,
CI@H@OJ)COOCH(OH&
CHy

Abbildung 2-30: Strukturformel von Fenofibrat (BLAC, 1999).

7 FS: Angaben fiir Fenofibrinsiure
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2.8.18 Ibuprofen

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), Mersmann (2003) und dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Sig-
ma-Aldrich (2006c) sowie dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) entnommen. Andere
Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit der
reinen Substanz wurde Ibuprofen-Natrium untersucht.

Wirkstoffklasse: (Phenyl)Propionsdurederivat

Einordnung: Antirheumatikum/ saure antipyretisch-antiphlogistische
Analgetika (Forth et al., 2001)

Synonyme: 2-(4-Isobutylphenyl)-Propionséure

Handelsnamen: Dolormin, Profen

CAS-nr.: 31121-93-4

Summenformel: C13H17NaO2

Aggregatzustand: weiller Feststoff

Molekulargewicht: 228,29 g/mol

Wasserloslichkeit: 2,44 mg/L (Ibu)®

Dampfdruck: 1,86%10™ mmHg (Ibu®)

pKa: 4,5,5,7 (Ibu®)

logK,w: 3,5 (Ibu®)

Toxizitit: LCso(96h): 173 mg/L, L. macrochirus

CH,

|
(Hsc)ch—CH24©70H—COOH

Abbildung 2-31: Strukturformel von Ibuprofen (BLAC, 1999).

8 Ibu: Wert fiir die reine Substanz
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2.8.19 Ifosfamid

Die folgenden Angaben sind dem Landesumweltamt Brandenburg (2002), Kohl (2002)
und Baxter (2004) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Oxazaphosphorine

Zuordnung: Zytostatikum, Stickstofflost-Derivat

Synonyme: 3-(2-Chlorethyl)-2-[(2-chlorethyl)amino-2H-1,3,2-
oxazaphosphinan-2-oxid

Handelsname: Holoxan

CAS-nr.: 3778-73-2

Summenformel: C;H;5C1LN,0,P

Aggregatzustand: weiles, kristallines, geruchloses Pulver

Molekulargewicht: 261,1 g/mol

Wasserloslichkeit: 100 g/L

Dampfdruck: 0,000014 hPa

Henry-Konstante: 8,1*E-6 Pa*m’/mol

logK,y : 0,9

BCF: 0,4

Toxizitit: ECs0(48h): 162 mg/L, Daphnia magna

NOEC((48h): 100 mg/L, Daphnia magna
LCs0(96h): >1000 mg/L, Salmo gairdneri
NOEC(96h): 555 mg/L, Salmo gairdneri

O
o_ %

\P\
L/l\u NH— CH, — CH,—Cl
~CH,—CH,—Cl

Abbildung 2-32: Strukturformel von Ifosfamid (BLAC, 1999).
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2.8.20 Malathion

Die folgenden Angaben sind Streit (1992), Dr. Ehrenstorfer (2003) und Schulte (1997)
entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Einordnung: Thiophosphorsédureester, Insektizid

Synonyme: S-[1,2-Bis(ethoxycarboxyl)ethyl]-O,0-dimethyl-
dithiophosphat

CAS-nr.: 121-75-5

Summenformel: Ci0H9O6PS>

Aggregatzustand: olige, gelbliche Fliissigkeit; markanter Geruch nach
Knoblauch

Molekulargewicht: 330.36 g/mol

Wasserloslichkeit: 145 mg/L (25°C)

Dichte: 1,23 (25°C)

Dampfdruck: 17 mPa (20°C)

logK,y : 2.9

Toxizitit: LDsg(oral): 1,4 —2,8g/kg; Ratte

LCs0(96h): 0,103 mg/L, Lepomis macrochirus
LCs0(96h): 0,122 mg/1, Onchorhynchus mykiss
LCs0(48h): 6,2 mg/L, Danio rerio (DarT)

I
HiC P CHs

0] C
H3C/\O ~ Hs

Abbildung 2-33: Strukturformel von Malathion (wikipedia, 2008).
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2.8.21 Metoprolol

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) sowie Dr. Ehrenstorfer (2005a) entnommen. Andere Quellen sind
entsprechend gekennzeichnet. Es wurde Metoprolol tartrat verwendet.

Wirkstoffklasse: Propanole
Zuordnung: B-Blocker (AstraZeneca, 2003; Sankyo, 2004)
Synonyme: 1-[4-(2-Methoxyethyl)phenoxy]-3-[(1-
methylethyl)amino]-2-propanol tartrat
Handelsname: Beloc ZOK® (AstraZeneca, 2003), Lopresor® OROS
(Sankyo, 2004)
CAS-nr.: 56392-17-7
Summenformel: C34Hs6N,O12
Aggregatzustand: kristalliner Feststoff, bitterer Geschmack
Molekulargewicht: 684,8 g/mol
Wasserloslichkeit: leicht 16slich (>1000 mg/L)
logKow: 1,88 (Barcelo et al., 2006)
Toxizitit: LDs(oral, Ratte): 3090 mg/kg
CH,
HscOCHZCHzGOCHzcl:H —CHz—NH—J:H—CHS

OH

Abbildung 2-34: Strukturformel von Metoprolol (BLAC, 1999).
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2.8.22 Naproxen

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) sowie dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Sigma- Aldrich (2006d)
und dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) entnommen. Andere Quellen sind entspre-
chend gekennzeichnet. Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit der reinen Substanz wurde
Naproxen Natrium verwendet.

Wirkstoffklasse: Propionsédurederivate

Einordnung: Antiphlogistikum, Antirheumatikum, (Engelmann et al.,
2005) Antipyretikum (Mepha Pharma, 1997), nicht-ste
roidale Analgetika (Forth et al., 2001)

Synonyme: 6-Methoxy-alpha-Methyl-2-Naphthalen-Acetylsdure

Handelsnamen: Naprosyn, Proxen, Naproxen-Mepha® (Mepha Pharma,
1997)

CAS-nr.: 26159-34-2

Summenformel: C14H3NaO;

Aggregatzustand: fast wei3es Pulver

Molekulargewicht: 252,24 g/mol

Wasserloslichkeit: praktisch unléslich (N apc’)

logKw: 3,0 (Nap’)

Dampfdruck: 6,7*E-5 Pa (Nap’)

Henry-Konstante: 2,1*E-5 Pa*m’/mol (Nap’)

pKa: 4,14 (Nap’)

BCF: 45,5 (Nap’)

Toxizitit: ECs0(24h): 140 mg/L, Daphnia magna

LCs0(96h): 690 mg/L, Onchorhynchus mykiss
LCs0(96h): 560 mg/L, Lepomis macrochirus

i
CH—COOH

Abbildung 2-35: Strukturformel von Naproxen (BLAC, 1999).

H,CO

? Nap: Angaben der reinen Substanz
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2.8.23 Oxytetracyclin

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), dem Sicherheitsdatenblatt der Firmen Acros Organics (2005) und
Sigma-Aldrich (2008b) sowie Rippen (1990) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend
gekennzeichnet. Aufgrund der besseren Wasserloslichkeit wurde Oxytetrazyklin hydrochlorid

verwendet.

Wirkstoffklasse: Tetracycline

Zuordnung: Antibiotika (Halling- Sorensen et al., 1998)

Synonyme: (27,45 ,4aR,58S,5aR,68S,12aS)-2-(amino-
hydroxymethylidene)-4-dimethylamino-5,6,10,11,
12a-pentahydroxy-6-methyl-4,4a,5,5a-
tetrahydrotetracene-1,3,12-trione (Knox, 2005)

Handelsname: Glomycin, Riomitsin, Oxytetracyclin-Augensalbe
(JENAPHARM, 2005)

CAS-nr.: 2058-46-0

Summenformel: C2,Hy4N,O9 HC1

Aggregatzustand: beiges bis hellgelbes, kristallines Pulver, bitterer
Geschmack

Molekulargewicht: 496,9 g/mol

Wasserloslichkeit: 0,6 mg/mL als reine Substanz (schwer 16slich),
6,9 mg/mL bzw., frei 16slich als HCI (Knox, 2008)

logK,y : -1,3 (Knox, 2008)

Toxizitit: LDso(oral, Maus): 3600- 7200 mg/kg

” R H
OH|| + R%OH
R*: CHs
R% H
R® R3 R4 R2 "
HSC/ \CH3

Abbildung 2-36:Strukturformel von Oxytetrazyklin (BLAC, 1999).
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2.8.24 Paracetamol

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) sowie den Sicher-
heitsdatenblittern der Firmen Merck (2003c) und Alfa Aesar (2004c) entnommen. Andere
Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: p-Aminophenolderivate

Einordnung: nicht-saure antipyretische Analgetika (Forth et al., 2001)

Synonyme: N-Acetyl-p-Aminophenol, Acetaminophen,
4-Acetamidophenol

Handelsnamen: Grippostad, Zolben Treupel®Dolo PARACETAMOL
(Viatris GmbH, 2003)

CAS-nr.: 103-90-2

Summenformel: CsHoNO,

Aggregatzustand: kristallines, weies Pulver, leicht bitterer Geschmack;
geruchlos

Molekulargewicht: 151,17 g/mol

Wasserloslichkeit: 14 g/L

Dichte: 1,293 g/cm? (20°C)

logK,w: 0,51

BCF: 0,1

Toxizitit: LDso(oral, Ratte): 1944 mg/kg

LCs0(48h.): 378 mg/L Danio rerio
ECs0(48h.): 50 mg/L Daphnia magna

H
N

T

O

CHs

HO

Abbildung 2-37: Strukturformel von Paracetamol (wikipedia, 2008).
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2.8.25 Parathion

Die folgenden Angaben sind Streit (1992) und Dr. Ehrenstorfer (2002) entnommen.
Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Es wurde Parathion-methyl verwendet.

Einordnung:

Synonyme:

CAS-nr.:
Summenformel:

Aggregatzustand:

Molekulargewicht:

Wasserloslichkeit:
Dichte:
Dampfdruck:
logK,w :

Toxizitit:

Thiophosphorsdureester; Organophosphorverbindung,
Insektizide
0,0-Dimethyl-O-(4-nitrophenyl)-phosphorothioate,
E605

298-00-0

CsH190OsNOsPS

unterhalb von 6,1°C Feststoff, dariiber fliissig (Parathion)
263,21 g/mol

55 mg/L (20°C)

1,265 (Parathion)

7,68 mPa (20°C, Parathion)

3,8 (Parathion)

LDso(oral, Ratte): 6 mg/kg

LCs0(96h): 1,5 mg/L, Regenbogenforelle (Parathion)

Abbildung 2-38: Strukturformel von Parathion (wikipedia, 2008).
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2.8.26 Propranolol

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) entnommen. An-
dere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Da es in der Humanmedizin v.a. zum Einsatz
kommt (Inderal®, AstraZeneca, 2002; Propranolol Helvepharm, Helvepharm, 1991) wurde
Propranolol hydrochlorid verwendet. Die Substanz ist zudem besser wasserloslich und hat
einen niedrigeren logK,y als die reine Substanz.

Wirkstoffklasse: Naphthalinderivat

Einordnung: lipophiler, unspezifischer 3-Blocker

Synonyme: (£)-1-Isopropylamino-3-(1-naphthyloxy)-2-propanol
hydrochloride (Sigma-Aldrich, 2008)

Handelsname: Inderal® (Astra Zeneca, 2002), Propranolol Helvepharm
(Helvepharm, 1991)

CAS-nr.: 318-98-9 /4199-10-4

Summenformel: Ci16H21NO; (Daughton und Ternes, 1999)

Aggregatzustand: bitter schmeckendes, geruchloses, weiles Pulver

Molekulargewicht: 295,8 g/mol (Rxlist, 2008)

Wasserloslichkeit: 1g 16st sich in 20ml Wasser

pKa: 9,45

logK,w: 2,7

Toxizitit: LDsg(oral, Maus): 289 mg/kg

LCs0(24h): 2,7 mg/L Daphnia magna

(|)H
O—CH,— CH—CH,~NH—CH(CH,)

-
'

Abbildung 2-39: Strukturformel von Propranolol (BLAC, 1999).
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2.8.27 Roxithromycin

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), Knox (2008) und dem Landesumweltamt Brandenburg (2002)
entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Makrolide

Einordnung: Antibiotika

Synonyme: (3R,4S,5S,6R,7R,9R,11S,12R,13S,14R)-6-
[(2S,3R,48S,6R)-4-dimethylamino-3-hydroxy-6-
methyloxan-2-yl]oxy-14-ethyl-7,12,13-trihydroxy-4-
[(2R,4R,58,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyloxan-
2-yl]Joxy-10-(2-methoxyethoxymethoxyimino)-
3,5,7,9,11,13-hexamethyl-1-oxacyclotetradecan-2-one

Handelsname: Roxi, Roxibeta, Roxigriin, Rulid® (Aventis Pharma,
2001)

CAS-nr.: 80214-83-1

Summenformel: Cs1H76N-Oq5

Aggregatzustand: weiller Feststoff (molekula, 2007)

Molekulargewicht: 837,05 g/mol

Wasserloslichkeit: 0,0189 mg/L (25°C)

Dampfdruck: 0 Pa

logK,w: 2,5

BCF: 15,2

Toxizitit: LCs0(96h): >100 mg/L Fischspezies nicht benannt

N—O—CH,—0—(CH,),—OCH,

Abbildung 2-40: Strukturformel von Roxithromycin (BLAC, 1999).
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2.8.28 Salbutamol

Die folgenden Angaben sind dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Sigma-Aldrich/ Rie-
del de Haen (2007) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Es wurde
Salbutamol hemisulfat verwendet.

Wirkstoffklasse: Benzolderivate
Einordnung: 3-Sympathomimetika (Glaxosmithkline, 2004)
Synonyme: 4-[2-(tert-butylamino)-1-hydroxyethyl]-2-
(hydroxymethyl)phenol (Knox, 2008)
Handelsnamen: Volmax® (Glaxosmithkline, 2004)
CAS-nr.: 51022-70-9
Summenformel: C3H21NO3 * 0,5 H,SOq4
Aggregatzustand: weiller Feststoff (Sigma-Aldrich, 2006e)
Molekulargewicht: 288,36 g/mol
Wasserloslichkeit: 3 mg/L (Salbutamol)
logK,w: 0,01 (arge-elbe, 2002)
Toxizitit: LDs(oral, Ratte): >2500 mg/kg (Sigma-Aldrich, 2006e)
CH,OH (|DH
HO CH—CH, —NH—C(CH,),

Abbildung 2-41: Strukturformel von Salbutamol (BLAC, 1999).
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2.8.29 Sulfamethoxazol

Die folgenden Angaben sind Forth et al. (2001), Liebig (2005) sowie der Website der
Universitédt Ziirich (www.vetpharm.unizh.ch) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend

gekennzeichnet.
Wirkstoffklasse: Sulfonamide
Einordnung: Antibiotika (Halling- Sorensen et al., 1998)
Synonyme: 4-Amino-N-(5-methyl-3-isoxazolyl)benzensulfonamid
Handelsnamen: Groprim® (Grossman, 2002)
CAS-nr.: 723-46-6
Summenformel: CioH11N303S
Aggregatzustand: weilles bis cremefarbiges, geruchloses Pulver
Molekulargewicht: 253,3 g/mol
Wasserloslichkeit: 610 mg/L (25°C)
pKa: 5,6
logK,w: 0,89
Toxizitit: ECs0(48h): 125 mg/L, Daphnia magna,

LCs0(48h): >100 mg/L, Danio rerio (DarT)

Abbildung 2-42: Strukturformel von Sulfamethoxazol (BLAC, 1999).
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2.8.30 Tamoxifen

Die folgenden Angaben sind Forth et al. (2001) sowie den Sicherheitsdatenblittern der
Firmen Calbiochem (2003), Acros Organics (2000) und Dr. Ehrenstorfer (2005¢) entnommen.
Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Es wurde Tamoxifen citrat verwendet

Wirkstoffklasse:
Einordnung:

Synonyme:

Handelsnamen:
CAS-nr.:
Summenformel:

Aggregatzustand:

Molekulargewicht:

Wasserloslichkeit:

logK,w:
Toxizitit:

HC,

Triphenylethen-Derivat (Forth et al., 2001)
Zytostatische Hormone
(Z)-2-[4-(1,2-Diphenyl-1-butenyl)-phenoxy]-N,N,-
dimethylethylamin (Klaua, 2004)

Tamoxifen Farmos (Bristol-Myers Squibb, 2003)
54965-24-1

Cr6H20NO*CsHgO4

weilles, geruchloses, kristallines Pulver

563,7 g/mol

schlecht 16slich

6,3 (Sandra et al., 2003)

LDso(oral, Ratte): 1190 mg/kg

Abbildung 2-43: Strukturformel von Tamoxifen (Sattelberger, 1999).
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2.8.31 Terbutalin

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Sigma- Aldrich (2006f)
entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet. Es wurde Terbutalin hemi-
sulfat verwendet.

Wirkstoffklasse: Benzolderivate

Einordnung: B-Sympathomimetika

Synonyme: 5-[2-[(1,1-Dimethylenthyl)amino]-1-hydroxyethyl]-1,3-
benzendiol

Handelsname: Bricanyl® (AstraZeneca, 1992), Aerodur, Continit

CAS-nr.: 23031-32-5

Summenformel: C12H9NO3 * 0,5 H,SOq4

Aggregatzustand: Feststoff

Molekulargewicht: 274,3 g/mol

Wasserloslichkeit: 1213 mg/L (Knox, 2008)

logK,w: 1,4 (Knox, 2008)

Toxizitit: LDs(oral, Ratte): 8700 mg/kg

LDs(oral, Hund): 1520 mg/kg

HO OH

|
CH—CH,—NH—C(CH,),
HO

Abbildung 2-44: Strukturformel von Terbutalin (BLAC, 1999).
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2.8.32 Theophyllin

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) sowie den Sicher-
heitsdatenblittern der Firmen Acros Organics (1996c¢) und Caelo (2005) entnommen. Andere
Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Methylxanthine

Einordnung: zentrale Analeptika, Bronchospasmolytika/
Antiasthmatika

Synonyme: 1,3-Dimethyl-xanthin

Handelsname: Theo-CT, Duraphyllin, Euphyllin®N (Altana Pharma,
2004)

CAS-nr.: 58-55-9

Summenformel: C;HgN4O,

Aggregatzustand: weiles, kristallines Pulver; bitterer Geschmack (Zeller,
1995)

Molekulargewicht: 180,17 g/mol

Wasserloslichkeit: 1g 16st sich in 120ml Wasser, 8,3 g/L (20°C)

Dampfdruck: 3,2*E-6 Pa

Henry-Konstante: 8,617*10™° atm*m*/mol

logK,w: -0,02

BCF: 0,6

Toxizitit: LDso(oral, Ratte ): 225 mg/kg

Vorkommen: Das Purin-Derivat Theophyllin kommt, dhnlich wie Coffein, natiirli-

cherweise in den Beeren, Samen und Blittern der Kaffeepflanze (Coffea arabica), des
Teestrauchs (Camellia sinensis), der Matepflanze (llex paraguariensis) sowie des Kakao- und
Kolabaumes (Theobroma cacao, Cola nitida) vor (Biitzer, 2003, Forth et al., 2001)

Abbildung 2-45: Strukturformel von Theophyllin (Sattelberger, 1999).
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2.8.33 Trimethoprim

Die folgenden Angaben sind Forth et al. (2001) und der Website der Universitéit Zii-
rich (www.vetpharm.unizh.ch) sowie dem Sicherheitsdatenblatt der Firma Science Lab.com
(2005) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Benzylpyrimidine / Diaminopyrimidinderivate
Einordnung: Dihydrofolat-Reduktasehemmer/ Folsdureantagonist
Synonyme: 2,4-diamino-5-(3,4,5-trimethoxybenzyl)-pyrimidin
Handelsname: Infectotrimet, Groprim® (Grossman, 2002)
CAS-nr.: 738-70-5
Summenformel: C14H§N4O3 (Serva, 2005)
Aggregatzustand: weilles bis cremefarbenes, kristallines geruchloses
Pulver, bitterer Geschmack
Molekulargewicht: 290,32 g/mol (Serva, 2005)
Wasserloslichkeit: 400 mg/100 ml (25°C)
pKa: 6,6
logK,w: 0,9
Toxizitit: LDsg(oral, Maus): 2764 mg/kg
OCH,
H,CO N\ NH,
C T
H,CO N
NH,

Abbildung 2-46: Strukturformel von Trimethoprim (BLAC, 1999).
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2.8.34 Valproinsiure

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch) und den Sicherheitsdatenblittern der Firmen Merck (2002¢) und
Acros Organics (2004) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeichnet.

Wirkstoffklasse: Carboxylsdurederivate

Einordnung: Antiepileptika

Synonyme: 2-Propylvaleriansdure, Dipropylessigséure,
2-Propylenpentansiure

Handelsnamen: Depakine®Chrono (Sanofi-Synthelabo)

CAS-nr.: 99-66-1

Summenformel: CsH607

Aggregatzustand: farblose bis gelbliche, klare Fliissigkeit (20°C)

Molekulargewicht: 144.21 g/mol

Wasserloslichkeit: gering

Dichte: 0,91 g/cm?

Log kow : 2,75

Toxizitit: LDsg(oral, Ratte): 670 mg/kg

LDsg(oral, Maus): 1098 mg/kg
LCs0(48h): 20,19 mg/L; Danio rerio, (Bachmann, 2002)

OH

Abbildung 2-47: Strukturformel von Valproinsdure (wikipedia, 2008).
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2.8.35 Verapamil

Die folgenden Angaben sind der Website der Universitit Ziirich
(www.vetpharm.unizh.ch), dem Landesumweltamt Brandenburg (2002) sowie Zeller (1995)
und Tocris biosciences (2006) entnommen. Andere Quellen sind entsprechend gekennzeich-
net. Es wurde Verapamil hydrochlorid verwendet.

Wirkstoffklasse: Benzolderivate

Einordnung: Calciumkanal-Blocker, Antihypertonikum

Synonyme: 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-[2-(3,4-
dimethoxyphenyl)ethyl-methylamino]-2-propan-2-
ylpentanenitrile (Knox, 2008)

Handelsnamen: Flamon, Verapam®/-retard (Streuli, 1998)

CAS-nr.: 52-53-9

Summenformel: C,7H33N,O4 HCI * 0,5 H,0O

Aggregatzustand: weiles, geruchloses, bitter schmeckendes Pulver

Molekulargewicht: 500,08

Wasserloslichkeit: 83mg/L

Dampfdruck: 2,2*E-12 Pa

Henry-Konstante: 3,2*E-9 Pa*m’/mol

logK,w: 4.6

BCF: 2152,8

Toxizitit: LDso(oral, Maus): 163 mg/kg

o

ECs0(24h): 55,5 mg/L, Daphnia magna
LCs0(96hl): >4,6 mg/L / <10 mg/L, Leuciscus idus

Abbildung 2-48: Strukturformel von Verapamil (wikipedia, 2008).
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2.9 Datenaufbereitung und Versuchsauswertung

Nach Beendigung der Versuche erfolgte die Bewertung der beobachteten Effekte der
Testsubstanzen auf die Embryonalentwicklung. Der Versuch galt als valide, wenn maximal
10% der Embryonen in den Kontrollen nach 48 Stunden letale und maximal 20% der Kont-
rollembryonen nach 48 Stunden subletale Effekte zeigten. War die Mortalitit bzw. der Anteil
subletaler Effekte hoher, wurde der Versuch wiederholt.

2.9.1 LCsp-Bestimmung (letale Konzentration)

Durch eine Ja/ Nein-Entscheidung wurde das Vorhandensein letaler Effekte beurteilt.
Anhand der erhaltenen Daten wurde mit dem Tox Rat®- Programm (Tox Rat Professional,
Version 2.07) die Konzentration ermittelt, bei der 50 % der Versuchsorganismen innerhalb
eines festgelegten Versuchszeitraumes (48 Stunden) letale Effekte zeigten (LCso(48h)). In
Anlehnung an den best fit-approach nach Scholze et al. (2001) wurden dafiir die drei in der
Okotoxikologie gebriuchlichsten Standardmodelle, Logit, Probit (Lichtenfeld-Wilcoxon,
1949), Weibull, an die Daten angepasst. Fiir jede Substanz bzw. Substanzkombination wurde
dann das ,,best fitting“~-Modell auf Basis statistischer Kriterien ausgewéhlt.

2.9.2 ECsp-Bestimmung (Effektkonzentration)

Auch das Auftreten der verschiedenen subletalen Effekte unterlag einer Ja/Nein- Ent-
scheidung. Anhand dieser Daten wurde ebenfalls mittels Logit-, Weibull- oder Probit-
Analyse die Konzentration bestimmt, bei der 50 % der untersuchten Organismen innerhalb
eines festgelegten Zeitraumes (48 Stunden) einen bestimmten Effekt zeigten (ECso(48h)).

2.9.3 Bestimmung von NOEC und LOEC

Als einziger quantitativer Parameter wurde die Herzschlagfrequenz nach 48 Stunden
bestimmt. Anhand dieser Daten wurden mittels Williams oder Dunetts-Test Angaben zu
NOEC und LOEC abgeleitet, die auf dem 95%-Signifikanzniveau ermittelt wurden. Die
NOEC ist dabei die hochste untersuchte Konzentration, bei der kein statistisch signifikanter
Unterschied zur Kontrollgruppe auftritt. Die LOEC ist die niedrigste untersuchte Konzentrati-
on, bei der ein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden kann.
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2.9.4 Bestimmung LDs,

Um die ermittelten Daten besser miteinander und mit Daten aus Toxizitdtsuntersu-
chungen mit Ratten und Méusen vergleichen zu konnen, wurde anhand der, mittels Tox Rat®
kalkulierten LCso-Werte die LDSO* berechnet. Dabei handelt es sich um die letale Dosis eines
bestimmten Stoffes, d.h. die Menge eines Stoffes, die zugefiihrt werden muss, damit 50% der
eingesetzten Testorganismen letale Effekte zeigen. Die LCsg ist im Gegensatz dazu eine aus
der Umgebung des exponierten Testorganismus wirkende Stoftkonzentration.

Die Berechnung der LDsp* erfolgt nach Brust (2001) tiber den Biokonzentrationsfaktor
(BCF) einer Substanz. Dieser wiederum wird mathematisch tiber den logK,,, des Stoffes er-
mittelt.

logBCF = 0,461 * logK,w + 0,0769 Gleichung 9

Der ermittelte BCF wird dann zusammen mit der berechneten LCsy aus den Einzel-
substanzversuchen fiir die Berechnung der LDsy* herangezogen.

logLDsg = logLCsy + logBCF oder LDsy=LCso * BCF Gleichung 10
2.9.5 Darstellung der Mischungstoxizitiit

Die gemeinsamen Darstellungen der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der un-
tersuchten Mischungen und der Vorhersagen nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitcit
wurde mit dem drc-package des Programmes R (Ritz und Streibig, 2005) erstellt.

2.10 Gerite und Materialien

Nachfolgend sind die verwendeten Materialien und Gerite aufgefiihrt.

2.10.1 Halterung und Ei-Gewinnung

+ Glasaquarien (Silikonfugen, 2 x L80xB40xH30cm; 2 x L70xB40xH40cm, 1 x
L80xB40xH30cm )

+ Aktivkohle- und Partikelfilter (Fa. Wolfert)

+ Aquarienau3en- bzw. Anhéngefilter (Eheim Liberty 130 (220 - 570L/h; 230V, 50 Hz);,
Eheim Aquaboss (200-400L/h, 4 Watt, 50Hz))
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2.10.2

Leuchtstoffrohren (Sylvana Standard F58 W/ 125- T8, universal white; FS8W/25;
DAKS 18 W, cool white; Leuci, Aquarium light LT 18 Watt; Osram , Lumilux, cool
white, 58 W)

Aquarien-Durchliifter (Rena Air 100 (120L/h, 150 mbar); Rena Air 400 (2x200L/h;
2x300 mbar))

Futterautomat (Grisslin, 28 Futterbehilter, je 3,5 mL Fillvolumen )

Laichschalen (Glas, L x B x H: 30 x 18 x 6 cm)

Abdeckgitter (Edelstahl, Maschenweite ca. 3 mm, Werkstéitten TU Dresden)
Pflanzenimitate (Glasbaumchen: Firma Annemiiller, Mainz, Deutschland; Kunststoft-
pflanzen: TetraPlantastics, Rote Ludwigie, 11-15 cm)

Aquarienheizer (Jager, Deutschland)

Thermostat (Lauda, Einhdngethermostat, E100, Ecoline Staredition)

Schlauch (Zulauf: 4/6 mm; Ablauf: 9/12 mm), Zuldufe (Lufthahn 2 weg 4/6 mm)
Glas-Abfliisse, Dichtband (PTFE, VWR)

TetraMin (Tetra-Werke, Melle, Deutschland)

Zysten von Artemia salina (Sanders Brine Shrimp Company, Inc., Ogden, Utah, USA)
Salz fiir Artemienansatz (Sea Salt Sera Premium, Sera-Werke; alternativ: jodfreies
Speisesalz z.B. K-classic Tafelsalz)

Ansetzkolben (Scheidetrichter, Duran Schott, Mainz, 500 und 1000 mL)
Quetschhihne (Messing, vernickelt)

Kastensieb (Fa. Hobby, 5x5 cm Siebfliche)

Schnelltests (Aqua Quick Test (pH, KH/ TAC, GH/TH, NO,, NO;3; eSHa Production,
Maastricht, the Neverlands); Tetratest O, ( Tetra Werke, Melle, Deutschland))
Olradiator (Einhell, MR 510; ISC GmbH, Landau, Deutschland)

Ei-Entnahme und Probenansatz

Kunststoff- Haushaltssieb (,,Sonja*, Maschenweite: 0,5 mm; Durchmesser: 60mm)
Flachbodenschale aus Glas (Duran Schott; Durchmesser: 115 mm, Nennvolumen: 320
mL)

Bechergldser (Nennvolumina 150 bis 800 mL)

Malkolben (Nennvolumina 100 bis 250 mL)

Kolbenhubpipetten (Nennvolumina 20; 200; 1000 nL, Eppendorf)

Messpipetten (Nennvolumina 10 und 20 mL)

Spatel

Einwegpasteurpipetten (graduiert; Fiillvolumen: 3,5 mL)

Handschuhe (VWR international, Nitrile bzw. Latex examination gloves)
Feinwaage (Sartorius BA 110 S; mit integriertem Abzug)

Abzug (Fa. Kottermann)
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Wasserentsalzungsanlage (Milli-Q plus; Ultra-pure water system, Fa. Millipore,
Frankreich)

Magnetrithrer (mit integrierter Heizplatte: IKAMAG, RCT; ohne Heizplatte, Losemit-
tel geeignet (T6): IKA-Werke GmbH & Co. KG; Staufen, Deutschland)

Ultraschallbad (Firma Bandelin, SONOREX, RK 100H)

Alufolie (Fa. Roth; Karlsruhe)

Oximeter, pH-meter; Leitfdhigkeitsmesser (Mehrparameter-Messgerdt Multi 3401/
SET; Standardleitfihigkeitsmesszelle TetraCon®325; Sauerstoffsensor CellOx 325;
pH-Elektrode SenTix 81; WTW, Wissenschaftlich-Technische Werkstédtten Weilheim,
Deutschland)

Heizplatte (minitiib HT 200, Minitiib GmbH Tiefenbach, Deutschland)

Binokular (B 061, Olympus, Japan)

Blockschélchen (Kristallierschilchen, Mikroskopiernapf; Glas; mit halbrunder Vertie-
fung; O ca. 32mm; ca. 40 x 40 mm)

Parafilm M (American National Can, Greenwich, England)

Wellplatten aus Polystyren (24 Wells a’3,4 mL Volumen; nunc, Dédnemark)
selbstklebende Folie (Fasson, S695)

Kiihlbrutschrank (Heraeus BK 6160, Hanau, Deutschland)

Stoppuhr (Fa. hanhart)

Inversmikroskop (IMT 2,0lympus, Japan)

Fotoapparat (Olympus, SC35, Japan)

Filme (FUJIFILM,Superia x-tra, 400er; 36 Bilder, DX p; Schlecker Fotoland, AS Co-
lor, 400-36)

Gasbrenner (Typ Bunsen, Nennwéirmebelastung: 0,95 kW; Fa. SPECCO Erdgas,
Deutschland)
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3 Ergebnisse & Diskussion der Einzelstoffexperimente

Im folgenden Kapitel sind die an den Embryonen wihrend der 48-stiindigen Expositi-
on gegeniiber den verschiedenen Einzelstoffen beobachteten letalen und subletalen Effekte fiir
die jeweiligen Substanzenklassen getrennt, in alphabetischer Reihenfolge dargestellt.

Die beobachteten Effekte sowie die daraus berechneten Effekt-Konzentrationen sind in
Tabellen zusammengefasst. Es ist jeweils die Anzahl der je Konzentration beobachteten Ef-
fekte angegeben (letale Effekte: 2/20 bedeutet, dass zwei von 20 eingesetzten Embryonen
koaguliert sind; subletale Effekte: 2/19 bedeutet, dass zwei von 19 nicht-koagulierten Emb-
ryonen einen bestimmten Effekt gezeigt haben). Da ein Embryo mehrere subletale Effekte

parallel aufweisen kann, kann er daher auch mehrfach aufgefiihrt sein.

Da die Toxizitdtsinformationen der Einzelstoffe den Ausgangspunkt fiir die Konzent-
rations-Wirkungs-Analyse der Mischungen bilden, werden diese zuerst vorgestellt (3.1), bevor
anschliefend die darauf aufbauenden Ergebnisse der Mischungen priasentiert werden (4).

Im Anhang B sind die Daten fiir die gemessenen Herzschlagfrequenzen der Einzel-
substanzversuche sowie der Mischungen nach 15 Sekunden bzw. 1 Minute in alphabetischer
Reihenfolge zusammenfassend dargestellt (Tabellen 1-67). Bei der folgenden Darstellung der
Ergebnisse wird nicht explizit darauf verwiesen.

Fiir die Analgetika wurden zwei verschiedene Ansitze untersucht. In einem ersten An-
satz wurden alle vier letalen Endpunkte als letal gewertet und die LCso(48h) entsprechend
berechnet. In einem zweiten Ansatz wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewer-
tet. AnschlieBend wurden auf Basis dieser Untersuchungen Versuche zur Mischungstoxizitit
durchgefiihrt. Dabei haben sich Hinweise darauf ergeben, dass die Wahl des Endpunktes einen
Einfluss auf das Ergebnis von Mischungsexperimenten haben kann (4.1.1). Daher wurden fiir
die iibrigen untersuchten Substanzen ausschlieBlich die koagulierten Embryonen als letal ge-
wertet, um einen einheitlichen Endpunkt fiir die folgenden Kombinationsexperimente zu
haben und die Varianz zu minimieren.
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3.1 Einzelsubstanzexperimente

3.1.1 Analgetika

3.1.1.1 Acetylsalicylsiure (ASS)

In Anlehnung an Bachmann (2002) wurde Acetylsalicylsdure in den Konzentrationen
155,0 umol/L, 217,0 umol/L, 303,8 umol/L, 425,3 umol/L sowie 595,4 umol/L untersucht.

Sauerstoff und pH-Wert wurden vor Testbeginn bestimmt. Die Sauerstoffséttigung des
Kontrollmediums sowie der Testlosungen lag in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. In den
Konzentrationen 425,3 und 595,4 umol/L lag der pH-Wert unter 5, so dass eine Beeintréachti-
gung der Embryonen durch den niedrigen pH-Wert nicht ausgeschlossen werden kann. Die
gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 3 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden bei maximal 10%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 11% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-1 zusammengefasst. Die leta-
len Effekte nahmen ab 303,8 umol/L konzentrations- und zeitabhidngig zu. Basierend auf den
koagulierten Embryonen wurde eine LCso(48h) von 345,5 umol/L (r*1,000; b: 17,948; LC:
293,1 umol/L) berechnet. Bezieht man alle vier als letal definierten Endpunkte in die Berech-
nung mit ein (2.3), so ergibt sich eine LCso(48h) von 243,6 pmol/L(r*:0,992; b: 32,243; LC,:
222,3 umol/L).

Tabelle 3-1: Zusammenstellung der letalen Effekte von ASS (K: Kontrolle; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 155 217 303,8 4253 595,4
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - 1/20 -
12 - - - - 1/20 1/19
24 1/20 - - 3/20 10/20 17/19
36 1/20 - - 4/20 10/20 18/19
48 1/20 - - 4/20 19/20 19/19
gesamt [%] 48 5 - - 20 95 100

Die durch Acetylsalicylsdure verursachten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-2 zu-
sammengestellt. Es zeigten sich in den drei hochsten untersuchten Konzentrationen bereits
nach 4, 8 und 12 Stunden Deformationen an der hohen Blastula und den Gastrulationsstadien.

Ab der Konzentration 217 pmol/L. war konzentrationsabhédngig bei Embryonen der
Schwanz nicht vom Dotter abgelost und es zeigten sich Deformationen an Augen und
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Schwanz. Das Herz-Kreislaufsystem und die Pigmentierung waren nach 48 Stunden ebenfalls

ab der Konzentration 217 pmol/L beeintrichtigt. Odeme traten bis in die niedrigste untersuch-

te Konzentration auf. Ab der Konzentration 303,8 umol/L hatten Embryonen keine Otolithen

in den Sacculi angelegt.

Tabelle 3-2: Zusammenstellung der subletalen Effekte von ASS (K: Kontrolle; koa: alle ein-
gesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 155 217 303,8 4253 595,44
deformierte Blastula 4 - - - 1/20 8/20 15/19
deformierte Gastrulationsstadien 8 1/20 - - 8/20 7/19 16/19
12 1/20 - - 5/20 7/19 9/18
keine Schwanzablésung 24 - - 4/20 7/17 10/10 2/2
36 - - 1/20 3/16 10/10 1/1
48 - - 1/20 4/16 1/1 koa
keine Somitenanlage 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - 11 koa
deformierte Augenanlage 24 - - 1/20 2/17 2/10 12
36 - - 1/20 1/16 2/10 -
48 - - 1/20 - - koa
deformierter Schwanz 24 - - 4/20 7/17 10/10 2/2
36 - - 1/20 6/16 10/10 11
48 - - 1/20 8/16 11 koa
kein Herzschlag 36 - - - 9/16 10/10 1/1
48 - - 3/20 16/16 1/1 koa
kein Blutkreislauf 36 11/19 14/20 15/20 16/16 10/10 1/1
48 - - 4/20 16/16 1/1 koa
keine Pigmentierung 48 - - 8/20 3/16 - koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 5/20 13/16 11 koa
Dotterodem 48 - 2/20 3/20 14/16 - koa
Perikardédem 48 2/19 5/20 5/20 12/16 - koa
gesamt 48 2/19 6/20 7/20 14/16 - koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - 12/16 1/1 koa

Wie Abbildung 3-1 zu entnehmen ist, zeigte sich zudem bereits ab der niedrigsten un-

tersuchten Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Eine Angabe

der NOEC ist daher nicht moglich. Die LOEC betrédgt 155 pmol/L.
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Abbildung 3-1: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der ASS- Kon-
zentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum

(*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrol-

le, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag

feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Tabelle 3-3 fasst die berechneten LCso, ECsy sowie NOEC und LOEC zusammen und
gibt einen Uberblick iiber die, von Bachmann (2002) ermittelten Werte.

Tabelle 3-3: Darstellung der berechneten Werte des Versuchs mit ASS und Literaturdaten
(aEP: basierend auf allen vier letalen Endpunkten; k.A.: keine Angabe im Text;

koa: basierend auf den koagulierten Embryonen; -: keine Angabe moglich).

Zeit [wmol/L] [pmol/L]

[h] (Bachmann, 2002)
LCspaEP 48 243.6 k.A.
LCsokoa 48 3455 296
ECjs kein Herzschlag 48 236,1 185
ECs, kein Blutkreislauf 48 2332 185
ECso Pigmentierung 48 205,5 176
ECs, Odeme 48 - 248 (nach 120h)
ECs, Schwanzdeformation 48 302,4 322
ECj5y Schwanzablosung 48 333,8 k.A.
ECs, keine Otolithen 48 286,0 k.A.
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 - 155 (Schwanzlénge)
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 155,0 216 (Schwanzlénge)
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Bachmann (2002) ermittelte in seinen Untersuchungen mit ASS eine LCs¢(48h) von
296 umol/L, die recht gut mit der im vorgestellten Test ermittelten LCso(48h) von 345,5
pmol/L tibereinstimmt. In beiden Versuchen wurden nur die koagulierten Embryonen als letal
gewertet. Er beschreibt zudem &hnliche subletale Effekte. Auch in seinen Untersuchungen
traten eine Beeintrichtigung des Herz-Kreislaufsystems und der Pigmentierung sowie Odeme
auf. Ebenso waren Deformationen zu beobachten. Vergleicht man die Effektkonzentrationen
fiir die Effekte ,,Herz- Kreislaufsystem®, ,,Pigmentierung* und ,,Odeme* der beiden Versuche,
so ergeben sich auch hier Ubereinstimmungen (Tabelle 3-3).

In der Literatur werden eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben, die bei der An-
wendung von Acetylsalicylsdure auftreten konnen (Bayer, 1999). Mit dem Embryotest konnte
von diesen nur die Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufs erfasst werden.

In Studien mit Hunden, Ratten und Mausen zeigten sich embryo- und fetotoxische Ef-
fekte nach oraler Gabe von 3 bis 7 mmol je kg Korpergewicht. Auch konnten im Tierversuch
teratogene Effekte an GliedmalBen, Wirbelsdule und Schéddel beobachtet werden (EMEA,
2003). Teratogene Effekte zeigten sich an den exponierten Embryonen im vorgestellten Ver-
such in Form von Schwanzdeformationen.

3.1.1.2 Diclofenac

3.1.1.2.1 Versuch unter Beriicksichtigung aller vier letalen Endpunkte

Diclofenac wurde fiir diesen Ansatz nach mehreren Vorversuchen in den Konzentra-
tionen 2,8 pmol/L, 6,4 pmol/L, 14,9 ummol/L, 34,2 umol/L sowie 78,6 pmol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 17 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 5,3% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die beobachteten letalen Effekte sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst. Es zeigte sich
eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme, wobei nur vereinzelt die Koagulation der
Embryonen zu beobachten war. Der Grofiteil der letalen Effekte wurde durch das Fehlen des
Herzschlags hervorgerufen. Anhand dieser Beobachtungen wurde eine LCso(48h) von 9,7
umol/L (rzz 0,937; b: 14,058; LCy¢: 6,7 umol/L) berechnet.
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Tabelle 3-4: Zusammenstellung der letalen Effekte von Diclofenac. In diesem Versuch wur-
den alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 2,8 6,4 14,9 34,2 78,6
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - 2/20 -
12 - - - - 2/20 -
24 - 1/20 - 1/20 2/20 -
36 - 1/20 - 1/20 2/20 -
48 - 2/20 - 2/20 2/20 -
keine Somitenanlage 24 - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
keine Schwanzablosung 24 - 1/20 - - - -
36 - 1/20 - - - -
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - 1/20 - 1/20 - 19/19
48 - - 1/20 17/20 18/20 19/19
gesamt [%] 48 - 10 5 95 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-5 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich Deformationen an Augen und Kopf,
sowie konzentrationsabhingig an Schwanz und Wirbelsdule. Auch konnten bis in die nied-
rigste untersuchte Konzentration eine Beeintrichtigung des Kreislaufsystems sowie Odeme
beobachtet werden. Effekte auf die Pigmentierung zeigten sich erst ab der hochsten untersuch-
ten Konzentration.
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Tabelle 3-5: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Diclofenac. In diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 2,8 6,4 14,9 34,2 78,6
deformierte Augenanlage 24 - 2/19 5/20 - 1/18 -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Kopf 24 - 1/19 2/20 - - -
36 - - 2/20 - - -
48 - - 1/20 - - -
deformierter Schwanz 24 - 2/19 3/20 6/19 18/18 19/19
36 - 2/19 3/20 19/19 18/18 19/19
48 - 1/18 19/20 18/18 18/18 19/19
deformierte Wirbelsdule 24 - 1/19 3/20 12/19 18/18 19/19
36 - - 3/20 17/19 18/18 19/19
48 - - 19/20 18/18 18/18 19/19
kein Blutkreislauf 36 5/19 12/19 16/20 19/19 18/18 19/19
48 - 4/18 20/20 18/18 18/18 19/19
keine Pigmentierung 48 1/19 - - - 1/18 1/19
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - 18/19
Dotter6dem 48 - 4/18 19/20 18/18 18/18 19/19
Perikard6dem 48 - 4/18 15/20 18/18 18/18 19/19
gesamt 48 - 4/18 19/20 18/18 18/18 19/19

Wie Abbildung 3-2 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 6,4 umol/L eine signifikante Re-
duktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 2,8 umol/L
sowie eine LOEC von 6,4 umol/L ermittelt.
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Abbildung 3-2: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhidngigkeit von der Diclofe-
nac-Konzentration. Bei diesem Versuch wurden alle vier letalen Endpunkte
beriicksichtigt. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maxi-
mum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag
feststellbar).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-6 zusammengestellt.

Tabelle 3-6: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Diclofenac. Bei diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte berticksichtigt (aEP: basierend auf allen vier
letalen Endpunkten).

Zeit [h] [umol/L]
LCs0aEP 48 9,7
ECjsokein Herzschlag 48 9,9
ECs, kein Blutkreislauf 48 34
EC5o Pigmentierung 48 51,8
EC5o Odeme 48 3,6
ECs, Schwanzdeformation 48 42
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 4.8
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 2,8
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 6,4
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3.1.1.2.2 Versuch unter Beriicksichtigung der koagulierten Embryonen als letalem
Endpunkt

Diclofenac wurde fiir diesen Ansatz nach mehreren Vorversuchen in den Konzentra-
tionen 78,6 pumol/l, 117,9 pmol/l, 176,8 pmol/L, 265,3 mmol/L sowie 397,9 pmol/L
untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind im
Anhang C in Tabelle 18 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-7 zusammengefasst. Es zeigte
sich eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Es wurde eine
LCs0(48h) von 192,6 pmol/L (r*: 0,989, b: 9,995, LC)o: 124,8 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-7: Zusammenstellung der letalen Effekte von Diclofenac. In diesem Versuch wur-
den nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 78,6 117,9 176,8 265,3 397,9
Koagulation 4 - - - - - -
8 _ - - - - -
12 - - - - - 3/20
24 - - - - 13/20 19/20
36 1/20 - - 2/20 15/20 20/20
48 1/20 - 3/20 8/20 19/20 20/20
gesamt [%] 48 5 - 15 40 95 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-8 zusammentfassend dargestellt.
In den beiden hochsten Konzentrationen zeigten sich Deformationen an den Gastrulationssta-
dien nach 8 bzw. 12 Stunden. Bis in die niedrigste untersuchte Konzentrationen traten
Deformationen an Schwanz, Wirbelsdule und Somiten auf. Die Schwanzablésung vom Dotter
war zudem konzentrationsabhéngig beeintrachtigt. Auch konnten ab der Konzentration 117,9
pmol/L Deformationen an Augen und Kopf beobachtet werden. Das Herz-Kreislaufsystem
war bis in die niedrigste untersuchte Konzentration beeintriichtigt und es zeigten sich Odeme.
Diese waren jedoch in der Konzentration 265,3 pmol/L bei dem einzigen nicht-koagulierten
Embryo nicht zu beobachten. Die Embryonen zeigten zudem bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration eine reduzierte bzw. fehlende Pigmentierung sowie keine bzw. in Uberzahl
ausgebildete Otolithen.
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Tabelle 3-8: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Diclofenac. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; koa: al-
le eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 78,6 117,9 176,8 265,3 397,9
deformierte Gastrula 8 - - - - 3/20 11/20
12 - - - - 2/20 10/17
keine Schwanzablésung 24 - - 11/20 17/20 77 1/1
36 - - 4/20 18/18 5/5 koa
48 - 4/20 9/17 11/12 1/1 koa
deformierte Somitenanlage 24 - 20/20  20/20  20/20 7/7 1/1
36 - 20/20  20/20 18/18 5/5 koa
48 - 20/20 17/17 12/12 1/1 koa
deformierte Augenanlage 24 - - 11/20 19/20 77 1/1
36 - - 11/20 18/18 5/5 koa
48 - - 12/17 12/12 1/1 koa
deformierter Kopf 24 - - 4/20 4/20 77 1/1
36 - - 9/20 18/18 5/5 koa
48 - - 10/17 12/12 11 koa
deformierter Schwanz 24 - 20/20 20/20 20/20 7/7 1/1
36 - 20/20  20/20 18/18 5/5 koa
48 - 20/20 17/17 12/12 11 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - 20/20 20/20 20/20 77 1/1
36 - 2020 20/20 18/18 5/5 koa
48 - 20/20 16/17 12/12 11 koa
kein Herzschlag 36 - 1920  20/20 18/18 5/5 koa
48 - 20/20 17/17 12/12 11 koa
kein Blutkreislauf 36 2/19 20/20 20/20 18/18 5/5 koa
48 - 20/20 17/17 12/12 1/1 koa
keine Pigmentierung 48 - - 11/17 12/12 1/1 koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 20/20 6/17 - - koa
Dotterédem 48 - 20/20 15/17 5/12 - koa
Perikardodem 48 - 20/20 8/17 1/12 - koa
gesamt 48 - 20/20 15/17 5/12 - koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - 20/20 17/17 12/12 11 koa

Wie Abbildung 3-3 zu entnehmen ist, zeigte bis in die niedrigste untersuchte Konzent-
ration kein Embryo einen Herzschlag. Eine Angabe von NOEC und LOEC ist daher nicht
moglich.
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Abbildung 3-3: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der Diclofe-

nac-Konzentration. In diesem Versuch wurden nur die koagulierten Embryonen

als letal gewertet. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Ma-

ximum (kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag feststellbar; koa: alle

eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-9 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-9: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Diclofenac. In diesem Versuch

wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (aE: alle exponierten

Embryonen zeigen diesen Effekt; koa: basierend auf den koagulierten Embryo-

nen; -: keine Angabe moglich).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCsokoa 48 192,6
ECsoHerzschlag 48 aE
ECsoBlutkreislauf 48 aE
ECsoPigmentierung 48 aE
ECso Schwanzdeformation 48 aE
ECsoSchwanzablésung 48 111,53
EC5oWirbelsdulendeformation 48 aE
ECs5oSomitendeformation 48 aE
ECsoAugendeformation 48 107,84
ECsoKopfdeformation 48 113,44
ECj5, Otolithen 48 aE
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
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In beiden durchgefiihrten Versuchen zeigten sich deutliche Unterschiede in der Toxizi-
tdat von Diclofenac. In dem Versuch basierend auf allen vier letalen Endpunkten wurde eine
LCs0(48h) von 9,7 pmol/L ermittelt, in dem Versuch basierend auf den koagulierten Embryo-
nen eine LCsp(48h) von 192,6 pmol/L. Die Ursache dafiir liegt darin begriindet, dass die
letalen Effekte im Versuch basierend auf allen vier letalen Endpunkten hauptsichlich durch
einen fehlenden Herzschlag hervorgerufen wurden sind, im Versuch basierend auf den koagu-
lierten Embryonen durch die Koagulation der Keime. Die hervorgerufenen subletalen Effekte
waren dagegen dhnlich. Durch die hoheren Konzentrationen, die im Versuch basierend auf
den koagulierten Embryonen eingesetzt wurden, zeigten sich in diesem Versuch auch massi-
vere Effekte als im Versuch basierend auf allen vier letalen Endpunkten (Tabelle 3-5, Tabelle
3-8).

Das Landesumweltamt Brandenburg (2002) gibt eine LCsy(96h) von 672,7 pmol/L fiir
den Zebrabarbling an. Der Embryo hat im Vergleich dazu deutlich sensitiver reagiert. Ver-
gleicht man die ermittelten LCs¢(48h)-Werte zudem mit Daten anderer Organismen aus
Untersuchungen von Cleuvers (2003, 2004), so zeigt sich auch dabei, dass der Embryo, ab-
hiangig von der Wahl des Endpunktes sensitiver als die tibrigen Organismen auf Diclofenac
reagiert hat (Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: Darstellung der berechneten LCs(48h)-Werte und Literaturdaten.

Organismus ECs /LCso [umol/L]
Lemna minor 23,6

Desmodesmus subspicatus 226,3

Daphnia magna 213.8

Danio rerio (Test) 9,7—-196,2

Hallare et al. (2004) untersuchten die Wirkung von Diclofenac auf die Embryonalent-
wicklung des Zebrabirblings in einem Konzentrationsbereich bis 6,3 umol/L. In ihren
Untersuchungen zeigten sich keine Effekte auf die Entwicklung der Embryonen bis nach 96
Stunden. Auffillig war in den Konzentrationen 3,1 und 6,3 umol/L ein verzogerter Schlupf,
wobei diese spit-geschliipften Embryonen sich morphologisch nicht von den iibrigen Emb-
ryonen unterschieden.

Schwaiger et al. (2004) und Hoeger et al. (2005) untersuchten die subletalen Effekte
von Diclofenac an adulten Onchorhynchus mykiss bzw. Salmo trutta in umweltrelevanten
Konzentrationen bis 0,2 pmol/L. In beiden Studien zeigten sich histopathologische Verinde-
rungen an Nieren und Kiemen. Hoeger et al. (2005) konnten zudem auch einen Effekt auf die
Erythrozytenbildung zeigen. Sie schlieen aus ihren Ergebnissen auf den selben Wirkmecha-
nismus der Substanz in Fisch und Sauger.

Bei der Anwendung beim Menschen werden eine Reihe von Nebenwirkungen be-
schrieben (Helvepharm, 2001). Von diesen Effekten zeigten sich beim Embryo eine
Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems sowie Odeme.
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Es zeigte sich zudem im Tierversuch ein teratogenes Potential der Substanz (EMEA,
2004). Bei in vivo-Studien mit Mdusen traten Gaumenspalten auf. Auch in den vorgestellten
Untersuchungen zeigten sich massive Effekte an Schwanz, Wirbelsdule und Somiten.

3.1.1.3 Ibuprofen

3.1.1.3.1 Versuch unter Beriicksichtigung aller vier letalen Endpunkte

Ibuprofen wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 23,7 pmol/L,
47,4 umol/L, 94,8 umol/L, 189,5 umol/L sowie 378,9 pmol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 24 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die beobachteten letalen Effekte sind in Tabelle 3-11 zusammengefasst. Es zeigte sich
eine konzentrations- und zeitabhédngige Zunahme. Es wurde eine LCs¢(48h) von 111 pmol/L
(r*: 0,924; b: 5,752; LCyo: 52,2 pmol/L) ermittelt.

Tabelle 3-11: Zusammenstellung der letalen Effekte von Ibuprofen. Bei diesem Versuch wur-
den alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 23,7 47,4 94,8 189,5 378,9
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - 1/20 8/20
12 - - - - 1/20 12/20
24 - - - - 2/20 19/20
36 - - - - 2/20 19/20
48 - 2/20 - 1/20 7/20 20/20
keine Schwanzablosung 24 - - - - 12/20 1/20
36 - - - - 12/20 1/20
48 - - - - 10/20 koa
keine Somitenanlage 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - 6/20 koa
kein Herzschlag 36 - - - 1/20 16/20 -
48 - - 2/20 6/20 12/20 koa
gesamt [%] 48 - 10 10 35 95 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-12 zusammenfassend darges-
tellt. In der hochsten untersuchten Konzentration waren nach 8 Stunden fiinf Embryonen
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(42%) im Stadium der hohen Blastula. Deformationen zeigten sich ab der Konzentration

189,5 umol/L an Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule. Das Herz-Kreislaufsystem war

nach 48 Stunden ab 47,4 umol/L beeintrachtigt und es traten bereits in der niedrigsten unter-

suchten Konzentration Odeme auf. Die Pigmentierung war ab 94,8 pumol/L reduziert oder
fehlte. Alle Embryonen in 189,5 pmol/L hatten keine Otolithen ausgebildet.

Tabelle 3-12: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Ibuprofen. Bei diesem Versuch

wurden alle vier letalen Endpunkte berticksichtigt (K: Kontrolle; koa: alle einge-

setzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 23,7 47,4 94,8 189,5 378.,9
keine Gastrulation 8 - - - - - 5/12
12 - - - - - -
deformierte Augenanlage 24 - 1/20 - - 12/18 1/1
36 - - - - 12/18 koa
48 - - - - 8/13 koa
deformierter Kopf 24 - - - - 1/18 1/1
36 - - - - 1/18 koa
48 - - - - 2/13 koa
deformierter Schwanz 24 - 1/20 - - 15/18 1/1
36 - - - - 15/18 koa
48 - - - 1/19 13/13 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - 1/20 - - 3/18 1/1
36 - - - - 3/18 koa
48 - - - - - koa
kein Blutkreislauf 36 6/20 12/20 16/20  20/20 18/18 1/1
48 - - 2/20 19/19 13/13 koa
keine Pigmentierung 48 - - - 1/19 8/13 koa
reduzierte Pigmentierung 48 1/20 - - - 5/13 koa
Dotterodem 48 - 1/18 2/20 19/19 7/13 koa
Perikardédem 48 - - 1/20 17/19 7/13 koa
gesamt 48 - 1/18 2/20 19/19 7/13 koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - - 13/13 koa

Wie Abbildung 3-4 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 47,4 pmol/L eine signifikante Re-

duktion der Herzschlagfrequenz. Anhand der Daten wurden mittels Dunetts-Test eine NOEC

von 23,7 umol/L sowie eine LOEC von 47,4umol/L ermittelt.
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Abbildung 3-4: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Ibuprofen-
Konzentration. Bei diesem Versuch wurden alle vier letalen Endpunkte beriick-
sichtigt. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*:
signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p

)
94,8

189,5

378,9

= 0,05, Dunetts-Test; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC

sind in Tabelle 3-13 zusammengestellt.

Tabelle 3-13: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Ibuprofen. Bei diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte berticksichtigt (aEP: basierend auf allen vier

letalen Endpunkten).
Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCsyaEP 48 111,0
ECso Herzschlag 48 111,7
ECj5, Blutkreislauf 48 64.4
EC;5 Pigmentierung 48 134,0
EC5,Schwanzdeformation 48 120,2
ECsoAugendeformation 48 230,4
ECsoKopfdeformation 48 241,2
EC5, Otolithen 48 115,7
NOEC (Herzschlag) 48 23,7
LOEC (Herzschlag) 48 474
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3.1.1.3.2 Versuch nur unter Beriicksichtigung der koagulierten Embryonen als letalem
Endpunkt

Ibuprofen wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 35,6 umol/L,
71,1 pmol/L, 142,2 umol/L, 284,4 pnmol/L sowie 568,8 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 25 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-14 zusammengefasst. Es zeig-
te sich eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Bereits nach 24
Stunden waren in der héchsten untersuchten Konzentration alle eingesetzten Embryonen koa-
guliert. Anhand der beobachteten letalen Effekte wurde eine LCso(48h) von 200,5 pmol/L (1
0,981, b: 43,159, LCyp: 127,1 pmol/L) ermittelt.

Tabelle 3-14: Zusammenstellung der letalen Effekte von Ibuprofen. In diesem Versuch wur-
den nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 35,6 71,1 142,2 284.4 568,8
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - 19/20
12 1/20 - - 1/20 2/20 20/20
24 1/20 - - 2/20 16/20 20/20
36 1/20 1/21 - 3/20 16/20 20/20
48 1/20 1/21 2/20 4/20 17/20 20/20
gesamt [%] 48 5 5 10 20 85 100

Die wiéhrend der 48-stiindigen Exposition gegeniiber Ibuprofen beobachteten subleta-
len Effekte sind in Tabelle 3-15 zusammenfassend dargestellt. In den beiden hochsten
untersuchten Konzentrationen waren nach 8 Stunden 10% bzw. 100% der exponierten Emb-
ryonen noch im Stadium der hohen Blastula. Es zeigten sich wéhrend der 48-stiindigen
Exposition zudem Effekte auf Schwanzablésung und Somitenanlage, auch waren Deformatio-
nen an Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule zu beobachten. Die Entwicklung des Herz-
Kreislaufsystems und der Pigmentierung waren ab 71,1 pmol/L beeintrichtigt, Odeme traten
bis in die niedrigste untersuchte Konzentration auf. Ab der Konzentration 142,2 pmol/L hat-

ten Embryonen keine Otolithen oder diese in Uberzahl ausgebildet.
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Tabelle 3-15: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Ibuprofen. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; koa: al-
le eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert, -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 35,6 71,1 142,2 284.,4 568.,8
keine Gastrulation 8 - - - - 2/20 1/1
12 - - - - - koa
keine Schwanzablosung 24 - - - 4/18 4/4 koa
36 - - - - 4/4 koa
48 - - - 3/16 373 koa
keine Somitenanlage 24 - - - - 3/4 koa
36 - - - - 4/4 koa
48 - - - - 3/3 koa
deformierte Augenanlage 24 - - - 1/18 4/4 koa
36 - - - 1/17 4/4 koa
48 - - - 2/16 3/3 koa
deformierter Kopf 24 - - - 2/18 4/4 koa
36 - - - 1/17 4/4 koa
48 - - - - 3/3 koa
deformierter Schwanz 24 - - - 7/18 4/4 koa
36 - - 1/20 517 4/4 koa
48 - - 2/18 11/16 3/3 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - 7/18 4/4 koa
36 - - - 517 4/4 koa
48 - - 1/18 10/16 3/3 koa
kein Herzschlag 36 - - - 2/17 4/4 koa
48 - - - 9/16 3/3 koa
kein Blutkreislauf 36 2/19 10/20 18/20 17/17 4/4 koa
48 - - 12/18 16/16 3/3 koa
keine Pigmentierung 48 - - - 4/16 3/3 koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/18 12/16 - koa
Dotterodem 48 - 1/20 12/18 14/16 - koa
Perikardédem 48 - - 7/18 8/16 - koa
gesamt 48 - 1/20 12/18 14/16 - koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - 6/16 3/3 koa

Wie Abbildung 3-5 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 71,1 pmol/L eine signifikante Re-
duktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 35,6 pmol/L
sowie eine LOEC von 71,1 pumol/L ermittelt.
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Abbildung 3-5: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Ibuprofen-

Konzentration. In diesem Versuch wurden nur die koagulierten Embryonen als

letal gewertet. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maxi-

mum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur

Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag

feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-16 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-16: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Ibuprofen. In diesem Versuch

wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (koa: basierend auf

den koagulierten Embryonen).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCsokoa 48 200,5
ECs, kein Herzschlag 48 137,4
ECs kein Blutkreislauf 48 62,8
EC5o Odeme 48 62,7
ECs, Pigmentierung 48 90,0
ECsy Schwanzdeformation 48 116,6
ECsy Schwanzablosung 48 166,0
ECs Wirbelsdulendeformation 48 126,7
ECsy Augendeformation 48 234,8
EC5y Kopfdeformation 48 201,1
EC5, Otolithen 48 151,8
NOEC (Herzschlag) 48 35,6
LOEC (Herzschlag) 48 71,1
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In den beiden durchgefiihrten Versuchen war die Toxizitdt von Ibuprofen im Versuch
basierend auf allen vier letalen Endpunkten groBer (LCsy(48h): 111 pumol/L) als in dem Ver-
such, in dem nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet wurden (LCso(48h): 200,5
pumol/L). Die Ursache dafiir liegt in der Wahl des Endpunktes. Wihrend im Versuch basierend
auf allen vier letalen Endpunkten sowohl fehlender Herzschlag als auch die Koagulation der
Embryonen zu den letalen Effekten beigetragen haben, wurden im anderen Versuch nur die
koagulierten Embryonen als letal gewertet, so dass hohere Konzentrationen eingesetzt werden
mussten, um eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung ermitteln zu konnen. Es traten jedoch
dhnlich subletale Effekte auf.

Das Landesumweltamt Brandenburg (2002) gibt eine LCso(96h) von 757 pmol/L fiir
Lepomis macrochirus an. Der Embryo hat im Vergleich dazu deutlich sensitiver reagiert. Ver-
gleicht man die ermittelten LCso(48h)-Werte mit Daten anderer Organismen aus
Untersuchungen von Cleuvers (2003, 2004), so hat der Embryo weniger sensitiv als Lemna

minor, jedoch sensitiver als Daphnia magna und Desmodesmus subspicatus reagiert (Tabelle
3-17).

Tabelle 3-17: Darstellung der berechneten LCs((48h)-Werte und Literaturdaten.

Organismus LCs0/ECso [pmol/L]
Lemna minor 96,4

Desmodesmus subspicatus 1379,8 — 1498.,9
Daphnia magna 4433 -473,1
Danio rerio (Test) 111 -200,5

In der Packungsbeilage werden fiir die Anwendung von Ibuprofen beim Menschen ei-
ne Reihe von Nebenwirkungen beschrieben (Helvepharm, 2004). Als einziger dieser Effekte
konnte beim Embryo die Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufs beobachtet wer-
den.

3.1.1.4 Naproxen

3.1.1.4.1 Versuch unter Beriicksichtigung aller vier letalen Endpunkte

Naproxen wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 40,3 pmol/l,
80,6 umol/L, 161,1 umol/L, 322,2umol/L sowie 644,3 pmol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 29 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.
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Die beobachteten letalen Effekte sind in Tabelle 3-18 zusammengefasst. Ab 161,1
pumol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Es
wurde eine LCs¢(48h) von 254,5 pmol/L (r*: 0,976; b: 5,248; LCyo: 145,1 umol/L) berechnet.

Tabelle 3-18: Zusammenstellung der letalen Effekte von Naproxen. Bei diesem Versuch wur-
den alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 40,3 80,6 161,1 3222 644,3
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - 4/20
12 - - - - 1/20 15/20
24 - - - 2/20 11/20 20/20
36 - - - 2/20 11/20 20/20
48 - 1/18 - 2/20 11/20 20/20
keine Somitenanlage 24 - 1/18 - - - koa
36 - 1/18 - - - koa
48 - - - - - koa
keine Schwanzablosung 24 - 1/18 - - - koa
36 - 1/18 - - - koa
48 - - - - - koa
kein Herzschlag 36 - 1/18 - - - koa
48 - - - 1/20 3/20 koa
gesamt [%] 48 - 5,7 - 15 70 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-19 zusammenfassend darges-
tellt. Es zeigten sich wéhrend der 48-stiindigen Exposition vereinzelt Deformationen an
Augen, Schwanz und Wirbelsdule (max. 11 %). Eine Beeintrichtigung des Herz-
Kreislaufsystems sowie Odeme waren nach 48 Stunden konzentrationsabhingig ab 80,6
umol/L zu beobachten. Effekte auf die Pigmentierung traten nur vereinzelt auf (max. 5%).
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Tabelle 3-19: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Naproxen. Bei diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; koa: alle einge-
setzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 40,3 80,6 161,1 3222 6443
deformierte Augenanlage 24 - 1/20 - - - koa
36 - 1/20 - - - koa
48 - - - - - koa
deformierter Schwanz 24 - 1/20 1/20 - 1/9 koa
36 - 1/20 1/20 - 1/9 koa
48 - - 1/20 1/18 1/9 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - 1/9 koa
36 - - - - 1/9 koa
48 - - - - 1/9 koa
kein Blutkreislauf 36 4/16 9/20 15/20 17/18 9/9 koa
48 - - 4/20 16/18 9/9 koa
keine Pigmentierung 48 - 1/19 - - - koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/20 - - koa
Dotterédem 48 - - 3/20 8/18 7/9 koa
Perikardédem 48 - - 2/20 13/18 8/9 koa
gesamt 48 - - 3/20 13/18 9/9 koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - - 1/9 koa

Wie Abbildung 3-6 zu entnehmen ist, zeigte sich ab einer Konzentration von 161,1
umol/L eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittel Dunetts-Test wurden an-
hand der Daten eine NOEC von 80,6 umol/L sowie eine LOEC von 161,1 pumol/L ermittelt.
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Abbildung 3-6: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhingigkeit von der Naproxen-
Konzentration. Bei diesem Versuch wurden alle vier letalen Endpunkte bertick-
sichtigt. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*:
signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p
= 0,05, Dunetts-Test; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-20 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-20: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Naproxen beim Versuch unter
Bertiicksichtigung aller vier letalen Endpunkte (aEP: basierend auf allen vier leta-

len Endpunkten).
Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCspaEP 48 254,5
ECs) kein Herzschlag 48 356,0
ECs, kein Blutkreislauf 48 106,9
ECso Odeme 48 125,2
NOEC (Herzschlag) 48 80,6
LOEC (Herzschlag) 48 161,1
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3.1.1.4.2 Versuch nur unter Beriicksichtigung der koagulierten Embryonen als letalem
Endpunkt

Naproxen wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 107,4 pmol/L,
161,1umol/L, 241,6 umol/L, 362,4 umol/L sowie 543,7umol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind im
Anhang C in Tabelle 30 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 10% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-21 zusammengefasst. Ab der
Konzentration 161,1umol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhingige Zunahme der
letalen Effekte. Es wurde eine LCs(48h) von 237,1 pmol/L (r2: 0,984; b: 10,646; LC;o: 179,8
umol/L) berechnet.

Tabelle 3-21: Zusammenstellung der letalen Effekte von Naproxen. In diesem Versuch wur-
den nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 107,4 161,1 241,6 362,4 543,77
Koagulation 4 - - - - - -
8 1/20 - - - 1/20 3/20
12 1/20 - - - 1/20 13/20
24 1/20 - 2/20 8/20 20/20 20/20
36 1/20 - 2/20 10/20 20/20 20/20
48 1/20 - 2/20 11/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 5 - 10 55 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-22 zusammenfassend dargestellt. Effekte auf die Schwanzablosung sowie
Deformationen an Somiten, Augen und Kopf wurden v.a. in 241,6 umol/L beobachtet.
Schwanz- und Wirbelsidulendeformationen traten, ebenso wie Odeme, ab der niedrigsten un-
tersuchten Konzentration konzentrationsabhidngig auf. Auch die Entwicklung des Herz-
Kreislaufsystems, der Pigmentierung und der Otolithen waren ab der niedrigsten untersuchten
Konzentration beeintrachtigt.
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Tabelle 3-22: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Naproxen. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; koa: al-
le eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]

K 107,4 161,1 241,6 362,4 543,7
keine Gastrulation 8 - - - - 1/19 -
keine Schwanzablosung 24 - 1/20 1/18 7/12 koa koa

36 - - - 4/10 koa koa
48 - - - 2/9 koa koa
deformierte Somitenanlage 24 - - - 1/12 koa koa
36 - - - 1/10 koa koa
48 - - - - koa koa
deformierte Augenanlage 24 - 1/20 - 6/12 koa koa
36 - - - 3/10 koa koa
48 - - - 3/9 koa koa
deformierter Kopf 24 - - - 3/12 koa koa
36 - - - 3/10 koa koa
48 - - - 2/9 koa koa
deformierter Schwanz 24 - 1/20 1/18 11/12 koa koa
36 - 1/20 11/18 10/10 koa koa
48 - 1/20 11/18 8/9 koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - 1/18 7/12 koa koa
36 - - 4/18 9/10 koa koa
48 - 1/20 2/18 8/9 koa koa
kein Herzschlag 36 - 1/20 - 6/10 koa koa
48 - - 1/18 3/9 koa koa
kein Blutkreislauf 36 3/19 14/20 16/18 10/10 koa koa
48 1/19 4/20 10/18 9/9 koa koa
keine Pigmentierung 48 - - 3/18 4/9 koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 3/20 2/18 3/9 koa koa
Dotterodem 48 2/19 3/20 9/18 5/9 koa koa
Perikardédem 48 1/19 2/20 11/18 7/9 koa koa
gesamt 48 2/19 3/20 13/18 7/9 koa koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - 1/20 1/18 4/9 koa koa

Wie Abbildung 3-7 zu entnehmen ist, zeigte sich ab einer Konzentration von 161,1
pmol/L eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunnetts-Test wurden
eine NOEC von 107,4 pmol/L sowie eine LOEC von 161,1 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-7: Herzschlige pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Naproxen-Konzentration. In diesem Versuch wurden nur die koagulierten Embryonen als letal
gewertet. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante
Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa:
alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-23zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-23: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Naproxen. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (koa: basierend auf
den koagulierten Embryonen).

Effekt Zeit [h] EC;5(48h); [umol/L]
LCs koa 48 237,1
ECs, kein Herzschlag 48 260,4
ECs, kein Blutkreislauf 48 152,2
ECsy Schwanzdeformation 48 152,8
EC5 Wirbelsdulendeformation 48 197,3
ECso Augendeformation 48 254,0
EC5y Kopfdeformation 48 261,9
ECs, Pigmentierung 48 188,3
EC5o Odeme 48 153,3
EC;5, Otolithen 48 246,2
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 107,4
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 161,1
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Die Toxizitdt von Naproxen war in den beiden durchgefiihrten Versuchen mit
LCs0(48h)-Werten von 254,5 umol/L, im Versuch basierend auf allen vier letalen Endpunkten
bzw. von 237,1 umol/L, im Versuch basierend auf den koagulierten Embryonen, vergleichbar.
In beiden Tests dominierte die Koagulation der Embryonen. Es zeigten sich zudem &hnliche
subletale Effekte.

Das Landesumweltamt Brandenburg (2002) gibt fiir Naproxen eine LCsy(96h) von
2220,1 pmol/L fiir Lepomis macrochirus und von 2735,5 pmol/L fiir Onchorhynchus mykiss
an. Der Embryo hat damit deutlich sensitiver reagiert. Vergleicht man die ermittelten
LCs(48h)-Werte zudem mit Daten anderer Organismen aus Untersuchungen von Cleuvers
(2003, 2004), so hat der Embryo weniger sensitiv als Lemna minor, jedoch sensitiver als
Desmodesmus subspicatus und Daphnia magna reagiert (Tabelle 3-24).

Tabelle 3-24: Darstellung der berechneten LCs((48h) und Literaturdaten.

Organismus ECs¢/ LCso [umol/L]
Lemna minor 95,9

Desmodesmus subspicatus 1268,6 —2479,8
Daphnia magna 659,3 - 689,8
Danio rerio (Test) 237,1 -254,5

In der Packungsbeilage werden fiir die Anwendung von Naproxen beim Menschen ei-
ne Reihe von Nebenwirkungen beschrieben (Mepha Pharma, 1997). Beim Embryo konnten
davon eine Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems sowie Odeme erfasst
werden.

3.1.1.5 Paracetamol

3.1.1.5.1 Versuch unter Beriicksichtigung aller vier letalen Endpunkte

Paracetamol wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 475,1
pmol/l, 1092,6 umol/l, 2513,2 umol/L, 5780,4 pmol/L sowie 13295,0 umol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen Bereich.
Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 33 zusammengestellt. Eine Bestimmung
des pH-Wertes der einzelnen Losungen konnte aufgrund eines Defekts der Sonde nicht durch-
gefiihrt werden.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 10% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die beobachteten letalen Effekte sind in Tabelle 3-25 zusammengefasst. Es konnte ei-
ne LCso(48h) von 8021,6 pmol/L (r*: 0,936; b: 9,616; LCo: 4739,8 pmol/L) ermittelt werden.
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Tabelle 3-25: Zusammenstellung der letalen Effekte von Paracetamol. Bei diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; koa: alle einge-
setzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 4751 1092,6 2513,2 5780,4 13295,0
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - 3/20
24 - 1/20 1/20 - - 7/20
36 1/20 1/20 1/20 - - 8/20
48 1/20 2/20 1/20 - 1/20 13/20
keine Somitenanlage 24 - - - - 3/20
36 - - - - 2/20
48 - - - - - -
keine Schwanzablosung 24 - - 1/20 - 1/20- 7/20
36 - - - - 1/20 6/20
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - 1/20 11/20
48 - 1/20 1/20 - 3/20 7/20
gesamt [%] 48 5 15 10 - 20 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-26 zusammenfassend darges-
tellt. In der hochsten untersuchten Konzentration zeigte sich nach 8 und 12 Stunden bei 35%
bzw. 6% der eingesetzten Embryonen ein verzogerter Gastrulationsbeginn. Deformationen
waren an Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule zu beobachten, wobei deutliche Effekte (>
10%) erst in den beiden hochsten untersuchten Konzentrationen auftraten. Auch eine Beeint-
richtigung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems und Odeme zeigten sich nach 48
Stunden bei mehr als 11% der Keime erst in den beiden hdchsten Konzentrationen, ebenso
Effekte auf die Ausbildung der Otolithen. Die Entwicklung der Pigmentierung war dagegen
bis in die niedrigste untersuchte Konzentration beeintréchtigt.
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Tabelle 3-26: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Paracetamol. Bei diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt (K: Kontrolle; koa: alle einge-
setzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 475,1 1092,6 2513,2 5780,4  13295,0
keine Gastrulation 8 - - - - - 7/20
12 - - - - - 1/17
deformierte Augenanlage 24 - - 3/19 - 4/20 12/13
36 - - - - 1/20 10/12
48 - - - - - 7/7
deformierter Kopf 24 - - 1/19 - - 3/13
36 - 1/19 - - - 2/12
48 - - - - 9/20 7/7
deformierter Schwanz 24 - - 3/19 - 4/20 13/13
36 - - - - 18/20 12/12
48 - - - - 16/20 7/7
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - 3/13
36 - - - - - 2/12
48 - - - - 10/19 7/7
kein Blutkreislauf 36 6/19 8/19 10/19 4/20 20/20 12/12
48 - 2/18 1/19 - 19/19 7/7
keine Pigmentierung 48 2/19 - - 4/20 14/19 6/7
reduzierte Pigmentierung 48 - 1/18 3/19 15/20 5/19 1/7
Dotterédem 48 - - - - 16/19 6/7
Perikardédem 48 - 2/18 - - 17/19 77
gesamt 48 - 2/18 - - 17/19 7/7
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - - 5/19 6/7

Wie Abbildung 3-8 zu entnehmen ist, zeigte sich ab einer Konzentration von 5780,4
pmol/L eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Es konnten anhand dieser Daten
mittels Dunetts-Test eine NOEC von 2513,2 pumol/L sowie eine LOEC von 5780,4 pmol/L

bestimmt werden.
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Abbildung 3-8: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der Paraceta-
mol-Konzentration. Bei diesem Versuch wurden alle vier letalen Endpunkte
berticksichtigt. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maxi-
mum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag

feststellbar).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC

T
K

4751  1092,6

sind in Tabelle 3-27 zusammengestellt.

Tabelle 3-27: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Paracetamol. Bei diesem Versuch
wurden alle vier letalen Endpunkte berticksichtigt (aEP: basierend auf allen vier

2513,2
Konzentration [umol/L]

5780,4

13295,0

letalen Endpunkten).
Zeit [h] [wmol/L]
LCs, aEP 48 8021,6
EC5, kein Herzschlag 48 7774,8
ECj5 kein Blutkreislauf 48 3878,6
ECs, Odeme 48 45454
ECso Pigmentierung 48 1650,7
ECsy Schwanzdeformation 48 4713,5
EC5, Wirbelsdulendeformation 48 5680,3
ECs¢ Augendeformation 48 8766.,4
EC5y Kopfdeformation 48 5915,1
EC;5, Otolithen 48 7888,8
NOEC 48 2513,2
LOEC 48 5780,4
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3.1.1.5.2 Versuch nur unter Beriicksichtigung der koagulierten Embryonen als letalem
Endpunkt

Paracetamol wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 2513,2
umol/L, 5026,5 umol/L, 10052,9 pmol/L, 20105,8 pumol/L sowie 40211,6 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 34 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 5,6% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-28 zusammengefasst. Ab der
Konzentration 10052,9 umol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme
der letalen Effekte. Es konnte eine LCs(48h) von 12071,6 umol/L (r2: 0,960; b: 4,232; LCyy:
6015,3 pmol/L) ermittelt werden.

Tabelle 3-28: Zusammenstellung der letalen Effekte von Paracetamol. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 2513,2 5026,5 10052,9  20105,8 4211,6

Koagulation 4 - - - - - -

8 - - - - - -

12 - - - 3/20 7/20 15/23

24 - - - 6/20 14/20 23/23

36 - - - 6/20 14/20 23/23

48 - - - 8/20 16/20 23/23
gesamt [%] 48 - - - 40 80 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-29 zusammenfassend dargestellt. In den drei hochsten untersuchten Konzentrationen
zeigten nach 8 und 12 Stunden Embryonen eine verzogerte Entwicklung. Wihrend der 48-
stiindigen Exposition waren zudem Effekte auf die Schwanzablosung und Deformationen an
Augen, Somiten, Kopf sowie Schwanz und Wirbelsdule zu beobachten. Die Entwicklung des
Herz-Kreislaufsystems und der Pigmentierung waren bis in die niedrigste untersuchte Kon-
zentration beeintrichtigt, auch traten bis in die niedrigste untersuchte Konzentration Odeme
auf. Effekte auf die Entwicklung der Otolithen waren in den beiden hochsten untersuchten

Konzentrationen zu beobachten.
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Tabelle 3-29: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Paracetamol. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (K: Kontrolle; koa: al-
le eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 2513,2  5026,5 10052,9 20105,8 40211,6
keine Gastrulation 8 - - - 1/20 8/20 15/23
12 - - - - 1/13 7/8
keine Schwanzablosung 24 - - - 2/14 4/6 koa
36 - - - 2/14 4/6 koa
48 - - - - 3/4 koa
deformierte Somitenanlage 24 - - - 3/14 4/6 koa
36 - - - - 4/6 koa
48 - - - - 3/4 koa
deformierte Augenanlage 24 - - 4/19 13/14 6/6 koa
36 - - - 13/14 6/6 koa
48 - - - 11/12 4/4 koa
deformierter Kopf 24 - - - 3/14 5/6 koa
36 - - - 2/14 5/6 koa
48 - - - 9/12 4/4 koa
deformierter Schwanz 24 - - 3/19 11/14 6/6 koa
36 - - 3/19 14/14 6/6 koa
48 - - 14/19 12/12 4/4 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - 1/14 2/6 koa
36 - - - 1/14 4/6 koa
48 - - 7/19 12/12 4/4 koa
kein Herzschlag 36 - - - 14/14 6/6 koa
48 - - - 12/12 4/4 koa
kein Blutkreislauf 36 6/18 14/20 19/19 14/14 6/6 koa
48 1/18 2/20 19/19 12/12 4/4 koa
keine Pigmentierung 48 - 20/20 19/19 12/12 4/4 koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - koa
Dotterodem 48 1/18 2/20 19/19 11/12 - koa
Perikardédem 48 1/18 1/20 19/19 12/12 - koa
gesamt 48 1/18 2/20 19/19 12/12 - koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - 8/12 4/4 koa

Wie Abbildung 3-9 zu entnehmen ist, zeigte sich ab einer Konzentration von 5026,5
pummol/L eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle.
Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 2513,2 pmol/L sowie eine LOEC von 5026,5
pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-9: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhingigkeit von der Pa-
racetamol-Konzentration. In diesem Versuch wurden nur die koagulierten Embryonen als letal
gewertet. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante
Veranderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test;
kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen
koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-30 zusammengestellt.

Tabelle 3-30: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Paracetamol. In diesem Versuch
wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet (koa: basierend auf
den koagulierten Embryonen).

Zeit [h] [wmol/L]
LC;sokoa 48 12071,6
ECjs kein Herzschlag 48 7108.5
ECs, kein Blutkreislauf 48 3207,7
ECs, Odeme 48 3207,7
ECsy Schwanzablosung 48 17756,7
ECs, Somitendeformation 48 17756,7
ECs, Schwanzdeformation 48 4224.9
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 5383,9
ECsy Augendeformation 48 8111,9
EC5y Kopfdeformation 48 8878.4
EC5, Otolithen 48 9231,2
NOEC 48 2513,2
LOEC 48 5026,5
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Die Toxizitdt von Paracetamol war mit einer LCso(48h) von 8021,6 pmol/L im Ver-
such basierend auf allen vier letalen Endpunkten groBer als im Versuch basierend auf den
koagulierten Embryonen (LCsy(48h): 12071,6 pmol/L). Es traten jedoch dhnliche subletale
Effekte auf.

Vergleicht man die berechneten LCso(48h)-Werte mit Angaben fiir andere Organis-
men, so zeigt sich, dass der Embryo in den vorgestellten Untersuchungen deutlich unsensitiver
reagiert hat (Tabelle 3-31).

Tabelle 3-31: Darstellung der berechneten LCsy(48h) und Literaturdaten (aus: Landesumwelt-
amts Brandenburg (2002)).

Organismus ECs¢/ LCso [umol/L]
Alge 886,2

Daphnia magna 330,7

Danio rerio (Embryo) 2500

Danio rerio (Test) 8021,6 — 12071,6

Auch fiir Paracetamol werden fiir die Anwendung beim Mensch in der Packungsbeila-
ge eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben (Viatris GmbH, 2003). Beim Embryo konnte
von diesen Effekten eine Beeintriachtigung der Entwicklung des Blutkreislaufs erfasst werden.

3.1.1.6 Analgetika- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die fiinf Stoffe Acetylsalicylsdure (ASS), Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen
und Paracetamol als Einzelstoffe untersucht. Mit Ausnahme von ASS wurden zwei Versuche
durchgefiihrt, um die LCs¢(48h) einmal unter Beriicksichtigung aller vier letaler Endpunkte
und einmal nur unter Berticksichtigung der koagulierten Embryonen berechnen zu kénnen.

Vergleicht man die erhaltenen LCso-Werte nach 48 Stunden, so zeigt sich, dass Diclo-
fenac in beiden Versuchen am toxischsten war, Paracetamol am ungiftigsten (Tabelle 3-32).

Tabelle 3-32: Darstellung der berechneten LCs(48h)-Werte der einzelnen Analgetika sowie
der ,,Spacing®“-Faktoren zwischen den Werten aus beiden Versuchen (aEP: Ver-
such in dem alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt wurden; koa: Versuch in
dem ausschlieBlich die koagulierten Embryonen als letal gewertet wurden).

LCs¢(48h), [umol/L]

ASS Diclofenac Ibuprofen Naproxen Paracetamol
aEP 243,6 9,7 111 254,5 8021,6
koa 345,5 192,6 200,5 237,1 12071,6
Faktor 1.4 19,9 1,8 1,1 1,5
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Im Versuch basierend auf allen vier letalen Endpunkten zeigten sich deutliche Unter-
schiede zwischen Diclofenac bzw. Paracetamol und den Werten fiir die iibrigen drei
Substanzen. Im Versuch basierend auf den koagulierten Embryonen sind die Werte fiir Ace-
tylsalicylsdure, Diclofenac, Ibuprofen und Naproxen dagegen vergleichbar, nur Paracetamol
ist deutlich weniger toxisch.

Die Unterschiede in den LCso-Werten nahmen in der Reihenfolge Naproxen > ASS >
Paracetamol > Ibuprofen > Diclofenac zu. Die Unterschiede lassen sich durch das unter-
schiedliche Auftreten von letalen Effekten in den Versuchen, in denen alle vier letalen
Endpunkte beriicksichtigt wurden, erkldren. Bei Naproxen zeigte sich auch in diesem Ver-
such v.a. die Koagulation der Embryonen. Bei ASS, Ibuprofen und Paracetamol traten
konzentrationsabhéngig v.a. fehlender Herzschlag und die Koagulation der Embryonen auf.
Bei Diclofenac war v.a. der fehlende Herzschlag zu beobachten (vgl. Tabelle 3-1, Tabelle 3-4,
Tabelle 3-11. Tabelle 3-18, Tabelle 3-25).

Auch Fent et al. (2006) ordnen Diclofenac als die Substanz mit der hochsten akuten
Toxizitdt unter den NSAID ein. Diese These wird auch durch einen Vergleich der ECso-Werte
fur andere Organismen aus der Literatur bestdtig (Tabelle 3-33).

Tabelle 3-33: Dargestellt sind die ECso-Werte in umol/L fiir die fiinf untersuchten Substanzen
in unterschiedlichen Testsystemen (ASS: Acetylsalicylsdure; Dic: Diclofenac; E:
Embryo; Ibu: Ibuprofen; Nap: Naproxen; Para: Paracetamol; -: keine Angabe).

Substanz
Organismus ASS Dic Ibu Nap Para
Lemna minor - 23,6 96,4 95,9
Desmodesmus subspicatus 5923 226,0 1498.9 2479,8 886,2
Daphnia magna 489,0 213,8 443,1 659,3 330,7

Es zeigten sich fiir alle fiinf Substanzen vergleichbare subletale Effekte. Auffillig war
jedoch das massive Auftreten von Deformationen wihrend der Exposition der Embryonen
gegeniiber Diclofenac in beiden Versuchen (Abbildung 3-10; Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-10: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber den fiinf Einzelstoffen der Gruppe der Analgetika unter Beriicksichti-
gung aller vier letaler Endpunkte: a) Acetylsalicylsdure b) Diclofenac; c)
Ibuprofen; d) Naproxen; e) Paracetamol (ASS: Acetylsalicylsdure; Dic: Diclofe-
nac; Ibu: Ibuprofen; Nap: Naproxen; Para: Paracetamol; aEP: alle vier letalen
Endpunkte berticksichtigt; sw: keine Schwanzablésung vom Dotter; So def: So-
mitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation; Ws def:
Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation;
Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder feh-
lende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).
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Abbildung 3-11: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber den fiinf Einzelstoffen der Gruppe der Analgetika unter ausschlief3li-
cher Beriicksichtigung der koagulierten Embryonen: a) Acetylsalicylsdure b)
Diclofenac; c) Ibuprofen; d) Naproxen; e) Paracetamol (ASS: Acetylsalicylsdure;
Dic: Diclofenac; Ibu: Ibuprofen; Nap: Naproxen; Para: Paracetamol; koa: nur die
koagulierten Embryonen als letale gewertet; sw: keine Schwanzablésung vom
Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation; Ws def:
Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation;
Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder feh-
lende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).
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Fiir den Sduger wird in der Literatur fiir alle fiinf Substanzen ein einheitlicher Wirk-
mechanismus beschrieben. Alle fiinf hemmen die Cyclooxygenase-Enzyme (COX-1; COX-2),
wodurch es zur Hemmung der Prostaglandin- und Thromboxansynthese aus Arachidonsiure
kommt. Dariiber kommt es dann zur Einflussnahme auf entziindliche Prozesse und Fieber.
Beim Menschen sind die meisten beobachteten Nebenwirkungen auf diesen Prozess zuriickzu-
fithren (Forth et al., 2001). Beide COX-Enzyme konnten auch bei Fischen nachgewiesen
werden (Fent et al., 2006). Informationen dariiber, inwieweit diese jedoch im Fisch die selbe
Funktion besitzen und ob beide Enzyme im Fischembryo bereits angelegt sind, konnten in der
Literatur nicht gefunden werden.

Daneben wird in der Literatur eine membranstabilisierende Wirkung der Analgetika
diskutiert. Paracetamol wird zudem in geringem Umfang durch CYP450-Oxygenasen in N-
Acetyl-p-benzochinonimin umgewandelt. Dieses wird normalerweise durch Glutathion inakti-
viert und anschliefend als Mercaptursdurekonjugat mit dem Harn ausgeschieden. Bei einer
Uberdosierung sind die Glutathionreserven in der Leber jedoch relativ schnell erschopft und
das tiberschiissige N-Acetyl-p-benzochinonimin bindet kovalent an die Leberzellproteine mit
der Folge einer Leberzellnekrose (Forth et al., 2001).
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3.1.2 Antibiotika

3.1.2.1 Chloramphenicol

Chloramphenicol wurde in den Konzentrationen 3438,9 pumol/L, 5158,4 pmol/l,
7737,5 umol/L, 11606,3 pmol/L sowie 17409,5 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 10 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-34 zusammengefasst. Ab
5158,4 umol/L zeigte sich eine Zunahme der letalen Effekte, wobei deutliche letale Effekte
erst nach 48 Stunden zu beobachten waren. Es wurde eine LCs0(48h) von 10089,8 pmol/L (r*:
0,772; b: 2,637; LCjo: 3311,7 umol/L) berechnet.

Tabelle 3-34: Zusammenstellung der letalen Effekte von Chloramphenicol (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 34389 5158,4 7737,5 11606,3 17409,5

Koagulation 4 - - - - - -

8 - - - - - -

12 - - - - - -

24 - - - - - 1/20

36 - - - - - 3/20

48 - - 4/20 11/20 10/20 14/20
gesamt [%] 48 - - 20 55 50 70

Die wéhrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-35 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich konzentrationsabhéngig Effekte auf
die Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an Somiten, Augen, Kopf, Schwanz
und Wirbelsdule. Die Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems, der Pigmentierung und auch
der Otolithen war bis in die niedrigste untersuchte Konzentration beeintriachtigt. Auch waren
Odeme ab der niedrigsten untersuchten Konzentration zu beobachten.
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Tabelle 3-35: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Chloramphenicol (K: Kontrolle;
-: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 3438,9 51584 7737,5 11606,3 17409,5
keine Schwanzablosung 24 - - 1/20 6/20 11/20 18/19
36 - - 1/20 6/20 11/20 17/17
48 - 1/19 - 1/9 2/20 5/6
keine oder deformierte Somiten 24 - - - 19/20 20/20 19/19
36 - - - 19/20 20/20 17/17
48 - 3/19 8/16 4/9 2/20 6/6
keine oder deformierte Augenanlage 24 - - 7/20 19/20 20/20 19/19
36 - - 2/20 19/20 20/20 17/17
48 - - 6/16 7/9 9/10 6/6
kein oder deformierter Kopf 24 - - 2/20 7/20 15/20 18/19
36 - - 1/20 7/20 15/20 17/17
48 - 3/19 5/16 9/9 10/10 6/6
deformierter Schwanz 24 - - 4/20 14/20 20/20 19/19
36 - - 8/20 14/20 20/20 17/17
48 - 9/19 13/16 9/9 10/10 6/6
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - 2/20 8/19
36 - - 1/20 - 2/20 8/17
48 - 4/19 5/16 3/9 7/10 3/6
kein Herzschlag 36 - 18/19 2020  20/20 20/20 17/17
48 - 9/19 13/16 9/9 10/10 6/6
kein Blutkreislauf 36 3/18 19/19 2020  20/20 20/20 17/17
48 - 19/19  16/16 9/9 10/10 6/6
keine Pigmentierung 48 - 10/19  16/16 9/9 10/10 6/6
reduzierte Pigmentierung 48 - 9/19 - - - -
Dotter6dem 48 - 12/19 4/16 1/9 1/10 -
Perikard6dem 48 - 19/19  13/16 5/9 2/10 -
gesamt 48 - 19/19  13/16 5/9 2/10 -
keine/ deformierte Otolithen 48 - 17/19 16/16 9/9 10/10 6/6

Wie Abbildung 3-12 zu entnehmen ist, zeigte sich zudem bis in die niedrigste unter-
suchte Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle. Eine Angabe der NOEC ist daher nicht moglich. Mittels Dunetts Test wurde eine
LOEC von 3438,9 umol/L ermittelt.
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Abbildung 3-12: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Chloram-
phenicol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-36 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-36: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Chloramphenicol (aE: alle expo-
nierten Embryonen zeigen diesen Effekt; -: keine Angabe moglich).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs 48 10089,8
ECs, kein Herzschlag 48 35442
ECs, Blutkreislauf 48 aE
EC5o Odeme 48 -
ECs, Pigmentierung 48 aE
ECs, Schwanzdeformation 48 35442
ECsy Schwanzablosung 48 13986,3
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 11174,8
ECsy Augendeformation 48 5935,8
EC5y Kopfdeformation 48 5439,1
EC5, Otolithen 48 2582.,0
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 34389
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Vergleicht man die ermittelte LCs¢(48h) von 10089,8 umol/l mit ECso(48h)-Werten
fiir Daphnia magna aus der Literatur (1067,8 - 3389,0 umol/L; Sigma-Aldrich, 2007; arge
elbe, 2002), so zeigt sich, dass der Embryo weniger sensitiv reagiert hat.

In der Literatur werden nur wenige Nebenwirkungen von Chloramphenicol beschrie-
ben (EMEA, 2006; Forth et al., 2001). Nach Forth et al. (2001) besitzt die Substanz ein
hédmatotoxisches Potential. Dabei kann zum einen eine dosisunabhingige Knochenmarksschi-
digung auftreten, zum anderen eine dosisabhidngige reversible Depression der Hdmatopoese.
Im vorliegenden Test wurde eine Beeintrachtigung der Entwicklung des Herz-
Kreislaufsystems beobachtet. Ob zwischen diesen beobachteten und den in der Literatur be-
schrieben Effekten ein Zusammenhang besteht, konnte jedoch nicht geklédrt werden. Weitere
Nebenwirkungen oder Effekte an Versuchstieren sind nicht beschrieben worden.

3.1.2.2 Clarithromycin

Clarithromycin wurde bis zu seiner Loslichkeitsgrenze in den Konzentrationen 0,8
umol/L, 1,7 umol/L, 3,3 umol/L, 6,7 pmol/L sowie 13,4 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 11 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 10,5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-37 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich traten nur vereinzelt letale Effekte an den exponierten
Embryonen auf. In den Konzentrationen 6,7 pmol/L und 13,4 pmol/l war nach 48 Stunden
jeweils ein Embryo koaguliert. Eine Berechnung einer LCy ist daher nicht moglich.

Tabelle 3-37: Zusammenstellung der letalen Effekte von Clarithromycin (K: Kontrolle; -: Ef-
fekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 0,8 1,7 33 6,7 13,4

Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - 1/20 1/20

gesamt [%] 48 - - - - 5 5

Es traten zudem auch nur vereinzelte subletale Effekte auf, wie in Tabelle 3-38 darges-
tellt ist. Es zeigte sich nach 24 Stunden bei maximal 15 % der eingesetzten Embryonen und
nicht konzentrationsabhédngig eine verzogerte Entwicklung der Augenanlage. Ebenfalls konn-
ten zu diesem Zeitpunkt bei einzelnen Keimen Deformationen des Schwanzes beobachtet
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werden (max. 10%). Nach 36 Stunden hatten drei Embryonen in der niedrigsten untersuchten
Konzentration noch keinen Blutkreislauf ausgebildet. Nach 48 Stunden zeigten in den einzel-
nen Konzentrationen maximal 21% der eingesetzten Embryonen eine Beeinflussung des
Blutkreislaufs, der Pigmentierung und Odeme. Eine Berechnung von Effektkonzentrationen
ist aufgrund der wenigen beobachteten subletalen Effekte nicht sinnvoll.

Tabelle 3-38: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Clarithromycin (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 0,8 1,7 3,3 6,7 13,4
deformierte Augenanlage 24 - 1/20 1/19 3/20 1/20 2/20
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Schwanz 24 - 1/20 - 2/20 - 2/20
36 - - - - - -
48 - - - - - -
kein Blutkreislauf 36 - 3/20 - - - -
48 1/19 2/20 1/19 1/20 1/19 4/19
keine Pigmentierung 48 1/19 - - - - 1/19
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/19 - - -
Dotter6dem 48 2/19 3/20 1/19 1/20 1/20 4/19
Perikardodem 48 2/19 3/20 1/19 1/20 1/20 4/19
gesamt 48 2/19 3/20 1/19 1/20 1/19 4/19

Wie Abbildung 3-13 zu entnehmen ist, zeigte sich im untersuchten Konzentrationsbe-
reich, in den beiden hochsten untersuchten Konzentrationen ein leichter, nicht-signifikanter
Anstieg der Herzschlagfrequenz durch Clarithromycin. Die NOEC entspricht damit der hoch-
sten untersuchten Konzentration von 13,4 pmol/L. Die Angabe einer LOEC ist nicht moglich.
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Abbildung 3-13: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Clarith-
romycin- Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum
und Maximum der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle.

Es werden in der Literatur eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben, die bei der
Behandlung mit Clarithromycin auftreten konnen (Sandoz, 2005). In der vorgestellten Unter-
suchung zeigte sich von diesen Effekten eine Beeinflussung der Entwicklung des
Blutkreislaufsystems. Im Tierversuch waren an Mdusen teratogene Effekte in Form von Gau-
menspalten zu beobachten. Diese traten jedoch erst in hohen Dosen auf. Im vorgestellten
Versuch konnten aufgrund der niedrigen eingesetzten Konzentrationen nach 48 Stunden keine
teratogenen Effekte beobachtet werden.

3.1.2.3 Erythromycin

Erythromycin wurde bis zu seiner Loslichkeitsgrenze in den Konzentrationen 0,9
umol/l, 1,7 pmol/L, 3,4 umol/L, 6,8 umol/L sowie 13,6 umol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 19 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5,5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 5,9% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-39 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich traten nur bei vier Embryonen letale Effekte auf. Nach 48
Stunden war je ein Embryo in der Kontrolle sowie den Konzentrationen 0,9 pmol/L, 1,7

115



pmmol/l und 13,6 umol/L koaguliert. Eine Berechnung von LC-Konzentrationen ist daher
nicht moglich.

Tabelle 3-39: Zusammenstellung der letalen Effekte von Erythromycin (K: Kontrolle; -: Ef-
fekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 0,9 1,7 34 6,8 13,6

Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 1/18 1/19 1/19 - - 1/19

gesamt [%] 48 6 5 5 0 0 5

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-40 zusammenfassend darges-
tellt. Es traten im untersuchten Konzentrationsbereich nur vereinzelt, d.h. bei maximal 17%
der eingesetzten Embryonen und nicht konzentrationsabhéngig, subletale Effekt auf. Eine Be-
rechnung von Effektkonzentrationen ist daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-40: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Erythromycin (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 0,9 1,7 34 6,8 13,6
deformierter Schwanz 24 1/18 - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierte Wirbelsdule 24 1/18 - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
kein Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 - 2/18 - - 1/18 1/18
keine Pigmentierung 48 - 3/18 1/18 2/20 3/18 -
reduzierte Pigmentierung 48 - 2/18 1/18 1/20 - 1/18
Dotter6dem 48 1/17 2/18 - - 2/18 1/18
Perikardodem 48 1/17 2/18 - - 2/18 1/18
gesamt 48 1/17 2/18 - - 2/18 1/18

Wie Abbildung 3-14 zu entnehmen ist, waren die gemessenen Herzschlagfrequenzen
in den einzelnen Konzentrationen gegeniiber denen der Kontrolle leicht, jedoch nicht signifi-
kant erhoht. Die NOEC entspricht der hochsten untersuchten Konzentration von 13,6 pmol/L.
Die Angabe einer LOEC war daher nicht moglich.
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Abbildung 3-14: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Erythro-
mycin-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle.

Es war nicht zu kldren, ob die wenigen und nicht-konzentrationsabhédngig aufgetrete-
nen Effekte auf die Wirkung der Substanz zurilickfiihren sind. Anhand von Literaturdaten
waren keine Riickschliisse auf die im Test beobachteten Effekte moglich. Es werden keine
spezifischen Effekte von Erythromycin beschrieben, die eine Erkldrung fiir die beobachteten
subletalen Effekte liefern konnten (EMEA, 2000b, c). Die einzige, in der Literatur beschrie-
bene ,,Nebenwirkung®, die auch beim Embryo zu beobachten war, war die von Abbott (2004)
beschriebene Tachyarrhytmie, d.h. eine Mischung aus Tachykardie (beschleunigter Puls, Ab-
bildung 3-14) und Arrhythmien (langsame und schnellere Phasen, subjektiv).

3.1.2.4 Oxytetracyclin

Aufgrund der niedrigen pH-Werte (<4) der einzelnen Verdiinnungsstufen, die im Vor-
versuch festgestellt wurden, wurden zwei verschiedene Ansétze der Substanz untersucht. In
einem Versuch wurde der pH-Wert der Stamml6sung nicht eingestellt. In einem zweiten Ver-
such wurde der pH der Stammlosung mit 0,1N NaCl-Losung auf 7,2 eingestellt.
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3.1.2.4.1 ohne pH-Wert-Einstellung

Die Substanz wurde in den Konzentrationen 150,9 pmol/l, 301,9 pmol/L, 603,7
umol/L, 1207,5 umol/L sowie 2515 pmol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums lagen sowohl vor Testbe-
ginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Aufgrund des geringen
pH-Wertes der Stammlosung und damit der Konzentrationen 301,9 pmol/L bis 2515 umol/L
ist eine Beeintrachtigung der Embryonen durch den niedrigen pH-Wert nicht auszuschlieBen.
Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 31 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden bei nur 5% der ein-
gesetzten Embryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-41 zusammengefasst. Ab
301,9 pmol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhingige Zunahme der letalen Effekte.
Nach 48 Stunden waren in der hochsten Konzentration alle eingesetzten Embryonen koagu-
liert. Es wurde eine LCsy(48h) von 1019,2 umol/L (rzz 0,927; b: 6,049; LC,¢: 626,1 pmol/L)
berechnet.

Tabelle 3-41: Zusammenstellung der letalen Effekte von Oxytetrazyklin im Versuch ohne
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 150,9 301,9 603,7 1207,5 2515,0
Koagulation 4 - - - - - 10/20
8 1/20 - - 2/20 4/20 20/20
12 1/20 - - 2/20 6/20 20/20
24 1/20 - 3/20 2/20 13/20 20/20
36 1/20 - 3/20 2/20 14/20 20/20
48 1/20 - 3/20 2/20 14/20 20/20
gesamt [%] 48 5 - 15 10 70 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-42 zusammenfassend darges-
tellt. Es zeigten sich vereinzelt und nicht konzentrationsabhéngig Deformationen an Somiten,
Augen, Schwanz und Wirbelsiule. Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem und Odeme traten ab
301,9 umol/L auf. Die Pigmentierung war bei einem einzelnen Embryo in 1207,5 pmol/L
reduziert. Aufgrund der wenigen beobachteten subletalen Effekte ist eine Berechnung von

Effektkonzentrationen nicht sinnvoll.
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Tabelle 3-42: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Oxytetrazyklin im Versuch ohne
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum
angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 150,9  301,9 603,7 1207,5 2515,0
deformierte Somitenanlage 24 - - - - - koa
36 - - - 1/18 - koa
48 - - - 1/18 - koa
deformierte Augenanlage 24 - - 1/17 - - koa
36 - - - - - koa
48 - - - - - koa
deformierter Schwanz 24 - - - 1/18 - koa
36 - - 1/17 4/18 - koa
48 - - 2/17 2/18 - koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - 1/18 - koa
36 - - - 3/18 - koa
48 - - - 1/18 - koa
kein Blutkreislauf 36 6/19 6/20 9/17 13/18 5/6 koa
48 - - 2/17 1/18 1/6 koa
keine Pigmentierung 48 - - - - - koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - 1/6 koa
Dotterédem 48 - - 2/17 1/18 1/6 koa
Perikardédem 48 - - 2/17 1/18 1/6 koa
gesamt 48 - - 2/17 1/18 1/6 koa

Wie Abbildung 3-15 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 301,9 umol/L eine signifikante
Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 150,9
umol/L sowie eine LOEC von 301,9 umol/L ermittelt.
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Abbildung 3-15: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Oxytetra-
zyklin- Konzentration im Versuch ohne Einstellung des pH-Wertes. Dargestellt
sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnde-
rung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test;
koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

3.1.2.4.2 mit pH-Wert-Einstellung

In diesem Versuch wurde die Substanz in den Konzentrationen 503,1 pmol/L, 1006,2
pmol/L, 2012,5 pmol/L, 4025 pmol/L sowie 8050 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zulédssigen Bereich.
Der pH-Wert der Stamml6sung wurde vor Versuchsbeginn mit 0,1N NaOH-Losung auf 7,2
eingestellt. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 32 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und
nur bei maximal 5,6% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-43 zusammengefasst. Es zeig-
ten sich erst in beiden hochsten untersuchten Konzentrationen deutliche letale Effekte (>
10%), wobei in diesen beiden Konzentrationen alle eingesetzten Embryonen innerhalb von 36
Stunden koagulierten. Es wurde eine LCso(48h) von 2846,1 pmol/L (rz: 1,000; b: 20,531;
LCy: 2465,5 pmol/L) berechnet.
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Tabelle 3-43: Zusammenstellung der letalen Effekte von Oxytetrazyklin im Versuch mit Ein-
stellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]

K 503,1 1006,2 2012,5 4025,0 8050,0

Koagulation 4 - - - - - 1/20
8 - - - - - 17/20
12 - - - - - 20/20
24 - 1/20 - - 8/20 20/20
36 - 1/20 - - 20/20 20/20
48 - 1/20 - - 20/20 20/20

gesamt [%] 48 - 5 - - 100 100

Die wéhrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in

Tabelle 3-44 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich nur wenige und zudem
nicht konzentrationsabhiingig subletale Effekte. Eine Berechnung von Effektkonzentrationen
war daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-44: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Oxytetrazyklin im Versuch mit
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum
angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 503,1 1006,2 2012,5 4025,0 8050,0
deformierte Augenanlage 24 - - - - 7/12 koa
36 - - - - koa koa
48 - - - - koa koa
deformierter Schwanz 24 - - - - 7/12 koa
36 - - - - koa koa
48 - - - - koa koa
kein Blutkreislauf 36 6/18 1/19 1/20 1/20 koa koa
48 1/18 1/19 - 1/20 koa koa
keine Pigmentierung 48 - - - - koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - 1/20 koa koa
Dotterédem 48 1/18 1/19 - 1/20 koa koa
Perikardédem 48 1/18 1/19 - 1/20 koa koa
gesamt 48 1/18 1/19 - 1/20 koa koa

Wie Abbildung 3-16 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 1006,24 umol/L eine signifikan-
te Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 503,1
umol/L sowie eine LOEC von 1006,2 umol/L berechnet.
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Abbildung 3-16: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Oxytetra-
zyklin-Konzentration im Versuch mit Einstellung des pH-Wertes. Dargestellt
sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verinde-
rung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-
Test; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Vergleicht man die beiden durchgefiihrten Versuche, so war Oxytetrazyklin im Ver-
such ohne Einstellung des pH-Wertes erwartungsgemil3 toxischer fiir die Embryonen als im
Versuch mit Einstellung des pH-Wertes (Tabelle 3-45).

Tabelle 3-45: Darstellung der berechneten LCsy(48h)-, NOEC und LOEC-Werte aus den bei-
den durchgefiihrten Versuchen mit Oxytetrazyklin.

ohne pH-Einstellung mit pH-Einstellung
LCsy(48h) 1019,2 2846,1
NOEC (Herzschlagfrequenz) 150,9 503,1
LOEC (Herzschlagfrequenz) 301,9 1006,2

Da die pH-Werte ab der Konzentration 301,9 umol/L im Versuch ohne pH-Einstellung
unter 5 lagen, ist unklar, ob die beobachteten Effekte auf die Wirkung der Substanz oder auf
die des pH zuriickzufiihren sind. Fiir eine Wirkung der Substanz sprechen jedoch die beobach-
teten subletalen Effekte in beiden Versuchen. In beiden Tests zeigten sich, wenn auch nur bei
einzelnen Embryonen, Deformationen an Somiten, Augen, Schwanz und Wirbelsdule, eine
Beeintrichtigung der Entwicklung des Blutkreislaufs und der Pigmentierung sowie Odeme.
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3.1.2.5 Roxithromycin

Aufgrund des logK,,, der Substanz wurden zwei unterschiedliche Ansitze untersucht.
In einem Ansatz wurden die Embryonen in Wellplatten exponiert, in einem zweiten in Roll-
randglidsern. Roxithromycin wurde in beiden Versuchen bis zu seiner Loslichkeitsgrenze in
den Konzentrationen 0,8 umol/l, 1,5 pmol/L, 3,0 pmol/L, 6,0 umol/L sowie 12,0 pmol/L ge-
testet.

3.1.2.5.1 Versuch in der Wellplatte

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 37 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-46 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich traten nur wenige letale Effekte an den exponierten
Embryonen auf. Eine Berechnung einer LCsy war daher nicht méglich.

Tabelle 3-46: Zusammenstellung der letalen Effekte von Roxithromycin wéihrend der Exposi-
tion in der Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]

K 0,8 1,5 3,0 6,0 12,0

Koagulation 4 - - - - - -

8 - 1/19 - - - -

12 - 1/19 - - - -

24 - 1/19 - - - -

36 - 1/19 - - - -
48 - 1/19 - - 1/20 1/20

gesamt [%] 48 - 5 - - 5 6

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-47zusammenfassend dargestellt.
Effekte traten dabei nur bei maximal 10,5% der Embryonen und nicht konzentrationsabhéngig

auf, so dass keine Effektkonzentrationen berechnet werden konnten.
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Tabelle 3-47: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Roxithromycin wéhrend der Ex-
position in der Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 0,5 1,5 3,0 6,0 12,0
keine Somitenanlage 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
keine Schwanzablésung 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
deformierte Augenanlage 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
deformierter Kopf 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
deformierter Schwanz 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - - 1/20
48 - - - - - -
kein Blutkreislauf 36 - - - - - 1/20
48 1/20 - 1/19 - - -
keine Pigmentierung 48 - - 1/19 - - -
reduzierte Pigmentierung 48 1/20 - - - - -
Dotterédem 48 1/20 - 2/19 - - -
Perikardodem 48 1/20 - 2/19 - - -
gesamt 48 1/20 - 2/19 - - -

Wie Abbildung 3-17 zu entnehmen ist, zeigte sich in der Konzentration 1,5 umol/L ei-
ne signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Williams-Test wurde eine NOEC
von 12,0 pmol/L ermittelt, die der hochsten untersuchten Konzentration entspricht.
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Abbildung 3-17: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhingigkeit von der Roxith-
romycin-Konzentration beim Versuch in der Wellplatte. Dargestellt sind
Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung
der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Williams-Test).

3.1.2.5.2 Versuch im Rollrandglas

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen vor Testbeginn in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte
sind im Anhang C in Tabelle 38 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte an den eingesetzten Embryonen zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-48 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich traten nur bei einem einzigen Embryo in 6 pmol/L letale
Effekte auf. Eine Berechnung einer LCs, war daher nicht moglich.

Tabelle 3-48: Zusammenstellung der letalen Effekte von Roxithromycin wéhrend der Exposi-
tion im Rollrandglas (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 0,8 1,5 3,0 6,0 12,0
Koagulation 4 - - - - - -
24 - - - - - -
48 - - - - 1/9 -
gesamt [%] 48 - - - 11,1 -
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Wihrend der 48-stiindigen Exposition der Embryonen in den Rollrandglésern traten
keine subletalen Effekte auf. Die einzigen Auffilligkeiten, die nach 48 Stunden beobachtet
werden konnten, waren der vorzeitige Schlupf von drei Embryonen in der Kontrolle sowie
eines Embryos in der Konzentration 1,5 pmol/L.

Wie Abbildung 3-18 zu entnehmen ist, zeigte sich im untersuchten Konzentrationsbe-
reich ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle. Die NOEC entspricht damit der hochsten untersuchten Konzentration von 12
pmol/L.
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Abbildung 3-18: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhingigkeit von der Roxith-
romycin-Konzentration beim Versuch im Rollrandglas. Dargestellt sind
Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum.

Es haben sich aus den beiden Versuchen keine Hinweise darauf ergeben, dass die Li-
pohilie der Substanz das Ergebnis des Versuchs in der Wellplatte beeinflusst haben kénnte. Es
konnten in beiden Versuchen nur wenige Effekte beobachtet werden. Es war nicht zu kléren,
ob diese wenigen Effekte auf eine substanzspezifische Wirkung zuriickzufiihren sind. Es wur-
den keine spezifischen Effekte von Roxithromycin beschrieben, die eine Erkldrung fiir die
beobachteten subletalen Effekte liefern konnten (Aventis Pharma, 2001).

3.1.2.6 Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazol wurde bis zu seiner Loslichkeitsgrenze in den Konzentrationen 197,4
umol/L, 394,8 umol/L, 789,6 umol/L, 1579,1 pmol/L sowie 3158,2 umol/L untersucht.
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Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 40 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.

Im untersuchten Konzentrationsbereich traten keine letalen Effekte auf. Es konnten
auch nur vereinzelt subletale Effekte beobachtet werden, wie Tabelle 3-49 zu entnehmen ist.
Lediglich nach 48 Stunden zeigten sich in der hochsten untersuchten Konzentration von
3158,2 umol/L deutliche subletale Effekte (> 10%) bei den Endpunkten ,,fehlender Blutkreis-
lauf* (30%), ,,reduzierte Pigmentierung“(15%) und ,,Odeme** (35%). Eine Berechnung von
Effektkonzentrationen war daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-49: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Sulfamethoxazol (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 197,4 3948 789,6  1579,1 31582
keine Gastrulation 8 - - 1/20 2/20 - -
12 - - - - - -
deformierter Kopf 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - 1/20
deformierter Schwanz 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - 1/20
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - 1/20
36 - - - - - 1/20
48 - - - - - 1/20
kein Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 - - - - 1/20 6/20
keine Pigmentierung 48 - - - - - -
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - 3/20
Dotterodem 48 - - - - 1/20 6/20
Perikardédem 48 - - - - 1/20 7/20
gesamt 48 - - - - 1/20 7/20

Wie Abbildung 3-19 zu entnehmen ist, zeigte sich in der hochsten untersuchten Kon-
zentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden
eine NOEC von 1579,1 umol/L sowie eine LOEC von 3158,2 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-19: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Sulfame-
thoxazol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).

Liebig (2005) untersuchte die Toxizitidt von Sulfamethoxazol ebenfalls an Embryonen
des Zebrabarblings in einer Konzentration von 395 umol/L. Auch in dieser Untersuchung
waren aufler einem Perikardodem bei einem Embryo und einer leicht erhdhten mittleren Herz-
schlagfrequenz nach 48 Stunden keine Effekte an den Embryonen zu beobachten. In der
Literatur werden fiir die Anwendung des Kombinationsprédparates aus Sulfamethoxazol und
Trimethoprim eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben (Grossmann, 2002). Im Embryo-
test konnte von diesen Effekten nur die Beeinflussung der Entwicklung des
Blutkreislaufsystems festgestellt werden.

3.1.2.7 Trimethoprim

Die Substanz wurde bis zu ihrer Loslichkeitsgrenze, in den Konzentrationen 64,6
umol/L, 129,2 umol/L, 258,3 umol/L, 516,7 pmol/L sowie 1033,3 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
losungen lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind im
Anhang C in Tabelle 45 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.
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Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-50 zusammengefasst. Wie der
Tabelle zu entnehmen ist, traten im untersuchten Konzentrationsbereich nur vereinzelt, d.h.
bei maximal 10,5% der Embryonen einer Konzentration und nicht konzentrationsabhéngig,
letale Effekte auf. Eine Berechnung der LCsy(48h) war daher nicht moglich.

Tabelle 3-50: Zusammenstellung der letalen Effekte von Trimethoprim (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 64,6 129,2 258,3 516,7 1033,3
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 - - 1/19 - 1/20 -
36 - - 2/19 - 1/20 -
48 - 1/20 2/19 - 1/20 -
gesamt [%] 48 - 5 11 - 5 -

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-51 zusammenfassend darges-
tellt. Es zeigten sich auch hier nach 48 Stunden nicht konzentrationsabhingig nur vereinzelte
Effekte bei maximal 12% der eingesetzten Embryonen. Eine Berechnung von Effektkonzent-
rationen war daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-51: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Trimethoprim (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 64,6 129,2 258,3 516,7 10333
deformierter Schwanz 24 - - 1/18 - 1/19 -
36 - - - - 1/19 -
48 - - - - 1/19 -
deformierte Wirbelsiule 24 - - 1/18 - 1/19 -
36 - - - - 1/19 -
48 - - - - 1/19 -
kein Herzschlag 36 - - - - - -
48 - - - - 1/19 -
kein Blutkreislauf 36 2/19 3/20 3/17 6/17 6/19 2/20
48 - 1/19 2/17 1/17 1/19 -
keine Pigmentierung 48 - - - - - -
reduzierte Pigmentierung 48 - - - 2/17 1/19 -
Dotterédem 48 - - 2/17 1/17 - -
Perikardodem 48 - 1/19 2/17 1/17 - -
gesamt 48 - 1/19 2/17 1/17 - -
keine Otolithen 48 - - - - 1/19 -
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Wie Abbildung 3-20 zu entnehmen ist, zeigte sich bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Eine Angabe einer NOEC
ist daher nicht moglich. Mittels Dunetts Test wurde eine LOEC von 64,6 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-20: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Trime-
thoprim-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).

In der Literatur werden fiir die Anwendung des Kombinationspréparates aus Sulfame-
thoxazol und Trimethoprim eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben (Grossmann, 2002).
Im Embryotest konnte von diesen Effekten nur die Beeinflussung der Entwicklung des Blut-
kreislaufsystems festgestellt werden.

3.1.2.8 Antibiotika- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die Makrolid-Antibiotika Chloramphenicol, Clarithromycin, Erythromycin
und Roxithromycin sowie Oxytetrazyklin, Sulfamethoxazol und Trimethoprim als Einzelstof-
fe untersucht. Fiir Oxytetrazyklin und Roxithromycin wurden zwei Versuche durchgefiihrt.
Bei der Untersuchung von Oxytetrazyklin wurde in einem Versuch der pH-Wert der Stamm-
16sung nicht, in einem zweiten Versuch auf 7,2 eingestellt. Bei der Untersuchung von
Roxithromycin erfolgte die Exposition der Embryonen einmal im Rollrandglas, einmal in der
Wellplatte.

Anhand der ermittelten LCsp-Werte ldsst sich feststellen, dass Oxytetrazyklin in den
beiden durchgefiihrten Versuchen, mit und ohne Einstellung des pH-Wertes, toxischer war als
Chloramphenicol (Tabelle 3-52). Fiir die iibrigen untersuchten Antibiotika war die Untersu-
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chung nur bis zur Loslichkeitsgrenze moglich. In den untersuchten Konzentrationsbereichen
wurden nur vereinzelt letale Effekte beobachtet.

Tabelle 3-52: Darstellung der anhand der beobachteten letalen Effekte berechneten LCs(48h)-
Werte fiir die untersuchten Antibiotika (Chlora: Chloramphenicol; Clarithro:
Clarithromycin; Erythro: Erythromycin; mpH: mit pH-Einstellung; opH: ohne
pH-Einstellung; Oxytetra: Oxytetrazyklin; Roxithro: Roxithromycin; Sulfame:
Sulfamethoxazol; Trimetho: Trimethoprim).

LCso(48h), [umol/L]

Chlora Clarithro Erythro Oxytetra Roxithro Sulfame Trimetho
10089,8 >13,4 >13,6 1019,2 opH >12 >3158,2 >1033,3
2846,1 mpH

Vergleicht man die beobachteten subletalen Effekte, so konnten nur im Versuch mit
Chloramphenicol deutliche Effekte beobachtet werden (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber den Einzelstoffen der Gruppe der Antibiotika (mpH: Versuch mit
Einstellung des pH-Wertes; opH: Versuch ohne Einstellung des pH-Wertes; sw:
keine Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def:
Schwanzdeformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformati-
on; A def: Augendeformation; Bk: kein Blutkreislauf, H: kein Herzschlag; Oe:

Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte
Otolithen).
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In der Literatur werden fiir die sieben untersuchten Substanzen verschiedene Wirkme-
chanismen beschrieben. Die 50 S-Untereinheit der bakteriellen 70 S-Ribosomen sind der
Ansatzpunkt der antibakteriellen Wirkung der Makrolide. Chloramphenicol, Clarithromycin,
Erythromycin und Roxithromycin hemmen die Proteinbiosynthese nach Bindung an die 50 S-
Untereinheit. Die Proteinsynthese wird wihrend der Elongationsphase der Polypeptidkette am
Ribosom unterbrochen. Durch ihre Bindung blockieren sie die Translokation der Peptidyl-t-
RNA von der Akzeptor- zur Donorstelle. Die Fixierung der Peptidyl-t-RNA an der Akzeptors-
telle fiihrt zur Arretierung der Proteinsynthese auf der Polypeptid-Zwischenstufe und resultiert
in der Bakteriostase.

Oxytetracyclin wirkt bakteriostatisch indem ebenfalls die Proteinsynthese der Bakte-
rien gehemmt wird. Die Substanz gelangt durch energieabhédngige Transportsysteme in die
bakterielle Zelle und bindet an die 30S-Untereineheit der bakteriellen Ribosomen. In hohen
Konzentrationen wird auch die Proteinsynthese der Sdugerzelle verhindert. Die Substanz bin-
det dabei an die 80S-Untereinheit der eukaryotischen Ribosomen.

Sulfamethoxazol verdrangt in sensiblen Mikroorganismen p-Aminobenzoesdure kom-
petitiv aus dem Syntheseweg zur Tetrahydrofolsdure, was eine bakteriostatische Wirkung zur
Folge hat. Da der Mensch Folsdure mit der Nahrung aufnimmt, umgeht sein Zellstoffwechsel
diesen Sulfonamiddefekt- nicht jedoch Féten im Mutterleib. Die Substanz {iberwindet die Pla-
zentaschranke und kann auf den f6talen Folsduremetabolismus eingreifen (Grossmann, 2002).
Tetrahydrofolsdure dient als Coenzym der Ubertragung aktivierter C;-Fragmente bei der Syn-
these von Purinnukleotiden und Thymidin. Sulfonamide hemmen damit vorrangig die
Neubildung von DNA und RNA und dadurch die Vermehrung der Bakterien.

Trimethoprim ist ein kompetitiver Inhibitor des Enzyms Tetrahydrofolat Reduktase
(EMEA, 1997). Die Substanz blockiert die empfindlichen Reduktasen mit héherer Affinitét
als die der menschlichen Zellen. Damit ist keine Thymidinsynthese mehr moglich. Sulfame-
thoxazol und Trimethoprim werden in der Regel als Kombinationspriparat eingesetzt.
Grossmann (2002) beschreibt einen synergistischen Effekt beider Substanzen, wobei die Wir-
kung durch die sequentielle Hemmung zweier aufeinanderfolgender Biosyntheseschritte der
bakteriellen Tetrahydrofolsdure zustande kommt, wodurch der Aufbau bakterieller Proteine
und Ribonukleinsduren gehemmt wird.
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3.1.3 Antidote

3.1.3.1 N-Acetylcystein (ACC)

Aufgrund der niedrigen pH-Werte (<4) der einzelnen Verdiinnungsstufen, die im Vor-
versuch festgestellt wurden, wurden zwei verschiedene Ansétze der Substanz untersucht. In
einem Versuch wurde der pH-Wert der Stammldsung nicht eingestellt. In einem zweiten Ver-
such wurde der pH-Wert der Stamml6sung mit 0,1N NaCl-Losung auf 8 eingestellt.

3.1.3.2 ohne Einstellung des pH-Wertes

In diesem Ansatz wurde Acetylcystein in den Konzentrationen 191,5 pumol/L, 383
umol/L, 766 pmol/L, 1532 umol/L sowie 3064 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung und Leitfahigkeit des Kontrollmediums lagen sowohl vor Testbe-
ginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Aufgrund des geringen
pH-Wertes der Stammldsung und damit der einzelnen Verdiinnungen kann eine Beeintrachti-
gung der Embryonen durch den niedrigen pH-Wert nicht ausgeschlossen werden. Die
gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 1 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und
nur bei maximal 5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-53 zusammengefasst. Die le-
talen Effekte nahmen ab 383 pmol/L konzentrations- und zeitabhingig zu. Es wurde eine
LCs0(48h) von 1071,1 pmol/L (r*: 0,982; b: 3,774; LC)o: 490,5 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-53: Zusammenstellung der letalen Effekte von ACC im Versuch ohne Einstellung
des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 191,5 383 766 1532 3064
Koagulation 4 - - - - - 10/20
8 - - 1/20 2/20 9/20 20/20
12 - - 1/20 3/20 9/20 20/20
24 - - 1/20 5/20 12/20 20/20
36 - - 1/20 6/20 14/20 20/20
48 - - 1/20 6/20 14/20 20/20
gesamt [%] 48 - - 5 30 70 100

In Tabelle 3-54 sind die durch Acetylcystein verursachten subletalen Effekte zusam-
mengefasst. Es zeigten sich nach 48 Stunden nur vereinzelt, d.h. bei maximal 17% und nicht
konzentrationsabhéngig, subletale Effekte an den exponierten Embryonen. Eine Berechnung
von Effektkonzentrationen ist mit den gezeigten Daten nicht moglich.
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Tabelle 3-54: Zusammenstellung der subletalen Effekte von ACC im Versuch ohne Einstel-
lung des pH-Wertes (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum
genannten Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 191,5 383 766 1532 3064
keine Schwanzablosung 24 - - 1/19 - - koa
36 - - - - - koa
48 - - - - - koa
keine Somitenanlage 24 - - 2/19 - - koa
36 - - 2/19 - - koa
48 - - - - - koa
deformierte Augenanlage 24 - - 2/19 2/15 - koa
36 - - 2/19 2/14 - koa
48 - - - - - koa
deformierter Kopf 24 - - 1/19 - - koa
36 - - 1/19 - - koa
48 - - - - - koa
deformierter Schwanz 24 - - 4/19 8/15 - koa
36 - - 4/19 8/14 - koa
48 - - - 1/14 - koa
deformierte Wirbelsaule 24 - - 6/19 8/15 - koa
36 - - 6/19 8/14 - koa
48 - - 2/19 - - koa
kein Blutkreislauf 36 16/20 11/20 18/19 14/14 4/6 koa
48 3/20 - 3/19 - - koa
keine Pigmentierung 48 - - - - - koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 3/19 3/14 1/6 koa
Dotterédem 48 2/20 1/20 3/19 - - koa
Perikardodem 48 2/20 - 2/19 - - koa
gesamt 48 2/20 1/20 3/19 - - koa

Anhand der in Abbildung 3-22 dargestellten Herzschlagfrequenzen wurden mittels
Dunetts-Test eine NOEC von 191,5 pmol/L sowie eine LOEC von 383 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-22: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der
ACC-Konzentration im Versuch Einstellung des pH-Wertes. Dargestellt sind Mediane, Quar-
tile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im
Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa: alle eingesetzten Embryonen koagu-
liert).

3.1.3.3 mit Einstellung des pH-Wertes

In diesem Test wurde die Substanz in den Konzentrationen 3379,5 pumol/L, 6759
pumol/L, 13518 pmol/L, 27036 pmol/L sowie 54072 pmol/L untersucht.

Die Sauerstoffsittigung und Leitféhigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosun-
gen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Der pH-Wert der Stamml6sung wurde vor Versuchsbeginn mit 0,1N NaOH- Losung
auf 8 eingestellt. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 2 zusammenstellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden bei maximal 10%
der eingesetzten Embryonen letale bzw. subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-55 zusammengefasst. Die le-
talen Effekte nahmen nur in der hochsten untersuchten Konzentration zeitabhéngig zu. In den
iibrigen untersuchten Konzentrationen zeigten sich keine letalen Effekte. Es wurde ein
LCs0(48h) von 51024,8 pmol/L (r*: 0,992; b: 11,203; LC)o: 39220,7 pmol/L) berechnet.
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Tabelle 3-55: Zusammenstellung der letalen Effekte von Acetylcystein im Versuch mit Ein-
stellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 3379,5 6759 13518 27036 54072
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - 1/20
12 - - - - - 1/20
24 1/20 - - - - 12/20
36 2/20 - - - - 12/20
48 2/20 - - - - 13/20
gesamt [%] 48 10 - - - - 65

Die unter dem Einfluss von Acetylcystein beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-56 zusammengefasst. Es zeigten sich in diesem Versuch nach 4 Stunden
Deformationen an der hohen Blastula bei 60% der eingesetzten Embryonen in der hochsten
untersuchten Konzentration. Nach 8 Stunden waren 58% der Embryonen dieser Konzentration
noch im Stadium der hohen Blastula. Deformationen an Somiten, Augen, Kopf, Schwanz und
Wirbelsdule waren nur bei einzelnen Embryonen in den Konzentrationen 13518 pumol/L bis
54072 pmol/L zu beobachten. Eine Beeinflussung des Herz-Kreislaufsystems und der Pig-
mentierung sowie Odeme zeigten sich bis in die niedrigste untersuchte Konzentration, jedoch
waren auch hier, mit Ausnahme der Konzentration 54072 pmol/L, nach 48 Stunden maximal
15% der eingesetzten Embryonen betroffen. Ab Konzentration 13518 umol/L waren konzent-
rationsabhédngig bei Embryonen keine Otolithen in den Sacculi angelegt.
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Tabelle 3-56: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Acetylcystein im Versuch mit
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 3379,5 6759 13518 27036 54072
deformierte hohe Blastula 4 - - - - - 12/20
keine Gastrulation 8 - - - - - 11/19
12 - - - - - 11/19
keine oder deformierte Somiten 24 - - - - 1/20 -
36 - - - - 1/20 -
48 - - - - 1/20 -
deformierte Augenanlage 24 - - - - 1/20 -
36 - - - - 2/20 -
48 - - - - 2/20 4/7
deformierter Kopf 24 - - - - - -
36 - - - - 1/20 -
48 - - - 1/20 1/20 4/7
deformierter Schwanz 24 - - - - 1/20 -
36 1/18 - - - 2/20 -
48 1/18 - - - 2/20 57
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - -
36 1/18 - - - - -
48 1/18 - - - - 1/7
kein Herzschlag 36 - - - - - -
48 - - - - 2/20 6/7
kein Blutkreislauf 36 6/18 12/19 18/20 13/20 17/20 8/8
48 1/18 1/19 1/20 2/20 3/20 7/7
keine Pigmentierung 48 2/18 - 3/20 - 2/20 7/7
reduzierte Pigmentierung 48 - 3/19 2/20 1/20 - -
Dotter6dem 48 1/18 1/19 1/20 2/20 1/20 -
Perikard6dem 48 1/18 1/19 1/20 2/20 1/20 1/7
gesamt 48 1/18 1/19 1/20 2/20 1/20 1/7
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - 1/20 3/20 7/7

Abbildung 3-23 zu entnehmen ist, zeigte sich in der héchsten untersuchten Konzentra-
tion eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine
NOEC von 27036 pmol/L, sowie eine LOEC von 54072 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-23: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der
ACC-Konzentration im Versuch mit Einstellung des pH-Wertes. Dargestellt sind Mediane,
Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz
im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCs(, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-57 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-57: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir ACC im Versuch mit Einstellung
des pH-Wertes.

Effekt Zeit [h] ECs, (48h); [umol/L]
LCsy 48 51024.,8
ECs) kein Herzschlag 48 39464,9
ECs, kein Blutkreislauf 48 36866,9
ECso Odeme 48 2859749
ECs, Pigmentierung 48 38234,7
ECs, Schwanzdeformation 48 45941,6
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 92784.,5
ECsy Augendeformation 48 49671,0
EC5y Kopfdeformation 48 50505,2
ECs, Otolithendeformation 48 35643,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 27036
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 54072

Riickschliisse auf die im Test beobachteten Effekte sind anhand von Literaturdaten
nicht moglich. Es wurden keine spezifischen Effekte von ACC beschrieben (EMEA, 2007),
die eine Erkldrung fiir die beobachteten subletalen Effekte liefern konnten. Die beobachteten
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letalen Effekte sind in dem ersten durchgefiihrten Test ohne pH-Wert-Einstellung wahrschein-
lich auf pH-abhéngige Effekte zuriickzufiihren.

Acetylcystein besitzt eine geringe Toxizitdt gegeniiber Tieren und Menschen (EMEA,
2007) mit einer LDsg(oral, Ratte ) von 31 mmol/kg (Merck, 2003), was sich auch in den vor-
gestellten Versuchen mit den Eiern des Zebrabirblings gezeigt hat, jedoch nur in den
Versuchen, in denen der pH-Wert der Stammldsung entsprechend eingestellt war (LCso(48h).
51024,8 pumol/L). In den Versuchen ohne pH-Einstellung war die Substanz deutlich toxischer
(LCs0(48h): 1071,1 umol/L).

3.1.3.4 Atropin

Die Substanz wurde in den Konzentrationen 6476,5 pmol/L, 9714,8 umol/L, 14572,1
umol/L, 21858,2 umol/L sowie 32787,3 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, Leitfdhigkeit und pH-Wert des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 4 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden nur bei maximal
5% der eingesetzten Embryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten und damit letalen Embryonen ist in Tabelle 3-58 zusam-
mengefasst. Die letalen Effekte nahmen ab 14572,1 umol/L konzentrations- und zeitabhdngig
zu. Es wurde eine LCso(48h) von 22543,6 pmol/L (r*: 0,992; b: 7.217; LC)o: 149848 umol/L)
berechnet.

Tabelle 3-58: Zusammenstellung der letalen Effekte von Atropin (K: Kontrolle; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 6476,5 9714,8 14572,1  21858,2 327873
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - 1/19 8/20
12 - - - - 1/19 11/20
24 - - - 3/20 9/19 18/20
36 1/20 - - 3/20 9/19 18/20
48 1/20 - - 3/20 9/19 18/20
gesamt [%] 48 5 - - 15 47,4 90

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-59 zusammenfassend darges-
tellt. Nach 8 und 12 Stunden waren einzelne Embryonen noch im Stadium der hohen Blastula.
Ebenso konnten Deformationen an Augen, Kopf und Schwanz nur bei einzelnen Embryonen
beobachtet werden. Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem und die Pigmentierung sowie Ode-

me traten auch nur bei wenigen Embryonen auf.
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Tabelle 3-59: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Atropin (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 6476,5 9714,8 14572,1 21858,2 327873
keine Gastrulation 8 - - 1/20 - 2/18 -
12 - - - - 1/18 -
deformierte Augenanlage 24 - - 2/20 2/17 1/10 -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Kopf 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - 1/2
deformierter Schwanz 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - 1/2
kein Herzschlag 36 - - - - - -
48 - - - - - 1/2
kein Blutkreislauf 48 - 3/20 1/20 - - 12
keine Pigmentierung 48 - 3/20 4/20 1/17 1/10 2/2
reduzierte Pigmentierung 48 - 2/20 4/20 1/17 - -
Dotterédem 48 - 3/20 1/20 - 1/10 -
Perikard6dem 48 - 2/20 2/20 - - -
gesamt 48 - 3/20 2/20 - 1/10 -
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - - - 12

Wie Abbildung 3-24 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 9714,8 umol/L eine signifikante
Reduktion der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle. Mittels Dunetts-Test wurden
eine NOEC von 6476,5 pmol/L, sowie eine LOEC von 9714,8 pumol/L ermittelt.
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Abbildung 3-24: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Atropin-
Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maxi-
mum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-60 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-60: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Atropin.

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCsp 48 22543.,6
ECs, kein Blutkreislauf 48 32787,3
ECsy Pigmentierung 48 22967,1
NEOC (Herzschlagfrequenz) 48 6476,5
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 9714,8

In der Literatur werden als Nebenwirkungen der Anwendung von Atropinsulfat sowohl
eine geringe Abnahme der Herzfrequenz als auch eine Herzfrequenzsteigerung sowie Arr-
hythmien beschrieben (Streuli, 2004). In vorgestellten Versuch zeigte sich eine
konzentrationsabhidngige Abnahme der Herzschlagfrequenz.

Auch wurden im Tierversuch teratogene Effekte in Form von Skelettmissbildungen bei
Miusen beobachtet. Im Embryotest zeigten sich lediglich eine verzogerte Entwicklung der
Augenanlage sowie vereinzelte Deformationen an Kopf und Schwanz.
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3.1.3.5 Antidote- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die beiden, in der Human- und Veterindrmedizin als Antidote eingesetzten
Stoffe Acetylcystein (ACC) und Atropin als Einzelstoffe untersucht. Fiir ACC wurden zwei
Versuche durchgefiihrt. In einem Versuch wurde der pH der Stammldsung nicht, in einem
zweiten auf 8,0 eingestellt.

In Abhéngigkeit vom pH-Wert der Testlosungen reagierten die Embryonen empfindli-
cher auf ACC bzw. Atropin. Ohne Einstellung des pH-Wertes wurde fiir ACC eine LCsy(48h)
von 1071,1 pmol/L ermittelt, mit Einstellung des pH-Wertes eine LCsy(48h) von 51024,8
umol/L. Fiir Atropin wurde eine LCs¢(48h) von 22543,6 pmol/L berechnet.

Bei beiden Substanzen waren nach 48 Stunden nur wenige subletale Effekte zu beo-
bachten, wie Abbildung 3-25 zu entnehmen ist. Es zeigten sich bei beiden Substanzen eine
Beeinflussung des Herz-Kreislaufsystem und der Pigmentierung sowie Odeme. Vereinzelt
waren bei beiden Stoffen Deformationen sowie fehlende Otolithen zu beobachten. Bei Acetyl-
cystein traten im Versuch mit Einstellung des pH-Wertes mehr Effekte auf, als im Versuch
ohne Einstellung des pH-Wertes.

143



ACC

100 ~
- HopH
= 80 7 OmpH
T 60 -
X
& 40 -
=
= 20 |:|
O,
sw So Sw Ws K A Bk H Oe P Oto
def def def def def
Effekt
Atropin
__ 100 ~
S 80 -
T 60 -
)
= 40 -
220 -
= *v—v—_—v—v—_—v—v—-—v—_—v—-—vj_v—_—\
0,

sw So Sw Ws K A Bk H Oe P Oto
def def def def def

Effekt

Abbildung 3-25: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber den Einzelstoffen der Gruppe der Antidote (m pH: Versuch mit Ein-
stellung des pH-Wertes; o pH: Versuch ohne Einstellung des pH-Wertes; sw:
keine Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def:
Schwanzdeformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformati-
on; A def: Augendeformation; Bk: kein Blutkreislauf, H: kein Herzschlag; Oe:
Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte
Otolithen).

In der Literatur werden unterschiedliche Wirkmechanismen fiir beide Substanzen be-
schrieben. Atropin wird als Muscarinrezeptor-Antagonist eingestuft. Muscarin-Rezeptoren
sind Rezeptoren des Acetylcholin, die in der Plasmamembran von Neuronen und allen Zellen,
die parasympathisch inerviert werden (Driisen-, Herzmuskelzellen, Zellen der glatten Musku-
latur) zu finden sind. Atropin ist dabei als kompetitiver Antagonist des freigesetzten
Acetylcholins zu verstehen, der seine Wirkung nur dort entfaltet, wo Acetylcholin verdrangt
werden kann (anticholinerge Wirkung). Es wird daher als Antidot bei Vergiftungen mit Orga-
nophosphaten eingesetzt und hemmt die Giftwirkung funktionell (Forth et al., 2001). Die
Substanz ruft eine Reihe von Wirkungen hervor. Fiir den Embryotest ist jedoch nur die, durch
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die Blockade der Rezeptoren am Herzen, hervorgerufene Tachykardie (Beschleunigung der
Herzschlagfrequenz) von Bedeutung (Forth et al., 2001).

In der Literatur werden verschiedene Wirkmechanismen von ACC kontrovers disku-
tiert. Acetylcystein gehort zum einen zur Gruppe der Expektorantien. Dabei handelt es sich
um Stoffe, die die Bronchialsekretion steigern. Durch die Gabe von Acetylcystein wird das
Bronchialsekret verfliissigt, indem die Disulfidbriicken von Mucoproteiden aufgebrochen und
dadurch deren Viskositit verringert wird (Forth et al., 2001). Obwohl diese Wirkung von
ACC in der Literatur bezweifelt wird (AVP, 2006), sind Expektorantien nach den Analgetika/
Antirheumatika die zweithdufigst verordnete Arzneimittelgruppe (Forth et al., 2001). Zum
anderen besitzt die Substanz antioxidative Eigenschaften, wobei ihr sowohl direkte antioxida-
tive als auch indirekt das Glutathionsystem stimulierende Funktionen zugeschrieben werden
(AVP, 2006). Die Substanz besitzt eine SH-Gruppe, die leicht oxidiert werden kann. Uber die
sich dann bildende Disulfidbriicke ergibt sich ein Komplex aus zwei ACC-Molekiilen. Dabei
werden reaktive Sauerstoffspecies, besonders Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale redu-
ziert und verlieren dadurch ihre Reaktivitiat. Die wichtigste und fiir den Menschen einzig
nachgewiesene Rolle spielt Acetylcystein bei Vergiftungen mit Paracetamol. Die Substanz
gehort zu den Dekorporierungsantidoten, d.h. der Giftstoff wird durch chemische Bindung
dekorporiert. Im Fall von Paracetamol geht das Antidot mit dem Metaboliten N-Acetyl-p-
benzochinonimin iiber seine SH-Gruppen eine chemische Bindung ein, der dadurch entste-
hende Komplex ist nicht toxisch (Forth et al., 2001).
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3.1.4 Antiepileptika

3.1.4.1 Carbamazepin

Carbamazepin wurde bis zur Loslichkeitsgrenze in den Konzentrationen 52,9 umol/L,
105,8 umol/L, 211,6 umol/L, 423,2 umol/L sowie 846,5 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 8 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
bei nur 5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Im untersuchten Konzentrationsbereich traten keine letalen Effekte an den exponierten
Embryonen auf.

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-61 zusammengefasst. Vereinzelt zeigten sich Deformationen an Somiten, Schwanz
und Wirbelsdule. Auch waren die Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems, der Otolithen und
der Pigmentierung beeintriachtigt, wobei deutliche Effekt (>10%) erst in den beiden hochsten
untersuchten Konzentrationen (423,2 pmol/L und 846,5 umol/L) auftraten. Zudem konnten
Odeme beobachtet werden.

Tabelle 3-61: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Carbamazepin (K: Kontrolle; -:
Eftekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 52,9 105,8 211,6 4232 846,5
keine oder deformierte Somiten 24 - - - - - 1/19
36 - - - - - 1/19
48 - - - - - 1/19
deformierter Schwanz 24 - - - - - 1/19
36 - - - - - 1/19
48 - - - - - 1/19
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - 1/20 -
kein Herzschlag 36 - - - - - -
48 - - - - - 13/19
kein Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 - 1/20 - 2/20 1/20 19/19
keine Pigmentierung 48 - 1/20 3/20 1/20 2/20 -
reduzierte Pigmentierung 48 1/20 - - 1/20 3/20 19/19
Dotterédem 48 - 1/20 - 2/20 1/20 19/19
Perikardédem 48 - 1/20 - 2/20 1/20 19/19
gesamt 48 - 1/20 - 2/20 1/20 19/19
deformierte Otolithen 48 - - - - 4/20 5/19
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Wie Abbildung 3-26 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 423,2 umol/L eine signifikante
Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 211,6
pmol/L sowie eine LOEC von 423,2 umol/L berechnet.
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Abbildung 3-26: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Carbama-
zepin-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCso, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-62 zusammengestellt.

Tabelle 3-62: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Carbamazepin (Hb: basierend auf

fehlendem Herzschlag).
Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCso Hb 48 762,0
ECs, kein Herzschlag 48 762,0
ECs, kein Blutkreislauf 48 574,9
ECsy Odeme 48 574,9
EC;s, Pigmentierung 48 488,9
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 211,6
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 4232

Liebig (2005) untersuchte die Toxizitdt von Carbamazepin ebenfalls an Embryonen
des Zebrabirblings in den Konzentrationen 26,5, 53, 106, 212 und 424 pmol/L. Es zeigte sich
ein verzogerter Schlupf der Embryonen nach 96 Stunden in den beiden hochsten untersuchten
Konzentrationen. Die Herzschlagfrequenz war nach 96 Stunden in der hochsten untersuchten
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Konzentration signifikant reduziert. Der Autor gibt eine NOEC von 106 pmol/L sowie eine
LOEC von 212 umol/L an. Andere Effekte waren nicht zu beobachten. Die Ergebnisse besti-
tigen die, in der vorgestellten Untersuchung gemachten Beobachtungen. Im von Liebig (2005)
untersuchten Konzentrationsbereich zeigten sich auch im vorgestellten Test nur wenige Effek-
te an den exponierten Embryonen. Jedoch sind die berechneten NOEC (211 umol/L) und
LOEC (423 umol/L) etwas hoher, als die von Liebig (2005) ermittelten Werte.

Von den vielfiltigen Nebenwirkungen, die in der Literatur beschrieben werden, zeig-
ten sich beim Embryo Odeme, Bradykardie sowie eine Beeinflussung der Blutbildung. Zudem
gibt es klare Hinweise auf Risiken fiir menschliche Foten. Es sind verschiedene embryonale
Fehlbildungen beschrieben worden, einschlieBlich spina bifida und auch andere kongenitale
Anomalien wie z.B. kraniofaziale Defekte, kardiovaskulidre Fehlbildungen und Anomalien,
bei denen verschiedene Korperteile betroffen waren (Novartis Pharma, 2002; Gerot, 2002). Im
vorgestellten Test zeigten sich jedoch nur an einzelnen Embryonen teratogene Effekte.

3.1.4.2 Valproinsiure

Valproinsdure wurde nach mehreren Vorversuchen in den Konzentrationen 43,9
umol/l, 58,5 umol/L, 78,0 umol/L, 104,0 umol/L sowie 138,7 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 46 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-63 zusammengefasst. Es zeig-
te sich ab 78 pumol/L eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Es
wurde eine LCsy (48h) von 91,5 umol/L (r2: 1,000; b: 14,488; LCyo: 74,7 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-63: Zusammenstellung der letalen Effekte von Valproinsdure (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 439 58,5 78,0 104,0 138,7
Koagulation 4 - - - - - 1/20
8 - - - - - 1/20
12 - - - - - 2/20
24 - - - - 8/20 20/20
36 - - - 3/20 11/20 20/20
48 1/20 - - 4/20 16/20 20/20
gesamt [%] 48 5 - - 20 80 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-64 zusammenfassend darges-
tellt. Nach 8 Stunden waren in der héchsten untersuchten Konzentration noch zwei Keime im
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Stadium der hohen Blastula. Die Schwanzablosung vom Dotter war ab Konzentration 78
umol/L verzogert. Es zeigten sich nach 24, 36 und auch nach 48 Stunden Deformationen an
Somiten, Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule an den exponierten Embryonen. Bis in die
niedrigste untersuchte Konzentration zeigte sich eine Beeinflussung der Entwicklung des
Herz-Kreislaufsystems und der Pigmentierung; auch waren in fast allen Konzentrationen
Odeme zu beobachten. Ab der Konzentration 58,5 pmol/L hatten die Embryonen konzentrati-
onsabhingig keine Otolithen angelegt.

Tabelle 3-64: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Valproinsdure (K: Kontrolle; koa:
alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 43,9 75,5 78,0 104,0 138,7
keine Gastrulation 8 - - - - - 2/19
12 - - - - - -
keine Schwanzablosung 24 - - - 17/20 12/12 koa
36 - - - 2/17 9/9 koa
48 - - - 2/16 4/4 koa
deformierte Somitenanlage 24 - 2/20 20/20 20/20 12/12 koa
36 - - - - 9/9 koa
48 - - - - 4/4 koa
keine/ deformierte Augenanlage 24 - 18/20 20/20 20/20 12/12 koa
36 - - 12/20 17/17 9/9 koa
48 - - 2/20 15/16 4/4 koa
deformierter Kopf 24 - - - 6/20 12/12 koa
36 - - 6/20 17/17 9/9 koa
48 - - - 10/16 4/4 koa
deformierter Schwanz 24 - 2/20 20/20 20/20 12/12 koa
36 - - 3/20 17/17 9/9 koa
48 - - 19/20 16/16 4/4 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - 1/20 12/12 koa
36 - - - 1/17 9/9 koa
48 - 2/20 11/20 1/16 4/4 koa
kein Herzschlag 36 - - 10/20 17/17 9/9 koa
48 - - 8/20 16/16 4/4 koa
kein Blutkreislauf 36 1/20 20/20 20/20 17/17 9/9 koa
48 - 1420 20/20 16/16 4/4 koa
keine Pigmentierung 48 - 3/20 4/20 16/16 4/4 koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 14/20 16/20 - - koa
Dotterédem 48 - 10/20 16/20 6/16 - koa
Perikardodem 48 - 12/20 16/20 11/16 - koa
gesamt 48 - 15/20 18/20 12/16 - koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - 6/20 16/16 4/4 koa
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Wie Abbildung 3-27 zu entnehmen ist, zeigte sich bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Eine Angabe der NOEC
ist daher nicht moglich. Mittels Dunetts-Test wurde eine LOEC von 43,9 umol/L ermittelt, die

der niedrigsten untersuchten Konzentration entspricht.
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Abbildung 3-27: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Valproin-
sdure-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-65 zusammengestellt.
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Tabelle 3-65: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Valproinsdure (-: keine Angabe

moglich).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs 48 91,5
ECjskein Herzschlag 48 59,8
ECj5 kein Blutkreislauf 48 41,3
ECsy Schwanzablosung 48 86,2
EC5o Somitendeformation 48 90,1
ECsy Schwanzdeformation 48 52,9
EC5, Wirbelsdulendeformation 48 125,8
ECsy Augendeformation 48 66,7
ECsy Kopfdeformation 48 75,9
ECs, Pigmentierung 48 37,7
EC5y Odeme 48 81,7
ECs, Otolithen 48 62,2
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 43,9

Bachmann (2002) gibt in seinen Untersuchungen mit Valproinsdure im DarT eine
LCs(48h) von 140 umol/L an, die recht gut mit der im vorgestellten Test ermittelten LCsg
von 91,5 umol/L iibereinstimmt. In beiden Versuchen wurden ausschlieBlich die koagulierten
Embryonen als letale gewertet. Es zeigten sich zudem in seinen Untersuchungen auch &hnli-
che subletale Effekte in Form eines fehlenden Herz-Kreislaufsystems, Odemen, einer
reduzierten Pigmentierung und teratogenen Effekten in Form von Deformationen der Chorda
und des Schwanzes; auch wurden Spaltembryonen und fehlende Otolithen beobachtet.

Ahnliches berichtet auch Herrmann (1993). In seinen Versuchen mit Embryonen des
Zebrabirblings zeigten sich konzentrationsabhingig Odeme, fehlender Blutkreislauf, Entwick-
lungsverzogerungen und Malformationen im Form von Gehirndeformationen, verkiirzten und
gebogenen Schwinzen sowie Spaltembryonen.

In der Literatur werden eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben, die wéahrend der
Behandlung mit Valproinsédure auftreten kénnen. Im Embryotest wurden eine Beeinflussung
der Entwicklung des Blutkreislaufsystems und Odeme beobachtet. Auch in Tierversuchen mit
Ratten, Midusen, Kaninchen und Affen traten teratogene Effekte in Form von Neuralrohrde-
fekten sowie Missbildungen des Skelettsystems und des Gesichtsschédels auf (Hendrickx et
al., 1988; Sanofi-Synthelabo, 2003; Trotz et al., 1987).

3.1.4.3 Antiepileptika- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die beiden Antiepileptika Carbamazepin und Valproinsdure als Einzelstofte
untersucht. In den vorgestellten Untersuchungen erwies sich Valproinsdure mit einer
LCs0(48h) von 91,5 umol/L als deutliche toxischer als Carbamazepin. Carbamazepin wurde
bis zur Loslichkeitsgrenze untersucht. Im untersuchten Konzentrationsbereich koagulierten
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keine exponierten Embryonen. Bezieht man daher den Endpunkt ,.,fehlender Herzschlag* als
letalen Parameter mit in die Auswertung ein, so ergibt sich eine LCs((48h) von 762 pmol/L.

Wie Abbildung 3-28 zu entnehmen ist, zeigten sich bei beiden Substanzen Effekte auf
das Herz-Kreislaufsystem, die Pigmentierung und die Otolithen, auch konnten Odeme beo-
bachtet werden. Bei Valproinsdure waren konzentrationsabhingig bei Embryonen keine
Otolithen angelegt, wohingegen bei Carbamazepin bei Embryonen drei Otolithen pro Sacculus
angelegt waren. Deformationen waren bei Carbamazepin nur bei einzelnen Embryonen zu
beobachten, bei Valproinsdure dagegen bei deutlich mehr Embryonen.
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Abbildung 3-28: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Emb-
ryonen gegeniiber der Einzelstoffen der Gruppe der Antiepileptika (sw: keine
Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation;
Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation; Bk:
kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentie-
rung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

Die antiepileptische Wirkung von Carbamazepin im Sauger ist noch nicht vollstindig
aufgeklart, beruht aber wahrscheinlich auf der Bindung der Substanz an spannungabhingige
Natrium-Kanéle, deren Inaktivierung nach der Depolarisation verldngert wird. Dadurch stabi-
lisiert die Substanz iibererregte Nervenmembranen, hemmt repetitive neuronale Entladungen
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und vermindert die synaptische Ausbreitung von exzitatorischen Impulsen (Novartis Pharma,
2002; Gerot, 2002).

Fiir Valproinsédure werden in der Literatur verschiedene Wirkmechanismen beschrie-
ben. Zum einen soll die Substanz, dhnlich wie Carbamazepin, iiber spannungsabhingige
Natriumkanéle wirken. Zum anderen bindet Valproinsdure an die GABA-Transaminase und
inhibiert diese. Daraus resultiert im Gehirn eine erhohte Konzentration des inhibitorischen
Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA). Es werden auch Enzyme inhibiert, welche
die Wiederaufnahme von GABA in die Ganglien und Nervenendigungen blockieren (Wishart,
2006).

Das GABA-System existiert ebenfalls bei Fischen (Fent et al., 2006). Unklar ist je-
doch, ob es im Fisch die selbe Funktion erfiillt und ob es bereits im Embryo angelegt ist.
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3.1.5 p-Blocker

3.1.5.1 Bisoprolol

Die Substanz wurde in den Konzentrationen 10430,8 pmol/L, 13116,1 pmol/L,
16492,5 pmol/L, 20738,2 umol/L sowie 26077 umol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, Leitfdhigkeit und pH-Wert des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 7 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
bei maximal 15,8% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-66 zusammengefasst. Die le-
talen Effekte nahmen ab der niedrigsten untersuchten Konzentration konzentrations- und
zeitabhingig zu. Es wurde eine LCso(48h) von 19134,6 umol/L (r*: 0.911; b: 4,954; LC,:
10553,7 umol/L) berechnet.

Tabelle 3-66: Zusammenstellung der letalen Effekte von Bisoprolol (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 10430,8 13116,1 16492,5 207382  26077,0

Koagulation 4 - - - - - -

] - - - - - -

12 - - - - - -

24 - - 2/20 2/20 8/20 8/20

36 - - 2/20 2/20 8/20 8/20

48 - 3/20 3/20 7/20 13/20 14/20
gesamt [%] 48 - 15 15 35 65 70

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-67 zusammengestellt. Effekte
waren erst nach 48 Stunden zu beobachten. Deformationen an Somiten, Augen und Kopf tra-
ten nur bei einzelnen Embryonen auf. Schwanz- und Wirbelsdulendeformationen nahmen ab
13116,1 pmol/L bzw. 16492,5 umol/L konzentrationsabhéngig zu. Eine Beeintrachtigung der
Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme traten bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration auf. Auch waren bis in die niedrigste untersuchte Konzentration Effekte auf die
Otolithen zu beobachten. In den Konzentrationen 10430,8 und 13116,1 pmol/L hatten Emb-
ryonen drei Otolithen pro Sacculus angelegt. In den {ibrigen Konzentrationen waren neben
drei bei anderen Embryonen auch keine Otolithen in den Sacculi angelegt. Die Pigmentierung
war ab 13116,1 pmol/L konzentrationsabhingig reduziert oder fehlte vollstandig.
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Tabelle 3-67: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Bisoprolol (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 10430,8 13116,1 16492,5 20738,2 26077,0
keine oder deformierte Somiten 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - 1/17 2/13 - -
deformierte Augen 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - 1/6
deformierter Kopf 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - 1/6
deformierter Schwanz 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - 1/17 4/13 3/7 5/6
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - 4/13 3/7 5/6
kein Herzschlag 36 - - - - - -
48 - 1/17 2/17 3/13 4/7 6/6
kein Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 1/19 4/17 9/17 10/13 77 6/6
keine Pigmentierung 48 3/19 - 1/17 4/13 4/7 3/6
reduzierte Pigmentierung 48 - - 10/17 6/13 3/7 3/6
Dotterédem 48 1/19 4/17 9/17 10/13 77 5/6
Perikard6dem 48 - 517 10/17 10/13 77 5/6
gesamt 48 1/19 517 10/17 10/13 77 5/6
keine/ deformierte Otolithen 48 - 6/17 9/17 7/13 6/7 6/6

Wie Abbildung 3-29 zu entnehmen ist, zeigte sich bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz, so dass eine Angabe der
NOEC nicht moglich war. Mittels Dunetts Test wurde eine LOEC von 10430,8 pmol/L
ermittelt.
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Abbildung 3-29: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der
Bisoprolol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum
(*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05,
Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag feststellbar).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-68 zusammengestellt.

Tabelle 3-68: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Bisoprolol (-: keine Angabe mog-

lich).

Effekt Zeit [h] [umol/L]
LCsy 48 19134,6
ECs5) kein Herzschlag 48 19350,3
ECs, Blutkreislauf 48 14819,5
ECs, Odeme 48 12698.,9
ECsy Pigmentierung 48 13429.,6
ECs, Schwanzdeformation 48 20517,8
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 20628,8
ECs Otolithen 48 13181,9
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -

LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 10430,8

Bisoprolol ruft eine Reihe von Nebenwirkungen hervor (Sandoz, 2002, Merck 2002b,
2003b). Im Embryotest sind davon die Beeintridchtigung des Blutkreislaufs, Bradykardie, d.h.
ein ungewohnlich langsamer Puls sowie arrhythmogene Effekte, d.h. ein unregelmiafBiger
Herzschlag beobachtet worden (subjektiv).
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3.1.5.2 Metoprolol

Metoprolol wurde in den Konzentrationen 2190,4 pmol/L, 3285,6 pumol/l, 49284
pumol/L, 7392,6 umol/L sowie 11088,8 umol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 28 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 5,3% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-69 zusammengefasst. Letale
Effekte traten nur in der hochsten untersuchten Konzentration auf. Es wurde eine LCs¢(48h)
von 10656,4 umol/L (12: 0,993; b: 19,453; LCy: 9158,1mpol/L) berechnet.

Tabelle 3-69: Zusammenstellung der letalen Effekte von Metoprolol (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 2190,4 3285,6 4928,4 7392,6 11088,8
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - 1/20
12 - - - - - 2/20
24 - - - - - 9/20
36 1/20 - - - - 10/20
48 1/20 - - - - 13/20
gesamt [%] 48 5 - - - - 65

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-70 zusammenfassend darges-
tellt. Nach 12 Stunden zeigten sich bei zwei Embryonen in der hochsten untersuchten
Konzentration Deformationen an den Gastrulationsstadien (,,Hantelsyndrom*). Effekte auf die
Schwanzablésung vom Dotter sowie Deformationen an Augen und Schwanz waren bei ein-
zelnen Embryonen zu beobachten. Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem und Odeme zeigten
sich nach 48 Stunden ab 3285,6 umol/L. Die Pigmentierung war bis in die niedrigste unter-
suchte Konzentration reduziert bzw. fehlte vollstindig. Auch konnten bis in die niedrigste
untersuchte Konzentration Effekte auf die Otolithen beobachtet werden. Ahnlich wie bei Bi-
soprolol waren hier drei Otolithen pro Sacculus angelegt.
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Tabelle 3-70: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Metoprolol (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 2190,4 3285,6 49284 7392,6 11088,8
deformierte Gastrula 8 - - - - - -
12 - - - - - 2/18
keine Schwanzablésung 24 - - - - - 1/11
36 - - - - - -
48 - - - - - 1/7
keine/ deformierte Augenanlage 24 - - - - - 1/11
36 - - - - - -
48 - - - - - 1/7
deformierter Schwanz 24 - - - - - 1/11
36 - - - - - -
48 - - - - 4/20 4/7
kein Herzschlag 36 - - - - - -
48 - - - - 1/20 4/7
kein Blutkreislauf 48 - - 1/20 2/20 7/20 57
keine Pigmentierung 48 - 1/20 7/20 17/20 19/20 7/7
reduzierte Pigmentierung 48 - 9/20 12/20 3/20 1/20 -
Dotter6dem 48 1/19 - 1/20 3/20 8/20 3/7
Perikard6dem 48 1/19 - 1/20 3/20 7/20 5/7
gesamt 48 1/19 - 1/20 4/20 10/20 5/7
keine/ deformierte Otolithen 48 - 3/20 7/20 4/20 7/20 4/7

Wie Abbildung 3-30 zu entnehmen ist, zeigte sich bis in die niedrigste untersuchte

Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz, so dass keine NOEC be-

rechnet werden konnte. Mittels Dunetts-Test wurde eine LOEC von 2190,4 umol/L ermittelt.
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Abbildung 3-30: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéingigkeit von der Metopro-
lol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts- Test).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-71zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-71: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Metoprolol (-: keine Angabe mog-

lich).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCsp 48 10656,4
EC5, kein Herzschlag 48 10656,4
ECs kein Blutkreislauf 48 8690,2
EC;5 Pigmentierung 48 1781,1
ECso Odeme 48 9213,3
EC5, Schwanzdeformation 48 10324,2
ECs Otolithen 48 10892,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 21904

Von den vielfiltigen in der Literatur beschriebenen Nebenwirkungen (AstraZeneca,
2003, Sankyo, 2004) zeigten sich beim Embryo eine Beeinflussung der Blutbildung, Odeme,
Bradykardie, d.h. ein ungewohnlich langsamer Puls sowie arrhythmogene Effekte, d.h. ein
unregelmifiger Herzschlag (subjektiv).
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3.1.5.3 Propranolol

Propranolol wurde in Anlehnung an Zeller (1995) in den Konzentrationen 125 pmol/L,
250 pmol/L, 500 pmol/L, 1000 pmol/L sowie 2000 umol/L untersucht. Die Substanz wurde
aufgrund der geringen Wasserloslichkeit und des hoheren logK,,, der reinen Substanz als Hyd-
rochlorid verwendet.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 36 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-72 zusammengefasst. Ab 250
umol/L trat eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte auf. Es wur-
de eine LCso(48h) von 368,1 pmol/L (r*: 0,996; b: 4,881; LCyo: 201,2 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-72: Zusammenstellung der letalen Effekte von Propranolol (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]

K 125 250 500 1000 2000

Koagulation 4 - - - - - 3/20
8 - - 1/20 - 12/20 19/20
12 - - 1/20 - 16/20 20/20
24 1/20 - 1/20 - 19/20 20/20
36 1/20 - 1/20 9/20 20/20 20/20
48 1/20 - 5/20 15/20 20/20 20/20

gesamt [%] 48 5 - 25 75 100 100

Die wéhrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-73 zusammenfassend dargestellt. Entwicklungsverzégerungen und Deformationen
waren nur bei einzelnen Embryonen zu beobachten. Deutlichere Effekte zeigten sich auf die
Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und der Pigmentierung. Bis in die niedrigste unter-
suchte Konzentration zeigte sich hier eine Beeintriichtigung; auch konnten Odeme beobachtet
werden.

160



Tabelle 3-73: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Propranolol (K: Kontrolle; koa:
alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 125 250 500 1000 2000
keine Gastrulation 8 - - - - 1/8 -
12 - - - - - koa
keine Schwanzablosung 24 - - - 1/20 1/1 koa
36 - - - - koa koa
48 - - - - koa koa
keine/ deformierte Augenanlage 24 - - - 1/20 1/1 koa
36 - - - - koa koa
48 - - - - koa koa
deformierter Schwanz 24 - - - 1/20 1/1 koa
36 - - - - koa koa
48 - - - - koa koa
kein Herzschlag 36 - - - 5/11 koa koa
48 - - 1/15 - koa koa
kein Blutkreislauf 36 1/19 7/20 9/15 10/11 koa koa
48 - 1/20 3/15 4/5 koa koa
keine Pigmentierung 48 - 1/20 6/15 4/5 koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 3/20 4/15 /5 koa koa
Dotterédem 48 - - - 3/5 koa koa
Perikardédem 48 - 1/20 1/15 3/5 koa koa
gesamt 48 - 1/20 1/15 4/5 koa koa

Wie Abbildung 3-31 zu entnehmen ist, zeigte sich ab der niedrigsten untersuchten
Konzentration eine Reduktion der Herzschlagfrequenz. Ab der Konzentration 250 pmol/L war
die Reduktion dann im Vergleich mit den Werten der Kontrolle signifikant. Mittels Dunetts-
Test wurden eine NOEC von 125 pmol/L sowie eine LOEC von 250 pumol/L berechnet.
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Abbildung 3-31: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhingigkeit von der Proprano-
lol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa: alle eingesetzten Embryonen koagu-
liert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-74 zusammengestellt.

Tabelle 3-74: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Propranolol.

Effekt Zeit [h] [nmol/L]
LCsp 48 368,1
ECs kein Blutkreislauf 48 3527
ECs, Pigmentierung 48 196,2
ECsy Odeme 48 389,6
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 125
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 250

Zeller (1995) konnte dhnliche Effekte an Embryonen des Zebrabirblings wihrend der
Propranolol-Exposition beobachten. Auch in ihren Versuchen zeigten sich eine Beeinflussung
der Herzschlagfrequenz, der Pigmentierung und des Blutkreislaufs sowie Odeme.

Neben anderen Nebenwirkungen werden auch fiir Propranolol eine Beeinflussung der
Blutbildung im Knochenmark, Bradykardie und Rhythmusstérungen beschrieben (AstraZene-
ca, 2002, Helvepharm, 1991), wie sie im vorgestellten Versuch auch beobachtet wurden. In
Tierstudien traten zudem unerwiinschte Effekte am Fotus auf (Teratogenitdt, Embryotoxizitit,
Helvepharm, 1991),
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3.1.5.4 B-Blocker- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die drei B-Blocker Bisoprolol, Metoprolol und Propranolol als Einzelstoffe
untersucht. Propranolol war in den vorgestellten Versuchen deutlich toxischer als Metoprolol
und Bisoprolol (Tabelle 3-75). Fent et al. (2006) konnten anhand von Literaturdaten ebenfalls
zeigen, dass Propranolol die hochste akute Toxizitét unter den B-Blockern besitzt. Sie argu-
mentieren, dass moglicherweise die membranstabilisierenden Eigenschaften der Substanz, die
andere -Blocker wie Metoprolol nicht besitzen, dabei eine Rolle spielen konnte.

Tabelle 3-75: Darstellung der anhand der beobachteten letalen Effekte berechneten LCs-
Werte nach 48 Stunden fiir die drei untersuchten -Blocker.

LCso(48h), [umol/L]

Bisoprolol Metoprolol Propranolol

19134,6 10656,4 368,1

Es zeigten sich bei allen drei Substanzen Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem und die
Pigmentierung sowie Odeme (Abbildung 3-32). Bei allen drei Stoffen war zudem konzentra-
tionsabhéngig eine Reduktion der Herzschlagfrequenz zu beobachten. Wihrend der
Exposition gegeniiber Bisoprolol und Metoprolol waren aulerdem Deformationen sowie Ef-
fekte auf die Otolithen zu beobachten, wobei sowohl keine als auch drei Otolithen pro
Sacculus aufgetreten sind. Anhand der beobachteten subletalen Effekte ldsst sich feststellen,
dass wéhrend der Exposition gegeniiber Bisoprolol die meisten Effekte zu beobachten waren.
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Abbildung 3-32: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber der Einzelstoffen der Gruppe der B-Blocker (sw: keine Schwanzablo-
sung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation;
Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augende-
formation; Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte
oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

Beta-Blocker sind Substanzen, die als kompetitive Inhibitoren der B-Rezeptoren wir-
ken und werden in der Humanmedizin bei der Behandlung von Bluthochdruck und nach
Herzinfarkten angewendet. Das adrenerge System ist an einer Reihe von physiologischen Pro-
zessen und Funktionen beteiligt. So spielt es eine Rolle bei der Regulation des Herzschlages
und der Vasodilatation der Blutgefidle. Wiahrend Bisoprolol und Metoprolol selektive -
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Rezeptoren-Blocker sind, die erst in hohen Konzentrationen auch die 3,-Rezeptoren blockie-
ren, wird Propranolol als unspezifischer B-Blocker charakterisiert. Alle drei Substanzen
wirken als Antagonisten zu den Catecholaminen Adrenalin und Noradrenalin. Der durch Ad-
renalin und Noradrenalin vermittelte stimulierende Einfluss des Sympathikus auf das Herz
wird durch die kompetitive Blockade der B-Rezeptoren ausgeschaltet (Forth et al., 2001; Zel-
ler, 1995). Als pharmakologische Effekte zeigen sich eine Senkung der Herzfrequenz und eine
Reduktion der maximalen Kontraktionskraft. Im Embryotest zeigte sich sehr gut der Einfluss
der drei Substanzen auf die Herzschlagfrequenz.

Neben der B-Rezeptor-Blockade, zeigt Propranolol zudem membranstabilisierende Ei-
genschaften, die mit zunehmender Konzentration immer mehr an Bedeutung gewinnen und
bei hoher Dosierung fiir die unspezifischen kardiodepressiven Effekte der Substanz verant-
wortlich sind. Die membranstabilisierende Wirkung basiert auf der Einlagerung des
amphiphilen B-Blockers in die Zellmembran (Zeller, 1995).

B-Adrenorezeptoren sind in Fischen nachgewiesen worden und zeigen eine hohe Ho-
mologie zu jenen in Sdugern (Fent et al., 2006). Wahrend der Exposition der Embryonen
zeigte sich bei allen drei Substanzen eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz, was
auf einen dhnlichen Wirkmechanismus in Fisch und Sauger schlieen lésst. Es ist jedoch nicht
bekannt, ob B-Blocker in Fischen tiber die gleichen Mechanismen wirken und welche Rolle
das B-adrenerge System im Fisch tatsdchlich spielt.
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3.1.6 p- Sympathomimetika

3.1.6.1 Clenbuterol

Clenbuterol wurde als Clenbuterol-Hydrochlorid in den Konzentrationen 4303,5
pmol/L, 6455,2 pmol/L, 9682,8 umol/L, 14524,2 pumol/L sowie 21786,4 nmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, Leitfdhigkeit und pH-Wert des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 12 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-76 zusammengefasst. Bereits
ab der niedrigsten untersuchten Konzentration zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhén-
gige Zunahme der letalen Effekte, wobei ab 9682,8 pmol/L innerhalb von 24 Stunden alle
eingesetzten Embryonen koaguliert waren. Es wurde eine LCso(48h) von 4746,7 umol/L (*:
1,000; b: 12,319; LCy: 3736,6 umol/L) berechnet.

Tabelle 3-76: Zusammenstellung der letalen Effekte von Clenbuterol (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 4303,5 64552 9682,8 145242  21786,4

Koagulation 4 - - - - - -

8 - - - - - 14/20

12 - - - 1/20 14/20 20/20

24 - - 1/20 20/20 20/20 20/20

36 - - 7/20 20/20 20/20 20/20

48 - 6/20 19/20 20/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - 30 95 100 100 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-77 zusammenfassend darges-
tellt. In allen Konzentrationen zeigte sich nach 24 Stunden eine zunehmende gelbliche
Verfarbung der Embryonen.

In beiden hochsten untersuchten Konzentrationen waren nach 8 Stunden 10% bzw.
100% der nicht-koagulierten Embryonen noch im Stadium der hohen Blastula. Effekte auf die
Schwanzablésung vom Dotter und Deformationen an den Somiten traten nur nach 24 Stunden
und nur bei einzelnen Embryonen in 6455,2 umol/L auf. Deformationen an Augen, Kopf und
Schwanz waren dagegen bis in die niedrigste untersuchte Konzentration zu beobachten. Auch
zeigten sich bis in die niedrigste untersuchte Konzentration Effekte auf das Herz-
Kreislaufsystem, die Pigmentierung und die Otolithen sowie Odeme.
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Tabelle 3-77: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Clenbuterol (K: Kontrolle; koa:
alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koagulier; -: Effekt

nicht beobachtet t).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 4303,5 64552 9682,8 145242 217864
keine Gastrulation 8 - - - - 2/20 6/6
keine Schwanzablosung 24 - - 3/19 koa koa koa
36 - - - koa koa koa
48 - - - koa koa koa
keine oder deformierte Somitenanlage 24 - - 1/19 koa koa koa
36 - - - koa koa koa
48 - - - koa koa koa
deformierte Augenanlage 24 - - 19/19 koa koa koa
36 - - 13/13 koa koa koa
48 - 2/14 11 koa koa koa
deformierter Kopf 24 - - 13/19 koa koa koa
36 - - 9/13 koa koa koa
48 - 2/14 1/1 koa koa koa
deformierter Schwanz 24 - - 16/19 koa koa koa
36 - 19/20 11/13 koa koa koa
48 - 13/14 /1 koa koa koa
kein Herzschlag 36 - 12/14 13/13 koa koa koa
48 - 13/14 1/1 koa koa koa
kein Blutkreislauf 36 9/20 20/20 13/13 koa koa koa
48 - 14/14 1/1 koa koa koa
keine Pigmentierung 48 - 14/14 1/1 koa koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - koa koa koa
Dotterodem 48 - 12/14 - koa koa koa
Perikardédem 48 - 14/14 - koa koa koa
gesamt 48 - 14/14 - koa koa koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - 13/14 1/1 koa koa koa

Wie Abbildung 3-33 zu entnehmen ist, zeigte sich zudem bereits ab der niedrigsten un-
tersuchten Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Die Angabe
der NOEC ist daher nicht moglich. Mittels Dunetts-Test wurde eine LOEC von 4303,5
pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-33: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Clenbute-
rol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

In einem vorangegangenen Test wurden fiir Clenbuterol eine NOEC von 478,2 pmol/l
und eine LOEC von 956,3 pmol/L mittels Williams-Test berechnet. Wie Abbildung 3-34 zu
entnehmen ist, zeigte sich in den Konzentrationen 59,8 bis 478,2 umol/L ein leichter, jedoch
nicht signifikanter Anstieg der Herzschlagfrequenz; in der Konzentration 956,3 pmol/L dage-
gen eine signifikante Reduktion.
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Abbildung 3-34: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Clenbute-
rol-Konzentration im  Vorversuch. Dargestellt sind  Mittelwert,
Standardabweichung sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verénde-
rung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-
Test).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-68 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-78: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Clenbuterol (aE: alle Embryonen
bis in die niedrigste untersuchte Konzentration zeigten diesen Effekt; -: keine

Angabe moglich).
Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs, 48 4746,7
ECs, kein Herzschlag 48 28525
ECs, Blutkreislauf 48 aE
EC5o Odeme 48 -
ECsy Pigmentierung 48 aE
ECsy Schwanzdeformation 48 -
ECsy Augendeformation 48 4775,5
EC5y Kopfdeformation 48 4775,5
EC5, Otolithen 48 2852.,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 4303,5

In der Literatur werden fiir Clenbuterol HCI sowohl Tachykardie, d.h. ein Anstieg der
Herzschlagfrequenz als auch Bradykardie, d.h. ein Abfall der Herzschlagfrequenz beschrie-
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ben; Effekte, die auch in den vorgestellten Untersuchungen zu beobachten waren. Zudem
zeigten sich im Tierversuch konzentrationsabhéngig teratogene Effekte in Form von Gaumen-
spalten und Synostosen, d.h. knéchernen Verbindungen zweier Knochen (EMEA, 2000a).
Beim Embryo konnten teratogene Effekte in Form von Deformationen an Schwanz, Augen
und Kopf beobachtet werden.

3.1.6.2 Salbutamol

Salbutamol wurde in den Konzentrationen 4335 umol/L, 8670 pmol/l, 17340 pmol/l,
34680,1 umol/l sowie 69360,2 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang in Tabelle 39 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
bei maximal 21% der eingesetzten Embryonen subletale Effekt beobachtet werden konnten.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-79 zusammengefasst. Erst ab
34680,1 umol/L zeigte sich eine konzentrationsabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Es
wurde eine LCso(48h) von 47280,1 umol/L (r*: 1,000; b: 7,699; LCjo: 32242,4 umol/L) be-
rechnet.

Tabelle 3-79: Zusammenstellung der letalen Effekte von Salbutamol (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 4335 8670 17340 34680,1  69360,2

Koagulation 4 - - - - - -

8 - - - - -

12 - - - - - -

24 - - - - 3/20 18/20

36 - - - - 3/20 18/20

48 - - - - 3/20 18/20
gesamt [%] 48 - - - - 15 90

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition gegeniiber Salbutamol beobachteten subleta-
len Effekte sind in Tabelle 3-80 zusammenfassend dargestellt. Trotz der hohen eingesetzten
Konzentrationen zeigten sich nur wenige subletale Effekte. Aufgrund der fehlenden Konzent-
rationsabhéngigkeit konnten keine Effektkonzentrationen berechnet werden.

170



Tabelle 3-80: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Salbutamol (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 4335 8670 17340 34680,1 69360,2
deformierte Wirbelsdule 24 - 3/20 8/20 3/20 4117 -
36 - 1/20 - - - -
48 - 1/20 - - - -
kein Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 1/19 - - 2/20 1/17 1/2
keine Pigmentierung 48 4/19 5/20 7/20 5/20 1/17 -
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/20 - - -
Dotter6dem 48 1/19 - - 2/20 1/17 12
Perikard6dem 48 1/19 - - 2/20 1/17 1/2
gesamt 48 1/19 - - 2/20 1/17 12

Die ermittelten Herzschlagfrequenzen sind in Abbildung 3-35 zusammenfassend dar-
gestellt. Ahnlich dem Versuch mit Clenbuterol zeigte sich in den Konzentrationen 4335-
34680,1 umol/L ein leichter, nicht-signifikanter Anstieg der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle. In der hochsten untersuchten Konzentration zeigte sich dagegen eine signifi-
kante Reduktion der Herzschldge je Minute. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von
34680,1 umol/l sowie eine LOEC von 69360,2 umol/L berechnet.
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Abbildung 3-35: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhédngigkeit von der Salbuta-
mol-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts- Test).
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Wiéhrend der Behandlung mit Salbutamol kénnen eine Reihe von Nebenwirkungen
auftreten. Im Embryotest konnten von diesen Effekten Tachykardie (beschleunigter Puls),
Herzarrhythmien und Odeme erfasst werden. Die Substanz wirkte im Tierversuch fetotoxisch
auch traten teratogene Effekte an Miusen und Kaninchen in Form von Gaumenspalten und
Schiadelmissbildungen auf (GlaxoSmithKline, 2004) Im Embryotest zeigten sich teratogene
Effekte in Form von Wirbelsdulendeformationen nach 24, 36 und 48 Stunden. Wobei nach 36

und 48 Stunden nur noch ein Keim Deformationen zeigte.

3.1.6.3 Terbutalin

Die Substanz wurde in den Konzentrationen 44294,6 umol/L, 50172,3 pmol/L, 56830
umol/L, 64371,1 pmol/L sowie 72913,9 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, Leitfdhigkeit und pH-Wert des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 43 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-81 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich traten, trotz der hohen eingesetzten Konzentrationen, nur
bei maximal 20% der Embryonen letale Effekte auf. Eine Berechnung der LCy- Werte war
daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-81: Zusammenstellung der letalen Effekte von Terbutalin (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 4429467 50172,3  56830,0 64371,1 729139

Koagulation 4 - - - - - -

8 - - - - 2/20 -

12 - - - 2/20 2/20 1/20

24 - - - 3/20 4/20 3/20

36 - - - 3/20 4/20 3/20

48 - - - 3/20 4/20 3/20
gesamt [%] 48 - - - 15 20 15

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachten subletalen Effekte sind in Tabel-
le 3-82 zusammenfassend dargestellt. Auch hier zeigten sich nur wenige Effekte. Eine
Berechnung von Effektkonzentrationen war daher nicht sinnvoll.
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Tabelle 3-82: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Terbutalin (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 44294,6  50172,3 56830,0 64371,1 729139
keine Gastrulation 8 1/20 - - 1/20 1/18 1/20
12 - - - - 1/18 -
deformierte Augen 24 - - - - 2/17 2/16
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Schwanz 24 - - - - 2/17 -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - 1/17 -
48 - - - - - -
kein Blutkreislauf 36 13/20 9/20 15/20 15/17 13/16 14/17
48 - - - - 1/16 3/17
keine Pigmentierung 48 - - - - - -
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - 2/17
Dotterédem 48 - - - - 1/16 3/17
Perikardédem 48 - - - - 1/16 3/17
gesamt 48 - - - - 1/16 3/17

Die nach 48 Stunden ermittelten Herzschlagfrequenzen sind in Abbildung 3-36 gra-
phisch dargestellt. Uber den gesamten Konzentrationsbereich zeigte sich, dhnlich wie bei
Clenbuterol und Salbutamol, ein leichter, nicht-signifikanter Anstiegt der Herzschlagfrequenz
im Vergleich zur Kontrolle. Mittels Dunetts-Test wurde eine NOEC von 72913,9 umol/l er-
mittelt, die der hochsten untersuchten Konzentration entspricht.
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Abbildung 3-36: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Terbuta-
lin-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum.

In der Literatur werden nur wenige Nebenwirkungen fiir die Anwendung von Terbuta-
lin beschrieben (AstraZeneca, 1992). Von den beschriebenen Effekten konnten wihrend der
Exposition der Embryonen gegeniiber der Substanz keiner beobachtet werden.

3.1.6.4 B-Sympathomimetika- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die drei B-Sympathomimetika Clenbuterol, Salbutamol und Terbutalin als
Einzelstoffe untersucht. Wie Tabelle 3-83 zu entnehmen ist, erwies sich Clenbuterol als am
toxischsten fiir die Embryonen. Im Versuch mit Terbutalin koagulierten nur wenige Embryo-
nen und zudem nicht konzentrationsabhingig, so dass keine LCso(48h) berechnet werden
konnte.

Tabelle 3-83: Darstellung der anhand der beobachteten letalen Effekte berechneten LCs-
Werte nach 48 Stunden fiir die drei untersuchten f-Sympathomimetika.

LC5((48h), [umol/L]
Clenbuterol Salbutamol Terbutalin

4746,7 47280,1 >72913,9

Betrachtet man die subletalen Effekte, so zeigt sich, dass auch hier Clenbuterol toxi-
scher war als Salbutamol und Terbutalin (Abbildung 3-37). Es zeigten sich bei der Exposition
der Embryonen gegeniiber Clenbuterol deutlich mehr Effekte als bei den tibrigen beiden Subs-
tanzen.
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Abbildung 3-37: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber den Einzelstoffen der Gruppe der B-Sympathomimetika (sw: keine
Schwanzablésung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanz-
deformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def:
Augendeformation; Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P:
reduzierte oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

Jedoch war bei allen drei Substanzen ein leichter, nicht-signifikanter Anstieg der Herz-
schlagfrequenz in den niedrigeren untersuchten Konzentrationen zu beobachten. Dieser Effekt
lasst sich mit dem Wirkmechanismus der drei getesteten Stoffe erklaren. Alle drei Substanzen
sind PB,-selektive Sympathomimetika und wirken als solche als f,-adrenerge Agonisten zu
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Adrenalin und Noradrenalin. Sie {iben damit einen stimulierenden Effekt auf Herz, Kreislauf
und ZNS aus.

3.1.7 Gemischte Stoffgruppe mit unédhnlichen Wirkmechanismen

3.1.7.1 17-0-Ethinylostradiol (EE,)

Aufgrund des logK,, der Substanz von 4,2 wurden zwei Versuche durchgefiihrt. Ein
Versuch wurde in der Wellplatte, ein weiterer Versuch in Rollrandgldsern angesetzt. EE, wur-
de in beiden Versuchen in den Konzentrationen 1,9 pmol/L, 3,8 umol/l, 7,6 umol/L, 15,2
umol/L sowie 30,4 umol/L untersucht.

3.1.7.1.1 Versuch in Wellplatte

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 20 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 5,6 % der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-84 zusammengefasst. Ab der
Konzentration 7,6 umol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der
letalen Effekte. Bereits nach 24 Stunden waren in den drei hochsten untersuchten Konzentra-
tionen alle eingesetzten Embryonen koaguliert. In den Konzentrationen 1,9 pmol/l und 3,8
umol/L traten dagegen keine letalen Effekte auf. Es wurde eine LCso(48h) von 5,4 pmol/L (r*:
1,000, b: 20,663, LC). 4,7 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-84: Zusammenstellung der letalen Effekte von EE, wihrend der Exposition in der
Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 1,9 3,8 7,6 15,2 30,4
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - 2/20 11/20 12/22
12 - - - 17/20 20/20 22/22
24 - - - 20/20 20/20 22/22
36 - - - 20/20 20/20 22/22
48 - - - 20/20 20/20 22/22
gesamt [%] 48 - - - 100 100 22

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-85 dargestellt. In den beiden
hochsten untersuchten Konzentrationen zeigte sich bereits zum Zeitpunkt des Einsetzens in
die Wellplatte eine Entwicklungsverzogerung der vorexponierten Embryonen im Vergleich

176



zur Kontrolle. Nach 4 Stunden waren in diesen beiden Konzentrationen bei 95% bzw. 100%
der eingesetzten Embryonen deformierte hohe Blastulae zu beobachten. Nach 8 bzw. 12 Stun-
den zeigte ein GroBteil der Embryonen in den drei hochsten untersuchten Konzentrationen
keine Gastrulation bzw. deformierte Gastrulationsstadien (72%, 78% bzw. 100%). Nur ein-
zelne Embryonen entwickelten sich normal. Nach 24 Stunden waren in diesen
Konzentrationen alle eingesetzten Embryonen koaguliert. Deformationen an Augen und Kopf
waren nach 24 Stunden bei drei Keimen in 3,8 pmol/L zu beobachten. Auch zeigten sich nur
in dieser Konzentration Effekte auf die Pigmentierung. Bis in niedrigste untersuchte Konzent-
ration zeigten sich eine Beeinflussung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme.

Tabelle 3-85: Zusammenstellung der subletalen Effekte von EE, wéhrend der Exposition in
der Wellplatte (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebe-
nen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 1,9 3,8 7,6 15,2 30,4
deformierte hohe Blastula 4 - - - - 19/20 22/22
keine / deformierte Gastrulation 8 - - - 13/18 7/9 10/10
12 - - - - koa koa
deformierte Augenanlage 24 - - 3/20 koa koa koa
36 - - - koa koa koa
48 - - - koa koa koa
deformierter Kopf 24 - - 3/20 koa koa koa
36 - - - koa koa koa
48 - - - koa koa koa
kein Herzschlag 36 - - - koa koa koa
48 - - 2/20 koa koa koa
kein Blutkreislauf 36 9/19 15/19 20/20 koa koa koa
48 - 3/19 13720 koa koa koa
keine Pigmentierung 48 1/18 - 1/20 koa koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 10/20 koa koa koa
Dotterodem 48 - 3/19 12/20 koa koa koa
Perikardédem 48 - 3/19 13720 koa koa koa
gesamt 48 - 3/19 13/20 koa koa koa

Wie Abbildung 3-38 zu entnehmen ist, zeigte sich zudem ab der Konzentration 3,8
pumol/L eine signifikante Beeinflussung der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden
eine NOEC von 1,9 pmol/L sowie eine LOEC von 3,8 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-38: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der EE;-
Konzentration beim Versuch in der Wellplatte. Dargestellt sind Mediane, Quarti-

le sowie Minimum und Maximum (*:

signifikante Verdnderung der

Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa: alle

eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-86 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-86: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir EE, fiir den Versuch in der Well-

platte.
Effekt Zeit [h] [umol/L]
LCsp 48 5.4
kein Herzschlag 48 4,7
kein Blutkreislauf 48 3,1
Odeme 48 3,1
Pigmentierung 48 3.8
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 1,9
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 3.8
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3.1.7.1.2 Versuch im Rollrandglas

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 21 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
bei maximal 20% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-87 zusammengefasst. Ahnlich
wie in dem Versuch in der Wellplatte zeigte sich ab der Konzentration 7,6 pmol/L eine kon-
zentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Bereits nach 24 Stunden waren
in den drei hochsten untersuchten Konzentrationen alle eingesetzten Embryonen koaguliert. In
1,9 umol/L und 3,8 umol/L traten dagegen keine letalen Effekte auf. Es wurde eine LCs0(48h)
von 5,4 pmol/L (r2 : 1,000; b: 20,663; LCj. 4,7 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-87: Zusammenstellung der letalen Effekte von EE, wéhrend der Exposition im Roll-
randglas (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 1,9 3.8 7,6 15,2 30,4
Koagulation 4 - - - - - -
24 - - - 10/10 10/10 10/10
48 - - - 10/10 10/10 10/10
gesamt [%] 48 - - - 100 100 100

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-88 zusammenfassend darges-
tellt. Im Gegensatz zur Exposition der Embryonen in den Wellplatten zeigten sich bei der
Exposition im Rollrandglas weniger subletale Effekte. Lediglich 20% der exponierten Emb-
ryonen in der Konzentration 3,8 pmol/L hatten nach 48 Stunden keinen Blutkreislauf
ausgebildet und zeigten Odeme. Eine Berechnung von Effektkonzentrationen war daher nicht
sinnvoll.

Es zeigte sich jedoch der vorzeitige Schlupf der Embryonen nach 48 Stunden. Die Ur-
sache fiir diesen Effekt, der hdufig bei der Exposition der Embryonen in Glas zu beobachten
ist, ist unklar.
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Tabelle 3-88: Zusammenstellung der subletalen Effekte von EE, wihrend der Exposition im

Rollrandglas (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen
Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]

K 1,9 3,8 7,6 15,2 30,4
kein Blutkreislauf 48 2/10 - 2/10 koa koa koa
Dotter6dem 48 - - 1/10 koa koa koa
Perikardédem 48 1/10 - 2/10 koa koa koa
gesamt 48 1/10 - 2/10 koa koa koa
Schlupf 48 8/10 9/10 8/10 koa koa koa

Anhand der in Abbildung 3-39 dargestellten Herzschlagfrequenzen wurden mittels

Dunetts-Test eine NOEC von 3,8 umol/L sowie eine LOEC von 7,6 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-39: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhédngigkeit von der EE,-
Konzentration beim Versuch im Rollrandglas. Dargestellt sind Mediane, Quarti-

le sowie Minimum und Maximum(*:

signifikante

Verianderung der

Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa: alle

eingesetzten Embryonen koaguliert).

In beiden durchgefiihrten Versuchen wurde eine LCsy(48h) von 5,4 pmol/L ermittelt.

Es zeigten sich jedoch Unterschiede bei den subletalen Effekten. Wéhrend bei der Exposition

im Glas nur bei maximal 20% der eingesetzten Embryonen Effekte auf die Entwicklung des

Blutkreislaufsystems und Odeme zu beobachten waren, zeigten sich wihrend der Exposition

in der Wellplatte deutlichere Effekte. Zudem war eine Beeinflussung der Entwicklung der

Pigmentierung und des Herzschlages zu beobachten. Auch bei der Beeinflussung der Herz-

schlagfrequenz ergaben sich Unterschiede. Bei der Exposition in der Wellplatte war die
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Herzschlagfrequenz ab 3,8 umol/L signifikant reduziert, bei der Exposition im Glas ab 7,6
pmol/L.

Damstra et al. (2002) berichten von Odemen, Blutleere, Kopfdeformationen und Mor-
talitdt der frithen Lebensstadien bei der Exposition von Salmoniden gegeniiber verschiedenen
endokrinen Disruptoren. Auch in den vorgestellten Untersuchungen zeigten sich bereits nach
einer Stunde Effekte an den exponierten Embryonen; nach achtstiindiger Exposition die Koa-
gulation der Embryonen sowie eine Beeinflussung des Blutkreislaufsystems und Odeme nach
36 bzw. 48 Stunden. Deformationen konnten dagegen nur vereinzelt beobachtet werden.

Versonnen & Janssen (2004) exponierten adulte und juvenile Zebrabérblinge sowie
Embryonen gegeniiber EE; bis zu einer Konzentration von 0,003 pmol/L. Im untersuchten
Konzentrationsbereich zeigten sich an den exponierten Embryonen keine signifikanten letalen
und subletalen Effekte. Es konnte lediglich ein verzogerter Schlupf nach 120h in den beiden
hochsten untersuchten Konzentrationen festgestellt werden.

Bei der Anwendung von EE; in oralen Kontrazeptiva konnen eine Reihe von Neben-
wirkungen auftreten (Griinenthal, 2003). Mit dem Embryotest konnten von diesen Effekten
Pigmentierungsstorungen beobachtet werden.

3.1.7.2 Tamoxifen

Aufgrund des logK,,, der Substanz von 6,3 wurden auch bei Tamoxifen zwei Versuche
durchgefiihrt. Ein Versuch wurde in der Wellplatte, ein weiterer Versuch in Rollrandgldsern
angesetzt. Tamoxifen wurde als Tamoxifen-citrat in den Konzentrationen 5,5 pumol/L, 11,1
umol/l, 22,2 umol/L, 44,3 pmol/L sowie 88,7 pmol/L untersucht.

3.1.7.2.1 Versuch in der Wellplatte

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 42 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5% le-
tale und bei 10,5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-89 zusammengefasst. Erst ab
der Konzentration 44,3 pmol/L zeigte sich eine konzentrationsabhidngige Zunahme der letalen
Effekte. In der hochsten untersuchten Konzentration koagulierten alle eingesetzten Embryo-
nen innerhalb von vier Stunden. Es wurde eine LCso(48h) von 56,8 pmol/L (r*: 1,000; b:
18,825; LCy¢: 43,4 umol/L) berechnet.
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Tabelle 3-89: Zusammenstellung der letalen Effekte von Tamoxifen wihrend der Exposition
in der Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 5,5 11,1 22,2 443 88,7
Koagulation 4 - - - - - 20/20
8 - - - - - 20/20
12 - - - - - 20/20
24 - - - - 2/20 20/20
36 - - - - 2/20 20/20
48 1/20 - - - 3/20 20/20
gesamt [%] 48 5 - - - 15 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-90 zusammenfassend dargestellt. Es zeigte sich ab der niedrigsten untersuchten
Konzentration iiber den gesamten Versuchszeitraum eine zunechmende gelbliche Verfarbung
der exponierten Embryonen.

Bis in die niedrigste untersuchte Konzentration zeigte sich eine verzogerte Gastrulati-
on nach 8 Stunden, bei maximal 21% der eingesetzten Embryonen. Vereinzelt zeigten sich
fehlende Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an Augen und Kopf. Deforma-
tionen an Schwanz und Wirbelsdule traten nach 48 Stunden bei 77% bzw. 65% der
Embryonen in 44,3 pmol/L auf. Eine Beeintrichtigung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme
zeigten sich konzentrationsabhéngig ab der niedrigsten untersuchten Konzentration. Die Pig-
mentierung war ab 11,1 umol/L konzentrationsabhingig beeintrachtigt. Es waren im gesamten
Konzentrationsbereich bei Embryonen drei Otolithen pro Sacculus angelegt.
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Tabelle 3-90: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Tamoxifen wihrend der Exposi-
tion in der Wellplatte (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum
angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 5,5 11,1 22,2 443 88,7
keine Gastrulation 8 - 3/20 4/19 4/20 3/20 koa
12 - - - - - koa
keine Schwanzablosung 24 - - - - 1/18 koa
36 - - - - 1/18 koa
48 - - - - - koa
keine/ deformierte Augenanlage 24 - - - - 1/18 koa
36 - - - - 1/18 koa
48 - - - - - koa
deformierter Kopf 24 - - - 1/20 1/18 koa
36 - - - 1/20 1/18 koa
48 - - - 1/20 2/17 koa
deformierter Schwanz 24 - - - 1/20 1/18 koa
36 - - - 1/20 1/18 koa
48 - - - 1/20 13/17 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - 1/18 koa
36 - - - - 1/18 koa
48 - - - - 11/17 koa
kein Herzschlag 36 - - - - - koa
48 - - - 1/20 10/17 koa
kein Blutkreislauf 36 - - - - - koa
48 - 1/20 2/19 4/20 14/17 koa
keine Pigmentierung 48 2/19 - - 1/20 1/17 koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/19 3/20 12/17 koa
Dotterédem 48 - 1/20 1/19 3/20 11/17 koa
Perikardédem 48 - 1/20 - 3/20 11/17 koa
gesamt 48 - 1/20 1/19 3/20 11/17 koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - 4/20 2/19 11/20 7/17 koa

Wie Abbildung 3-40 zu entnehmen ist, zeigte sich bereits ab der niedrigsten untersuch-
ten Konzentration von 5,5 pmol/L eine signifikante Beeinflussung der Herzschlagfrequenz.
Eine Angabe der NOEC ist daher nicht moglich. Es wurde mittels Dunetts Test eine LOEC
von 5,5 pumol/L ermittelt.
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Abbildung 3-40: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Tamoxi-

fen-Konzentration beim Versuch in der Wellplatte. Dargestellt sind Mediane,

Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herz-

schlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa: alle

eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-91 zusammengestellt.

Tabelle 3-91: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Tamoxifen beim Versuch in der

Wellplatte (-: keine Angabe moglich).

Effekt Zeit [h] [umol/L]
LCs 48 56,8
ECs, kein Herzschlag 48 40,8
ECs, kein Blutkreislauf 48 30,7
EC5o Odeme 48 36,8
ECso Pigmentierung 48 35,1
ECsy Schwanzdeformation 48 35,9
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 38,9
EC;5, Otolithen 48 47,4
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 5,5
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3.1.7.2.2 Versuch im Rollrandglas

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen vor Testbeginn in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte
sind im Anhang C in Tabelle 41 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 10,5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-92 zusammengefasst. Auch in
diesem Versuche zeigte sich erst ab der Konzentration 44,3 umol/L eine konzentrationsab-
hidngige Zunahme der letalen Effekte. In der hochsten untersuchten Konzentration
koagulierten alle eingesetzten Embryonen innerhalb von 24 Stunden. Es wurde eine LCs((48h)
von 56,7 umol/L (rZ: 1,000; b: 18,824; LC): 43,4 umol/L) berechnet.

Tabelle 3-92: Zusammenstellung der letalen Effekte von Tamoxifen wihrend der Exposition
im Rollrandglas (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angege-
benen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 5,5 11,1 22,2 443 88,7
Koagulation 4 - - - - - 9/10
24 - - - - 1/9 10/10
48 - - - - 2/9 10/10
gesamt [%] 48 - - - - 10,5 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-93 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich vereinzelt Effekte auf die Somiten,
die Otolithen sowie Deformationen am Kopf. Schwanzdeformationen waren nach 48 Stunden
konzentrationsabhédngig ab der niedrigsten untersuchten Konzentration zu beobachten. Das
Herz-Kreislaufsystem war ebenfalls bis in die niedrigste untersuchte Konzentration beeint-
ridchtigt; auch waren bis in die niedrigste untersuchte Konzentration Odeme zu beobachten.
Die Entwicklung der Pigmentierung war ab 11,1 umol/L konzentrationsabhingig beeintréch-
tigt. Es zeigte sich zudem der verfrithte Schlupf der Embryonen nach 48 Stunden.
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Tabelle 3-93: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Tamoxifen wihrend der Exposi-
tion im Rollrandglas (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum
angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 5,5 11,1 22,2 443 88,7
keine oder deformierte Somiten 24 - - - - - koa
48 - - - - 2/7 koa
deformierter Kopf 24 - - - - - koa
48 - - 1/10 - - koa
deformierter Schwanz 24 - - - - - koa
48 - 1/10 5/10 5/9 6/7 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - koa
48 1/19 - - - - koa
kein Herzschlag 48 - - 1/10 - 1/7 koa
kein Blutkreislauf 48 - 1/10 2/10 1/9 3/7 koa
keine Pigmentierung 48 2/19 - - - - koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 1/10 3/9 7/7 koa
Dotterodem 48 - 1/10 1/10 2/9 57 koa
Perikardédem 48 - 1/10 1/10 2/9 57 koa
gesamt 48 - 1/10 1/10 2/9 57 koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - 1/10 - 1/7 koa
Schlupf 48 13,5/19  7/10 6,5/10 8,5/9 5,5/7 koa

Wie Abbildung 3-41 zu entnehmen ist, zeigte sich bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrol-
le. Die Angabe einer NOEC ist daher nicht moglich. Mittels Dunetts-Test wurde eine LOEC
von 5,5 pumol/L ermittelt.
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Abbildung 3-41: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Tamoxi-
fen-Konzentration beim Versuch im Rollrandglas. Dargestellt sind Median,
Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herz-
schlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts- Test; koa: alle
eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-94 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-94: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Tamoxifen beim Versuch im
Rollrandglas (-: keine Angabe moglich).

Effekt Zeit [h] [umol/L]
LCs 48 56,7
ECs, kein Blutkreislauf 48 46,2
EC5o Odeme 48 32,5
ECso Pigmentierung 48 24,7
ECs, Schwanzdeformation 48 15,1
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 5,5

Vergleicht man die beiden durchgefiihrten Versuche, so zeigten sich in beiden Tests
dhnliche letale und subletale Effekte (Tabelle 3-95). Es ist davon auszugehen, dass die Wahl
des Testmaterials die Ergebnisse nicht beeinflusst hat.
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Tabelle 3-95: Darstellung der ermittelten LCsy-, ECso- und LOEC-Werte nach 48Stunden. Die

Angaben sind in pmol/L.
Test in der Wellplatte Test im Rollrandglas
LCs¢(48h) 56,8 56,7
ECs0(48h)kein Herzschlag 40,8 -
ECj50(48h)kein Blutkreislauf 30,7 46,2
ECs0(48h)Odeme 36,8 32,5
EC5¢(48h)Schwanzdeformation 35,9 15,1
ECs¢(48h)Wirbelsdulendeformation 38,9 -
ECs0(48h)Pigmentierung 35,1 24,7
ECs0(48h)Otolithen 47,4 -
LOEC(Herzschlagfrequenz) 5,5 5,5

Hooker et al. (2003) geben fiir Pimephales promelas eine LCsy(48h) von 2,9 pmol/L
an. Der Embryo hat damit deutlich unsensitiver auf Tamoxifen reagiert.

Tamoxifen kann bei der Anwendung eine Reihe von Nebenwirkungen hervorrufen
(Bristol- Myers Squibb, 2003). Als einziger Effekt konnte im Embryotest eine Beeinflussung
der Entwicklung des Blutkreislaufsystems erfasst werden.

3.1.7.3 Verapamil

Verapamil wurde in Anlehnung an Zeller (1995) in den Konzentrationen 237,0
umol/L, 355,5 pmol/L, 533,3 pumol/L, 799,9 pmol/l sowie 1199,8 pumol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 47 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 10,5 % subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-96 zusammengefasst. Ab der
Konzentration 533,3 pmol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der
letalen Effekte. Es wurde eine LCsy(48h) von 585 pmol/L (rzz 1,000; b: 11,954; LCo: 457,1
pmol/L) ermittelt.
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Tabelle 3-96: Zusammenstellung der letalen Effekte von Verapamil (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 237,0 355,5 533,3 799.,9 1199,8
Koagulation 4 - - - - - -
8 1/20 - - - - -
12 1/20 - - - - -
24 1/20 1/20 - 2/20 - 14/20
36 1/20 1/20 - 2/20 3/20 19/20
48 1/20 1/20 - 7/20 19/20 20/20
gesamt [%] 48 5 5 - 35 95 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition gegeniiber Verapamil beobachteten subleta-
len Effekte sind in Tabelle 3-97 zusammengefasst. In der hochsten untersuchten
Konzentration hatten nach 24 Stunden 67% der nicht-koagulierten Embryonen den Schwanz
nicht vom Dotter abgelost, 83% zeigten Deformationen der Augenanlage und 50% Deforma-
tionen des Kopfes. Deformationen an Schwanz und Wirbelsdule wurden ab 355,5 bzw. 533,3
umol/L beobachtet. Beeintrachtigungen der Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und
Odeme traten bis in die niedrigste untersuchte Konzentration auf. Die Pigmentierung war ab
355,5 umol/L reduziert oder fehlte konzentrationsabhidngig. Nach 48 Stunden fehlten je einem
Keim in 533,3 und 799,9 pumol/L die Otolithen.
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Tabelle 3-97: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Verapamil (K: Kontrolle; -: Ef-

fekt nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 237,0  355,5 5333 799,9  1199,8
keine Schwanzablésung 24 - - - - - 4/6
keine/ deformierte Augenanlage 24 - - - - - 5/6
deformierter Kopf 24 - - - - - 3/6
36 - - - - - -
48 - - - 1/13 - koa
deformierter Schwanz 24 - - 1/21 13/18 19/20 6/6
36 1/19 - 6/21 17/18 17/17 1/1
48 - - 6/21 13/13 1/1 koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - 4/6
36 1/19 - - 12/18 13/17 1/1
48 - - - 12/13 1/1 koa
kein Herzschlag 36 - - - 18/18 1717 171
48 - 6/19 20/21 13/13 1/1 koa
kein Blutkreislauf 36 7/19 19/19 21721 18/18 17/17 1/1
48 - 18/19 21721 13/13 1/1 koa
keine Pigmentierung 48 2/19 - - 1/13 11 koa
reduzierte Pigmentierung 48 1/19 - 1/21 10/13 - koa
Dotterédem 48 1/19 12/19 16/21 11/13 1/1 koa
Perikardédem 48 - 14/19 17/21 12/13 11 koa
gesamt 48 1/19 16/19 17/21 12/13 1/1 koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - 1/13 11 koa

Wie Abbildung 3-42 zu entnehmen ist, zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Herzschlagfrequenz bis in die niedrigste untersuchte Konzentration. Eine Angabe der NOEC
ist daher nicht moglich. Mittels Dunetts Test wurde eine LOEC von 237,0 umol/L ermittelt.

190



180+

160- %
*

140+

£

é T

S 1204 |

Hyd

=

# 100-

N 4

T
80-
60+ *

kHS kHS koa

40

K 2370 3555 5333 7999 11998
Konzentration [pmol/L]

Abbildung 3-42: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Verapa-
mil-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

In einem Vorversuch wurde mittels Dunetts Test fiir Verapamil eine NOEC von 100
umol/L ermittelt. Wie Abbildung 3-43 zu entnehmen ist, zeigte sich in den Konzentrationen
50 und 100 pmol/L ein leichter, nicht signifikanter Anstieg, ab 200 umol/L ein signifikanter
Abfall der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle.

191



200+

180-
1604 I_-I__I 1 *
i

.E -1
E 1401 J_
[
e
T 120-
?
o *
N 100
I
80-
60- 1
kHS
4c L) L] 1) L) L) 1]
K 50 100 200 400 800

Konzentration [pmol/L]

Abbildung 3-43: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Verapa-
mil-Konzentration im Vorversuch. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie
Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz
im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo
war ein Herzschlag feststellbar).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-98 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-98: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Verapamil (-: keine Angabe mog-

lich).

Effekt Zeit [h] [umol/L]
LCsy 48 585,0
ECs, kein Herzschlag 48 251,5
ECs, kein Blutkreislauf 48 149,3
EC5o Odeme 48 69,0
EC5o Pigmentierung 48 486,5
ECs, Schwanzdeformation 48 378.5
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 496,2
EC;5, Otolithen 48 606,1
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 237,0

Zeller (1995) gibt eine LCs0(48h) von 429 pmol/L an, wobei diese sowohl auf Basis
koagulierter als auch Embryonen ohne Herzschlag ermittelt wurde. Die im vorgestellten Ver-
such ermittelte LCso(48h) von 584,95 pmol/l stimmt mit diesem Wert recht gut iiberein.
Zudem beschreibt Zeller (1995) dhnliche subletale Effekte. Auch in ihren Untersuchungen
zeigten sich Beeintrachtigungen bei der Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems, der Pigmen-
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tierung oder der Otolithen. Ebenfalls traten Odeme sowie eine verzogerte Entwicklung von
Kopf-, Schwanz- und Somitenanlage, einhergehend mit Deformationen auf. Zeller (1995)
beschreibt zudem ein vermindertes Liangenwachstum der exponierten Embryonen, das den
beobachteten Verkiirzungen der Schwénze im vorgestellten Versuch entspricht. Die von Zel-
ler (1995) beschriebenen Verfiarbungen der Embryonen konnten ab dem Zeitpunkt nach 24
Stunden bereits ab der niedrigsten untersuchten Konzentration beobachtet werden.

Von den vielfiltigen in der Literatur beschriebenen Nebenwirkungen bei der Einnahme
von Verapamil HCI (Streuli, 1998), konnte im Embryotest nur die Bradykardie (Verlangsa-

mung der Herzschlagfrequenz) erfasst werden.

3.1.7.4 Gemischte Stoffgruppe - zusammenfassende Betrachtung

Es wurden 17-a-Ethinylostradiol, Tamoxifen und Verapamil als Einzelstoffe unter-
sucht. Es zeigte sich, dass EE2 toxischer auf die Embryonen gewirkt hat als Tamoxifen.

Dieses wiederum war toxischer als Verapamil (Tabelle 3-99).

Tabelle 3-99: Darstellung der ermittelten letalen Konzentrationen nach 48 Stunden.

LCs50(48h), [umol/L]
17-a-Ethinylostradiol Tamoxifen Verapamil

5,4 56,8 585

Subletal wurden dhnliche Effekt durch alle drei Substanzen hervorgerufen, jedoch in
unterschiedlicher Effektstirke (Abbildung 3-44). Alle drei Stoffe zeigten Effekte auf das
Herzkreislaufsystem und die Pigmentierung, auch waren Odeme zu beobachten. Bei der Ex-
position der Embryonen gegeniiber Tamoxifen und Verapamil traten aullerdem
Deformationen auf. Ein Effekt, der in dieser Gruppe ausschlieBlich bei Tamoxifen zu beo-
bachten war, waren drei Otolithen pro Sacculus.
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Abbildung 3-44: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Emb-
ryonen gegeniiber den drei Einzelstoffen der Gruppe mit undhnlichen Wirkmechanismen (sw:
keine Schwanzablésung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeforma-
tion; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation;
Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmen-
tierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

In der Literatur werden fiir die drei Substanzen verschiedene Wirkmechanismen be-
schrieben. EE, entfaltet neben der sexualspezifischen, ostrogenen Wirkung, die mit dem
Embryotest nicht erfasst werden kann, auch eine sexualunspezifische. So besitzt die Substanz
proteinanabole Eigenschaften und fordert die Resorption und den Einbau von Calcium in die
Knochen Es kommt zur Wasserretention, Dilatation der kleinen Blutgefi3e sowie zur Zunah-
me des Melaningehaltes und zur Forderung der Knochenreifung (Forth et al., 2001).
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Fiir Tamoxifen werden in der Literatur eine Reihe von Wirkmechanismen beschrieben.
Die Substanz ist zum einen ein zytostatisches, anti-ostrogenes Hormon mit partiellen stro-
gen-agonistischen Effekten. Sie besitzt daneben antioxidative, antivirale und antibakteriellen
Eigenschaften sowie membranmodullierende und intrazelluldre Botensysteme verdndernde
Aktivitaten (Klaua, 2004). Zum anderen inhibiert Tamoxifen die Proteinkinase C, die fiir die
Signaliibertragung von der Zelloberfliche ins Zellinnere verantwortlich ist. Uber die Hem-
mung von Calcium-Calmodulin-abhédngigen cAMP-Phosphodiesterasen vermindert die
Substanz zudem deren zellproliferative Wirkung. Aulerdem Tamoxifen eine Rolle bei der
Induktion der Apoptose zugeschrieben (Forth et al., 2001; Klaua, 2004).

Verapamil ist ein Calciumantagonist bzw. Calciumkanal-Blocker, der den transmemb-
rananalen Calciumeinstrom in die Zelle blockiert, welcher iiber den L-Typ Calciumkanal
erfolgt. Dieser Kanaltyp dominiert in der Zellmembran von Muskelzellen, so bei glatten Ge-
faBmuskelzellen und auch bei den Herzmuskelzellen (Forth et al., 2001). Die blockierende
Wirkung der Substanz beruht auf der Bindung an eine spezifische intrazelluldre Region des
Kanalproteins. Dadurch wird der Kanal versperrt und der Calciumeinstrom in die Zelle inhi-
biert (Schwartz, 1994 zitiert nach Zeller, 1995). Im Herz resultiert daraus bei den Zellen des
Sinus- und AV-Knotens eine Abnahme der Aktionspotenzialfrequenz, da in diesen die Depo-
larisationsphase eines Aktionspotentials durch den Einstrom von Calciumionen getragen wird.
Der Zusammenhang zwischen der Herzfrequenz und der Aktionspotentialfrequenz im Sinus-
knoten erkldart den negativ chronotropen Effekt der Substanz (Zeller, 1995). Bei
Herzmuskelzellen bewirkt die Substanz durch die Calciumkanalblockade zudem eine Ver-
minderung der Herzmuskelkontraktionskraft (negativ inotroper Effekt), da Calcium fiir die
Aktin-Myosin-Interaktion fehlt. Mit steigender Konzentration gewinnt der Membraneinlage-
rungseffekt der Substanz an Bedeutung, der die unspezifische Inhibition verschiedener
Membran Transportsysteme, also eine allgemeine Storung der Membranstruktur zur Folge hat
(Fairhurst et al., 1980 zitiert nach Zeller, 1995).
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3.1.8 Lipid-Senker

3.1.8.1 Bezafibrat

Aufgrund des logK,,, der Substanz von 4,2, konnte eine Absorption der Substanz an
die Wandung der Wellplatten nicht ausgeschlossen werden. Es wurden daher parallel zwei
Versuche im gleichen Konzentrationsbereich einmal in der Wellplatte, einmal in Glas durch-
gefiihrt. Bezafibrat wurde dabei bis zur Loslichkeitsgrenze in den Konzentrationen 17,3
umol/L, 34,6 pmol/L, 69,1 umol/L, 138,2 umol/l sowie 276,4 umol/L untersucht.

3.1.8.1.1 Untersuchung in der Wellplatte

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfédhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 5 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 10% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-100 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich zeigten sich nur bei einem Embryo in der niedrigsten
untersuchten Konzentration letale Effekte. Dieser war nach 24 Stunden koaguliert.

Tabelle 3-100: Zusammenstellung der letalen Effekte von Bezafibrat wihrend der Exposition
in der Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 17,3 34,6 69,1 138,2 276,4
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 - 1/20 - - - -
36 - 1/20 - - - -
48 - 1/20 - - - -
gesamt [%] 48 - 5 - - - -

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-101 zusammenfassend darges-
tellt. Auch hier zeigten sich nur wenige Effekte an den untersuchten Embryonen (maximal
20%). Aufgrund der fehlenden Konzentrationsabhéngigkeit der beobachteten Effekte ist eine
Berechnung von EC-Konzentrationen nicht moglich.
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Tabelle 3-101: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Bezafibrat wéihrend der Exposi-

tion in der Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 17,3 34,6 69,1 138,2 276,4
kein Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 1/18 - - - 1/20 1/20
keine Pigmentierung 48 2/18 2/19 1/20 2/20 4/20 3/20
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - 2/20 2/20
Dotter6dem 48 - - - - 1/20 1/20
Perikardédem 48 - - - - 1/20 1/20
gesamt 48 - - - - 1/20 1/20
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - - - 1/20

Bei der Untersuchung der Herzschlagfrequenz zeigte sich in den Konzentrationen 17,3

umol/L bis 138,2 umol/L ein leichter, nicht signifikanter Anstieg im Vergleich zur Kontrolle.

In der héchsten untersuchten Konzentration war die Herzschlagfrequenz im Vergleich zu der
Kontrollgruppe leicht, jedoch nicht signifikant reduziert (Abbildung 3-45). Die NOEC ent-
spricht damit der hochsten untersuchten Konzentration von 276,4 umol/L.
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Abbildung 3-45: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Bezafib-
rat- Konzentration fiir den Versuch in der Wellplatte. Dargestellt sind Mediane,

Quartile sowie Minimum und Maximum.

197



3.1.8.1.2 Untersuchung im Rollrandglas

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 6 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
bei maximal 10% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-102 zusammengefasst. Es
zeigten sich nur vereinzelt letale Effekte. In den Konzentrationen 34,6 pmol/L und 138,2
umol/L. war nach 48 Stunden jeweils ein Embryo koaguliert. Eine Berechnung von LCi-
Konzentrationen war daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-102: Zusammenstellung der letalen Effekte von Bezafibrat wihrend der Exposition
im Rollrandglas (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 17,3 34,6 69,1 138,2 276,4
Koagulation 4 - - - - - -
24 - - - - - -
48 - - 1/9 - 1/9 -
gesamt [%] 48 - - 11 0 11 0

Subletale Effekte waren an den exponierten Embryonen nicht zu beobachten. Ein
Kontrollembryo zeigte nach 48 Stunden keine Pigmentierung (Tabelle 3-103). Auffillig war
der verfrithte Schlupf nach 48 Stunden in allen Konzentrationen dessen Ursache unklar ist. Es
zeigte sich eine konzentrationsabhingige Reduktion der geschliipften Embryonen.

Tabelle 3-103: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Bezafibrat wihrend der Exposi-
tion im Rollrandglas (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]

K 17,3 34,6 69,1 138,2 2764
keine Pigmentierung 48 1/10 - - - -
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - -
Schlupf 48 8/10 9/10 7/9 7/9 6/9 1/10

In den Konzentrationen 17,3 umol/l, 69,1 umol/L sowie 276,4 umol/L war die Herz-
schlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle leicht erhoht (Abbildung 3-46). In den {ibrigen
beiden Konzentrationen, 34,6 pmol/l und 138,2 pumol/L, war sie dagegen leicht erniedrigt.
Diese Effekte waren jedoch nicht signifikant. Es wurde mittels Dunetts-Test eine NOEC von
276,4 umol/L ermittelt, die der hochsten untersuchten Konzentration entspricht.
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Abbildung 3-46: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Bezafib-
rat-Konzentration beim Versuch im Rollrandglas. Dargestellt sind Mediane,
Quartile sowie Minimum und Maximum.

In den beiden, mit Bezafibrat durchgefiihrten Versuchen haben sich dhnliche Effekte
an den exponierten Embryonen gezeigt. Es waren in beiden Versuchen nur wenige letale und
subletale Effekte zu beobachten. Zudem zeigten sich in beiden Versuchen sowohl ein leichter,
nicht-signifikanter Anstieg als auch ein leichter, nicht-signifikanter Abfall der Herzschlagfre-
quenz der exponierten Embryonen. Der einzige Unterschied war der verfrithte Schlupf von
Embryonen nach 48 Stunden wihrend der Exposition im Rollrandglas. Eine Beeinflussung
des Testergebnisses durch die Wahl des Materials der Testgefdfle kann damit ausgeschlossen
werden.

Als Nebenwirkungen bei der Anwendung von Bezafibrat werden eine Reihe von Ef-
fekten beschrieben (Roche, 2003). Aufgrund der wenigen beobachteten letalen und subletalen
Effekte ist ein Vergleich mit Literaturdaten und damit ein Riickschluss auf eine Ahnlichkeit
der Wirkmechanismen im Embryo und Sduger nicht moglich.

3.1.8.2 Clofibrinsiure

Aufgrund der niedrigen pH-Werte (<4) der einzelnen Verdiinnungsstufen, die im Vor-
versuch festgestellt wurden, wurden zwei verschiedene Ansétze der Substanz untersucht. In
einem Versuch wurde der pH-Wert der Stammlosung nicht eingestellt. In einem zweiten Ver-
such wurde der pH der Stammlésung mit 0,IN NaCl-Losung und 0,IN HCI auf 7,5
eingestellt.
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3.1.8.2.1 ohne Einstellung des pH-Wertes

Die Substanz wurde in diesem Versuch in den Konzentrationen 131,1 pmol/l, 262,1
umol/L, 524,2 umol/L, 1048,5 umol/L sowie 2096,9 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums lagen sowohl vor Testbe-
ginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Aufgrund des geringen
pH-Wertes der Stammlosung und damit der einzelnen Verdiinnungen kann eine Beeintrichti-
gung der Embryonen durch den niedrigen pH-Wert nicht ausgeschlossen werden. Die
gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 13 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 10,5% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-104 zusammengefasst. Ab
262,1 umol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhdngige Zunahme der letalen Effekte,
wobei ab dieser Konzentration alle eingesetzten Embryonen innerhalb von 36 Stunden koagu-
liert waren. Lediglich die Embryonen in der niedrigsten Konzentration entwickelten sich
normal. Es wurde eine LCs(48h) von 185,4 pmol/L (rzz 1,000; b: 20,536; LC10: 160,6
umol/L) berechnet.

Tabelle 3-104: Zusammenstellung der letalen Effekte von Clofibrinsdure im Versuch ohne
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 131,1 262,1 5242 1048,5 2096,9
Koagulation 4 - - - 7/19 10/20 20/20
8 - - - 19/19 20/20 20/20
12 - - - 19/19 20/20 20/20
24 1/20 - 19/20 19/19 20/20 20/20
36 1/20 - 20/20 19/19 20/20 20/20
48 1/20 - 20/20 19/19 20/20 20/20
gesamt [%] 48 5 - 100 100 100 100

Aufgrund der steilen Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Substanz konnten nur
vereinzelt subletale Effekte an den exponierten Embryonen beobachtet werden (Tabelle
3-105). Eine Berechnung von Effektkonzentrationen war daher nicht sinnvoll.
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Tabelle 3-105: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Clofibrinsdure im Versuch ohne
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum
angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]

K 131,1 262,1 5242  1048,5 2096,9
keine hohe Blastula 4 - - - 3/12 1/10 koa
keine Schwanzablosung 24 - - 1/1 koa koa koa

36 - - koa koa koa koa
48 - - koa koa koa koa
deformierte® Augen/ Kopf 24 - - 1/1 koa koa koa
36 - - koa koa koa koa
48 - - koa koa koa koa
deformierter Schwanz 24 - - 11 koa koa koa
36 - - koa koa koa koa
48 - - koa koa koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - 11 koa koa koa
36 - - koa koa koa koa
48 - - koa koa koa koa
kein Blutkreislauf 36 8/19 6/20 koa koa koa koa
48 2/19 - koa koa koa koa
keine Pigmentierung 48 1/19 - koa koa koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 1/19 1/20 koa koa koa koa
Dotterodem 48 2/19 - koa koa koa koa
Perikardédem 48 2/19 - koa koa koa koa
gesamt 48 2/19 - koa koa koa koa
keine/ deformierte Otolithen 48 1/19 - koa koa koa koa

Aufgrund der pH-abhéngigen Koagulation der Embryonen konnte nur die Herzschlag-
frequenz fiir die Embryonen in der niedrigsten untersuchten Konzentration bestimmt werden.
Hierbei ergaben sich keine Unterschiede zu den Embryonen der Kontrollgruppe (Abbildung
3-47). Es wurde mittels Dunetts-Test eine NOEC von 131,1 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-47: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Clofibrin-
sdure-Konzentration im Versuch ohne Einstellung des pH-Wertes. Dargestellt
sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnde-
rung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test;
koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

3.1.8.2.2 mit Einstellung des pH-Wertes

Clofibrinsdure wurde in diesem Versuch in den Konzentrationen 174,7 umol/L, 349,5
pmol/L, 699 pmol/L, 1398 pmol/l sowie 2796 pmol/L untersucht, wobei die hochste Kon-
zentration nahe der Loslichkeitsgrenze der Substanz lag.

Sauerstoffséttigung und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen Bereich.
Der pH-Wert der Stammlosung wurde vor Versuchsbeginn mit 0,1N NaOH- und 0,1N HCI-
Losung auf 7,5 eingestellt. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 14 zusam-
mengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen nur
bei maximal 5,3% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Im untersuchten Konzentrationsbereich traten an den exponierten Embryonen keine le-
talen Effekte auf.

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-106 dargestellt. Lediglich in der
hochsten untersuchten Konzentration zeigten sich deutliche subletale Effekte (>10%). In die-
ser Konzentration zeigten nach 48 Stunden sechs Embryonen (30%) keinen Blutkreislauf und
hatten Odeme ausgebildet. Bei fiinf dieser Embryonen (25%) war zudem die Pigmentierung
reduziert. Eine Berechnung von Effektkonzentrationen war daher nicht sinnvoll.
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Tabelle 3-106: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Clofibrinsdure im Versuch mit
Einstellung des pH-Wertes (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 174,7  349,5 699,0  1398,0 2796,0

kein Blutkreislauf 48 1/19 - - - 1/20 6/20
keine Pigmentierung 48 - - - - - -
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/20 - - 5/20
Dotter6dem 48 1/19 - - - 1/20 6/20
Perikardédem 48 1/19 - - - 1/20 6/20
gesamt 48 1/19 - - - 1/20 6/20

Wie Abbildung 3-48 zu entnehmen ist, zeigte sich innerhalb des untersuchten Kon-
zentrationsbereichs keine Beeinflussung der Herzschlagfrequenz durch Clofibrinsdure.
Anhand der beobachteten Herzschlagfrequenzen konnte mittels Dunetts Test eine NOEC von

2796 umol/L bestimmt werden, die der hochsten untersuchten Konzentration entspricht.

180-
T T T T T
160d -1 | T |
c
£ T
£ 1
= 140-
2
T
120-
100 ——

K 1747 3495 699 1398 2796
Konzentration [pmol/L]

Abbildung 3-48: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhingigkeit von der Clofibrin-
sdure- Konzentration im Versuch mit Einstellung des pH-Wertes. Dargestellt
sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum.

In den beiden durchgefiihrten Versuchen haben sich pH-bedingt deutliche Toxizitéts-
unterschiede ergeben. Im Versuch ohne Einstellung des pH-Wertes konnte ein LCs¢(48h) von
185,4 pumol/L ermittelt werden, wahrend im Versuch mit pH-Einstellung keinerlei letale Ef-
fekte zu beobachten waren. Jedoch zeigten sich in beiden Versuchen nur wenige subletale
Effekte.
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Emblidge und DeLorenzo (2006) haben Clofibrinsédure in umweltrelevanten Konzent-
rationen (0,0005-4,7 pumol/L) untersucht. In ihren Tests an Fundulus heteroclitus zeigten sich
weder letale noch subletale Effekte.

Ferrari et al. (2003) untersuchten Embryonen des Zebrabérblings in einem 10-Tage
early-life-stage Test und geben eine NOEC(10d) von 3,3 pmol/L sowie eine LOEC(10d) von
6,5 umol/L basierend auf dem Schlupferfolg an. Henschel et al. (1997) geben eine LCsy(48h)
von 400,7 pmol/L fiir Embryonen des Zebrabérblings an, die recht gut mit der LCsy aus der
vorgestellten Untersuchung ohne pH-Wert-Einstellung von 185,4 umol/L {ibereinstimmt. Ne-
ben der Koagulation der Embryonen wurden auch das Auftreten von Odemen, fehlender
Herzschlag und Blutkreislauf, sowie die Reduktion der Herzschlagfrequenz auf unter 40% der
der Kontrollen als letale Effekte gewertet. Auch sie berichten von pH-Werten von unter 4,7
bei Konzentrationen tiber 1165 pmol/L. Die Autoren gehen auch davon aus, dass in dieser und
den Konzentrationen dariiber keine Unterscheidung von pH-bedingten und substanzspezifi-
schen Effekten moglich ist.

Nunes et al. (2005) untersuchten die Toxizitdt von Clofibrinsdure an Organismen mit
verschiedenen Salzpriaferenzen. In einem Test nach OECD 203 ermittelten sie fiir den euryha-
linen Moskitofisch, Gambusia holbrooki, eine LCsy(96h) von 2453,4 umol/L, die deutlich
iiber der in den vorgestellten Untersuchungen ermittelten LCsy(48h) liegt.

3.1.8.3 Fenofibrat

Aufgrund des logK, der Substanz von 4,3FS

wurden zwei Versuche im gleichen Kon-
zentrationsbereich einmal in der Wellplatte, einmal in Glas durchgefiihrt. Fenofibrat wurde
dabei bis zur Loslichkeitsgrenze in den Konzentrationen 41,0 pmol/L, 61,6 pmol/L, 92,4

umol/L, 138,6 pmol/L sowie 207,9 umol/L untersucht.

3.1.8.3.1 Untersuchung in der Wellplatte

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 22 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 10%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 5,6 % subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-107 zusammengefasst. Es
zeigten sich im untersuchten Konzentrationsbereich nur vereinzelt letale Effekte. Eine Be-
rechnung von LC,- Konzentrationen war daher nicht sinnvoll.

S+ logKow von Fenofibrinsiure
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Tabelle 3-107: Zusammenstellung der letalen Effekte von Fenofibrat wihrend der Exposition
in der Wellplatte (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 41,0 61,6 92,4 138,6 207,9
Koagulation 4 - - - - - -
8 - 1/20 - 1/20 - -
12 - 1/20 - 1/20 - -
24 1/20 3/20 - 3/20 1/20 -
36 2/20 3/20 - 3/20 1/20 -
48 2/20 3/20 1/20 3/20 1/20 -
gesamt [%] 48 10 15 5 15 5 -

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-108 zusammengefasst. Innerhalb
der 48-stiindigen Exposition der Embryonen gegeniiber Fenofibrat zeigten sich nur wenige
subletale Effekte bei maximal 35% der eingesetzten Embryonen einer Konzentration. Eine

Berechnung von Effektkonzentrationen war daher nicht sinnvoll.

Tabelle 3-108: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Fenofibrat wihrend der Exposi-
tion in der Wellplatte (K: Kontrolle, -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 41,0 61,6 92,4 138,6  207,9
keine Gastrulation 8 - - - 5/19 2/20 -
12 - - - 1/19 1/20 -
keine Schwanzablosung/ Somiten 24 - - 1/20 - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierte Augenanlage 24 - - 1/20 - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Kopf 24 - - 1/20 - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Schwanz 24 - 1/17 1/20 - - -
36 - 1/17 - - - -
48 - 1/17 - - - -
deformierte Wirbelsdule 24 - - 1/20 - - -
36 - - - - - -
48 - 1/17 - - - -
kein Blutkreislauf 36 1/18 1/17 1/20 1/17 - -
48 - 1/17 - 3/17 1/19 1/20
keine Pigmentierung 48 - - - - - 1/20
reduzierte Pigmentierung 48 - - - 4/17 4/19 5/20
Dotter6dem 48 1/18 1/17 - 517 2/19 3/20
Perikardodem 48 - 1/17 - 6/17 2/19 2/20
gesamt 48 1/18 1/17 - 6/17 2/19 3/20
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - 1/17 - -
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Wie Abbildung 3-49 zu entnehmen ist, zeigte sich im untersuchten Konzentrationsbe-
reich keine signifikante Beeinflussung der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurde
eine NOEC von 207,9 pmol/L ermittelt, die der hochsten getesteten Konzentration entspricht.
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Abbildung 3-49: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Fenofib-
rat-Konzentration beim Versuch in der Wellplatte. Dargestellt sind Mediane,
Quartile sowie Minimum und Maximum.

3.1.8.3.2 Untersuchung im Rollrandglas

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfihigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen vor Testbeginn in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte
sind im Anhang C in Tabelle 23 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.

Die beobachteten letalen Effekte sind in Tabelle 3-109 zusammengefasst. Es koagu-
lierte nur ein Embryo in 92,4 umol/L. Eine Berechnung von LCy- Konzentrationen war daher
nicht sinnvoll.
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Tabelle 3-109: Zusammenstellung der letalen Effekte von Fenofibrat wihrend der Exposition
im Rollrandglas (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 41,0 61,6 92,4 138,6 207,9
Koagulation 4 - - - - - -
24 - - - - - -
48 - - - 1/10 - -
gesamt [%] 48 - - - 10 -

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-110 zusammengefasst. Innerhalb
der 48-stiindigen Exposition der Embryonen gegeniiber Fenofibrat in den Rollrandglésern
zeigten sich nur wenige subletale Effekte. In den Konzentrationen 41,0 umol/L, 61,6 pmol/L
und 138,6 umol/L hatte jeweils ein Embryo Odeme an Dotter und Perikard ausgebildet. Der
Blutkreislauf war bei allen drei Keimen schwicher ausgebildet als bei den Kontrollembryo-
nen. In der hochsten untersuchten Konzentration zeigte nach 24 Stunden ein Embryo eine
verzogerte Entwicklung. Seine Augenanlage war nur unvollstindig ausgebildet und sein
Schwanz verkiirzt. Nach 48 Stunden fehlte ihm der Blutkreislauf, die Pigmentierung war re-
duziert und er hatte Odeme ausgebildet. Eine Berechnung von Effektkonzentrationen war
aufgrund der wenigen beobachteten Effekte nicht sinnvoll.

Tabelle 3-110: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Fenofibrat wihrend der Exposi-
tion im Rollrandglas (K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet)

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 41,0 61,6 92,4 138,6 2079
deformierte Augenanlage 24 - - - - - 1/10
48 - - - - - -
deformierter Schwanz 24 - - - - - 1/10
48 - - - - - -
kein Blutkreislauf 48 - - - - - 1/10
keine Pigmentierung 48 - - - - - -
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - 1/10
Dotterddem 48 - 1/10 1/10 - 1/10 1/10
Perikardodem 48 - 1/10 1/10 - 1/10 1/10
gesamt 48 - 1/10 1/10 - 1/10 1/10

Anhand der ermittelten Herzschlagfrequenzen konnte keine NOEC berechnet werden, da be-
reits ab der niedrigsten untersuchten Konzentration die Herzschlagfrequenz der exponierten
Embryonen signifikant reduziert war (Abbildung 3-50). Es wurde eine LOEC von 41,0
pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-50: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Fenofib-
rat-Konzentration beim Versuch im Rollrandglas. Dargestellt sind Mediane,
Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herz-
schlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05).

In den beiden durchgefiihrten Versuchen mit Fenofibrat zeigten sich lediglich Unterschiede in
der Herzschlagfrequenz der exponierten Embryonen. Wihrend sich bei den Embryonen in der
Wellplatte keine signifikante Beeinflussung der Herzschlagfrequenz zeigte, war bei den Emb-
ryonen im Rollrandglas die Herzschlagfrequenz bis in die niedrigste untersuchte
Konzentration signifikant reduziert. Es ist unklar, ob die Wahl des Materials der Testgefille
die Ursache fiir diese Beobachtung ist.

Aufgrund der wenigen beobachteten Effekte ist ein Vergleich mit Literaturdaten nicht mog-
lich.

3.1.8.4 Lipid- Senker- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die drei Substanzen Bezafibrat, Clofibrinsidure und Fenofibrat als Einzel-
stoffe untersucht. Es zeigten sich bei allen drei untersuchten Substanzen bis zur
Loslichkeitsgrenze nur vereinzelt letale Effekte. Die Ausnahme ist hier der Versuch mit Clo-
fibrinsdure ohne pH- Wert-Einstellung. Hier zeigte sich pH-bedingt die Koagulation der
Embryonen ab einer Konzentration von 262,1 pmol/L.

Auch subletale Effekte zeigten sich bei allen drei Stoffen nur vereinzelt, wobei dhnli-
che Effekte, d.h. eine Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufs und der
Pigmentierung sowie Odeme zu beobachten waren (Abbildung 3-51).
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Abbildung 3-51: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Emb-
ryonen gegeniiber den beiden Lipid-Senkern Bezafibrat und Fenofibrat sowie des Lipid-
Senker-Metaboliten Clofibrinséure (sw: keine Schwanzablésung vom Dotter; So def: Somi-
tendeformation; Sw def: Schwanzdeformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def:
Kopfdeformation; A def: Augendeformation; Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe:
Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

In der Humanmedizin werden die beiden Fibrate Bezafibrat und Fenofibrat als Lipid-
Senker eingesetzt. Diese Substanzen fithren zu einer Senkung der Cholesterin- und Triglyce-
ridkonzentration im Blutplasma. Dies geschieht indem {iiber eine Klasse nukleédrer
Transkriptionsfaktoren, die Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR-a), meh-
rere Stoffwechselwege der Lipoproteine in der Leberzelle beeinflusst werden. Die Fibrate
binden an die PPAR-a und aktivieren die Transkription mehrerer Gene, die den Lipoprotein-
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Metabolismus kontrollieren (Forth et al., 2001). Sie aktivieren tiberdies wahrscheinlich die
Lipoprotein-Lipase, welche LDL (low density lipoproteins) in HDL (high density lipopro-
teins) umwandelt und damit die Plasma-Triglycerid-Konzentration herabsetzt. PPARs wurden
in Fischen nachgewiesen (Ibabe et al., 2002). Ibabe et al. (2005a) konnten zeigen, dass die
PPAR-Rezeptoren bereits in sieben Tage alten Larven von Danio rerio expremiert werden
und ihre Gewebsverteilung dhnlich der in adulten Zebrabédrblingen ist. Sie spielen zudem eine
wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung und Differenzierung verschiedener Gewebe in
Saugern. Fibrate sind Aktivatoren der PPARs, wie Ibabe et al. (2005b) fiir Clofibrinsdure in
einem Konzentrationsbereich von 0,5 bis 2 mM zeigen konnten.
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3.1.9 Pflanzenschutzmittel (PSM)

3.1.9.1 Carbaryl

In Anlehnung an Schulte (1997) wurde Carbaryl in den Konzentrationen 10,9 pmol/L,
16,3 pmol/L, 24,4umol/L, 36,3 pmol/L sowie 54,2 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 9 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen keine letalen und
nur bei maximal 5% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-111 zusammengefasst. Ab
24,4 umol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte.
In den Konzentrationen 36,3 und 54,2 umol/L waren nach 12 Stunden bereits acht bzw. 16
Embryonen koaguliert. Es wurde eine LCso(48h) von 39,4 umol/L (r*: 0,975, b: 7,581, LC:
26,7 umol/L) berechnet.

Tabelle 3-111: Zusammenstellung der letalen Effekte von Carbaryl (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 10,9 16,3 24,4 36,3 54,2
Koagulation 4 - - - - - -
8 - 1/20 - - 6/20 16/20
12 - 1/20 - - 8/20 16/20
24 - 1/20 - 1/20 8/20 16/20
36 - 1/20 - 1/20 8/20 17/20
48 - 1/20 - 1/20 8/20 17/20
gesamt [%] 48 - 5 - 5 40 85

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle 3-112zusammenfassend dargestellt. In
den Konzentrationen 24,4 und 36,3 pmol/L zeigten nach 8 Stunden 15% bzw. 14,3% der
Embryonen keine Gastrulation. Vereinzelt zeigten sich nach 24 Stunden eine verzogerte
Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an Augen, Kopf, Schwanz und Wirbel-
siule. Auch konnten eine Beeintrichtigung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme beobachtet
werden. Effekte auf die Pigmentierung traten bis in die niedrigste untersuchte Konzentration
auf.
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Tabelle 3-112: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Carbaryl (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 10,9 16,3 24,4 36,3 54,2
keine Gastrulation 8 - - - 3/20 2/14 -
12 - - - - - -
keine Schwanzablésung 24 - - - 1/19 - 2/4
36 - - - - - -
48 - - - - - -
keine oder deformierte Somitenanlage 24 - - - 1/19 - 1/4
36 - - - - - -
48 - - - - - -
deformierter Augen 24 - - - 2/19 - 2/4
36 - - - - - -
48 - - - - - -
Schwanzdeformation 24 - - - 1/19 - 1/4
36 - - - - - -
48 - - - - - -
Wirbelsdulendeformation 24 - - - 1/19 - 1/4
36 - - - - - -
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - - 1/3
48 - - - 1/19 - -
kein Blutkreislauf 36 6/20 2/19 7/20 10/19 6/12 3/3
48 - - - 2/19 7/12 3/3
keine Pigmentierung 48 - 1/19 - - 2/12 1/3
reduzierte Pigmentierung 48 1/20 2/19 1/20 4/19 4/12 2/3
Dotter6dem 48 - - 1/20 3/19 7/12 2/3
Perikardodem 48 1/20 - 1/20 1/19 - 2/3
gesamt 48 1/20 - 2/20 4/19 7/12 3/3

Wie Abbildung 3-51 zu entnehmen ist, zeigte sich ab der Konzentration 24,4 umol/L
eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle. Es wurden
mittels Dunetts-Test eine NOEC von 16,3 pmol/L sowie eine LOEC von 24,4 pmol/L berech-
net.
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Abbildung 3-52: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Carbaryl-
Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maxi-
mum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-113 zusammengestellt.

Tabelle 3-113: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Carbaryl.

Effekt Zeit [h] [umol/L]
LCsp 48 39,4
ECs, kein Blutkreislauf 48 34,2
ECso Odeme 48 33,7
ECsy Pigmentierung 48 25,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 16,3
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 24,4

In Untersuchungen von Schulte (1997) mit Carbaryl zeigten sich dhnliche Effekte.
Auch er konnte zeigen, dass die letale Wirkung von Carbaryl auf frithe Einfliisse zurtickzufiih-
ren ist. Sowohl in seiner als auch in der vorgestellten Untersuchung koagulierten die meisten
Embryonen innerhalb von 8 Stunden. Er ermittelte eine LCs(48h) von 23,4 pmol/L basierend
auf allen vier letalen Endpunkten. Diese stimmt recht gut mit der ermittelten LCso(48h) von
39,4 umol/L, basierend auf den koagulierten Embryonen tiberein. Er beschreibt zudem De-
formationen der hohen Blastula und der Gastrulationsstadien sowie eine verzogerte
Gastrulation und Somitenbildung, Effekte die in der vorgestellten Untersuchung nur vereinzelt
beobachtet werden konnten. Ubereinstimmend zeigten sich eine reduzierte Herzschlagfre-
quenz, fehlender Blutkreislauf sowie Odeme und Deformationen.
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Weis und Weis (1974) konnten sowohl einen Entwicklungsarrest als auch eine Beeinf-
lussung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems in Embryonen von Fundulus heteroclitus
zeigen. Solomon und Weis (1979) beobachteten Kreislaufanomalien wihrend der Entwick-
lung des Medakas (Oryzias latipes) in Form von Defekten in der Herzmorphologie,
Perikardodemen, unregelméfBigem Herzschlag sowie Verklumpung der Blutkérperchen. Todd
& van Leeuwen (2002) berichten von einer Verzégerung der Entwicklung und des Schlupfes
von Embryonen des Zebrabédrblings bei der Exposition gegeniiber Verdiinnungen des Carba-

ryl-Insektizids Sevin.

3.1.9.2 Malathion

Malathion wurde in den Konzentrationen 9,1 umol/L, 18,2 umol/L, 36,3 umol/L, 72,7
umol/L, 145,3 umol/L sowie 290,6 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen vor Testbeginn in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte
sind im Anhang C in Tabelle 27 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 10%
der eingesetzten Embryonen letale bzw. subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-114 zusammengefasst. Es
zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhdngige Zunahme der letalen Effekte, wobei in den
drei hochsten untersuchten Konzentrationen alle eingesetzten Embryonen innerhalb der 48-
stindigen Expositionsdauer koagulierten. Es wurde eine LCso(48h) von 25,5 umol/L (r*: 1,0,
b: 10,341, LCjp: 19,1 pmol/L) berechnet.

Tabelle 3-114: Zusammenstellung der letalen Effekte von Malathion (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 9,1 18,2 36,3 72,7 1453 290,6
Koagulation 4 - - - - - - 1/20
8 - - - - 8/20 19/20 20/20
12 - - - 2/20 16/20 20/20 20/20
24 - - - 2/20 19/20 20/20 20/20
36 - - 1/20 2/20 19/20 20/20 20/20
48 2/22 1/19 3/20 19/20 20/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 9 5 15 95 100 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-115 zusammenfassend dargestellt. Nach 8 Stunden zeigten ab 18,2 pmol/L
konzentrationsabhidngig Embryonen keine Gastrulation. Auch konnten Effekte auf die
Schwanzablésung vom Dotter sowie Deformationen an Augen, Kopf und Schwanz beobachtet
werden. Eine Beeintrichtigung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme traten bis in die nied-
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rigste untersucht Konzentration auf. Auch zeigte sich bis in die niedrigste Konzentration eine
Beeinflussung der Pigmentierung. Die Otolithen fehlten bei dem einzigen nicht-koagulierten
Embryo in 36,3 umol/L

Tabelle 3-115: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Malathion (K: Kontrolle; koa:
alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 9,1 18,2 36,3 72,7 145,3  290,6
keine Gastrulation 8 - - 3/20 15/20  10/12 1/1 koa
12 - - - - - koa koa
keine Schwanzablosung 24 - - - 1/18 11 koa koa
36 - - - - 1/1 koa koa
48 - - - 11 koa koa koa
keine oder deformierte Somiten 24 - 1/19 9/20 18/18 - koa koa
36 - - - - - koa koa
48 - - - - koa koa koa
keine / deformierte Augenanlage 24 - 1/19 9/20 18/18 1/1 koa koa
36 - - - - 1/1 koa koa
48 - - - 11 koa koa koa
deformierter Kopf 24 - - - 2/18 1/1 koa koa
36 - - - - 1/1 koa koa
48 - - - 1/1 koa koa koa
deformierter Schwanz 24 - 1/19 10/20  18/18 1/1 koa koa
36 - - - 18/18 1/1 koa koa
48 - 3/19 13/17 1/1 koa koa koa
kein Herzschlag 36 - - 11/19  18/18 171 koa koa
48 - 1/19 5/17 1/1 koa koa koa
kein Blutkreislauf 36 14/22  19/19  19/19  18/18 1/1 koa koa
48 1/20 18/18  17/17 1/1 koa koa koa
keine Pigmentierung 48 - 1/18 517 1/1 koa koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 13/18  12/17 - koa koa koa
Dotterodem 48 - 18/18  17/17 1/1 koa koa koa
Perikardédem 48 - 1718  17/17 1/1 koa koa koa
gesamt 48 - 18/18  17/17 11 koa koa koa
keine Otolithen 48 - - - 1/1 koa koa koa

Wie Abbildung 3-53 zu entnehmen ist, zeigte sich bereits ab der niedrigsten untersuch-
ten Konzentration eine signifikante Verringerung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle. Eine Berechnung einer NOEC war daher nicht moglich. Mittels Dunetts-Test wur-
de eine LOEC von 9,1 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-53: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Malathi-
on-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-116 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-116: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Malathion (aE: bis in die nied-
rigste untersuchte Konzentration zeigen alle Embryonen diesen Effekt; -: keine

Angabe moglich).

Effekt Zeit [h] [mmol/L]
LCsp 48 25,5
ECs) kein Herzschlag 48 20,3
ECs, kein Blutkreislauf 48 aE
EC5o Odeme 48 aE
EC;s, Pigmentierung 48 7,2
ECs, Schwanzdeformation 48 13,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 9,1

Schulte (1997) gibt fiir Malathion, basierend auf allen vier letalen Endpunkten eine
LCs0(48h) von 18,8 umol/L an, die recht gut mit der in den vorliegenden Untersuchungen,
basierend ausschlieBlich auf den koagulierten Embryonen ermittelten LCsy von 25,5 umol/L
tibereinstimmt. Er berichtet zudem von Entwicklungsstérungen wéhrend der Gastrulation und
der Anlage der ersten Somiten sowie fehlendem Blutkreislauf. Auch konnten Odeme, Defor-
mationen und eine reduzierte Herzschlagfrequenz beobachtet werden. Ahnliche Effekte
wurden auch im vorgestellten Experiment beobachtet.
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Cook et al. (2005) exponierten Embryonen des Zebrabarblings gegentiber Malathion in
Konzentrationen von 1,5 bis 9,1 pmol/L. In den Konzentrationen 1,5 bis 4,5 pmol/L schliipf-
ten die Embryonen eher aus dem Chorion als in den Konzentrationen 6,1 bis 9,1 umol/L. Die
Embryonen dieser Konzentrationen zeigten zudem eine signifikant reduzierte Korperldnge
und auch einen kleineren Augendurchmesser. Die Autoren sehen darin Indikatoren fiir terato-
gene Effekte der Substanz.

Ansari und Kumar (1986) berichten von Skelettmissbildungen in sich entwickelnden
Zebrabérblingen wihrend der Exposition gegentiber Malathion. Entsprechende Effekte wur-
den auch in adulten Tieren beobachtet (Kumar und Ansari, 1984). Ahnliche Effekte konnten
auch fiir andere Fischarten gezeigt werden (Cook et al., 2005). Solomon und Weis (1979)
konnten Kreislaufanomalien in Form von Defekten in der Herzmorphologie, Perikardédemen,
unregelméfBigem Herzschlag sowie Verklumpung der Blutkorperchen wéhrend der Entwick-
lung des Medakas (Oryzias latipes) beobachten.

Fraysse et al. (2006) berichten von Perikard- und Dotterddemen sowie von Schwanz-
deformationen bei der Exposition von Embryonen des Zebrabérblings gegeniiber Malathion.

3.1.9.3 Parathion

Nach einem Vorversuch wurde Parathion in den Konzentrationen 19 pmol/L, 28,5
umol/L, 42,7 pmol/L, 64,1 umol/L sowie 96,2 umol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 35 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 6,3%
der eingesetzten Embryonen letale bzw. subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-117 zusammengefasst. Ab der
Konzentration 28,5 pmol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der
letalen Effekte. Es konnte eine LCs¢(48h) von 32,5 umol/L (r2: 1,000, b: 10,537, LCyy: 24.6
pmol/L) ermittelt werden.

Tabelle 3-117: Zusammenstellung der letalen Effekte von Parathion-methyl (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 19,0 28,5 42,7 64,1 96,2
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - 1/19 13/20 18/20 18/20
12 - - 4/19 16/20 20/20 20/20
24 1/17 - 4/19 18/20 20/20 20/20
36 1/17 - 5/19 18/20 20/20 20/20
48 1/17 - 6/19 18/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 6 - 32 90 100 100
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Die wihrend der 48-stiindigen Exposition der Embryonen beobachteten subletalen Ef-
fekte sind in Tabelle 3-118 zusammenfassend dargestellt. Nach 8 Stunden zeigten ab 28,5
pumol/L konzentrationsabhéngig Embryonen keine Gastrulation. Vereinzelt zeigten sich Effek-
te auf die Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an Somiten, Augen und Kopf.
Deformationen an Schwanz und Wirbelsdule waren ab der niedrigsten untersuchten Konzent-
ration bzw. ab 28,5 umol/L konzentrationsabhingig zu beobachten. Effekte auf das Herz-
Kreislaufsystem und Odeme traten ebenfalls ab der niedrigsten untersuchten Konzentration
auf, ebenso eine Beeintrachtigung der Pigmentierung. Die Otolithen fehlten bei einem von

zwel nicht-koagulierten Embryonen in 42,7 pmol/L.

Tabelle 3-118: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Parathion-methyl (K: Kontrolle;
-: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 19,0 28,5 42,7 64,1 96,2
keine Gastrulation 8 - - 2/18 4/7 2/2 2/2
keine Schwanzablosung 24 - - 1/15 172 koa koa
36 - - - 172 koa koa
48 - - - 172 koa koa
keine oder deformierte Somitenanlage 24 - - 1/15 1/2 koa koa
36 - - - 172 koa koa
48 - - - 172 koa koa
keine oder deformierte Augenanlage 24 - - 1/15 1/2 koa koa
36 - - - 172 koa koa
48 - - - 1/2 koa koa
deformierter Kopf 24 - - 1/15 1/2 koa koa
36 - - - 12 koa koa
48 - - - 12 koa koa
deformierter Schwanz 24 - - 1/15 12 koa koa
36 - - 2/14 2/2 koa koa
48 - 3/19 5/13 2/2 koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - 1/15 12 koa koa
36 - - - 12 koa koa
48 - - 2/13 12 koa koa
kein Herzschlag 36 - - 1/14 1/2 koa koa
48 - - - 12 koa koa
kein Blutkreislauf 36 4/16 14/19 13/14 2/2 koa koa
48 1/16 3/19 6/13 2/2 koa koa
keine Pigmentierung 48 - - 4/13 1/2 koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 4/19 5/13 1/2 koa koa
Dotterédem 48 - 7/19 9/13 12 koa koa
Perikardédem 48 1/16 2/19 7/13 172 koa koa
gesamt 48 1/16 8/19 10/13 1/2 koa koa
keine Otolithen 48 - - - 172 koa koa
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Wie Abbildung 3-54 zu entnehmen ist, zeigte sich bereits ab der niedrigsten untersuch-
ten Konzentration eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle. Eine Berechnung einer NOEC war daher nicht moglich. Es wurde eine LOEC von
19 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 3-54: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der
Parathion-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum
(*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05,
Dunetts-Test; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCso, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-119zusammengestellt.

Tabelle 3-119: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Parathion (-: keine Angabe mog-

lich).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs, 48 32,5
ECs, kein Herzschlag 48 42,7
ECs, kein Blutkreislauf 48 29.3
EC5o Odeme 48 20,6
EC;s, Pigmentierung 48 243
ECs, Schwanzdeformation 48 29,7
EC;5, Wirbelsdulendeformation 48 42,2
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 19,0

In der Literatur finden sich LCso(48h)-Werte fiir adulte Zebrabérblinge von 8,2 bis
21,4 umol/L (Roex et al., 2002a). Der im Test ermittelte Wert von 32,5 pmol/L liegt etwas
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dariiber. Subletal zeigten sich v.a. Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem. Weis und Weis
(1974) beschreiben eine Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems in Embryo-
nen von Fundulus heteroclitus. Solomon und Weis (1979) berichten ebenfalls von
Kreislaufanomalien wéhrend der Entwicklung des Medakas (Oryzias latipes) in Form von
Defekten in der Herzmorphologie, Perikardddemen, unregelméfigem Herzschlag sowie Ver-
klumpung der Blutkorperchen. Roex et al. (2002b) konnten einen negativen Effekte von
Parathion auf das Wachstum der frithen Lebensstadien von Danio rerio ab einer Konzentrati-
on von 0,08 umol/L zeigen , wobei das Wachstum tiber das Feuchtgewicht der Tiere bestimmt
worden war.

3.1.9.4 Pflanzenschutzmittel- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die drei Acetylcholinesteraseshemmer Carbaryl, Malathion und Parathion als
Einzelstoffe untersucht. Alle drei Substanzen sind in ihrer Toxizitdt auf die Embryonen des
Zebrabdrblings vergleichbar. Wie Tabelle 3-120 zu entnehmen ist, liegen die berechneten
LCs0o-Werte nach 48 Stunden in einem dhnlichen Bereich.

Tabelle 3-120: Darstellung der anhand der beobachteten letalen Effekte berechneten LCso-
Werte nach 48 Stunden fiir die drei Pflanzenschutzmittel.

LCs0(48h), [umol/L]
Carbaryl Malathion Parathion

39,4 25,5 32,5

Wie Abbildung 3-55 zu entnehmen ist, zeigten sich bei allen drei Substanzen Effekte
auf das Herz-Kreislaufsystem und die Pigmentierung, auch wurden bei allen drei Stoffen
Odeme beobachtet. Auffillig ist dabei, dass die geringsten Effekte bei Carbaryl zu beobachten
waren. Ebenso zeigten sich im Einzelsubstanzversuch mit Carbaryl keine Deformationen oder
Effekte auf die Otolithen, wie sie bei Malathion und Parathion zu beobachten waren. Bei allen
drei Stoffen traten jedoch bereits Effekte an den frithen Entwicklungsstadien der Embryonen
sowie eine konzentrationsabhingige Reduktion der Herzschlagfrequenz auf.

Fiir alle drei Substanzen werden zudem auch in der Literatur dhnliche Effekte be-
schrieben (Solomon und Weis, 1979).
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Abbildung 3-55: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Emb-
ryonen gegeniiber den drei Acetylcholinesterasehemmern Carbaryl; Malathion; Parathion (sw:
keine Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeforma-
tion; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation;
Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmen-
tierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

Alle drei untersuchten Stoffe wirken als Acetylcholinesterase (AChE)-hemmer. Die
AChE katalysiert die Spaltung des Neurotransmitters Acetylcholin in Cholin und Acetat. Die-
se Reaktion ist notwendig, damit sich die cholinergen Neuronen nach ihrer Aktivierung
erholen konnen (Wishart, 2006). Carbaryl hemmt das Enzym dabei durch Carbamylation, oh-
ne es jedoch strukturell zu verdndern. Es kommt zu einer Anlagerung der Substanz im
anionischen Zentrum des Enzyms und Carbamylierung des esteratischen Zentrums, was
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schlieBlich die Hemmung der AChE zur Folge hat (Schulte, 1997). Die Wirkung ist reversi-
bel, jedoch erfolgt die Decarbamylierung wesentlich langsamer als die Spaltung von
Acetylcholin. Malathion und Parathion werden im Organismus metabolisch aktiviert und in
die stirker toxischen Substanzen Malaoxon bzw. Paraoxon umgewandelt, die hemmend auf
die Acetylcholinesterase wirken. Es wird eine langandauernde, irreversible Hemmung des
Enzyms durch Phosphorylierung eines Serinrestes im esteratischen Zentrum erreicht (Forth et
al, 2001). Die Hemmung der AChE bewirkt eine Akkukumulation von Acetylcholin an den
postsynaptischen Rezeptoren, was zu einer Stérung der neuromuskuldren Erregungsleitung
mit Ubererregung aller muskarin- und nikotinartigen cholinergen Rezeptoren, sowohl im ZNS
als auch im Herzen, fiihrt (Vetpharm, 2006). Die Rolle des Neurotransmitters Acetylcholin bei
der Embryonalentwicklung ist noch nicht vollstidndig geklart (Schulte, 1997).
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3.1.10 Spasmolytika

3.1.10.1 Coffein

Nach mehreren Vorversuchen wurde Coffein in den Konzentrationen 2574,7 pmol/l,
3604,5 pmol/L, 5793 pmol/L, 8689,5 umol/L sowie 13034,2 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfidhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
l6sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 15 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen weder letale noch
subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-121 zusammengefasst. Ab
3604,5 umol/L zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der letalen Effek-
te. Nach 24 bzw. 36 Stunden waren in den beiden hochsten Konzentrationen alle eingesetzten
Embryonen koaguliert. In der niedrigsten untersuchten Konzentration trat dagegen keine Koa-
gulation der Embryonen auf. Es wurde eine LCso(48h) von 4362,7 umol/L (r*: 0,936; b:
6,390; LCyo: 2750,6 umol/L) ermittelt.

Tabelle 3-121: Zusammenstellung der letalen Effekte von Coffein (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 2574,7 3604,5 5793,0 8689,5 13034,2
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - 2/20 7/20 13/20 14/20
12 - - 3/20 8/20 18/20 17/20
24 - - 6/20 13/20 19/20 20/20
36 - - 6/20 13/20 19/20 20/20
48 - - 7/20 15/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - - 35 75 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachten subletalen Effekt sind in Tabelle
3-122 zusammenfassend dargestellt.

Es zeigte sich ab 360,4,5 pumol/L nach 8 Stunden und 12 Stunden bei einzelnen Emb-
ryonen eine verzogerte Entwicklung. Es konnten Effekte auf die Schwanzablésung vom
Dotter und die Somitenanlage sowie Deformationen an Augen und Kopf beobachtet werden.
Es zeigten sich zudem bis in die niedrigste untersuchte Konzentration Deformationen an
Schwanz und Wirbelsiule, eine Beeintrichtigung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme so-
wie eine reduzierte bzw. fehlende Pigmentierung. Ab Konzentration 3604,5 pmol/L waren
konzentrationsabhidngig zudem keine Otolithen angelegt.
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Tabelle 3-122: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Coffein (K: Kontrolle; koa: alle
eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht

beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 2574,7 3604,5 5793,0 8689,5 13034,2
keine Gastrulation 8 - - 3/18 7/13 3/7 1/6
12 - - 2/17 1/12 - -
keine Schwanzablosung 24 - - 1/14 6/7 1/1 koa
36 - - - 6/7 1/1 koa
48 - - - 2/5 koa koa
keine oder deformierte Somiten 24 - - - 4/7 - koa
36 - - - 6/7 - koa
48 - - - 1/5 koa koa
deformierter Augen 24 - - 10/14 6/7 1/1 koa
36 - - - 6/7 1/1 koa
48 - - - 5/5 koa koa
deformierter Kopf 24 - - - 6/7 - koa
36 - - - 6/7 - koa
48 - - 2/13 5/5 koa koa
deformierter Schwanz 24 - - 9/14 7/7 11 koa
36 - 1/20 14/14 77 11 koa
48 - 17/20 13/13 5/5 koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - 3/7 - koa
36 - 1/20 7/14 3/7 - koa
48 - 17/20 13/13 5/5 koa koa
kein Herzschlag 36 - - 1/14 7/7 1/1 koa
48 - - 6/13 5/5 koa koa
kein Blutkreislauf 36 1/20 20/20 14/14 7/7 1/1 koa
48 - 20/20 13/13 5/5 koa koa
keine Pigmentierung 48 - - 1/13 4/5 koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - 12/20 12/13 /5 koa koa
Dotterodem 48 - 20/20 12/13 2/5 koa koa
Perikardédem 48 - 20/20 10/13 1/5 koa koa
gesamt 48 - 20/20 12/13 2/5 koa koa
Keine Otolithen 48 - - 1/13 5/5 koa koa

Wie Abbildung 3-56 zu entnehmen ist, zeigte sich bereits ab der niedrigsten untersuch-
ten Konzentration eine deutliche Verringerung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle. Eine Berechnung einer NOEC war daher nicht moglich. Mittels Dunetts Test wurde
eine LOEC von 2574,7 umol/L ermittelt.
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Abbildung 3-56: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhdngigkeit von der Coffein-
Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maxi-
mum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur
Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag
feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

In einem Vorversuch wurden mittels Williams Test eine NOEC von 412 umol/L und
eine NOEC von 824 umol/L ermittelt (Abbildung 3-57).
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Abbildung 3-57: Herzschlidge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Coffein-
Konzentration im Vorversuch. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Mini-
mum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im
Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test).
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Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-123 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-123: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Coffein.

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs 48 4362,7
ECs, kein Herzschlag 48 3802,0
ECj5 kein Blutkreislauf 48 aE
ECso Pigmentierung 48 2498,5
ECsy Schwanzdeformation 48 21449
ECsy Schwanzablosung 48 6009.,9
ECs Wirbelsdulendeformation 48 21449
ECsy Somitenanlage 48 6318,3
EC5o Augendeformation 48 5384.,8
EC5y Kopfdeformation 48 5207,4
ECj5, Otolithen 48 4857,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 412,0
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 824,0

Vergleicht man die berechnete LCs¢(48h) von 4362,7 umol/L mit Angaben aus der Li-
teratur fiir Poecilia reticulata (LCso(96h): 1416,1 umol/L; Merck, 2005), so zeigt sich, dass
der Embryo weniger sensitiv reagiert hat. In der Literatur finden sich zwei Studien zur Unter-
suchung von Coffein an Embryonen von Pimephales promelas. Moore et al. (2008)
ermittelten in Versuchen mit <24h alten Tieren eine LCsy(48h) von 515 pmol/L. DeYoung et
al. (1996) ermittelten in ihren Untersuchungen eine LCsy von 3707,5 umol/L, die recht gut mit
der, in den vorgestellten Versuchen ermittelten LCsy(48h) von 4362,7 pmol/L tibereinstimmt.
Sie berichten zudem von teratogenen Effekten in Form von Schwanz-, Wirbelsdulen-, Kopf-
und Augendeformationen. Auch zeigten sich Defekte am Herz sowie Odeme, Effekte die auch
in der vorgestellten Untersuchung zu beobachten waren.

3.1.10.2 Theophyllin

Theophyllin wurde in den Konzentrationen 1429,4 pumol/L, 3287,6 umol/L, 7561,4
umol/L, 17391,3 umol/l sowie 40000 umol/L untersucht, wobei die hochste Konzentration
kurz unterhalb der Loslichkeitsgrenze der Substanz lag.

Sauerstoffsittigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 44 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 5,3% subletale Effekte zu beobachten
waren.
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Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-124 zusammengefasst. Im un-
tersuchten Konzentrationsbereich koagulierten nur zwei Embryonen in der hochsten
untersuchten Konzentration, so dass keine Berechnung der LCs¢(48h) moglich war. Bezieht
man jedoch alle vier, urspriinglich durch Schulte und Nagel (1994) als letal definierten End-
punkte in die Berechnung mit ein (2.3), so ergibt sich eine LCs¢(48h) von 20881,9 umol/L (1
1,000; b: 12,924; LC(:14117,6 pmol/L).

Tabelle 3-124: Zusammenstellung der letalen Effekte von Theophyllin (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 1429,4 3287,6 7561,4 17391,3 40000
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 1/20 - - - - 2/20
36 1/20 - - - - 2/20
48 1/20 - - - - 2/20
gesamt [%] 48 5 - - - - 10

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-125 zusammengefasst. In der hochsten untersuchten Konzentration zeigten nach 8
bzw. 12 Stunden 10% bzw. 5% der Embryonen keine Gastrulation. Auch waren Effekte auf
Schwanzablésung und Somiten zu beobachten. Es zeigten sich auBerdem Deformationen an
Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsédule. Bis in die niedrigste untersuchte Konzentration war-
en eine Beeintrichtigung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme zu beobachten. Die
Pigmentierung war ab 7561,4 pmol/L konzentrationsabhidngig reduziert bzw. nicht angelegt.
Deutliche Effekte auf die Otolithen (>10%) waren erst in der hochsten untersuchten Konzent-
ration zu beobachten.
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Tabelle 3-125: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Theophyllin (K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 1429,4 3287,6 7561,4 17391,3 40000
keine Gastrulation 8 - - - - - 2/20
12 - - - - - 1/20
keine Schwanzablosung 24 - 1/20 - - - 10/18
36 - 1/20 - - - 7/18
48 - 1/20 - - - 6/18
keine oder deformierte Somitenanlage 24 - 1/20 - - - 6/18
36 - 1/20 - - - 6/18
48 - 1/20 - - - 6/18
keine/ deformierte Augenanlage 24 - 1/20 - - 11/20 18/18
36 - 1/20 - - - 14/18
48 - 1/20 - - 1/20 10/18
deformierter Kopf 24 - 1/20 - - - 7/18
36 - 1/20 - - - 6/18
48 - 1/20 - 15/20 19/20 17/18
deformierter Schwanz 24 - 1/20 - - - 18/18
36 - 1/20 - - 19/20 18/18
48 - 1/20 2/20 2020 20/20 18/18
deformierte Wirbelsdule 24 - 1/20 - - - 6/18
36 - 1/20 - - - 7/18
48 - 1/20 - 2020  20/20 18/18
kein Herzschlag 36 - 1/20 - - - 18/18
48 - 1/20 - 1/20 6/20 18/18
kein Blutkreislauf 36 - 3/20 7/20 20/20  20/20 18/18
48 - 2/20 1020 20/20  20/20 18/18
keine Pigmentierung 48 1/19 1/20 - - 1/20 17/18
reduzierte Pigmentierung 48 - - - 2/20 16/20 1/18
Dotterddem 48 - 1/20 13/20  20/20 12/20 -
Perikardodem 48 - - 5120 19/20 13/20 1/18
gesamt 48 - 1/20 14/20  20/20 17/20 1/18
keine Otolithen 48 - 1/20 - - 1/20 17/18

Wie Abbildung 3-58 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 3287,6 pmol/L im Vergleich zu
den Kontrollembryonen eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Es wurden eine
NOEC von 1429,4 umol/L sowie eine LOEC von 3287,6 pmol/L mittels Dunetts-Test be-
stimmt.
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Abbildung 3-58: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Theophyl-
lin- Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdanderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-126 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 3-126: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir Theophyllin (n.d.: nicht be-
stimmbar aus mathematischen Griinden).

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs 48 20881,9
ECs, kein Herzschlag 48 20802,8
ECs, kein Blutkreislauf 48 31492
ECs, Pigmentierung 48 12695,8
ECs, Schwanzdeformation 48 4561,9
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 49859
ECsy Augendeformation 48 37444,9
EC5y Kopfdeformation 48 6063,93
EC5, Otolithen 48 26564,7
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 1429.,4
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 3287,6

Zeller (1995) beschreibt in ihren Untersuchungen dhnliche Effekte von Theophyllin
auf die Embryonen des Zebrabirblings. Auch in ihren Versuchen traten eine Beeinflussung
der Entwicklung des Blutkreislaufsystems, Odeme, Deformationen sowie eine reduzierte
Pigmentierung auf. Sie beschreibt zudem eine Beeinflussung der Spontanbewegungsrate der
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Embryonen bis ihn zu Krampfanfillen. Diese Effekte konnten in der vorgestellten Untersu-
chung nicht beobachtet werden. In ihren Untersuchungen zeigte sich zudem ab einer
Konzentration von 31,3 umol/L eine signifikante Erh6hung, ab 5120 pmol/L eine signifikante
Reduktion der Herzschlagfrequenz. Im vorgestellten Versuch war dies ab 3300 umol/L der
Fall.

Im Tierversuch zeigten sich nach i.p.-Gabe der Substanz teratogene Effekte an Méusen
in Form von Gaumenspalten und Missbildungen der Zehen. Es werden auch kardiovaskuldre
Missbildungen diskutiert. Auch in den vorgestellten Untersuchungen zeigten sich massive
Deformationen an Kopf, Schwanz, Augen und Wirbelsdule der exponierten Embryonen.

Es werden eine Reihe von Nebenwirkungen beschrieben, die bei der Einnahme durch
den Menschen auftreten konnen (Altana Pharma, 2004). Von diesen Effekten zeigten sich
beim Embryo Arrhythmien und Tachykardie.

3.1.10.3 Spasmolytika- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden Coffein und Theophyllin als Einzelstoffe untersucht. Die Toxizitdt von
Coffein war in den vorgestellten Untersuchungen mit einer LCso(48h) von 4362,7 umol/L
grofler als die von Theophyllin. Theophyllin wurde bis zur Loslichkeitsgrenze untersucht. In
diesem Konzentrationsbereich koagulierten nur zwei Embryonen. Bezieht man den Endpunkt
»fehlender Herzschlag™ als letalen Parameter mit in die Auswertung ein so ergibt sich eine
LCs0(48h) von 20881,9 umol/L.

Es zeigten sich bei beiden Substanzen vergleichbare subletale Effekte in Form von De-
formationen, einer Beeinflussung des Blutkreislaufs, der Pigmentierung sowie des
Herzschlages. Auch konnten bei beiden Odeme beobachtet werden. Bei beiden Substanzen
fehlten Embryonen die Otolithen (Abbildung 3-59).
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Abbildung 3-59: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber den beiden Spasmolytika Coffein und Theophyllin (sw: keine
Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanz-
deformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def:
Augendeformation; Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P:
reduzierte oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

In der Literatur werden fiir beide Substanzen dhnliche Wirkmechanismen beschrieben.
Es werden drei verschiedene, konzentrationsabhidngige Hauptwirkmechanismen diskutiert
(Forth et al., 2001). Sie blockieren zum einen Adenosin-Rezeptoren und heben damit deren
dampfenden Einfluss auf Herz und ZNS auf. Zum anderen wirken sie als Phosphodiesterase-
Hemmstoffe und inhibieren den intrazelluldren Abbau von cAMP durch Phosphodiesterasen.
Aus diesem resultiert eine Zunahme der intrazelluldren cAMP-Konzentration. CAMP aktiviert
die Proteinkinase A, welche verschiedene Phosphorylierungsreaktionen katalysiert, darunter
auch die Phosphorylierung von Calciumkanalproteinen des Herzens, deren Offnungszeit sich
darauthin verldngert. Die Folge ist ein vermehrter Calciumeinstrom in die Zelle nach Kanalak-
tivierung. Diese vermehrte intrazelluldre Calciumkonzentration beeinflusst wiederum alle
Calcium-gesteuerten Prozesse am Herzen, wie Herzfrequenz und Kontraktionskraft (Zeller,
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1995). Beide Mechanismen fithren zu einer positiven inotropen und chronotropen Wirkung.
Zudem wird eine, von der Phosphodiesterase—Inhibition unabhingige, Beeinflussung des zel-
luldren Calciumhaushaltes als weitere Wirkmechanismen diskutiert, einhergehend mit der
Kontraktion von glatter und Skelettmuskulatur.

Im Embryotest wurde jedoch ein negativer Einfluss auf die Herzschlagfrequenz beo-
bachtet, der auf die hohen eingesetzten Konzentrationen zuriickzufithren ist. Fiir einen
dhnlichen Wirkmechanismus der beiden untersuchten Substanzen sprechen die dhnlichen sub-
letalen Effekte (Tabelle 3-122, Tabelle 3-125).
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3.1.11 Zytostatika

3.1.11.1 Cyclophosphamid

Cyclophosphamid wurde in den Konzentrationen 3583 pmol/L, 7166 pmol/L, 14332
pmol/L, 28664 umol/l sowie 57327 umol/L untersucht.

Sauerstoffsittigung und Leitfahigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen Bereich.
In 57327 pmol/L lag zu Testbeginn der pH unter 5. Es war zudem in allen untersuchten Kon-
zentrationen ein Abfall des pH-Wertes zwischen Testbeginn und Testende zu beobachten.
Eine Beeintrachtigung der Embryonen durch die niedrigen pH-Werte (<4,0) ist daher nicht
auszuschlieBen. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 16 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an den Kontrollembryonen bei maximal 5%
der eingesetzten Embryonen letale und bei maximal 10,5% subletale Effekte zu beobachten
waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 3-127 zusammengefasst. Es
zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhingige Zunahme der letalen Effekte. Nach 24
Stunden waren in den beiden hochsten Konzentrationen alle eingesetzten Embryonen koagu-
liert. Es wurde eine LCs¢(48h) von 11292,1 pmol/L (r2: 0,992; b: 15,647; LC;o: 9353,1
umol/L) ermittelt.

Tabelle 3-127: Zusammenstellung der letalen Effekte von Cyclophosphamid (K: Kontrolle; -:
Eftekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 3583 7166 14332 28664 57327
Koagulation 4 - - - - - 18/18
8 - - - - 8/18 18/18
12 - - - - 8/18 18/18
24 - 1/20 - 19/20 18/18 18/18
36 - 1/20 - 19/20 18/18 18/18
48 1/20 1/20 - 19/20 18/18 18/18
gesamt [%] 48 5 5 - 95 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-128 dargestellt. Es zeigten sich nur vereinzelte subletale Effekte. In der niedrigsten
untersuchten Konzentration (3583 umol/L) hatten nach 48 Stunden zwei Embryonen jeweils
drei Otolithen pro Sacculus angelegt, in 7166 umol/L ein Embryo. Ein anderer zeigte in dieser
Konzentration nach 48 Sunden Deformationen an Schwanz und Wirbelsiule, ein dritter ein
Perikardodem. In der Konzentration 14332 pmol/L zeigte ein Embryo keinen Blutkreislauf
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und hatte sowohl am Dotter als auch am Perikard ein Odem ausgebildet. Eine Berechnung von
Effektkonzentrationen war aufgrund der wenigen beobachteten Effekte nicht moglich.

Tabelle 3-128: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Cyclophosphamid (K: Kontrol-
le; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [umol/L]
K 3583 7166 14332 28664 57327
deformierter Schwanz 24 - - - - koa koa
36 - - - - koa koa
48 - - 1/20 - koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - koa koa
36 - - - - koa koa
48 - - 1/20 - koa koa
kein Blutkreislauf 36 - - - - koa koa
48 - - - /1 koa koa
Dotterédem 48 2/19 - - 11 koa koa
Perikardédem 48 1/19 - 1/20 1/1 koa koa
Schwanzédem 48 1/19 - - - koa koa
gesamt 48 2/19 - 1/20 /1 koa koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - 2/19 1/20 - koa koa

Wie Abbildung 3-60 zu entnehmen ist, zeigte sich ab der Konzentration 7166 umol/L
eine signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Es wurden eine NOEC von 3583 umol/L
sowie eine LOEC von 7166 pmol/L mittels Dunetts-Test bestimmt.
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Abbildung 3-60: Herzschlige pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Cyclo-
phosphamid-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum
und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Ver-
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gleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; koa: alle eingesetzten Embryonen
koaguliert).

Die ermittelte NOEC von 3583 pumol/L liegt unter dem Wert der in der Literatur fiir
Salmo gairdneri (NOEC(96h) :> 3536 umol/L) angegeben wird. Das wiirde dafiir sprechen,
dass die Embryonen sensitiver auf diese Substanz reagieren als die adulten Tiere.

Da nur wenige subletale Effekte aufgetreten sind, ist ein Vergleich mit Literaturdaten
nur schwer moglich. Von den vielfiltigen, in der Literatur beschriebenen Nebenwirkungen
beim Menschen (Endoxan®; Baxter, 2003) konnten einige wenige ansatzweise auch beim
Fisch beobachtet werden. So wird von einer dosisabhidngigen Myelosuppression, d.h. der
Schéadigung des Riickenmarks mit einer verminderten Bildung von Blutzellen sowie von Kar-
diomyophathie, d.h. einer Schidigung des Herzmuskels berichtet. Beim Embryo zeigte sich
zum einen eine Beeinflussung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems (Tabelle 3-128).
Zum anderen auch eine Reduktion der Herzschlagfrequenz (Abbildung 3-60). Unklar ist je-
doch, ob dies tiber die selben Mechanismen wie beim Sauger erfolgt ist.

Cyclophosphamid wirkt im Tierversuch aulerdem mutagen, karzinogen und teratogen
(Baxter, 2003). Im vorgestellten Versuch konnten bei einem einzelnen Embryo Deformatio-
nen an Schwanz und Wirbelsdule beobachtet werden. Unklar ist, ob dies auf die Wirkung der
Substanz oder auf eine gestorte Entwicklung zuriickzufiihren ist.

Busquet (2008) hat Cyclophosphamid in mDarT untersucht. Dabei wird der Embryo-
test mit MAS (exogenous mammalian metabolic activation system) gekoppelt. Er konnte in
seinen Untersuchungen deutliche Unterschiede zwischen Cyclophosphamid und Cyclophos-
phamid nach metabolischer Aktivierung zeigen. Nach metabolischer Aktivierung traten
konzentrationsabhdngig mehr letale und subletale, d.h. v.a. teratogene Effekte auf. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass der Embryo innerhalb der ersten 48 Stunden nach der
Befruchtung nicht in der Lage ist, Cyclophosphamid zu metabolisieren.

3.1.11.2 Ifosfamid

Ifosfamid wurde in den Konzentrationen 4787,4 pmol/L, 9575 pmol/L, 19150 pmol/L,
38300 umol/L sowie 76600 pmol/L untersucht.

Sauerstoffséttigung, pH-Wert und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Test-
16sungen lagen sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende in dem fiir den Test zuldssigen
Bereich. Die gemessenen Werte sind im Anhang C in Tabelle 26 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da nach 48 Stunden an maximal fiinf Prozent der eingesetzten
Kontrollembryonen letale und keine subletalen Effekte zu beobachten waren.

Die beobachteten letalen Effekte sind in Tabelle 3-129 zusammenfassend dargestellt.
Erst in der hochsten untersuchten Konzentration zeigte sich zeitabhéngig die Koagulation der
Embryonen. Es wurde eine LCs¢(48h) von 54163,7 umol/L (r*: 1,000; b: 20,531; LC1o: 46920
pmol/L) ermittelt.
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Tabelle 3-129: Zusammenstellung der letalen Effekte von Ifosfamid (K: Kontrolle; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 4787,4 9575 19150 38300 76600
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 1/20 - - - - 3/20
36 1/20 - - - - 9/20
48 1/20 - - - - 20/20
gesamt [%] 48 5 - - - - 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Ta-
belle 3-130 zusammengefasst. Nur in der hochsten untersuchten Konzentration von 76600
umol/L konnten nach 24 und 36 Stunden eine gelbliche Verfirbung der Embryonen, fehlende
Schwanzablésung vom Dotter sowie Deformationen an Augen und Schwanz beobachtet wer-
den. In dieser Konzentration hatten zudem nach 36 Stunden alle eingesetzten Embryonen
keinen Herzschlag ausgebildet, nach 48 Stunden alle Embryonen in 38300 umol/L. Es zeigte
sich auflerdem eine konzentrationsabhédngige Beeintrachtigung der Entwicklung des Blutkreis-
lauf und der Pigmentierung sowie eine Zunahme von Odemen ab 9575 pmol/L. In 38300
umol/L hatten nach 48 Stunden acht Embryonen drei Otolithen pro Sacculus angelegt.
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Tabelle 3-130: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Ifosfamid (K: Kontrolle; koa:
alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt

nicht beobachtet).
Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 4787,4 9575 19150 38300 76600
keine Schwanzablésung 24 - - - - - 4/17
36 - - - - - 1/11
48 - - - - - koa
fehlende / deformierte Augenanlage 24 - - - - - 16/17
36 - - - - - 10/11
48 - - - - - koa
Schwanzdeformation 24 - - - - - 8/17
36 - - - - - 3/11
48 - - - - - koa
kein Herzschlag 36 - - - - - 11/11
48 - - - - 19/19 koa
kein Blutkreislauf 36 - - - - 19/19 11/11
48 - - 1/20 1/20 19/19 koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 1/20 1/20 18/19 koa
fehlende Pigmentierung 48 - - - - - koa
Dotterédem 48 - - 1/20 3/20 19/19 koa
Perikardédem 48 - - 1/20 3/20 19/19 koa
gesamt 48 - - 1/20 3/20 19/19 koa
keine/ deformierte Otolithen 48 - - - - 8/19 koa

Wie Abbildung 3-61 zu entnehmen ist, zeigte sich ab 19150 pmol/L eine signifikante
Reduktion der Herzschlagfrequenz. Es wurden eine NOEC von 9575 pmol/L sowie eine
LOEC von 19150 pmol/L mittels Dunetts-Test bestimmt.
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Abbildung 3-61: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der Ifosfa-
mid-Konzentration. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; kHS: bei keinem Embryo war ein Herz-
schlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCso, ECso sowie NOEC und LOEC
sind in Tabelle 3-131 zusammengestellt.

Tabelle 3-131: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir I[fosfamid.

Effekt Zeit [h] [wmol/L]
LCs 48 54163,7
ECs) kein Herzschlag 48 27081,9
ECs, kein Blutkreislauf 48 27402,8
ECs, Odeme 48 22794,0
ECs, Otolithen 48 40313,7
NOEC (Herzschlag) 48 9574,9

LOEC (Herzschlag) 48 19149,8

Vergleicht man die ermittelte LCso(48h) von 54163,7 pumol/L sowie die
NOEC((48h)von 9575 umol/L mit Literaturdaten fiir Salmo gairdneri aus einem 96h-Akuttest
(NOEC(96h): 2125 pmol/L; LCs¢(96h): > 3830 umol/L), so zeigt sich, dass das adulte Tier
sensitiver reagiert hat als der Embryo.

In der Literatur werden fiir den Menschen eine Reihe von Nebenwirkungen beschrie-
ben. Neben Effekten, die am Embryo nicht zu erfassen sind z.B. Haarausfall, endokrine und
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Stoffwechselstorungen, nephrotoxische Effekte durch den Metaboliten Acrolein oder Effekte
auf das ZNS, konnten andere Effekte dagegen beobachtet werden. So wird von einer dosisab-
héngigen Myelosuppression, d.h. der Schidigung des Riickenmarks mit einer verminderten
Bildung von Blutzellen sowie von Funktionsstérungen des Herzens berichtet (Baxter, 2004).
Beim Embryo zeigte sich zum einen eine konzentrationsabhingige Beeinflussung der Ent-
wicklung des Blutkreislaufsystems (Tabelle 3-130). Zum anderen auch eine Reduktion der
Herzschlagfrequenz (Abbildung 3-61)). Unklar ist jedoch, ob dies iiber die selben Mechanis-
men wie beim Sduger erfolgt ist.

Ifosfamid gehort zu den genotoxischen Substanzen und besitz ein entsprechendes mu-
tagenes Potential. Im Tierversuch mit Médusen und Ratten konnte eine kanzerogene Wirkung
der Substanz gezeigt werden. Auch konnten in Versuchen mit Ratten, Mausen und Kaninchen
bei Dosen von 11,5 und 28,7umol/kg embryotoxische und teratogene Effekte hervorgerufen
werden (Baxter, 2004). Auch beim Fischembryo zeigten sich nach 24 und 36 Stunden terato-
gene Effekte in Form von Schwanzdeformationen, jedoch erst ab einer Konzentration von
76600 umol/L. Zudem war die Entwicklung der exponierten Embryonen in dieser Konzentra-
tion im Vergleich zur Kontrolle verzogert. Es waren jedoch sehr hohe Konzentrationen der
Substanz notwendig, um an den Embryonen letale und subletale Effekte hervorzurufen. Da
Ifosfamid und Cyclophosphamid strukturell &hnlich sind und beide im Sauger einer metaboli-
schen Aktivierung unterliegen, ist auch bei Ifosfamid davon auszugehen , dass der Embryo
innerhalb der 48-stiindigen Expositionsdauer nicht in der Lage war, den Stoff zu metabolisie-
ren. Busquet (2008) konnte flir Cyclophosphamid in mDarT deutliche Unterschiede zwischen
Cyclophosphamid und Cyclophosphamid nach metabolischer Aktivierung in MAS zeigen.
Nach metabolischer Aktivierung traten konzentrationsabhéngig mehr letale und subletale, d.h.
v.a. teratogene Effekte auf.

3.1.11.3 Zytostatika- zusammenfassende Betrachtung

Es wurden die beiden Zytostatika Ifosfamid und Cyclophosphamid als Einzelstoffe un-
tersucht.

Im durchgefiihrten Versuch erwies sich Cyclophosphamid mit einer LCso(48h) von
11292,1 umol/L als toxischer als Ifosfamid (LCso(48h): 54163,7 umol/L). Unklar ist, ob die
Toxizitdt von Cyclophosphamid pH-abhingig ist.

Im Versuch mit Ifosfamid konnten im untersuchten Konzentrationsbereich deutlichere
subletale Effekte beobachtet werden als bei Cyclophosphamid (Abbildung 3-62). Wie der Ab-
bildung zu entnehmen ist, zeigten sich nach 48 Stunden bei beiden Stoffen Effekte auf das
Blutkreislaufsystem und die Entwicklung der Otolithen sowie Odeme. Bei Cyclophosphamid
traten zudem Deformationen an Schwanz und Wirbelsidule auf; bei Ifosfamid eine Beeintrich-
tigung der Entwicklung der Pigmentierung sowie fehlender Herzschlag. Bei beiden Stoffen
konnte zudem eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Herzschlagfrequenz beobachtet
werden (Abbildung 3-60 und Abbildung 3-61).
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Abbildung 3-62: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Emb-
ryonen gegeniiber den beiden Zytostatika Cyclophosphamid und Ifosfamid (sw: keine
Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation;
Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation; Bk:
kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentie-
rung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).

Beide Stoffe finden Anwendung in der Chemotherapie und sind Stickstoff-Lost-
Derivate aus der Gruppe der Oxazaphosphorine, die sich nur durch die rdumliche Anordnung
der Chlorethylgruppen unterscheiden (2.8). Fiir beide werden dhnliche Wirkmechanismen in
der Literatur beschrieben. Im Organismus unterliegen beide einem Aktivierungsmechanismus,
d.h. sie selbst besitzen keine alkylierende Aktivitét, sondern werden, dhnlich wie die beschrie-
benen Pflanzenschutzmittel, metabolisch aktiviert (Prodrug, Forth et al., 2001). Sie werden in
der Leber iiber mikrosomale Enzyme aus der CYP450-Familie zu ihren aktiven Metaboliten
umgesetzt (Baxter, 2003, 2004; Forth et al., 2001). Der alkylierende Metabolit beider Subs-
tanzen interagiert mit der DNA, bei Ifosfamid v.a. mit den Phosphordiesterbriicken, wodurch
es sowohl zu Strangbriichen als auch zu Quervernetzungen innerhalb eines DNA-Stranges und
auch zu DNA-Protein-Quervernetzungen (cross-links) kommen kann. Durch die kovalente
Quervernetzung der DNA-Strange werden Replikation und Transkription in allen sich teilen-
den Zellen gehemmt. Dies fiihrt zum Funktionsverlust und schlielich zum Zelltod. Obwohl
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sowohl Cyclophosphamid als auch Ifosfamid nicht zellzyklusphasenspezifisch wirken, reagie-
ren Zellen in der spdten GIl- und S-Phase am sensitivsten. Im Zellzyklus wird eine
Verlangsamung der G2-Phase-Passage erreicht. (Baxter, 2003, 2004). Die zytotoxische Wir-
kung der Substanzen ist dabei in rasch proliferierenden Zellen am groften (Forth et al., 2001).

Busquet (2008) konnte fiir Cyclophosphamid in mDarT (Embryotest gekoppelt mit
MAS) deutliche Unterschiede zwischen Cyclophosphamid und Cyclophosphamid nach meta-
bolischer Aktivierung zeigen. Nach metabolischer Aktivierung traten konzentrationsabhingig
mehr letale und subletale, d.h. v.a. teratogene Effekte auf. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass der Embryo innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Befruchtung nicht in der Lage ist,
Cyclophosphamid (und damit auch Ifosfamid) zu metabolisieren.
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3.2 Zusammenfassung der Einzelstoffexperimente

ZweiunddreiBig Arzneimittel und drei Pflanzenschutzmittel wurden als Einzelstoffe
mit dem Embryotest mit dem Zebrabérbling Danio rerio (DarT) untersucht. Nachfolgend sind
die, in den Untersuchungen mit dem Embryotest gewonnenen Ergebnisse zusammenfassend
dargestellt. Die ermittelten letalen Konzentrationen und die beobachteten subletalen Effekte
werden nachfolgend dargestellt.

3.2.1.1 Letale Effekte

Es zeigten sich bei den Untersuchungen der Einzelstoffe groBe Unterschiede in der
Toxizitdt gegeniiber den Embryonen. In Tabelle 3-132 sind die berechneten LCso(48h)-Werte
aufgefiihrt. Als am toxischsten erwies sich 17-a-Ethinylostradiol mit einer LCsy(48h) von 5,4
umol/L. Am wenigsten toxisch war Terbutalin, bei dem bis zu einer Konzentration von
72913,9 umol/L nur wenige Embryonen koagulierten und daher keine LCso(48h) berechnet
werden konnte.

Daten aus toxikologischen Untersuchungen an Ratten und Mausen sind in der Literatur
fiir fast alle getesteten Substanzen vorhanden. Um zu tiberpriifen, ob sich ein dhnliches Muster
im Nager und im Fisch beziiglich der Giftigkeit zeigt, wurden anhand der LCso- und logKw-
Werte der Einzelstoffe LDsp*-Werte ermittelt (2.9). Es lésst sich feststellen, dass der Embryo
bei Oxytetrazyklin, Valproinsdure, EE,, Clofibrinsédure (ohne pH-Einstellung) und Carbaryl
empfindlicher reagiert als der Nager. Bei ASS, Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen, Paracetamol,
Chloramphenicol, Bisoprolol, Metoprolol, Propranolol, Clenbuterol, Salbutamol, Tamoxifen,
Verapamil, Malathion, Coffein sowie Cyclophosphamid und Ifosfamid war der Nager sensiti-
ver (Tabelle 3-132). Fiir Acetylcystein sind die beiden Werte nahezu identisch LDsy*: 30228,8
pmol/kg; LDsg(oral, Ratte): 30962,6 pmol/kg).

Fir die Analgetika, Antibiotika, B-Blocker und Pestizide ergibt sich ein @hnliches
Muster bei Fisch und Nager. Diclofenac ist bei den Analgetika, Oxytetrazyklin bei den Anti-
biotika, Propranolol bei den B-Blockern und Malathion bei den Pestiziden in beiden Modellen
die giftigste Substanz. Fiir die tibrigen Stoffgruppen lassen sich keine entsprechenden Aussa-
gen ableiten.
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Tabelle 3-132: Zusammenfassung der Einzelstoffdaten (k.A.: keine Angabe; -: keine Berech-

nung der LDsy* moglich, da keine Angaben zum logK,, der Substanz in der

Literatur zu finden waren; *: da keine Berechnung einer LCsy moglich war, kann

auch keine LDsy* angegeben werden).

LC50(48h); LDso*(48h); LDsg(oral, Nagerl)

[wmol/L] [umol/kg] [umol/kg]
Analgetika
ASS 345,5 1458,6 6239,2
Diclofenac 192,6 762,9 166,6
Ibuprofen 200,5 - 2785,9
Naproxen 237,1 - 983,2
Paracetamol 12071,6 24761,4 12857,1
Antibiotika
Chloramphenicol 10089,8 40394,5 7737,5
Clarithromycin >13,4 * >8021,9
Erythromycin >13,6 * 509,6
Oxytetrazyklin 1019,2 / 2846,1 333,2/930,5 72449 — 14489,8
Roxithromycin >12,0 * k.A.
Sulfamethoxazol >3158,2 * k.A.
Trimethoprim >1033,3 * 9520,5
Antidote
ACC 1071,1/51024,8 634,6 /30228,8 30962,6
Atropin 22543,6 - 107,9
Antiepileptika
Carbamazepin >846,5 * 8281,8
Valproinsiure 91,5 2023,4 4646,0
p-Blocker
Bisoprolol 19134.,6 166260,6 1455,1
Metoprolol 10656,4 110904,8 45123
Propranolol 368,1 7719,1 976,9
p-Sympathomimetika
Clenbuterol 4746,7 124394,7 1004,1
Salbutamol 47280,1 57041,2 >8670,0
Terbutalin >72913,9 * 31717,1
gemischte Stoffgruppe
17-a-Ethinyl6stradiol 5,4 556,5 3282,7
Tamoxifen 56,8 54393,7 2111,1
Verapamil 585 92184,1 325,9
Lipid-Senker
Bezafibrat >276,4 * 2990,6
Clofibrinsdure 185,4 />2796,0 3386,7/* 4179,9
Fenofibrat >207,9 * >5542.8
Pflanzenschutzmittel
Carbaryl 394 575,9 2683,9
Malathion 25,5 372,77 42 -85
Parathion 32,5 22,8
Spasmolytika
Coffein 4362,7 48349 653,9 —705,5
Theophyllin >40000 * 1248.,8
Zytostatika
Cyclophosphamid 11292,1 26309,0 12254
Ifosfamid 54163,7 168077,0 547,71

! Ratte oder Maus; Daten aus der Literatur entnommen (2.8)



Ordnet man die untersuchten Substanzen anhand der ermittelten LCs((48h)-Werte ent-
sprechend dem Schema nach der EU Direktive 93/67/ EEC (Commission of the European
Communities, 1996) ein, so ist demnach keine der untersuchten Subtanzen als ,,sehr giftig*
einzustufen, vier Substanzen als ,,giftig* und acht Stoffe als ,,schiadlich®. Fiir die meisten
Substanzen wurden LCs((48h)-Werte von tiber 100 mg/L berechnet. Fiir zehn Stoffe lag die
LCs0(48h) tiber der Loslichkeitsgrenze. Zu beachten ist, dass sich die Angaben auf mg/L be-
ziehen (Tabelle 3-133).

Tabelle 3-133: Einordnung der untersuchten Substanzen anhand der ermittelten LCso(48h)-
Werte (aEP: LCs( ermittelt mit allen 4 als letal definierten Endpunkten; Hb: LCs
ermittelt mit dem Parameter ,,fehlender Herzschlag®; koa: LCs, ermittelt nur mit
den koagulierten Embryonen; o. pH: ohne Einstellung des pH-Wertes; m. pH:
mit Einstellung des pH-Wertes)

Einordnung Substanz

very toxic -

(LCsp: <1 mg/L)

toxic 17-a-Ethinylostradiol, Carbaryl, Malathion, Parathion

(LCsp: 1-10 mg/L)

harmful ASS, Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen, Propranolol, Tamoxifen, Valproinsiure,
(LCsp: 10- 100 mg/L) Clofibrinsdure (0. pH)

not classified ACC (0. pH), Atropin, Bisoprolol, Carbamazepin, Chloramphenicol, Clenbuterol,
(LCsp: >100 mg/L) Coftein, Cyclophosphamid, Ifosfamid, Metoprolol, Oxytetrazyklin, Paracetamol,

Salbutamol, Theophyllin, Verapamil

uiber Loslichkeitsgrenze Clarithromycin, Erythromycin, Roxithromycin, Sulfamethoxazol, Trimethoprim,
Carbamazepin, Terbutalin, Bezafibrat, Clofibrinsdure (m. pH), Fenofibrat, Theo-
phyllin (koa)

Fiir die elf untersuchten Substanzen Clarithromycin, Erythromycin, Roxithromycin,
Sulfamethoxazol, Trimethoprim, Carbamazepin, Terbutalin, Bezafibrat, Clofibrinséure (mit
pH-Einstellung), Fenofibrat und Theophyllin konnte keine LCs, berechnet werden, da diese
Stoffe nur bis zur Loslichkeitsgrenze untersucht werden konnten.

Bei den drei Stoffen, Oxytetrazyklin, Acetylcystein (ACC) und Clofibrinséure, trat ei-
ne pH-abhingige Wirkung auf. Bei Oxytetrazyklin zeigten sich geringe Unterschiede
zwischen dem Versuch ohne und dem Versuch mit Einstellung des pH-Wertes (Faktor: 3).
GroBere Unterschiede traten bei ACC und Clofibrinsédure auf.

Es zeigten sich fiir einen grofen Teil der Substanzen zudem steile Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen, wie in Tabelle 3-134 am Beispiel von Acetylsalicylsdure dargestellt.
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Tabelle 3-134: Darstellung der ermittelten letalen Konzentrationen nach 48 Stunden fiir Ace-

eingeflossen sind (CL: Vertrauensintervall).

tylsalicylsdure, wobei nur die koagulierten Embryonen in die Berechnung

LCs LC)o LCyo LCs, LCop LCoo
[wmol/L] 279,8 293,1 310,2 345,5 369,4 465,7
upper 95%CL 279,2 292,6 309,7 344,9 368,6 4463,6
lower 95% CL 280,4 293,6 310,7 346,0 370,2 467,8
upper 99% CL 278,7 2922 309,4 3444 367,9 461,8
lower 99% CL 280,9 293,5 311,1 346,6 370,9 469,7

3.2.1.2 Subletale Effekte

In Tabelle 3-135 sind die, bei den einzelnen Substanzen beobachteten, subletalen Ef-
fekte zusammengestellt. Wie aus der Tabelle und Abbildung 3-63 hervorgeht, konnen keiner
Substanzklasse spezifische subletale Effekt zugeordnet werden.
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In Abbildung 3-63 sind die prozentualen Haufigkeiten der beobachteten subletalen Ef-
fekte zusammenfassend dargestellt. Mit Ausnahme der Effekte auf die hohe Blastula, waren
alle subletalen Effekte bei {iber 50% der untersuchten Substanzen zu beobachten. Eine Beeint-
richtigung der Entwicklung des Blutkreislaufsystems und Odeme zeigten sich bei allen

Substanzen.

100 100 97,1

100 ~ 91,4
80
60

40 ~

% Substanzen

hB G Sw So A K Sw Ws hB Bk Oe P Oto
def def def def

Effekt

Abbildung 3-63: Prozentuale Haufigkeit der beobachteten Effekten (hB: hohe Blastula defor-
miert; G: keine Gastrulation; Sw: keine Schwanzablosung vom Dotter; So:
deformierte Somiten; Adef: deformierte Augenanlage; Kdef: Kopf deformiert;
Swdef; deformierter Schwanz; Wsdef: deformierte Wirbelsiule; H: kein Herz-
schlag; Bk: kein Blutkreislauf; Oe: Odeme; P: Pigmentierung; Oto: Otolithen
deformiert oder fehlend).

Auf Basis der Einzelstoffdaten wurde eine Auswahl fiir die zu untersuchenden Mi-
schungen getroffen. Es wurden alle Stoffe mit einer LCsy(48h) bzw. NOEC von unter 1000
mg/L ausgewdhlt. Es wurden die Stoffgruppe der Analgetika bestehend aus Acetylsalicylsdu-
re, Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen und Paracetamol, die Pestizide Carbaryl, Malathion und
Parathion sowie die gemischte Stoffgruppe mit undhnlichen Wirkmechanismen (17-a-
Ethinylostradiol, Tamoxifen und Verapamil) ausgesucht und als Mischungen untersucht. Zu-
sdtzlich wurden fiir die Untersuchung komplexerer Gemische aus Substanzen gleicher wie
auch verschiedener Wirkmechanismen Coffein, Propranolol und Valproinsidure ausgewéhlt.
Fiir die Untersuchung verschiedener NOEC-Mischungen wurden zudem Bezafibrat, Carba-
mazepin, Clarithromycin, Clenbuterol, Clofibrinsdure, Cyclophosphamid, Erythromycin,
Fenofibrat, Roxithromycin, Sulfamethoxazol und Theophyllin ausgesucht.
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4 Ergebnisse & Diskussion Kombinationsexperimente

Es werden zundchst die Ergebnisse der Untersuchungen der Mischungen der einzelnen
Substanzklassen Analgetika, Pflanzenschutzmittel (PSM) und der gemischten Stoffgruppe mit
undhnlichen Wirkmechanismen vorgestellt. AnschlieBend werden die Ergebnisse der
multiplen Gemische auf Basis der LC,¢(48h) und LC;¢(48h) bzw. der NOEC dargestellt.

Als gemeinsamer Endpunkt fiir die genannten Untersuchungen wurden die letalen Effekte
gewihlt.

Es wurden zudem drei bindre Mischungen basierend auf der ECsy(48h) eines bestimmten
subletalen Endpunktes untersucht. Als Endpunkte wurden jeweils ,kein Blutkreislauf*,
,Pigmentierung™ sowie ,,.Deformationen* gewihlt und die Substanzen ASS und Naproxen,
Propranolol und Tamoxifen sowie Diclofenac und Valproinsdure als Mischungen untersucht.
Da jedoch in den durchfiihrten Experimenten, entgegen der Erwartung, nur wenige subletale
Effekte zu beobachten und eine Auswertung der Versuche daher nicht sinnvoll war, wird auf
die Darstellung der Ergebnisse hier verzichtet. Die Eignung subletaler Effekte fiir die
Untersuchung der Kombinationswirkung von Chemikalien ist jedoch ein wichtiger Aspekt
sollte weitergehend untersucht werden.

4.1 Mischungen der einzelnen Substanzklassen

4.1.1 Analgetika

Es wurden Mischungen der fiinf Substanzen Acetylsalicylsdure, Diclofenac,
Ibuprofen, Naproxen und Paracetamol getestet. Es wurden zundchst Vorversuche
durchgefithrt, um ein geeignetes Modell bzw. Design fiir die Untersuchung der
Kombinationswirkung der Pharmaka und Pestizide zu finden und die Frage zu kléren, ob die
Fokussierung auf vier letale Endpunkte im Embryotest (2.3) einen Einfluss auf das Ergebnis
von Kombinationsexperimenten hat. Dazu wurden jeweils zwei verschiedene Ansdtze mit
zwei unterschiedlichen Modellen untersucht. In einem ersten Ansatz wurden die LCi-Werte
basierend auf allen vier letalen Endpunkte verwendet und sowohl mit dem Ansatz nach
Cleuvers (2003) als auch mit dem modified toxic unit approach nach Pape-Lindstrom und
Lydy (1997) untersucht (2.4). In einem zweiten Ansatz wurden die entsprechenden
Untersuchungen basierend auf den LCi-Werten durchgefiihrt, die ausschlieBlich anhand der
koagulierten Embryonen ermittelt wurden.

Fiir die durchgefiihrten Versuche wurden, aufgrund der Literaturdaten, &hnliche
Wirkmechanismen fiir die Analgetika angenommen und eine additive Mischungstoxizitét
erwartet.

Bei der nachfolgenden Darstellung der Ergebnisse der Vorversuche wurde auf eine
eingehende Betrachtung der subletalen Effekte verzichtet, da in den Hauptversuchen @hnliche
Effekte zu beobachten waren.
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4.1.1.1 Vorversuche

4.1.1.1.1 Basierend auf allen vier als letal definierten Endpunkten — beobachtete

Effekte

Testansatz nach Cleuvers (2003)

Fiir die beiden durchgefiihrten Versuche wurden die LCi-Werte zugrunde gelegt, die unter
Berticksichtigung aller vier letaler Endpunkte berechnet wurden. Als Testkonzentrationen
wurden jeweils 1/5 der, in den Einzelsubstanzversuchen nach 48 Stunden berechneten LCs-,
LCio-, LCy-, LCs0- und LC7o-Werte eingesetzt. Nach Gleichung 2 (2.4) sollten, bei additiver
Mischungstoxizitit, 5, 10, 20, 50 bzw. 70% der eingesetzten Embryonen in den einzelnen
Konzentrationen letale Effekte zeigen. Die untersuchten Konzentrationen sind in Tabelle 4-1
zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-1: Testkonzentrationen der beiden untersuchten Mischungen der Analgetika (Test
1& 2) nach Cleuvers (2003). Die zugrundeliegenden LCy-Werte der Einzelstoffe wurden
unter Berlicksichtigung aller vier letalen Endpunkte berechnet.

Konzentration

LCs/5 LC,/5 LCy/5 LCso/5 LC;o/5
Acetylsalicylsdure 432 445 459 48,7 50,6
Diclofenac 1,2 1,3 1,5 1,9 2,2
Ibuprofen 7,8 10,4 14,1 22,2 27,7
Naproxen 24,7 29,0 35,2 50,9 64,0
Paracetamol 792,7 948,0 1151,1 1604,3 1965,2
Gesamtkonzentration [pumol/L] 869,6 1033,2 12478 1728,0 2109,2

Test 1

Sauerstoffsittigung, Leitfihigkeit und pH-Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach
Testende bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen lagen in
dem fiir den Test zulédssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C (Tabelle 48)
zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer an den Kontrollembryonen
keine letalen Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-2 sind die wihrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Erst ab 1728,1 pmol/L zeigte sich eine
konzentrationsabhingige Zunahme der letalen Effekte. Es wurde eine LCs¢(48h) von 1939.,4
umol/L (rzz 9,600; b: 10,7; LCo: 1473,0 umol/L) ermittelt.
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Tabelle 4-2: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 1 der Mischung der Analgetika
nach Cleuvers (2003), wobei fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LCi-Werte der
Einzelstoffe alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt wurden (K: Kontrolle; -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 869,6 1033,2 1247,8 1728,0 2109,2
Koagulation 4 - - - - - -
8 - -
12 - - - - - -
24 - - - - - -
36 - - 1/20 - - -
48 - - 1/20 - - -
keine Somitenanlage 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
keine Schwanzablosung 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - - -
43 - - - - 6/20 13/20
gesamt [%] 48 - - 5 - 30 65
Vorhersage CA [%) - - 5 10 20 50 70
Test 2

Auch fiir Test 2 wurden Sauerstoffsittigung, Leitfihigkeit und pH-Wert vor Testbeginn und
nach Testende bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen
lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C
(Tabelle 49) zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer bei maximal 5% der
Kontrollembryonen letale Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-3 sind die wéhrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Auch in diesem Versuch zeigte sich erst ab 1728,1
umol/L eine konzentrationsabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Es wurde eine LCs(48h)
von 2398,20 umol/L (rz: 1,000; b: 11,392; LCyp: 1851 pmol/L) ermittelt.
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Tabelle 4-3: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 2 der Mischung der Analgetika
nach Cleuvers (2003), wobei fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LCi-Werte der
Einzelstoffe alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt wurden (K: Kontrolle; -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pmol/L]
K 869,6 1033,2 1247,8 1728,0 2109,2

Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - -
12 - - - - - -
24 1/20 - - - - 1/20
36 1/20 - - - - 1/20
48 1/20 - - - - 1720

keine Somitenanlage 24 - - - - - N
36 - - - - - -
48 - - - - - -

keine Schwanzablosung 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - -

kein Herzschlag 36 - - - - - -
43 - - - - 2/20 5/20

gesamt [%] 48 5 - - - 10 30
Vorhersage CA [%] - - 5 10 20 50 70

Testansatz nach dem modified toxic unit approach

Fir den durchgefithrten Versuch wurde die LCso(48h) basierend auf allen vier letalen
Endpunkten zugrunde gelegt. Die in diesem Ansatz untersuchten Konzentrationen sind in
Tabelle 4-4 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-4: Testkonzentrationen fiir Test 1 der untersuchten Mischung der Analgetika nach
dem modified toxic unit approach. Die zugrundeliegenden LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe
wurden unter Beriicksichtigung aller vier letalen Endpunkten berechnet (Test 1; TU: Toxic
Units).

TU
0,25 0,5 1 2 4

Acetylsalicylsdure 12,2 24.4 48,7 97,4 194,9
Diclofenac 0,5 0,97 1,9 3,9 7,8
Ibuprofen 5,6 11,1 22,2 444 88,8
Naproxen 12,7 25,5 50,9 101,8 203,6
Paracetamol 401,1 802,2 1604,3 3208,6 6417,3
Gesamtkonzentration [pmol/L] 432,1 864,2 1728.0 3456,1 69124
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Sauerstoffsittigung, Leitfihigkeit und pH-Wert wurden vor Testbeginn und nach Testende
bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen lagen in dem fiir
den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C (Tabelle 51)
zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer an den Kontrollembryonen
keine letalen Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-5 sind die wihrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Ab der Gesamtkonzentration von 1 TU zeigte sich eine
konzentrations- und zeitabhingige Zunahme der letalen Effekte. Es wurde eine LCs¢(48h) von
1,25 TU (1,16- 1,35 TU) ermittelt.

Tabelle 4-5: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 1der Mischung der Analgetika
nach dem modified toxic unit approach, wobei fiir die Berechnung der zugrundeliegenden
LCs0(48h)-Werte der Einzelstoffe alle vier letalen Endpunkte beriicksichtigt wurden (K:
Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; TU:
Toxic Units; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] TU
K 0,25 0,5 1 2 4
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - - 5/20
12 - - - - 4/20 20/20
24 - 1/19 - - 20/20 20/20
36 - 1/19 - - 20/20 20/20
48 - 1/19 - 1/20 20/20 20/20
keine Somitenanlage 24 - - - - koa koa
36 - - - - koa koa
48 - - - - koa koa
keine Schwanzablgsung 24 - 1/19 - - koa koa
36 - 1/19 - - koa koa
48 - - - - koa koa
kein Herzschlag 36 - 1/19 - - koa koa
48 - - - 3/20 koa koa
gesamt [%] 48 - 5,3 - 20 100 100

4.1.1.1.2 Basierend auf den koagulierten Embryonen — beobachtete Effekte

Testansatz nach Cleuvers (2003)

Fiir den durchgefiihrten Versuch wurden die LCi-Werte basierend auf den koagulierten
Embryonen zugrunde gelegt. Als Testkonzentrationen wurden jeweils 1/5 der, in den
Einzelsubstanzversuchen erhaltenen LC;¢-, LCyp-, LCs0-, LC79- sowie LCoo- Werte eingesetzt.
Bei additiver Mischungstoxizitét sollten nach Gleichung 2 (2.4) 10, 20, 50, 70 bzw. 99% der
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Embryonen in den einzelnen Konzentrationen letale Effekte zeigen. Die untersuchten
Konzentrationen sind in Tabelle 4-6 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-6: Testkonzentrationen fiir Test 3 der untersuchten Mischung der Analgetika nach
Cleuvers (2003). Fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LCy-Werte der Einzelstoffe
wurden ausschlieflich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt.

Konzentration

LC;y/5 LCy/5 LCs/5 LC/5 LCoyo/5
Acetylsalicylsdure 58,6 62,0 69,1 73,9 93,1
Diclofenac 25,0 29,7 38,5 43,8 59,6
Ibuprofen 25,4 29,7 40,1 48,3 91,9
Naproxen 36,0 39,5 47,4 52,8 78,4
Paracetamol 1203,1 1529,4 24143 3206,7 8567,2
Gesamtkonzentration [pmol/L] 1348,1 1690,3 2609,4 3425,5 8889.,9

Sauerstoffsittigung, Leitfahigkeit und pH-Wert wurden vor Testbeginn und nach Testende
bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen lagen in dem fiir
den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C (Tabelle 50)
zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer an den Kontrollembryonen
keine letalen Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-7 sind die widhrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Breits ab 1348 umol/L zeigte sich eine konzentrations-
und zeitabhingige Zunahme der koagulierten Embryonen. Es wurde eine LCso(48h) von
2142,5 pmol/L (r2: 0,8470; b: 5,688; LCyo: 1276,4 pmol/L) ermittelt.

Tabelle 4-7: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 3 der Mischung der Analgetika
nach Cleuvers (2003), wobei fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LCi-Werte der
Einzelstoffe ausschlieBlich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt wurden (K: Kontrolle;
-: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration [pumol/L]
K 1348,1 1690,3 2609,4 3425,5 8889,9
Koagulation 4 - - - - - -
8 - 1/20 - - - 20/20
12 - 1/20 - 2/20 5/20 20/20
24 - 3/20 2/20 11/20 19/20 20/20
36 - 4/20 2/20 11/20 20/20 20/20
48 - 5/20 4/20 12/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - 25 20 60 100 100
Vorhersage CA [%] - - 10 20 50 70 99
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Testansatz nach dem modified toxic unit approach

Fir den durchgefiihrten Versuch wurde der LCsp-Wert basierend ausschlieBlich auf den
koagulierten Embryonen eingesetzt. Die untersuchten Konzentrationen sind in Tabelle 4-8
zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-8: Testkonzentrationen fiir Test 2 der untersuchten Mischung der Analgetika nach
dem modified toxic unit approach. Fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LCs(48h)-
Werte der Einzelstoffe wurden ausschlieBlich die koagulierten Embryonen berticksichtigt

TU
0,25 0,5 1 2 4
Acetylsalicylsdure 17,3 34,6 69,1 1382 276,4
Diclofenac 9,6 19,3 38,5 77,0 154,1
Ibuprofen 10,0 20,1 40,1 80,2 160,4
Naproxen 11,9 23,7 47,4 94,8 189,7
Paracetamol 603,6 1207,2 24143 4828,6 9657,3
Gesamtkonzentration 652,4 1304,9 2609,4 5218,8 10437,9

[pmol/L]

Sauerstoffsittigung, Leitfahigkeit und pH-Wert wurden vor Testbeginn und nach Testende
bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen lagen in dem fiir
den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C (Tabelle 52)
zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer an den Kontrollembryonen
keine letalen Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-9 sind die wihrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Ab einer Gesamtkonzentration von 0,5 TU zeigte sich
eine konzentrations- und zeitabhidngige Zunahme der letalen Effekte. Es wurde eine
LCs((48h) von 0,77 TU (0,66- 0,89 TU) ermittelt.

Tabelle 4-9: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 2 der Mischung der Analgetika
nach dem modified toxic unit approach, wobei fiir die Berechnung der zugrundeliegenden
LCs0(48h)-Werte der Einzelstoffe ausschlieBlich die koagulierten Embryonen berticksichtigt
wurden (K: Kontrolle; TU: Toxic Units; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] TU
K 0,25 0,5 1 2 4
Koagulation 4 - - - - - 16/19
8 - - - - 20/20  19/19
12 - - - - 2020  19/19
24 - - - 9/20  20/20  19/19
36 - - - 9/20  20/20  19/19
48 - - 5/20 13/20  20/20  19/19
gesamt [%] 48 - - 25 65 100 100
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Da Paracetamol im Einzelsubstanzversuch deutlich weniger toxisch war als die {ibrigen vier
Substanzen, stellte sich die Frage nach seinem Einfluss auf die Mischungstoxizitéit. Es wurden
daher zwei weitere Versuche, wiederum auf Basis der LCsy, die nur mit den koagulierten
Embryonen berechnet wurde, jedoch ohne Paracetamol, durchgefiihrt. Um zunéchst nur einen
Parameter zu verdndern wurden die gleichen Konzentrationen wie in Test 2 untersucht. In
einem ndchsten Schritt wurden dann die Konzentrationen nach den Vorgaben des Modells
(2.4) angeglichen.

4.1.1.1.3 Basierend auf den koagulierten Embryonen ; ohne Paracetamol —

beobachtete Effekte

Test 1

Auch fiir diesen Versuch wurde der LCso-Wert basierend ausschlieflich auf den koagulierten
Embryonen eingesetzt. Die untersuchten Konzentrationen sind in Tabelle 4-10
zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-10: Testkonzentrationen fiir Test 3 der untersuchten Mischung der Analgetika ohne
Paracetamol nach dem modified toxic wunit approach. Fir die Berechnung der
zugrundeliegenden LCs(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden ausschlieBlich die koagulierten
Embryonen berticksichtigt

TU
Substanz 0,2 0,4 0,8 1,6 32
Acetylsalicylsdure 17,3 34,6 69,1 138,2 276,4
Diclofenac 9,6 19,3 38,5 77,0 154,1
Ibuprofen 10,0 20,1 40,1 80,2 160.,4
Naproxen 11,9 23,7 474 94,8 189,7
Gesamtkonzentration 48.8 97,7 195,1 390,2 780,6

[wmol/L]

Sauerstoffséttigung, Leitfdhigkeit und pH-Wert wurden vor Testbeginn und nach Testende
bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen lagen in dem fiir
den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C (Tabelle 53)
zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer an den Kontrollembryonen
keine letalen Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-11 sind die wihrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Ab einer Gesamtkonzentration von 0,4 TU zeigte sich
eine konzentrations- und zeitabhingige Zunahme der koagulierten Embryonen. Es wurde eine
LC50(48h) von 0,6 TU (0,60- 0,61 TU) ermittelt.
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Tabelle 4-11: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 3 der Mischung der Analgetika
ohne Paracetamol nach dem modified toxic unit approach, wobei fiir die Berechnung der
zugrundeliegenden LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe ausschlieBlich die koagulierten
Embryonen beriicksichtigt wurden (K: Kontrolle; TU: Toxic Units; -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit [h] TU
K 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2
Koagulation 4 - - - - - -
8 - - - - 13/20 20/20
12 - - - 14/21 19/20 20/20
24 - - - 14/21  20/20 20/20
36 - - - 15/21  20/20  20/20
48 - - 3/20 16/21  20/20 20/20
gesamt [%] 48 - - 15 76,2 100 100
Test 2

Fiir den durchgefithrten Versuch wurde der LCso-Wert basierend ausschlielich auf den
koagulierten Embryonen eingesetzt. Die untersuchten Konzentrationen sind in Tabelle 4-12
zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-12: Testkonzentrationen fiir Test 4 der untersuchten Mischung der Analgetika ohne
Paracetamol mit den angepassten Konzentrationen nach dem modified toxic unit approach.
Fir die Berechnung der zugrundeliegenden LCs(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden
ausschlieBlich die koagulierten Embryonen berticksichtigt.

Toxic Units

Substanz 0,25 0,5 1 2 4

Acetylsalicylsdure 21,6 432 86,4 172,8 345,5
Diclofenac 12,0 24,1 48,2 96,3 192,6
Ibuprofen 12,5 25,1 50,1 100,3 200,5
Naproxen 14,8 29,6 59,3 118,6 237,1
Gesamtkonzentration [pumol/L] 60,9 122,0 244.0 488.0 975,7

Sauerstoffséttigung, Leitfdhigkeit und pH-Wert wurden vor Testbeginn und nach Testende
bestimmt. Die Werte des Kontrollmediums und der einzelnen Testlosungen lagen in dem fiir
den Test zuldssigen Bereich. Die gemessenen Werte sind in Anhang C (Tabelle 54)
zusammengestellt.

Der Test ist valide da innerhalb der 48-stiindigen Versuchsdauer an den Kontrollembryonen
keine letalen Effekte zu beobachten waren.

In Tabelle 4-13 sind die wihrend der 48-stiindigen Expositionsdauer beobachteten letalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. Bereits ab einer Gesamtkonzentration von 0,25 TU
zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der koagulierten Embryonen. Es
wurde eine LCs¢(48h) von 0,64 TU (0,55- 0,75 TU) ermittelt.
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Tabelle 4-13: Zusammenstellung der letalen Effekte fiir Test 4 der Mischung der Analgetika
ohne Paracetamol mit den angepassten Konzentrationen nach dem modified toxic unit
approach, wobei fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe
ausschlieBlich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt wurden (K: Kontrolle; TU: Toxic
Units; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] TU
K 0,25 0,5 1 2 4
Koagulation 4 - - - - 2020  20/20
8 - - - - 20/20  20/20
12 - - - /20 20/20  20/20
24 - 1/20 - 13/20  20/20  20/20
36 - 1/20 - 14/20  20/20  20/20
48 - 2/20 6/20  16/20  20/20  20/20
gesamt [%] 48 - 10 30 80 100 100

4.1.1.1.4 Vorversuche - zusammenfassende Betrachtung

Es wurden in den Vorversuchen zwei unterschiedliche Ansédtze mit zwei unterschiedlichen
Modellen untersucht. Im ersten Ansatz wurden alle vier, nach Schulte & Nagel (1994) als
letal definierten Endpunkte in die Auswertung einbezogen und sowohl nach Cleuvers (2003)
als auch mit dem modified toxic unit approach nach Pape-Lindstrom und Lydy (1997)
untersucht. Im zweiten Ansatz wurden nur die koagulierten Embryonen als letal gewertet und
Mischungen entsprechend dieser Vorgaben mit den beiden genannten Modellen getestet.

Testansatz nach Cleuvers (2003)

In Abbildung 4-1 und Abbildung 4-2 sind die beobachtete Mortalitdt und die Vorhersage nach
dem Konzept der Konzentrationsadditivitit zusammengestellt. Es wurde diese Art der
Darstellung gewéhlt, da es sich bei den einzelnen Konzentrationen jeweils um eine
Punktschidtzung fiir das jeweilige Effektniveau handelt und die Darstellung einer
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung daher nicht sinnvoll ist.

Es zeigten sich in den beiden Versuchen, in denen die LCy-Werte basierend auf allen vier
letalen Endpunkten verwendet wurden, in allen untersuchten Konzentrationen weniger letale
Effekte als nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitdt vorhergesagt wurde (Abbildung
4-1). Im Versuch, in dem die LCy-Werte basierend auf den koagulierten Embryonen
verwendet wurden, zeigten sich allerdings in allen untersuchten Konzentrationen mehr Effekt
als nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitdt vorhergesagt wurde (Abbildung 4-2).
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80 1 O Mortalitdt[%], Test 1
60 M Mortalitit [%], Test 2
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LC5/5 LC10/5 LC20/5 LC50/5 LC70/5
Effekt- Konzentration

Abbildung 4-1: Vergleich der beobachteten Mortalitdt in beiden durchgefiihrten Versuchen
nach Cleuvers (2003) basierend auf allen vier letalen Endpunkten (Test 1 & Test 2) mit der
Vorhersage nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitdt (CA).

100 ~
M Vorhersage CA [%]

80 | OMortalitit [%], Test 3
60 -

40 -

Mortalitit [%]

20 ~

LC10/5 LC20/5 LC50/5 LC70/5 LC99/5
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Abbildung 4-2: Vergleich der beobachteten Mortalitdt im durchgefiihrten Versuch nach
Cleuvers (2003) basierend auf den koagulierten Embryonen (Test 3) mit der Vorhersage nach
dem Konzept der Konzentrationsadditivitdit (CA).

Testansatz nach dem modified toxic unit approach

In Tabelle 4-14 sind die ermittelten LCso(48h)-Werte aller vier untersuchten Mischungen
zusammenfassend dargestellt. Die berechneten LCso-Werte lassen sich nach Pape-Lindstrom
& Lydy (1997) wie folgt klassifizieren:

LCso > 1: weniger als additiv (IA)

LCso = 1: additiv (CA)

LCso < 1: mehr als additiv.
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Abweichungen von CA und damit von einer LCso(48h) von 1TU sind dann als signifikant
anzusehen, wenn das 95% Vertrauensintervall auerhalb des Wertes von 1TU liegt (Pape-
Lindstrom & Lydy, 1997; Overmyer et al., 2003).

Tabelle 4-14: Darstellung der berechneten mittleren letalen Konzentrationen (LCs0(48h), mit
95% Vertrauensintervall) fiir die vier untersuchten Mischungen nach dem modified toxic unit
approach (aEP: Test basierend auf der LCs((48h) der Einzelstoffe, die unter Beriicksichtigung
aller vier letalen Endpunkte berechnet wurden; koa: Test basierend auf der LCsy(48h) der
Einzelstoffe, die nur unter Beriicksichtigung der koagulierten Embryonen berechnet wurden;
koa oP: Test ohne Paracetamol basierend auf der LCs¢(48h) der Einzelstoffe, die nur unter
Berticksichtigung der koagulierten Embryonen berechnet wurden).

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4

aEP koa koa, oP koa, oP
LCs,(48h), TU 1,25 0,77 0,60 0,64

(1,16 - 1,35) (0,66 —0,89) (0,60 -0,61) (0,55-0,75)

Wie Tabelle 4-14 zu entnehmen ist, ergeben sich auch hier je nach Wahl des Endpunktes
unterschiedliche Aussagen zur Mischungstoxizitidt der Analgetika. Verwendet man fiir die
Versuche die LCso(48h) der Einzelstoffe, die unter Beriicksichtigung aller vier letalen
Endpunkte berechnet wurden, als Basis fiir die Mischung, so ist die Mischungstoxizitit mit
einer LCs0(48h) von 1,25 TU und einem 95% Vertrauensintervall von 1,16-1,35 TU weniger
als additiv. Verwendet man dagegen fiir die Versuche die LCs((48h) der Einzelstoffe, die nur
unter Berticksichtigung der koagulierten Embryonen berechnet wurden, als Basis fiir die
Mischung, so ist die Mischungstoxizitdt mit einer LCs¢(48h) von 0,77 TU und einem 95%
Vertrauensintervall von 0,66 — 0,89 TU mehr als additiv. Noch deutlicher zeigt sich dieser
Effekt wenn die Versuche ohne Paracetamol durchgefiihrt werden, was fiir einen ddmpfenden
Einfluss der Substanz spricht.

Die Ergebnisse der Vorversuche zeigen, dass die Einbeziehung verschiedener letaler
Endpunkte bei der Auswertung der Kombinationswirkung von Chemikalien im DarT zu
unterschiedlichen Ergebnissen fithren kann. In den Untersuchungen mit beiden Modellen
basierend auf allen vier letalen Endpunkten war die Mischungstoxizitit weniger als additiv, in
den Unersuchungen basierend auf den koagulierten Embryonen dagegen mehr als additiv. Es
stellte sich daher die Frage, ob das Testdesign die Ergebnisse beeinflusst hat, da drei der
letalen Endpunkte, fehlende Schwanzablésung vom Dotter, fehlende Somiten sowie fehlender
Herzschlag auch Indikatoren fiir einen spezifischen Wirkmechanismus sein konnen. Um die
erhaltenen Ergebnisse der Vorversuche zu bestdtigen, wurden die drei verschiedene Ansitze
noch einmal in den Hauptversuchen untersucht: basierend auf allen vier letalen Endpunkten,
basierend auf den koagulierten Embryonen, basierend auf den koagulierten Embryonen
jedoch ohne Paracetamol. Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurde am fixed ratio
design festgehalten. Die  Vorhersagen @ nach  den  beiden  Konzepten,
~Konzentrationsadditivitdt und ,,Unabhdngige Wirkung®, wurden mittels der Gleichungen 3

und 6 (2.4) vorgenommen.
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4.1.1.2 Hauptversuche

4.1.1.2.1 Basierend auf allen vier als letal definierten Endpunkten — beobachtete

Effekte

Fiir den durchgefiihrten Versuch wurde die LC,y(48h) basierend auf allen vier letalen
Endpunkten zugrundegelegt. Die untersuchten Konzentrationen sind in Tabelle 4-15
zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-15: Testkonzentrationen der untersuchten Mischung der Analgetika. Die
zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden unter Beriicksichtigung aller
vier letalen Endpunkte berechnet.

Konzentration
1 2 3 4 5 6 7 8

ASS 1,8 3,6 7,2 14,3 28,7 57,4 114,7 229.4
Diclofenac 0,06 0,1 0,2 0,5 1,0 1,9 3,8 7,6
Ibuprofen 0,6 1,1 2,2 4.4 8,8 17,6 352 70,5
Naproxen 1,4 2,8 5,5 11,0 22,0 44,0 88,1 176,1
Paracetamol 45,0 89,9 179,8 359,7 719,5 14389 2877.8 5755,6
Gesamtkonzentration 48,9 97,5 194,9 389,9  780,0 1559,8 3119,6 6239,2

[pmol/L]

Sauerstoff, Leitfahigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Sauerstoffsittigung und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen fiir in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. In Konzentration 8 (6239,2 umol/l) lag der
pH-Wert unter 5, so dass eine Beeintrachtigung der Embryonen durch den niedrigen pH-Wert
nicht ausgeschlossen werden kann. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 55
zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und nur bei
maximal 10% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der letalen Effekte ist in Tabelle 4-16 zusammengefasst. Die letalen Effekte
nahmen ab Konzentration 5 (780 pumol/L) konzentrations- und zeitabhiangig zu. Auf Basis
aller vier als letal definierten Endpunkte (2.3) wurde eine LCso(48h) von 1349,8 pumol/L (r*:
0,9730; b: 5,446; LC)y: 785,6 pmol/L) berechnet.
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Tabelle 4-16: Zusammenstellung der letalen Effekte Mischung der Analgetika. Die
zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden unter Beriicksichtigung aller
vier letalen Endpunkte berechnet (1: 48,9 pmol/L; 2: 97,5 pmol/L; 3: 194,9 umol/L-; 4: 389,9
umol/L; 5: 780 umol/L; 6: 1559,8 pumol/L; 7: 3119,6 pmol/LP; 8: 6239,2 umol/L; K:
Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zu angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt
nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6 7 8
Koagulation 4 - - - - - - - - 19/20
8 - - - - - - - 20/20 20/20
12 - - - - - - - 20/20 20/20
24 - 1/20 - - - - 1/20  20/20 20/20
36 - 1/20 - - - - 2/20  20/20 20/20
48 - 1/20 - - - - 3/20  20/20 20/20
keine Somitenanlage 24 - - - - - - 1/20  koa  koa
36 - - - - - - - koa  koa
48 - - - - - - - koa  koa
keine Schwanzablosung 24 - - 1/19 - - 120  5/20 koa  koa
36 - - 1/19 - - - 4/20 koa  koa
48 - - 1/19 - - - 4/20  koa  koa
kein Herzschlag 36 - - 1/19 - - 2/20 18/20 koa  koa
48 - - 1/19 - - 1/20  10/20 koa  koa
gesamt [%] 48 - 5 53 - - 5 65 100 100

Die wéhrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-17 zusammenfassend dargestellt. Es zeigte sich nach 8 Stunden bei einzelnen Embryonen
eine Verzogerung beim Beginn der Gastrulation. Deformationen waren an Somiten, Augen,
Kopf, Schwanz und Wirbelsdule zu beobachten. Auch traten eine Beeintrichtigung der
Entwicklung des Blutkreislaufsystems und der Pigmentierung sowie Odeme auf. AuBerdem
waren bei einzelnen Embryonen keine Otolithen in den Sacculi angelegt.
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Tabelle 4-17: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Analgetika. Die
zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden unter Beriicksichtigung aller
vier letalen Endpunkte berechnet (1: 48,9 umol/L; 2: 97,5 pmol/L; 3: 194,9 umol/L-; 4:
389,9 umol/L; 5: 780 pmol/L; 6: 1559,8 umol/L; 7: 3119,6 pmol/LP; 8: 6239,2 pumol/L; K:
Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt
nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6 7 8
keine Gastrulation 8 - - 120 3/20 120 4/20 1/20 - koa
12 - - - - - - - koa koa
deformierte Somitenanlage 24 - - - - - - - koa koa
36 - - - - - - 1/18 koa koa
48 - - - - - - - koa koa
keine oder deformierte Augenanlage 24 - - 1720 3/20 2/20 4/20 5/19 koa koa
36 - - 120 - - - 4/18 koa koa
48 - - 120 - - - 1/17 koa koa
deformierter Kopf 24 - - 120 - - - 5/19  koa koa
36 - - 120 - - - 4/18 koa koa
48 - - 120 - - - 1/17  koa koa
deformierter Schwanz 24 - - 120 3/20 2/20 4/20 5/19 koa koa
36 - - 120 - - 2/20  4/18 koa koa
48 - - 120 - - 2/20  16/17 koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - 120 - - 120 5/19  koa koa
36 - - 120 - - 2/20  4/18 koa koa
48 - - 120 - - 2/20  16/17 koa koa
kein Blutkreislauf 36 - 1/19 120 - 520 11/20 18/18 koa koa
48 - 1719 120 - 1/20 9/20 17/17 koa koa
keine Pigmentierung 48 332 - 1720 - 1/20 - 3/17 koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 120 - - 7/20  14/17 koa koa
Dotterddem 48 - 1719 - - 420 11/20 16/17 koa koa
Perikardodem 48 - 1719 - - 520 1120 16/17 koa koa
gesamt 48 - 1/19 - - 57220 11/20 16/17 koa koa
keine oder deformierte Otolithen 48 - - 120 - - 120 3/17 koa koa

Wie Abbildung 4-3 zu entnehmen ist, zeigte sich ab Konzentration 4 (389,9 pmol/L) eine
signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunnetts Test wurden eine NOEC
von 194,9 umol/L sowie eine LOEC von 389,9 umol/L ermittelt.
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Abbildung 4-3: Herzschlige pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Analgetika. Die zugrundeliegenden LC,(48h)-Werte
der Einzelstoffe wurden unter Beriicksichtigung aller vier letalen Endpunkte berechnet.
Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante
Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; 1:
48,9 umol/L; 2: 97,5 umol/L; 3: 194,9 umol/L-; 4: 389,9 umol/L; 5: 780 pmol/L; 6: 1559,8
umol/L; 7: 3119,6 umol/LP; 8: 6239,2 umol/L; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsg, ECsy sowie NOEC und LOEC sind in
Tabelle 4-18 zusammentassend dargestellt.

Tabelle 4-18: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir die Mischung der Analgetika. Die
zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden unter Beriicksichtigung aller
vier letalen Endpunkte berechnet (aEP: basierend auf allen vier letalen Endpunkten).

Zeit[h] [wmol/L)
LCsoaEP 48 1349,8
ECs, kein Herzschlag 48 15535
ECs kein Blutkreislauf 48 800,8
ECs, Odeme 48 668.,8
ECsy Pigmentierung 48 1042,2
ECsy Schwanzdeformation 48 1079,1
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 1079,1
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 194,9
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 388.,9
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4.1.1.2.2 Basierend auf den koagulierten Embryonen — beobachtete Effekte

Fiir diesen Ansatz wurden die in Tabelle 4-19 zusammengefassten Konzentrationen der
Mischung untersucht.

Tabelle 4-19: Testkonzentrationen untersuchten Mischung der Analgetika. Fir die
Berechnung der zugrundeliegenden LC,0(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden ausschlieBlich
die koagulierten Embryonen berticksichtigt.

Konzentration
Substanz 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ASS 1,2 2,4 4,8 9,7 19,4 38,8 77,6 155,1 310,2
Diclofenac 0,6 1,2 2,3 4,6 9,3 18,5 37,1 74,2 148,3
Ibuprofen 0,6 1,2 2,3 4,6 9,3 18,6 37,2 74,4 148,7
Naproxen 0,8 1,5 3,1 6,2 12,4 24,7 49,4 98,9 197,7
Paracetamol 29,9 59,7 119,5 239,0 4779 955,9 1911,7 38234 7646,8

Gesamtkonzentration 33,1 66,0 132,0  264,1 528,3 1056,5 2113,0 4226,0 8451,7
[umol/L]

Sauerstoff, Leitfihigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Die gemessenen Werte des Kontrollmediums sowie der Testlosungen lagen in dem
fir den Test zuldssigen Bereich. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 56
zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und nur bei
maximal 6% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-20 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 6 (1056,5 umol/L) konzentrations- und zeitabhédngig zu.
Auf Basis der koagulierten Embryonen wurde eine LCsy(48h) von 1428,5 pmol/L (1*: 0,998;
b: 5,208; LCyo: 811,3 umol/L) berechnet.

Tabelle 4-20: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der Analgetika. Fiir die
Berechnung der zugrundeliegenden LC,0(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden ausschlieBlich
die koagulierten Embryonen berticksichtigt (1: 33,1 umol/L; 2: 66 umol/L; 3: 132 pumol/L; 4:
264,1 pmol/L; 5: 528,3 pmol/L; 6: 1056,5 pmol/L; 7: 2113 pumol/L; 8: 4226 pumol/L; 9:
8451,7 umol/L; K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Koagulation 4 - - - - - - - - - 2020
8 - - - - - - - - 20/20 20/20
12 - - - - - - - - 20/20 20/20
24 - - - - - - - 9/21 20/20 20/20
36 - - - - - - - 9/21 20/20 20/20
48 - - - - - - 5/20 17/21 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - - - - - - 25 81 100 100
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Die wiéhrend der 48- stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-21 zusammenfassend dargestellt. Nach 8 Stunden zeigten einzelne Embryonen einen
verzogerten Gastrulationsbeginn. Es waren zudem Effekte auf die Schwanzablésung vom
Dotter sowie Deformationen an Somiten, Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule zu
beobachten. Die Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und der Pigmentierung waren ab
Konzentration 3 (132 pmol/L) beeintrichtigt, auch waren ab dieser Konzentration Odeme zu
beobachten. Ab Konzentration 5 (528,3 umol/L) zeigten sich Effekte auf die Otolithen, wobei
Embryonen sowohl drei als auch keine Otolithen in den Sacculi angelegt hatten.
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Tabelle 4-21: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Analgetika. Fiir die
Berechnung der zugrundeliegenden LC,((48h)-Werte der Einzelstoffe wurden ausschlieBlich
die koagulierten Embryonen beriicksichtigt (1: 33,1 umol/L; 2: 66 umol/L; 3: 132 umol/L; 4:
264,1 pmol/L; 5: 528,3 umol/L; 6: 1056,5 pmol/L; 7: 2113 umol/L; 8: 4226 umol/L; 9:
8451,7 umol/L; K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt
koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration
(h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9
keine Gastrulation 8 - - - - 1/20 - - 2/20  koa koa
12 - - - - - - - - koa koa
keine Schwanzablosung 24 - - - - - - - 8/12  koa koa
36 - - - - - - - - koa koa
48 - - - - - - 1/15 4/4  koa koa
Keine / deformierte Somitenanlage 24 - - - - - - 6/20 11/12 koa koa
36 - - - - - - 6/20 4/4  koa koa
48 - - - - 120 15/20 14/15 4/4 koa koa
keine / deformierte Augenanlage 24 - - 1720 2/20 2/20 - 1/20  11/12 koa koa
36 - - - - - - 1/20 4/4  koa koa
48 - - - - - - 1/15 4/4  koa koa
deformierter Kopf 24 - - - - - - - 10/12 koa koa
36 - - - - - - - 4/4  koa koa
48 1/36 - - - - - - 4/4  koa koa
deformierter Schwanz 24 - 120 - 2720 1/20 - 12/20 12/12 koa koa
36 - 120 - - - - 12/20  4/4  koa koa
48 - 120 - - 12/20 20/20 15/15 4/4 koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - 120 - - - 320 14/20 8/12 koa koa
36 - 120 - - - 3/20 1420 4/4 koa koa
48 - 120 - - 1220 2020 15/15 4/4 koa koa
kein Herzschlag 36 - - - - 8/20 20/20 2020 4/4 koa koa
48 - - - - 120 18/20 15/15 4/4 koa koa
kein Blutkreislauf 36 - - - 5720 19/20 20/20 20/20 4/4 koa koa
48 1/36 - - - 16/20 20/20 15/15 4/4 koa koa
keine Pigmentierung 48 2/36 - - 120 - - 2/15  2/4 koa koa
reduzierte Pigmentierung 48 1/36 - - 1720 - 20/20 13/15 2/4 koa koa
Dotterodem 48 - - - 520 17/20 20/20 15/15 3/4 koa koa
Perikardédem 48 - - - 3/20 17/20 20/20 14/15 3/4 koa koa
gesamt 48 - - - 5720 17/20 20/20 15/15 3/4 koa koa
keine oder deformierte Otolithen 48 1/36 - - - - 2/20  2/15 4/4  koa koa

Wie Abbildung 4-4 zu entnehmen ist, zeigte sich ab Konzentration 4 (264,1 umol/L) eine
signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunnetts-Test wurden eine NOEC
von 132,0 umol/L sowie eine LOEC von 264,1 umol/L ermittelt.
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Abbildung 4-4: Herzschlige pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Analgetika. Fir die Berechnung der
zugrundeliegenden LC,o(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden ausschlieBlich die koagulierten
Embryonen beriicksichtigt. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle,
p = 0,05, Dunetts- Test; 1: 33,1 umol/L; 2: 66 umol/L; 3: 132 umol/L; 4: 264,1 umol/L; 5:
528,3 umol/L; 6: 1056,5 umol/L; 7: 2113 pmol/L; 8: 4226 umol/L; 9: 8451,7 umol/L; kHS:
bei keinem Embryo war ein Herzschlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen
koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCs, ECsq sowie NOEC und LOEC sind in
Tabelle 4-22 zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 4-22: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir die Mischung der Analgetika. Fiir
die Berechnung der zugrundeliegenden LC,y(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden
ausschlieBlich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt (koa: basierend auf den
koagulierten Embryonen).

Zeit[h] [nmol/L)
LCs koa 48 1428,5
ECs, kein Herzschlag 48 389,9
ECs kein Blutkreislauf 48 2129
EC5, Odeme 48 173,6
ECs, Pigmentierung 48 373,5
ECs, Somitenanlage 48 431,32
ECsy Schwanzablosung 48 14279
ECsy Augendeformation 48 14279
ECsy Kopfdeformation 48 1472.,5
ECsy Schwanzdeformation 48 250.4
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 250,4
EC;, Otolithen 48 13934
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 132,0
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 264,1

4.1.1.2.3 Basierend auf den koagulierten Embryonen, ohne Paracetamol -

beobachtete Effekte

In diesen Ansatz wurden die in Tabelle 4-23 zusammengefassten Konzentrationen der
Mischung untersucht.

Tabelle 4-23: Testkonzentrationen untersuchten Mischung der Analgetika ohne Paracetamol.
Fir die Berechnung der zugrundeliegenden LCsy(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden
ausschlieBlich die koagulierten Embryonen berticksichtigt.

Konzentration
Substanz 1 2 3 4 5 6
ASS 9,7 19.4 38,8 77,6 155,1 310,2
Diclofenac 4,6 9,3 18,5 37,1 74,2 148,3
Ibuprofen 4,6 9,3 18,6 37,2 74,4 148,7
Naproxen 6,2 12,4 24,7 49.4 98,9 197,7
Gesamtkonzentration 25,1 50,4 100,6 201,3 402,6 804,9

[wmol/L]

Sauerstoff, Leitfihigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Die gemessenen Werte fiir Sauerstoffsittigung und Leitfihigkeit des
Kontrollmediums sowie der Testlosungen lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. In
Konzentration 6 (804,9 umol/L) lag zu Testbeginn der pH-Wert bei 4,72, so dass eine
Beeinflussung der Embryonen durch den geringen pH nicht ausgeschlossen werden kann. Die

Werte sind im Anhang C in Tabelle 57 zusammengestellt.
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Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine Effekte zu
beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-24 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 3 (100,6 pmol/L) konzentrations- und zeitabhéngig zu. Es
wurde eine LCs((48h) von 131,7 pumol/L (r2: 0,993; b: 4,708; LCyo: 70,4 umol/L) berechnet.

Tabelle 4-24: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der Analgetika ohne
Paracetamol. Fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LC,o(48h)-Werte der Einzelstoffe
wurden ausschlieBlich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt (1: 25,1 umol/L; 2: 50,4
umol/L; 3: 100,6 umol/L; 4: 201,3 umol/L; 5: 402,6 umol/L; 6: 804,9 umol/L; K: Kontrolle;
-: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6
Koagulation 4 - - - - - - 20/20
8 - - - - - - 20/20
12 - - - - - - 20/20
24 - - - - 12/20  20/20 2020
36 - - - - 16/20  20/20 20/20
48 - - - 6/20  16/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - - - 30 80 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-25 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich Effekte auf die Schwanzablésung vom
Dotter sowie Deformationen an Somiten, Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule. Eine
Beeintrichtigung der Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und Odeme konnten bis in die
niedrigste untersuchte Konzentration beobachtet werden. Die Entwicklung der Pigmentierung
war ab Konzentration 2 (50,4 pmol/L) beeintrdchtigt. In Konzentration 2 (50,4 pmol/L) hatte
nach 48 Stunden ein Keim drei Otolithen pro Sacculus angelegt, wéhrend in Konzentration 4
(201,3 umol/L) zwei Embryonen die Otolithen fehlten.
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Tabelle 4-25: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Analgetika ohne
Paracetamol. Fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe
wurden ausschlielich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt (1: 25,1 pmol/L; 2: 50,4
umol/L; 3: 100,6 pmol/L; 4: 201,3 umol/L; 5: 402,6 pmol/L; 6: 804,9 umol/L; K: Kontrolle;
koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert, -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6
keine Schwanzablosung 24 - - - - 5/8  koa  koa
36 - - - - 1/4  koa  koa
48 - - 1/20 - 3/4  koa  koa
keine oder deformierte Somitenanlage 24 - - - 2/20  8/8 koa  koa
36 - - - 2/20 4/4  koa  koa
48 - 1/20 10/20 14/14 4/4  koa  koa
deformierte Augenanlage 24 - - - - 6/8 koa  koa
36 - - - - 2/4  koa  koa
48 - - - - 2/4  koa  koa
deformierter Kopf 24 - - - 120 5/8 koa  koa
36 - - - 120 /4 koa  koa
48 - - - - 2/4  koa  koa
deformierter Schwanz 24 - - - 320 88  koa  koa
36 - - - 320  4/4  koa  koa
48 - 10/20 20/20 14/14 4/4  koa  koa
deformierte Wirbelsaule 24 - - 3/20 14/20 8/8  koa  koa
36 - - 3/20 1420 4/4  koa  koa
48 - 10/20 20/20 14/14 4/4  koa  koa
kein Herzschlag 36 - - 20/20 20/20 4/4  koa  koa
48 - - 11/20 14/14 4/4  koa  koa
kein Blutkreislauf 36 - 19/20 20/20 20/20 4/4  koa  koa
48 - 16/20 20/20 14/14 4/4  koa  koa
keine Pigmentierung 48 - - - - 2/4  koa  koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - 14/20 14/14 2/4  koa  koa
Dotterodem 48 - 19/20 20/20 12/14 3/4  koa  koa
Perikardédem 48 - 18/20 20/20 12/14 3/4  koa  koa
gesamt 48 - 19/20 20/20 12/14 3/4  koa  koa
keine oder deformierte Otolithen 48 - - 1/20 - 2/4  koa  koa

Wie Abbildung 4-5 zu entnehmen ist, zeigte sich auBlerdem eine Beeinflussung der
Herzschlagfrequenz. Da bis in die niedrigste untersuchte Konzentration eine Reduktion der
Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle beobachtet wurde, ist eine Angabe der NOEC
nicht moglich. Die LOEC entspricht der niedrigsten untersuchten Konzentration von 25,1
umol/L.
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Abbildung 4-5: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Analgetika ohne Paracetamol basierend
ausschlieBlich auf den koagulierten Embryonen. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie
Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; 1: 25,1 pmol/L; 2: 50,4 pmol/L; 3: 100,6 pmol/L; 4:
201,3 pumol/L; 5: 402,6 umol/L; 6: 804,9 umol/L; kHS: bei keinem Embryo war ein
Herzschlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCso, ECsg sowie NOEC und LOEC sind in
Tabelle 4-26 zusammengestellt.
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Tabelle 4-26: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir die Mischung der Analgetika
ohne Paracetamol. Fiir die Berechnung der zugrundeliegenden LC;y(48h)-Werte der
Einzelstoffe wurden ausschlieBlich die koagulierten Embryonen beriicksichtigt (koa:
basierend auf den koagulierten Embryonen; oP: ohne Paracetamol).

Zeit[h] [nmol/L)

LCs koa (oP) 48 131,7
ECs, kein Herzschlag 48 49,0
ECs kein Blutkreislauf 48 13,6
EC5, Odeme 48 32,0
ECsy Pigmentierung 48 45,5
ECs, Somitenanlage 48 50,1
ECsy Schwanzablosung 48 177,8
ECsy Augendeformation 48 201,3
ECsy Kopfdeformation 48 201,3
ECs5y Schwanzdeformation 48 25,1
ECs, Wirbelsdulendeformation 48 25,1
EC;, Otolithen 48 201,2
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 -
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 25,1

4.1.1.2.4 Hauptversuche Analgetika- zusammenfassende Darstellung

Es wurden, wie in den Vorversuchen auch, drei unterschiedliche Mischungen der Analgetika
untersucht. In einer Mischung wurde die LC,¢(48h) der Einzelstoffe als Grundlage fiir die
Mischung verwendet, die auf Basis aller vier letalen Endpunkte berechnet wurde. Fiir die
iibrigen beiden Versuche wurde dagegen die LC,o(48h) der Einzelstoffe eingesetzt, die
ausschlieBlich mit den koagulierten Embryonen ermittelt wurde. In einem der beiden
Versuche wurden alle fiinf Analgetika, ASS, Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen und
Paracetamol, als Mischung untersucht; in dem anderen Test vier Substanzen, ohne
Paracetamol.

Letale Effekte

Eine Vorhersage nach dem Konzept der Unabhdingigen Wirkung konnte fiir alle drei Versuche
aufgrund der steilen Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelstoffe nur fiir die
hochste untersuchte Konzentration erfolgen. Das Konzept der Unabhdngigen Wirkung sagt
fir diese in den basierend auf allen vier letalen Endpunkten und basierend auf den
koagulierten Embryonen jeweils einen Effekt von 67,3%, fiir den Versuch basierend auf den
koagulierten Embryonen, ohne Paracetamol einen Effekt von 59,4% voraus. Tatsdchlich
zeigten jedoch in allen drei Tests in den hochsten untersuchten Konzentrationen 100% der
eingesetzten Embryonen letale Effekte. Das Konzept der Unabhdingigen Wirkung unterschétzt
damit die zu erwartende Mischungstoxizitit.

In den Abbildung 4-6, Abbildung 4-7 und Abbildung 4-8 sind die beobachtete Mortalitédt der

drei durchgefiihrten Versuche (schwarz) und die Vorhersagen nach dem Konzept der
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Konzentrationsadditivitit (rot) zusammenfassend dargestellt. Wie den Abbildungen zu
entnehmen ist zeigte sich in allen drei Versuchen eine tendenziell mehr als additive
Mischungstoxizitit, wobei die Unterschiede zwischen beobachteter und vorhergesagter
Mortalitdt in der Reihenfolge Ana aEP (Abbildung 4-6) > Ana koa (Abbildung 4-7) > Ana
koa oP (Abbildung 4-8) zunahmen. Auch wenn die Unterschiede weniger deutlich als in den
Vorversuchen sind, so zeigt sich doch anhand der Graphen ein Effekt der Wahl des
Endpunktes auf das Ergebnis von Kombinationsexperimenten.

100 4 — beobachtet
—— Vorhersage CA

80
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40 ~
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20
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Konzentration [pmol/]
Abbildung 4-6: Darstellung der beobachteten Mortalitdt der Mischung der Analgetika

(schwarz) und der Vorhersage nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitdit (CA, rot). Die

zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden unter Beriicksichtigung aller
vier letalen Endpunkte berechnet
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Abbildung 4-7: Darstellung der beobachteten Mortalitdt der Mischung der Analgetika
(schwarz) und der Vorhersage nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitit (CA; rot). Fiir

die Berechnung der zugrundeliegenden LCyo(48h)-Werte der Einzelstoffe wurden
ausschlieBlich die koagulierten Embryonen berticksichtigt
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Abbildung 4-8: Darstellung der beobachteten Mortalitdt der Mischung der Analgetika ohne
Paracetamol (schwarz) und der Vorhersage nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitdit

(CA; rot). Fur die Berechnung der zugrundeliegenden LC,¢(48h)-Werte der Einzelstoffe
wurden ausschlieBlich die koagulierten Embryonen berticksichtigt.
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In Tabelle 4-27 sind die, anhand der beobachteten letalen Effekte berechneten und die nach
dem Konzept der Konzentrationsadditivitit (CA) vorhergesagten LCsp-Werte fiir alle drei
durchgefiihrten Versuche zusammengestellt. Wie anhand der Abbildung 4-6, Abbildung 4-7
und Abbildung 4-8 zu erwarten war, lagen die berechneten LCsp-Werte der einzelnen
Mischungen unter den, nach CA vorhergesagten Werten. Zudem gab es bei den 95%
Vertrauensintervallen keine Uberschneidungen zwischen Beobachtung und Vorhersage, so
dass auch das Konzept der Konzentrationsadditivitdit die Toxizitit der einzelnen Mischungen
unterschitzt. Die Unterschiede zwischen Beobachtung und Vorhersage sind jedoch gering
(Faktor <2), so dass man von einer additiven Mischungstoxizitit der Analgetika in allen drei
Versuchen ausgehen kann.

Tabelle 4-27: Darstellung der anhand der beobachteten Effekte berechneten und der nach dem
Konzept der  Konzentrationsadditivitit ~ vorhergesagten  LCso(48h)-Werte — (95%
Vertrauensintervalle) sowie den ,,Spacing®“-Faktoren zwischen Vorhersage und Beobachtung
(Ana aEP: Versuch basierend auf der LC,¢(48h), die mit allen vier letalen Endpunkten
ermittelt wurde; Ana koa: Versuch basierend auf der LC,y(48h) der Einzelstoffe, die
ausschlieBlich mit den koagulierten Embryonen ermittelt wurde; Ana koa oP: . Versuch ohne
Paracetamol basierend auf der LC,y(48h) der Einzelstoffe, die ausschlieBlich mit den
koagulierten Embryonen ermittelt wurde).

Test LC5¢(48h), [umol/L] LC5¢(48h), [umol/L] Faktor
beobachtet Vorhersage CA
Ana aEP 1349,8 16782 1,2
(1256 — 1452,2) (1671,2 — 1685,4)
Ana koa 1428,5 2215,8 1,6
(1410,5 — 1446,6) (2204,7 — 2226,9)
Ana koa oP 131,7 251,5 1,9
(126,1 — 137,5) (250,6 — 252,5)

Es ldsst sich auch anhand der berechneten letalen Konzentrationen feststellen, dass die
Unterschiede zwischen Beobachtung und Vorhersage in der Reihenfolge Ana aEP > Ana koa
> Ana koa oP zunehmen. Damit zeigt sich auch in den Hauptversuchen ein Einfluss der Wahl
des Endpunktes auf das Ergebnis von Kombinationsexperimenten, wenn auch nicht in so
deutlichem Umfang wie in den Vorversuchen. Die Unterschiede zwischen Ana koa und Ana
koa oP konnten fiir einen dimpfenden Einfluss von Paracetamol sprechen (siehe dazu auch
subletale Effekte der Mischungen).

Vergleicht man die ermittelten LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe und der Mischung so zeigt,
sich, dass in den beiden Versuchen Ana aEP und Ana koa die Toxizitit der Mischung
zwischen den Werten der Einzelstoffe mit der grofSten und kleinsten Toxizitdt liegt. Beide
Mischungen waren weniger toxisch als die Einzelstoffe ASS, Diclofenac, Ibuprofen und
Naproxen, jedoch toxischer als der Einzelstoff Paracetamol. Die Mischung der Analgetika
ohne Paracetamol (Ana koa oP) war dagegen liberraschenderweise toxischer ist als die
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Einzelstoffe ASS, Diclofenac, Ibuprofen und Naproxen (Tabelle 4-28), was wiederum fiir
einen ddmpfenden Einfluss von Paracetamol spricht.

Tabelle 4-28: Darstellung der berechneten LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe und der
Mischungen der Analgetika (aEP: Versuch, in dem alle vier letalen Endpunkten
berticksichtigt wurden; ASS: Acetylsalicylsdure; Dic: Diclofenac; Ibu: Ibuprofen; koa:
Versuch, in dem ausschlieBlich die koagulierten Embryonen als letal gewertet wurden; koa
oP: Versuch ohne Paracetamol, in dem ausschlieBlich die koagulierten Embryonen als letal
gewertet wurden; Nap: Naproxen; Para: Paracetamol).

LCs(48h); [umol/L]

ASS Dic Ibu Nap Para Mix
aEP 243,6 9,7 111,0 154,5 8021,6 1349,8
koa 345,5 192,6 200,5 237,1 12071,6 1428,5
koa oP 345,5 192,6 200,5 237,1 - 131,7

Fiir alle fiinf Substanzen werden in der Literatur dhnliche Wirkmechanismen im S&uger
beschrieben. Thre Wirkung basiert auf der Hemmung der Cyclooxygenase- oder COX-
Enzyme, welche die Umsetzung von Arachidonsdure zu Prostaglandinen katalysieren. Beim
Sduger werden sowohl die erwiinschten analgetischen, antipyretischen und antiphlogistischen
Wirkungen als auch ein Grofiteil der unerwiinschten Nebenwirkungen auf diesen
Wirkmechanismus zuriickgefiihrt (Fent et al., 2006; Forth et al., 2001). COX-Enzyme und
auch Prostaglandine sind in Fischen nachgewiesen worden (Zou et al., 1999). Es ist jedoch
nicht geklért, ob sie in diesen Organismen die gleiche Funktion erfiillen, wie im Séuger und
ab welchem Entwicklungsstadium sie vorhanden sind. Daher ist zudem unklar, ob die
Analgetika im Fisch den selben Wirkmechanismus wie im Sduger haben. Aufgrund der
Literaturdaten fiir den Séuger wurde jedoch eine additive Mischungstoxizitidt erwartet und die
erhaltenen Ergebnisse haben diese Erwartung auch bestétigt.

Cleuvers (2004) beschreibt fiir eine Mischung aus Acetylsalicylsdure, Diclofenac, Ibuprofen
und Naproxen in Tests mit Algen und Daphnien &hnliche, wie die beobachteten Effekte. In
beiden Versuchsansdtzen wurde die Mischungstoxizitdt der genannten Substanzen mit dem
Konzept der Konzentrationsadditivitdit genau vorhergesagt. Ebenso zeigte sich ein deutlicher
Effekt der Mischung trotz keiner bzw. geringer Effekte der eingesetzten Konzentrationen in
den FEinzelsubstanzversuchen (jeweils '4 der einzelnen LCi-Konzentrationen). Als
einheitlichen Endpunkt hat er in seinen Untersuchungen die Immobilisierung von Daphnien
und die Wachstumshemmung bei Algen verwendet. Uber QSAR-Berechnungen kommt er zu
dem Schluss, dass alle vier Substanzen einen dhnlichen Wirkmechanismus besitzen und daher
additiv wirken. Die Wirkung kommt seiner Meinung nach jedoch iiber Narkose und nicht
iiber einen spezifischen Wirkmechanismus zustande.

Subletale Effekte

Betrachtet man die subletalen Effekte so zeigten sich dhnliche Effekte, wie in den
Einzelsubstanzversuchen. Vergleicht man die ermittelten ECso(48h)-Werte der Einzelstoffe
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und der Mischung so zeigt, sich, dass im Versuch Ana aEP die Toxizitit der Mischung
zwischen den Werten der Einzelstoffe mit der groften und kleinsten Toxizitét liegt (Tabelle
4-29). Die Mischung ist damit auch in bezug auf die subletalen Effekte weniger toxisch als
die Einzelstoffe ASS, Diclofenac, Ibuprofen und Naproxen, jedoch toxischer als der
Einzelstoff Paracetamol.

Bei der Mischung Ana koa zeigten sich zumindest fiir einige Endpunkte EC5¢(48h)-Werte im
Bereich der der Einzelstoffe (in Tabelle 4-30rot dargestellt). Die Mischung ist damit jedoch
auch in bezug auf die subletalen Effekte weniger toxisch als die Einzelstoffe ASS,
Diclofenac, Ibuprofen und Naproxen, jedoch toxischer als der Einzelstoff Paracetamol.

Fiir die Mischung der Analgetika ohne Paracetamol (Ana koa oP) ergaben sich Werte im
Bereich der der Einzelstoffe, zum Teil war jedoch auch die Mischung toxischer als die
Einzelstoffe ASS, Diclofenac, Ibuprofen und Naproxen (Tabelle 4-31), was wiederum fiir
einen ddmpfenden Einfluss von Paracetamol spricht.

Tabelle 4-29: Berechnete Effektkonzentrationen fiir die Versuche mit den Einzelstoffen und
der Mischung, bei denen jeweils alle vier letalen Endpunkte fiir die Berechnung der LCi-
Werte berticksichtigt wurden (ASS: Acetylsalicylsdure; Dic: Diclofenac; Ibu: Ibuprofen; Nap:
Naproxen; Para: Paracetamol; -: keine Angabe moglich).

aEP ASS Dic Ibu Nap Para Mix
EC;sokein Herzschlag 236,1 9,86 111,7 356,0 7774,8 1553,5
ECso kein Blutkreislauf 2332 3,37 64,4 106,9 3878,6 800,8
ECsoOdeme - 3,64 125,2 45454 668,8
ECs, Pigmentierung 205,5 51,76 134 - 1650,7 1042,2
ECso Somitenanlage - - - - -
ECsy Schwanzablosung 333.,8 - - - -
ECsy Augendeformation - - 230,4 - 8766,4 -
ECsy Kopfdeformation - - 241,2 - 5915,1 -
EC;5y Schwanzdeformation 302,4 421 120,2 - 4713,5 1079,1
ECso Wirbelsdulendef. - 4,82 - 5680,3 1079,1
EC5, Otolithen 286 - 115,7 - 7888,8 -
NOEC (Herzschlag) - 2,79 23,7 80,6 25132 194,9
LOEC (Herzschlag) 155 6,74 47,4 161,1 5780,4 388.,9
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Tabelle 4-30: Berechnete Effektkonzentrationen fiir die Versuche mit den Einzelstoffen und
der Mischung, bei denen ausschlieBlich die koagulierten Embryonen fiir die Berechnung der
LCx-Werte beriicksichtigt wurden (aE: alle eingesetzten Embryonen zeigen diesen Effekt;
ASS: Acetylsalicylsdure; Dic: Diclofenac; Ibu: Ibuprofen; Nap: Naproxen; Para: Paracetamol;

-: keine Angabe moglich).

koa ASS Dic Ibu Nap Para Mix
ECs, kein Herzschlag 236,1 aE 137,4 260,4 7108,5 389,9
EC;s kein Blutkreislauf 2332 aE 62,8 152,2 3207,7 212,9
ECso Odeme - - 62,7 153,3 3207,7 173,6
ECs, Pigmentierung 205,5 aE 90,0 188,3 aE 373,5
ECs, Somitenanlage - aE - - 17756,7 431,3
ECsy Schwanzablosung 333,8 166,0 - 17756,7 1427,9
ECsy Augendeformation - 234,8 254,0 8111,9 1427.9
ECs5 Kopfdeformation - 201,1 261,9 8878.,4 1472,5
ECs5y Schwanzdeformation 3024 aE 116,6 152,8 42249 250,4
ECsy Wirbelsdulendef. - aE 126,7 197,3 5383,9 250,4
EC;5, Otolithen 286 aE 151,8 246,2 9231,2 13934
NOEC (Herzschlag) - - 35,6 107,4 25132 132,0
LOEC (Herzschlag) 155 78,6 71,1 161,1 5026,5 264,1

Tabelle 4-31: Berechnete Effektkonzentrationen fiir die Versuche mit den Einzelstoffen und
der Mischung ohne Paracetamol, bei denen ausschlieBlich die koagulierten Embryonen fiir die
Berechnung der LCy-Werte beriicksichtigt wurden (aE: alle eingesetzten Embryonen zeigen
diesen Effekt; ASS: Acetylsalicylsdure; Dic: Diclofenac; Ibu: Ibuprofen; Nap: Naproxen;
Para: Paracetamol; -: keine Angabe moglich).

koa oP ASS Dic Ibu Nap Mix
ECsokein Herzschlag 236,1 aE 137,4 260,4 49,0
ECs kein Blutkreislauf 2332 aE 62,8 152,2 13,6
ECsoOdeme - - 62,7 153,3 32,0
ECso Pigmentierung 205,5 aE 90,0 188,3 455
ECsy Somitenanlage - aE - - 50,1
ECs, Schwanzablosung 333,8 166,0 - 177,8
ECsy Augendeformation - 234.8 2540 201,3
EC;5, Kopfdeformation - 201,1 261,9 201,3
ECs5y Schwanzdeformation 302,4 aE 116,6 152.,8 25,1
ECs5, Wirbelsdulendef. - aE 126,7 197,3 25,1
EC;5, Otolithen 286 aE 151,8 246,2 201,2
NOEC (Herzschlag) - - 35,6 107,4 -
LOEC (Herzschlag) 155 78,6 71,1 161,1 25,1

Die Tatsache, dass dhnliche subletale Effekte bei allen drei Mischungen und die deutlichsten
Effekte im Versuch ohne Paracetamol zu beobachten waren, wird durch Abbildung 4-9 noch
einmal verdeutlicht.
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Abbildung 4-9: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber der Mischungen der Analgetika a) basierend auf der LC,(48h) der Einzelstoffe,
die mit allen vier letalen Endpunkten berechnet wurde b) basierend auf der LC,o(48h) der
Einzelstoffe, die ausschlieBlich mit den koagulierten Embryonen berechnet wurde c) ohne
Paracetamol, basierend auf der LC,y(48h) der Einzelstoffe, die ausschlieBlich mit den
koagulierten Embryonen berechnet wurde (sw: keine Schwanzablosung vom Dotter; So def:
Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def:
Kopfdeformation; A def: Augendeformation; Bk: kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe:
Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).
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Sowohl in den Vor- als auch in den Hauptversuchen zeigte sich ein Einfluss der Wahl des
Endpunktes auf das Ergebnis von Kombinationsexperimenten. Es wurde daher die
Entscheidung getroffen bei Fragestellungen, bei denen der Wirkmechanismus von Substanzen
entscheidend ist, sich auf die koagulierten Embryonen als letalen Endpunkt zu beschrianken.
Es wurden aus diesem Grunde fiir die iibrigen untersuchten Substanzen (Einzelstoffe und
Mischungen) ausschlielich die koagulierten Embryonen als letal gewertet um einen
einheitlichen Endpunkt fiir die folgenden Kombinationsexperimente zu haben und die Varianz
Zu minimieren.

4.1.2 Pflanzenschutzmittel (PSM)

4.1.2.1 Beobachtete Effekte

Es wurden die drei Acetylcholinesterase(AChE)-hemmer, Carbaryl, Malathion und Parathion,
als Mischung untersucht. Es wurden ausgehend von der LC,((48h) der Einzelstoffe basierend
ausschlieBlich auf den koagulierten Embryonen die, in Tabelle 4-32 zusammengestellten
Konzentrationen getestet.

Tabelle 4-32: Testkonzentrationen der Kombination AChE-hemmer.

Konzentration
Substanz 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Carbaryl 1,2 1,8 2,7 4,0 6,0 9,0 13,6 20,4 30,5
Malathion 0,8 1,2 1,9 2,8 42 6,3 9,4 14,1 21,1
Parathion 1,1 1,6 2,4 3,6 5,4 8,0 12,0 18,1 27,1
Gesamtkonzentration 3,1 4,6 7,0 10,4 15,6 233 35,0 52,6 78,7

[wmol/L]

Sauerstoff, Leitfdhigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Die gemessenen Werte des Kontrollmediums sowie der Testlosungen lagen in dem
fir den Test zuldssigen Bereich. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 59
zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und nur bei
maximal 2,8% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte zu beobachten waren.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-33 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 7 (35 umol/L) konzentrations- und zeitabhidngig zu. Es
wurde eine LCsy(48h) von 51,5 pmol/L (r*: 0,911; b: 8,329; LCy(: 36,2 umol/L) berechnet.
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Tabelle 4-33: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der AChE-Hemmer (1: 3,1
umol/L; 2: 4,6 umol/L; 3: 7 pumol/L; 4: 10,4 umol/L; 5: 15,6 umol/L; 6: 23,3 pmol/L; 7: 35
umol/L; 8: 52,6 pmol/L; 9: 78,7 umol/L; K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration

(h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Koagulation 4 - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - 1520
12 - - - - - - - - - 1820
24 - 120 1/20 1/20 1/21 - - 1720 11/20 18/20
36 - 1/20  1/20 1/20 1/21 - - 1/20 1120 19/20
48 - 120 1/20 1/20 1/21 - - 1720 11/20 19/20
gesamt [%] 48 - 5 5 5 4,8 - - 5 55 95

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-34 zusammenfassend dargestellt. Es zeigte sich, mit Ausnahme von Konzentration 2 (4,6
umol/L), in allen Konzentrationen nach 8 Stunden eine Verzogerung des
Gastrulationsbeginns. Vereinzelt zeigten sich Effekte auf die Schwanzablosung vom Dotter
sowie Deformationen an Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule. Ab Konzentration 3 (7
umol/L) zeigten sich eine Beeintrachtigung der Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und
Odeme. Die Entwicklung der Pigmentierung war ab Konzentration 2 (4,6 pmol/L)
beeintrachtigt. In Konzentration 8 (52,6 umol/L) hatte ein Keim keine Otolithen in den
Sacculi angelegt.
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Tabelle 4-34: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der AChE-Hemmer (1:
3,1 umol/L; 2: 4,6 umol/L; 3: 7 umol/L; 4: 10,4 pmol/L; 5: 15,6 umol/L; 6: 23,3 umol/L; 7:
35 umol/L; 8: 52,6 umol/L; 9: 78,7 pmol/L; K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration [mmol/L]
[h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9
keine Gastrulation 8 - 120 - 4/20 1/20 1/20 3/19 2/20 9/20 3/5
12 - 120 - - - - - - - -
keine Schwanzablosung 24 - - - - - - - 1/19 - 172
36 - - - - - - - 1/19 - -
48 - - - - - - - 1/19 - -
keine oder deformierte Somiten 24 - - - - - - - - - 172
36 - - - - - - - - - -
48 - - - - - - - - - -
keine / deformierte Augenanlage 24 - - - - - - - 1719 1/9 12
36 - - - - - - - /19 19 -
48 - - - - - - - 1/19 - -
deformierter Kopf 24 - - - - - - - /19 2/9 12
36 - - - - - - - /19 2/9 -
48 - - - - - - - /19 19 -
deformierter Schwanz 24 - - - - - - - /19 1/9 12
36 - - - - - - - /19 19 -
48 - - - - - - - /219 29 -
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - - - 1/19 - 172
36 - - - - - - - 1/19 - -
48 - - - - - - - /19 29 -
kein Herzschlag 36 - - - - - - - - - /1
48 - - - - - - - - 179 -
kein Blutkreislauf 36 - - - - - - - 1/19 - 11
48 - - 2/19 3/19  2/19 10/19 18/19 9/9 1/1
keine Pigmentierung 48 - - /19 - - - /19 1719 4/8 -
reduzierte Pigmentierung 48 136 - - - 319  1/19  4/19 11/19 59 1/1
Dotterédem 48 1/36 - - 3/19 4/19 1120 12/19 19/19 - 1/
Perikardodem 48 1/36 - - 3/19 4/19 1120 12/19 19719 - 1/
gesamt 48 1/36 - - 3/19 4/19 1120 12/19 19/19 - 1/
keine Otolithen 48 - - - - - - - - 19 -

Wie Abbildung 4-10 zu entnehmen ist, zeigte sich in den Konzentrationen 1 und 2 (3,1
umol/L; 4,6 pmol/L) ein leichter, nicht-signifikanter Anstieg der Herzschlagfrequenz, ab
Konzentration 5 (15,6 umol/L) eine signifikante Reduktion. Mittels Dunetts Test wurden eine
NOEC von 10,4 pmol/L sowie eine LOEC von 15,6 pmol/L ermittelt.
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Abbildung 4-10: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhédngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung Acetylcholinesterasehemmer basierend ausschlieBlich auf
den koagulierten Embryonen. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und
Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle,
p = 0,05, Dunetts- Test; 1: 3,1 umol/L; 2: 4,6 umol/L; 3: 7 umol/L; 4: 10,4 umol/L; 5: 15,6
umol/L; 6: 23,3 pmol/L; 7: 35 pmol/L; 8: 52,6 umol/L; 9: 78,7 pmol/L).

4.1.2.2 Pestizide — zusammenfassende Betrachtung

Es wurde eine Mischung der drei Acetylcholinesterasehemmer Carbaryl, Malathion und
Parathion wuntersucht. Aufgrund, der &hnlichen, in der Literatur beschriebenen
Wirkmechanismen wurde eine additive Mischungstoxizitét erwartet.

Letale Effekte

Eine Vorhersage nach dem Konzept der Unabhcingigen Wirkung konnte aufgrund der steilen
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelstoffe nur fiir die hochste untersuchte
Konzentration erfolgen. Das Konzept der Unabhdingigen Wirkung sagt fur diese einen Effekt
von 48,8% voraus. Tatséchlich zeigten jedoch 95% der eingesetzten Embryonen letale Effekte
(Tabelle 4-33). Das Konzept unterschétzt damit, wie erwartet die Toxizitit der Mischung.
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Die beobachtete und die nach dem Konzept der Komnzentrationsadditivitit vorhergesagte
Mortalitdt sind in Abbildung 4-11 dargestellt. Anhand der Graphen zeigte sich eine
tendenziell weniger als additive Mischungstoxizitit.

100 4 = becbachtet —
—— VWorhersage CA

60

40

Mortalitit [%]

20

0 20 50 100 200

Konzentration [umol/I]

Abbildung 4-11: Darstellung der beobachteten Mortalitdt der Mischung der AChE-hemmer
(schwarz) mit den Vorhersagen nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitcit (CA, rot).

In Tabelle 4-35 sind der, anhand der beobachteten letalen Effekte berechnete und der nach
dem Konzept der Konzentrationsadditivitit (CA) vorhergesagte LCsp-Wert fiir die
untersuchte Mischung dargestellt. Wie anhand der Abbildung 4-11 zu erwarten war, lag der
berechnete LCsop-Wert der Mischung iiber dem, nach CA vorhergesagten Wert. Zudem gab es
bei den 95% Vertrauensintervallen keine Uberschneidungen, so dass auch das Konzept der
Konzentrationsadditivitdit die Toxizitdt der Mischung tiberschitzt. Die Unterschiede zwischen
Beobachtung und Vorhersage sind jedoch gering (Faktor <2), so dass man von einer additiven
Mischungstoxizitdt der Pestizide ausgehen kann.
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Tabelle 4-35: Darstellung des anhand der beobachteten Effekte berechneten und des nach dem
Konzept der  Konzentrationsadditivitdt ~ vorhergesagten  LCso(48h)-Werts  (95%
Vertrauensintervalle) sowie des ,,Spacing“-Faktor zwischen Vorhersage und Beobachtung .

LC5¢(48h), [umol/L] LC5¢(48h), [umol/L] Faktor
beobachtet Vorhersage CA
AChE-Hemmer 51,5 32,8 1,6
(48,9 —54,2) (32,1 -33,5)

Das Ergebnis bestitigt jedoch z.T. die Ergebnisse aus Vorversuchen mit dem modified toxic
unit approach (nicht im Detail dargestellt). Hierfir wurden drei Mischungen der
Pflanzenschutzmittel auf Basis der LCso(48h) der Einzelstoffe untersucht. In allen drei
Untersuchungen zeigte sich, aufgrund von LCsy(48h)-Werten von >1 (2.4), eine weniger als
additive Mischungstoxizitit (Tabelle 4-36).

Tabelle 4-36: Darstellung der berechneten mittleren letalen Konzentrationen (LCsy(48h), mit
95% Vertrauensintervall) fiir die drei Vorversuche mit den PSM nach dem modified toxic unit
approach (n.b.: nicht bestimmbar aufgrund mathematischer Griinde; oC: Versuch ohne
Carbaryl).

Test 1 Test 2 Test 3
(0C)
LCs0(48h), TU 1,28 1,33 1,60
(1,02 - 1,60) (n.b.) (1,49 -1,73)

Vergleicht man die ermittelten LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe und der Mischung so zeigt,
sich, dass die Toxizitdt der Mischung unter den Werten der Einzelstoffe liegt. Die
Mischungen war weniger toxisch als die Einzelstoffe Carbaryl, Malathion und Parathion
(Tabelle 4-37).

Tabelle 4-37: Darstellung der berechneten LCsy(48h)-Werte der Einzelstoffe und der
Mischungen der PSM .

LC5¢(48h); [umol/L]
Carbaryl Malathion Parathion Mix

aEP 39,4 25,5 32,5 51,5

Diese Ergebnisse widersprechen damit z.T. den Erwartungen nach den, in der Literatur
beschriebenen Wirkmechanismen und Studiendaten. Overmyer et al. (2003) konnten in
Studien an Fliegenlarven, fiir Mischungen aus Carbaryl und Malathion sowie Carbaryl,
Malathion und Chlorpyrifos eine mehr als additive Mischungstoxizitidt beobachten. Es stellt
sich die Frage, ob die geringen Unterschiede im Wirkmechanismus (Carbaryl hemmt das
Enzym Acetylcholinestrase durch Carbamylation, wihrend Parathion und Malathion nach
metabolischer Aktivierung das Enzym durch Phosphorylierung hemmen) im untersuchten
Testssystem bereits ausreichen, um eine (tendenziell) weniger als additive Mischungstoxizitit
auszuldsen.
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Subletale Effekte

Betrachtet man die subletalen Effekte nach 48 Stunden, so zeigten sich bei der Exposition
gegeniiber der Mischung in bezug auf Blutkreislauf, Pigmentierung und Odeme #hnliche
Effekte wie bei den Einzelstoffen (Abbildung 4-12). Deformationen oder Effekte auf die
Otolithen wie bei den Einzelstoffen Malathion und Parathion traten jedoch nur vereinzelt auf.

287



100

80
60
40
20

0\\\\\\\I_Y___Y_l_vj_v—\

sw So Sw Ws K A Bc H O P Ot
def def def def def

Hiufigkeit [%]

Effekt

Malathion
1000
=X 800
5 600

%

2 400
3 200
s 20
00

sw So Sw Ws K A Bk H G P Ow
def def def def def

FEffekt
Parathion
1000
= 800
5 600
-t
& 400
:g 200
s 20
0,0
sw So Sw Ws K A Bk H Oe P Oto
def def def def def
Effekt
Mix
100,0
= 800
T 600
-z
& 400
=
=
=

200 I I I
0,0 + T T T T T T T T

sw So Sw Ws K A Bk H O¢ P Owo
def def def def

Effekt

Abbildung 4-12: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber der Einzelstoffe und der Mischung der AChE-Hemmer (sw: keine
Schwanzablosung vom Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation;
Ws def: Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation; Bk:
kein Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder fehlende
Pigmentierung; Oto: keine oder deformierte Otolithen).
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Die ermittelte Effektkonzentration fiir den Parameter ,,Pigmentierung® lag etwas iiber den
Werten der Einzelstoffe (Tabelle 4-38). Die iibrigen ECsp-Werte sowie NOEC und LOEC
lagen dagegen im Bereich der Einzelstoffe bzw. darunter (rot).

Tabelle 4-38: Darstellung der ermittelten Effektkonzentrationen der Einzelstoffe und der
Mischung der AChE-hemmer (aE: alle eingesetzten Embryonen zeigen diesen Effekt; -: keine

Angabe moglich)
Carbaryl Malathion Parathion Mischung

ECs (48h) kein Herzschlag - 20,3 42,7 -
ECs, (48h) kein Blutkreislauf 34,2 aE 29,3 22,0
ECso (48h) Odeme 33,7 aE 20,6 16,1
ECs, (48h) Pigmentierung 25,5 7,2 243 30,1
ECso (48h) Schwanzdeformation - 13,5 29,7 -
ECs, (48h) Wirbelsdulendeformation - - 422 -
ECs, (48h) Otolithen - 25,4 42,7 -
NOEC (Herzschlagfrequenz) 16,3 - - 15,5
LOEC (Herzschlagfrequenz) 24.4 9,1 19,0 23,3

In bezug auf die subletalen Effekte ist die Mischung daher als ebenso toxisch wie die
Einzelstoffe einzustufen.

4.1.3 Mischung verschiedener Wirkstoffklassen mit unihnlichen Wirkmechanismen

4.1.3.1 Beobachtete Effekte

Es wurde eine Mischung aus Verapamil, Tamoxifen und 17-0-Ethinyl6stradiol (EE,) auf
Basis der LC,y(48h) der Einzelstoffe basierend ausschlieBlich auf den koagulierten
Embryonen in den, in Tabelle 4-39 zusammengestellten Konzentrationen untersucht.

Tabelle 4-39: Testkonzentrationen der Mischung der Substanzen mit undhnlichen

Wirkmechanismen.

Konzentration
Substanz 1 2 3 4 5 6 7 8
EE, 0,04 0,08 0,2 0,3 0,6 1,2 2,5 4,9
Tamoxifen 0,4 0,8 1,5 3,0 6,0 11,9 24,0 47,9
Verapamil 3,9 7,8 15,6 31,1 62,2 1244 248.9 497,7
Gesamtkonzentration 43 8,7 17,3 344 68,8 137,5 2754 550,5
[umol/L]

Sauerstoff, Leitfahigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende

bestimmt. Die gemessenen Werte des Kontrollmediums sowie der Testlosungen lagen in dem
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fir den Test zuldssigen Bereich. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 58
zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden nur bei jeweils 4% der
eingesetzten Embryonen letale oder subletale Effekte beobachtet werden konnten.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-40 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 6 (137,5 umol/L) konzentrations- und zeitabhingig zu. Es
wurde eine LCsy(48h) von 190,9 umol/L (r2: 0,962; b: 13,978; LCyo: 133 umol/L)berechnet.

Tabelle 4-40: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der Substanzen
unédhnlicher Wirkmechanismen (1: 4,3 pmol/L; 2: 8,7 umol/L; 3: 17,3 umol/L; 4: 34,4
umol/L; 5: 68,8 pmol/L; 6: 137,5 pmol/L; 7: 275,4 umol/L; 8: 550,5 pmol/L; K: Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6 7 8
Koagulation 4 - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - -
24 - - 2/20  1/20 - - 2/20  5/20 20/20
36 - - 2/20  1/20 - - 2/20  19/20 20/20
48 1/26 - 2/20  2/20 - - 2/20  19/20 20/20
gesamt [%] 48 3,9 - 10 10 - - 10 95 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-41 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich vereinzelt Effekte auf die
Schwanzablosung vom Dotter, die Pigmentierung und Deformationen an Somiten, Augen,
Kopf, Schwanz und Wirbelsdule. Deutliche Effekte (>10%) auf das Herzkreislaufsystem und
Odeme traten ab Konzentration 6 (137,5 pmol/L) auf. In Konzentration 6 (137,5 pumol/L)
hatten drei Embryonen drei Otolithen pro Sacculus angelegt. In Konzentration 7 (275.,4
umol/L) fehlten dem einzigen nicht-koagulierten Keim die Otolithen in den Sacculi.
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Tabelle 4-41: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Substanzen
undhnlicher Wirkmechanismen (1: 4,3 pmol/L; 2: 8,7 umol/L; 3: 17,3 pumol/L; 4: 34,4
umol/L; 5: 68,8 umol/L; 6: 137,5 umol/L; 7: 275,4 umol/L; 8: 550,5 umol/L; K: Kontrolle;
koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration
[h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8
keine Schwanzablosung 24 1726 - - 1/19 - - - - koa
36 1226 - - 1/19 - - - - koa
48 - - - - - - - - koa
keine oder deformierte 24 1726 - - 1/19 - - - - koa
Somitenanlage
36 126 - - 1/19 - - - - koa
48 - - - - - - - - koa
keine oder deformierte Augenanlage 24 1/26 - - 119 - - - - koa
36 126 - - 1/19 - - - - koa
48 - - - - - - - - koa
deformierter Kopf 24 1726 - - 1/19 - - - 1/15  koa
36 1226 - - 1/19 - - - - koa
48 - - - - - - - 1/1 koa
deformierter Schwanz 24 1726 - - 1/19 - - - 8/15  koa
36 126 - - 1/19 - - - 1/1  koa
48 - - - - - - - 171 koa
deformierte Wirbelsaule 24 1726 - - 1/19 - - - - koa
36 1226 - - 1/19 - - - - koa
48 - - - - - - - 1/1 koa
kein Herzschlag 36 126 - - 1/19 - - - 1/1 koa
48 - - - - - - - 1/1 koa
kein Blutkreislauf 36 126 - - 1/19 - - - 1/1 koa
48 - - - 1/19  2/20 - 13/18 1/1 koa
keine Pigmentierung 48 125 - - - - 1/20 - 1/1  koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - - - - - koa
Dotterodem 48 - - - - 2/20 1720  14/18 - koa
Perikardédem 48 - - - - 2/20 120 14/18 - koa
gesamt 48 - - - - 2/20 1720 14/18 - koa
keine oder deformierte Otolithen 48 - - - - - - 3/18 1/1 koa

Wie Abbildung 4-13 zu entnehmen ist, zeigte sich ab Konzentration 3 (17,3 pumol/L) eine
signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von
8,7 umol/L sowie eine LOEC von 17,3 umol/L ermittelt.
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Abbildung 4-13: Herzschlige pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Substanzen mit unihnlichen Wirkmechanismen
basierend ausschlieBlich auf den koagulierten Embryonen. Dargestellt sind Mediane, Quartile
sowie Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im
Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; 1: 4,3 pmol/L; 2: 8,7 umol/L; 3: 17,3
umol/L; 4: 34,4 pmol/L; 5: 68,8 umol/L; 6: 137,5 umol/L; 7: 275,4 pmol/L; 8: 550,5 pmol/L;
kHS: bei keinem Embryo war ein Herzschlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen
koaguliert).

4.1.3.2 Zusammenfassende Betrachtung

Es wurde eine Mischung aus EE,, Tamoxifen und Verapamil untersucht. Aufgrund der
undhnlichen in der Literatur beschriebenen Wirkmechanismen wurde eine weniger als
additive Mischungstoxizitit erwartet.

Letale Effekte

Eine Vorhersage nach dem Konzept der Unabhcingigen Wirkung konnte aufgrund der steilen
Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Einzelstoffe nur fiir die hochste untersuchte
Konzentration erfolgen. Das Konzept der Unabhdingigen Wirkung sagt fur diese einen Effekt
von 48,8% voraus. Tatsdchlich zeigten jedoch 100% der eingesetzten Embryonen letale
Effekte. Das Konzept unterschitzt damit die Mischungstoxizitit.
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In Abbildung 4-14 sind die beobachtete Mortalitit (schwarz) und die Vorhersage nach dem
Konzept der Konzentrationsadditivitdt (rot) zusammenfassend dargestellt. Wie der Abbildung
zu entnehmen ist, zeigte sich, entgegen der Erwartung eine additive Mischungstoxizitét.

100 | — beobachtet
—— \Vorhersage CA

80 ~

60

Mortalitat [%]

40

20 ~

0 50 200

Konzentration [pmol/[]

Abbildung 4-14: Vergleich der beobachteten Mortalitidt der Mischung der Substanzen mit
undhnlichen Wirkmechanismen (schwarz) und der Vorhersage nach dem Konzept der
Konzentrationsadditivitdit (CA; rot).

In Tabelle 4-42 sind der, anhand der beobachteten letalen Effekte berechnete und der nach
dem Konzept der Konzentrationsadditivitdit vorhergesagte LCso-Wert zusammengestellt. Wie
anhand von Abbildung 4-14 zu erwarten war, lagen berechnete und vorhergesagte LCs(48h)
in einem #hnlichen Bereich. Zudem gab es Uberschneidungen bei den 95%
Vertrauensintervallen, so dass das Konzept der Konzentrationsadditivitit, entgegen der
Erwartung, die Mischungstoxizitit exakt vorhergesagt hat.

Tabelle 4-42: Darstellung des anhand der beobachteten Effekte berechneten und des nach dem
Konzept der Konzentrationsadditivitit vorhergesagten LCso(48h)-Wertes sowie des
»Spacing“-Faktors zwischen Beobachtung und Vorhersage.

LC5¢(48h), [umol/L] LCs(48), [umol/L] Faktor
beobachtet Vorhersage CA

Mix 190,8 213,95 1,1
(170,2 - 215,5) (213,0-214,9)
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Vergleicht man die ermittelten LCso-Werte der Einzelstoffe und der Mischung so zeigt sich
eine intermedidre Toxizitdt der Mischung, zwischen den Werten der Einzelstoffe mit kleinsten
und groften Toxizitdt. Die Mischung war weniger als die Einzelstoffe EE, und Tamoxifen,
jedoch toxischer als Verapamil allein (Tabelle 4-43).

Tabelle 4-43: Darstellung der berechneten LCs((48h) der Einzelstoffe und der Mischung.

EE2 Tamoxifen Verapamil Mix

LCs0(48h), [pmol/L] 5.4 56,8 585,0 190,9

Das Ergebnis widerspricht der Erwartung nach den, in der Literatur beschriebenen
Wirkmechanismen. Eine mégliche Erklarung fiir die beobachteten Effekte wire, eine dhnliche
Wirkung z.B. tiber Narkose aller drei Substanzen und damit ein gleicher Wirkmechanismus.
Auch wire eine partielle dhnliche Wirkung von Tamoxifen und 17-a- Ethinylostradiol
denkbar. Nicht auszuschlieBen ist auch, dass die Schidigung dreier oder mehr
unterschiedlicher ,,Systeme* im Embryo die Koagulation der Embryonen und damit eine
mehr als additive Mischungstoxizitidt hervorgerufen hat. Schlielich ist auch zu bedenken,
dass Wechselwirkungen zwischen den Substanzen (z.B. gegenseitige Beeinflussung des
Metabolismus) zu einer Verlingerung der Wirkdauer oder Wirkstiarke einer oder mehrerer
Substanzen gefiihrt haben kann.

Subletale Effekte

Aufgrund der wenigen beobachteten subletalen Effekte und der fehlenden
Konzentrationsabhéngigkeit konnten fiir die Mischung keine Effektkonzentrationen berechnet
werden. Vergleicht man jedoch die Haufigkeit der beobachteten subletalen Effekte der
Einzelstoffe und der Mischung so zeigten sich bei der Mischung deutlich weniger subletale
Effekte (Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Beobachtete subletale Effekte nach 48-stiindiger Exposition der Embryonen
gegeniiber der Mischung der gemischten Stoffgruppe (sw: keine Schwanzablosung vom
Dotter; So def: Somitendeformation; Sw def: Schwanzdeformation; Ws def:
Wirbelsdulendeformation; K def: Kopfdeformation; A def: Augendeformation; Bk: kein
Blutkreislauf; H: kein Herzschlag; Oe: Odeme; P: reduzierte oder fehlende Pigmentierung;
Oto: keine oder deformierte Otolithen).
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4.2 Multiple Mischungen

Es wurden fiinf verschiedene multiple Mischungen untersucht. Dabei wurden Mischungen
sowohl aus Substanzen mit strikt undhnlichen als auch mit partiell &hnlichen
Wirkmechanismen auf Basis der LC,¢(48h) und der LC,((48h) getestet. Anschliefend wurde
eine Mischung auf Basis der NOEC der Einzelstoffe auf ihre Mischungstoxizitét hin gepriift.

4.2.1 Stoffe mit strikt unihnlichen Wirkmechanismen — beobachtete Effekte

4.2.1.1 Auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe

Es wurde eine Mischung aus Diclofenac, 17-a-Ethinylostradiol (EE,), Coffein, ,Propranolol,
Tamoxifen, Carbaryl, Valproinsdure und Verapamil auf Basis der LC,o(48h) der Einzelstoffe,
basierend auf den koagulierten Embryonen untersucht. Es wurden die, in Tabelle 4-44
zusammengestellten Konzentrationen getestet.

Tabelle 4-44: Testkonzentrationen der Mischung der Stoffe mit strikt undhnlichen
Wirkmechanismen basierend auf der LC,¢(48h) der Einzelstoffe.

Konzentration

Substanz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Diclofenac 0,3 0,6 1,2 2,3 4,6 9,3 18,5 37,1 74,2 1483
EE2 0,01 0,02 0,04 0,08 0,2 0,3 0,6 1,2 2,4 4,9
Coffein 6,3 12,6 252 504 100,8 201,5 403,1 806,1 1612,2 32244
Propranolol 0,5 1,0 1,9 3,9 7,7 15,5 31,0 62,0 123,9 2478
Tamoxifen 0,09 0,2 0,4 0,8 1,5 3,0 6,0 12,0 24,0 47,9
Carbaryl 0,06 0,1 0,2 0,5 1,0 1,9 3,8 7,6 15,3 30,5
Valproinsidure 0,2 0,3 0,6 1,3 2,5 5,0 10,0 20,0 40,1 80,1
Verapamil 0,97 1,9 3,9 7,8 15,6 31,1 62,2 1244 2489 4977

Gesamtkonzentration 8,4 16,7 33,5 67,1 1339 267,6 5352 10704 2141,0 4281,6
[pmol/L]

Sauerstoff, Leitfihigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Die gemessenen Werte des Kontrollmediums sowie der Testlosungen lagen in dem
fir den Test zuldssigen Bereich. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 60
zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und nur bei
2,5 % der eingesetzten Embryonen subletale Effekte beobachtet werden konnten.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-45 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 7 (535,2 umol/L) konzentrations- und zeitabhingig zu. Es
wurde eine LCso(48h) von 661,5 pmol/L (r2: 0,969; b: 11,498; LCjy: 433,6 pumol/L)
berechnet.
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Tabelle 4-45: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der Stoffe mit strikt
undhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,¢(48h) der Einzelstoffe (1: 8,4 umol/L;
2: 16,7 pmol/L; 3: 33,5 umol/L; 4: 67,1 umol/L; 5: 133,9 umol/L; 6: 267,6 umol/L; 7: 535,2
umol/L; 8: 1070,4 umol/L; 9: 2141,0 umol/L; 10: 4281,6 umol/L; K: Kontrolle; -: Effekt
nicht beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration
[h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Koagulation 4 - - - - - - - - - - 14/20
8 - - - 120 - - - - - 6/20 20/20
12 - - - 120 - - - - - 12/20  20/20
24 - - - 120 - - - - 18/20  2/200  20/20
36 - - - 120 - - - - 18/20  20/20  20/20
48 - - - 120 - - - 4/20 2020 2020  20/20
gesamt [%] 48 - - - 5 - - - 20 100 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-46 zusammenfassend dargestellt. Nach 8 Stunden zeigte sich ab Konzentration 8 (1070,4
umol/L) ein verzogerter Gastrulationsbeginn. Auch nach 12 Stunden waren in Konzentration
9 (2141,0 pmol/L) noch alle Embryonen im Stadium der hohen Blastula. Es zeigten sich
vereinzelt Effekte auf die Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an Somiten,
Augen und Kopf. Schwanz- und Wirbelséuledeformationen waren ab Konzentration 5 (133,9
umol/L) zu beobachten. Effekte auf die Entwicklung des Herz-Kreiskaufsystems und Odeme
traten ab Konzentration 2 (16,7 pmol/L) auf. Deutliche Effekte (>10%) auf die Ausbildung
der Pigmentierung zeigten sich ab Konzentration 5 (133,9 pmol/L).
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Tabelle 4-46: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Substanzen mit
strikt undhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,((48h) der Einzelstoffe (1: 8,4
umol/L; 2: 16,7 umol/L; 3: 33,5 umol/L; 4: 67,1 umol/L; 5: 133,9 umol/L; 6: 267,6 pmol/L;
7:535,2 umol/L; 8: 1070,4 pmol/L; 9: 2141,0 umol/L; 10: 4281,6 umol/L; K: Kontrolle, koa:

alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht
beobachtet).
Effekt Zeit Konzentration

[h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

keine Gastrulation 8 - - - - - - - - 3/20 14/14 koa
12 - - - - - - - - - 14/14  koa
keine Schwanzablosung 24 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
36 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
48 - - - - - - - - koa koa  koa
keine oder 24 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
deformierte 36 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
Somitenanlage 48 - - - - - - 120 2/16 koa koa koa
keine oder 24 - - - - - - 120 2/2  koa  koa
deformierte 36 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
Augenanlage 48 - - - - - - - - koa koa  koa
deformierter Kopf 24 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
36 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
48 - - - - - - - - koa koa  koa
deformierter Schwanz 24 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
36 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
48 - - - - - 12/20 19/20 16/16 koa  koa  koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - - - - - 220  2/2 koa  koa
36 - - - - - - - - 2/2  koa  koa
48 - - - - - 12/20 19/20 16/16 koa  koa  koa
kein Herzschlag 36 - - - - - - - 2020 2/2 koa koa
48 - - - - - 1/20  10/20 16/16 koa koa  koa
kein Blutkreislauf 36 - - - - - 20/20 20/20 20/20 2/2 koa koa
48 - - 120 1/19 2/20 20/20 20/20 16/16 koa koa  koa
keine Pigmentierung 48  1/40 1/20 - - 1/20 - - - koa koa  koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - - 12/20 18/20 16/16 koa koa  koa
Dotterodem 48 - - 120 1/19  4/20 20/20 20/20 16/16 koa koa  koa
Perikardédem 48 - - 120  1/19  4/20 20/20 20/20 16/16 koa koa  koa
gesamt 48 - - 120  1/19  4/20 20/20 20/20 16/16 koa koa  koa
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Wie Abbildung 4-16 zu entnehmen ist, zeigte sich zudem eine Beeinflussung der
Herzschlagfrequenz. Ab Konzentration 3 (33,5 umol/L) war eine signifikante Reduktion zu
beobachten. Mittels Dunetts Test wurden eine NOEC von 16,7 umol/L sowie eine LOEC von
33,5 umol/L ermittelt.
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Abbildung 4-16: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhédngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Substanzen mit undhnlichen Wirkmechanismen
basierend auf der LC,¢(48h), die ausschlieBlich mit den koagulierten Embryonen berechnet
wurde. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante
Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; 1:
8,4 umol/L; 2: 16,7 pmol/L; 3: 33,5 umol/L; 4: 67,1 umol/L; 5: 133,9 umol/L; 6: 267,6
umol/L; 7: 535,2 umol/L; 8: 1070,4 umol/L; 9: 2141,0 umol/L; 10: 4281,6 umol/L; kHS: bei
keinem Embryo war ein Herzschlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen
koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCso, ECs9 sowie NOEC und LOEC sind in
Tabelle 4-47 zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 4-47: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir die Mischung der Stoffe mit strikt
undhnlichen Wirkmechanismen auf Basis der LC,¢(48h) der Einzelstoffe.

Zeit[h] [pmol/L)
LCs 48 661,5
ECs, kein Herzschlag 48 265,9
ECs kein Blutkreislauf 48 90,5
ECs, Odeme 48 84,0
ECsy Pigmentierung 48 1253
ECsy Schwanzdeformation 48 124,8
EC5y Wirbelsdulendeformation 48 124.8
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 16,7
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 33,5

4.2.1.2 Auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe

Die Mischung der Substanzen Diclofenac, EE,, Coffein, ,Propranolol, Tamoxifen, Carbaryl,
Valproinsdure und Verapamil wurde in diesem Versuch auf Basis der LC,o(48h) der
Einzelstoffe basierend auf ausschlieBlich auf den koagulierten Embryonen untersucht. Die
getesteten Konzentrationen sind in Tabelle 4-48 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-48: Testkonzentrationen der Mischung von Stoffen mit strikt undhnlichen
Wirkmechanismen basierend auf der LC;¢(48h) der Einzelstoffe.

Konzentration

Substanz 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Diclofenac 0,5 1,0 2,0 3,9 7,9 15,7 31,5 62,9 125,8
EE2 0,02 0,04 0,07 0,2 0,3 0,6 1,2 2,3 4,7
Coffein 10,7 21,5 43,0 86,0 171,9 3438 687,7 13753 2750,6
Propranolol 0,8 1,6 3,1 6,3 12,6 25,1 50,3 100,6 201,1
Tamoxifen 0,2 0,3 0,7 1,4 2,7 5,4 10,9 21,7 434
Carbaryl 0,1 0,2 0,4 0,8 1,7 33 6,7 13,4 26,7
Valproinsidure 0,3 0,6 1,2 2.3 4.7 9,3 18,7 37,3 74,7
Verapamil 1,8 3,6 7,1 14,3 28,6 57,1 114,3 228,6 457,1
Gesamtkonzentration 144 288 57,6 1152 2304 460,3 921,3 1842,1 3684,1

[nmol/L]

Sauerstoff, Leitfihigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Die gemessenen Werte des Kontrollmediums sowie der Testlosungen lagen in dem
fir den Test zuldssigen Bereich. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 61
zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine letalen und nur bei
maximal 6% der eingesetzten Embryonen subletale Effekte beobachtet werden konnten.
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Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-49 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 6 (460,3 umol/L) konzentrations- und zeitabhéngig zu. Es
wurde eine LCso(48h) von 596,9 pmol/L (r*: 0,923; b: 6,543; LCo: 380,4 pmol/L) berechnet.

Tabelle 4-49: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der Substanzen mit strikt
undhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,((48h) der Einzelstoffe(1: 14,4 umol/L;
2: 28,8 umol/L; 3: 57,6 umol/L; 4: 115,2 pmol/L; 5: 230,4 umol/L; 6: 460,3 umol/L; 7: 921,3
umol/L; 8: 1842,1 umol/L; 9: 3684,1 umol/L; K: Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
2 3 5 6 7 8 9
Koagulation - - - - 12/20
8 - - - 4/20 20/20
12 - - - 4/20 20/20
24 - - 7/20 20/20  20/20
36 - - - 7/20 20/20  20/20
48 - 2/20 - 3/20 20/20  20/20  20/20
gesamt [%] 48 - 10 - 15 100 100 100

In Tabelle 4-50 sind die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen
Effekte zusammenfassend dargestellt. In Konzentration 8 (1842,1 pumol/L) waren alle
Embryonen sowohl nach 8 als auch nach 12 Stunden noch im Stadium der hohen Blastula. Es
zeigten sich zudem Effekte auf die Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an
Somiten, Augen, Kopf, Schwanz und Wirbelsdule. Effekte auf die Entwicklung des Herz-
Kreislaufsystems und der Pigmentierung sowie Odeme waren ab Konzentration 3 (57,6
pumol/L) zu beobachten.
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Tabelle 4-50: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Substanzen mit
strikt undhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,o(48h) der Einzelstoffe (1: 14,4
umol/L; 2: 28,8 umol/L; 3: 57,6 umol/L; 4: 115,2 umol/L; 5: 230,4 umol/L; 6: 460,3 pmol/L;
7: 921,3 pmol/L; 8: 1842,1 umol/L; 9: 3684,1 umol/L; K: Kontrolle; koa: alle eingesetzten
Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9
keine Gastrulation 8 - - - - - - - - 16/16  koa
12 - - - - - - - - 16/16  koa
keine Schwanzablosung 24 - - - 2/20 - - 120 9/13  koa  koa
36 - - - 2/20 - - 120 9/13 koa  koa
48 - - - - - - - koa  koa  koa
keine oder 24 2/34  1/18 120 4/20 120 520 3/20 6/13 koa  koa
deformierte Somitenanlage 36 - - - 2/20 - - 320  6/13 koa  koa
48 - - - - - 2/20 - koa  koa  koa
keine oder 24 2/34  1/18 120 4/20 120 520 7/20 13/13 koa  koa
deformierte Augenanlage 36 - - - 2/20 - - 7/20 13/13 koa  koa
48 - - - - - - - koa  koa  koa
deformierter Kopf 24 - - - 2/20 - - - 9/13 koa  koa
36 - - - 2/20 - - - 9/13  koa  koa
48 - - - - - - - koa  koa  koa
deformierter Schwanz 24 2/34 118  1/2  4/20 1/20 520 3/20 13/13 koa  koa
36 - - - 2/20 - - 3/20 13/13 koa  koa
48 - - - - - 20/20 17/17 koa  koa  koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - - 2/20 - - - 6/13  koa  koa
36 - - - 2/20 - - - 6/13 koa  koa
48 - - - - - 20/20 17/17 Koa koa  koa
kein Herzschlag 36 - - - 2/20 - 20/20 20/20 13/13 koa  koa
48 - - - - - 5/20 16/17 koa koa  koa
kein Blutkreislauf 36 - - - 2/20  7/20 20/20 20/20 13/13 koa  koa
48 - - - 1/18  4/20 20/20 17/17 koa  koa  koa
keine Pigmentierung 48 2/34 - - 1/18 - - 1/17  koa  koa  koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - 1/18 - 20/20 16/17 koa koa  koa
Dotterédem 48 - - - 1/18  7/20 20/20 17/17 koa  koa  koa
Perikardodem 48 - - - 1/18  7/20 20/20 17/17 koa  koa  koa
gesamt 48 - - - 1/18  7/20 20/20 17/17 koa  koa  koa

Wie Abbildung 4-17 zu entnehmen ist, zeigte sich zudem eine Beeinflussung der

Herzschlagfrequenz. Ab Konzentration 3 (57,6 pmol/L) war eine signifikante Reduktion der

Herzschlagfrequenz zu beobachten. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von 28,8

umol/L sowie eine LOEC von 57,6 umol/L ermittelt.
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Abbildung 4-17: Herzschlige pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Substanzen mit undhnlichen Wirkmechanismen
basierend auf der LC;((48h), die ausschlieBlich mit den koagulierten Embryonen berechnet
wurde. Dargestellt sind Mediane, Quartile sowie Minimum und Maximum (*: signifikante
Verianderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; 1:
14,4 pmol/L; 2: 28,8 umol/L; 3: 57,6 pumol/L; 4: 115,2 pmol/L; 5: 230,4 umol/L; 6: 460,3
umol/L; 7: 921,3 pumol/L; 8: 1842,1 pumol/L; 9: 3684,1 umol/L; koa: alle eingesetzten
Embryonen koaguliert).

Die anhand der beobachteten Effekte berechneten LCsy, ECsy sowie NOEC und LOEC sind in
Tabelle 4-51 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4-51: Zusammenfassung der berechneten Werte fiir die Mischung der Stoffe mit strikt
undhnlichen Wirkmechanismen auf Basis der LC;¢(48h)der Einzelstoffe.

Zeit[h] [wmol/L)
LCs 48 596,9
ECsokein Herzschlag 48 283.8
ECs kein Blutkreislauf 48 66,9
ECsoOdeme 48 128,3
ECsy Pigmentierung 48 162,9
ECs, Schwanzdeformation 48 192,9
ECs5, Wirbelsdulendeformation 48 162,9
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 28,8
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 57,6
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4.2.2 Stoffe mit partiell iihnlichen Wirkmechanismen — beobachtete Effekte

4.2.2.1 Auf Basis der LC5)(48h)

Es wurde eine Mischung, der in Tabelle 4-52 dargestellten Substanzen auf Basis der
LCy0(48h) der Einzelstoffe basierend ausschlieBlich auf den koagulierten Embryonen
untersucht.

Tabelle 4-52: Testkonzentrationen der Mischung von Stoffen mit partiell &hnlichen
Wirkmechanismen basierend auf der LC,¢(48h) der Einzelstoffe.

Konzentration
Substanz 1 2 3 4 5
ASS 61,3 91,9 137,9 206,8 310,2
Diclofenac 29,3 43,9 65,9 98,9 148,3
Ibuprofen 29,4 44,1 66,1 99,1 148,7
Naproxen 39,1 58,6 87,9 131,8 197,7
Paracetamol 1510,5 2265,7 3398,6 50979 7646,8
EE, 0,97 1,5 2,2 33 4,9
Coffein 636,9 955.4 1433,1 2149,6 32244
Malathion 4,2 6,3 9,4 14,1 21,1
Parathion 5,4 8,0 12,0 18,1 27,1
Propranolol 49.0 73,4 110,1 165,2 247.8
Tamoxifen 9,5 14,2 21,3 32,0 47,9
Carbaryl 6,0 9,0 13,6 20,4 30,5
Valproinsidure 15,8 23,7 35,6 53,4 80,1
Verapamil 98,3 147,5 221,2 331,8 497,7
Gesamtkonzentration 2495.7 37432 56149 8422.4 12633,2
[pmol/L]

Sauerstoff, Leitfahigkeit und pH- Wert wurden vor Testbeginn bestimmt. Die gemessenen
Werte fiir Sauerstoffséttigung und Leitfihigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. In Konzentration 5 lag zu Versuchsbeginn der
pH-Wert unter 5, so dass eine Beeintrachtigung der Embryonen durch den geringen pH nicht
ausgeschlossen werden kann. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 62 zusammengestellt.
Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden weder letalen noch
subletale Effekte beobachtet werden konnten.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-53 zusammengefasst. Bis in die
niedrigste untersuchte Konzentration koagulierten zeitabhéngig alle Embryonen. Die Angabe
einer LCsy(48h) ist daher nicht moglich.
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Tabelle 4-53: Zusammenstellung der letalen Effekte Mischung der Stoffe mit partiell
dhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,(48h) der Einzelstoffe (1: 2495,7 pmol/L;
2:3743,2 umol/L; 3: 5614,9 umol/L; 4: 8422,4 umol/L; 5: 12633,2 umol/L; K. Kontrolle; -:
Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5
Koagulation 4 - - - 1/20 18/20 20/20
8 - 12/20 18/20 20/20 20/20 20/20
12 - 12/20 18/20 20/20 20/20 20/20
24 - 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20
36 - 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20
48 - 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - 100 100 100 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-54 zusammenfassend dargestellt. In Konzentration 1 (2495,7 pmol/L) und Konzentration 5
(12633,2 umol/L) konnten keine subletalen Effekte beobachtet werden. In diesen beiden
Konzentrationen koagulierten alle eingesetzten Embryonen innerhalb von 24 bzw. 4 Stunden.
In den tibrigen drei Konzentrationen zeigten nach 4 Stunden 15% bzw. 100% der Embryonen
Deformationen an der hohen Blastula. In Konzentration 2 (3743,2 umol/L) waren nach 8 bzw.
12 Stunden die einzigen beiden nicht-koagulierten Embryonen noch im Stadium der hohen
Blastula.

Tabelle 4-54: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Stoffe mit partiell
dhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,((48h) der Einzelstoffe (1: 2495,7 pmol/L;
2: 3743,2 pmol/L; 3: 5614,9 pmol/L; 4: 8422,4 umol/L; 5: 12633,2 umol/L; K: Kontrolle;
koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit [h] Konzentration
K 1 2 3 4 5
deformierte hohe Blastula 4 - - 3/20 19/19 2/2 koa
keine Gastrulation 8 - - 2/2 koa koa koa
12 - - 2/2 koa koa koa
Schlupf 48 4/20 koa koa koa koa koa

Aufgrund der Koagulation aller exponierten Embryonen konnte nur die Herzschlagfrequenz
der Kontrolle ermittelt werden. Es ergab sich ein Mittelwert von 162,4 Schldgen pro Minute
(95% Vertrauensintervall: 160,5 — 164,3 Schldge/min; SD": 3,979). Eine Angabe von NOEC
und LOEC ist daher nicht méglich.

' SD: Standardabweichung
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4.2.2.2 Auf Basis der LC;¢(48h)

Die Mischung der Substanzen Acetylsalicylsdure, Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen,
Paracetamol, 17-a-Ethinylostradiol (EE;), Coffein, Malathion, Parathion, Propranolol,
Tamoxifen, Carbaryl, Valproinsdure und Verapamil wurde in diesem Ansatz auf Basis der
LC0(48h) der Einzelstoffe basierend auf den koagulierten Embryonen untersucht Die
getesteten Konzentrationen sind in Tabelle 4-55 zusammenfassend dargestellt .

Tabelle 4-55: Testkonzentrationen der Mischung von Stoffen mit partiell &hnlichen
Wirkmechanismen basierend auf der LC,,(48h) der Einzelstoffe.

Konzentration

Substanz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ASS 0,6 1,2 2,3 4,6 9,2 18,3 36,6 73,3 146,6 293,1
Diclofenac 0,3 0,5 1,0 2,0 4,0 7,9 15,7 31,5 62,9 1258
Ibuprofen 0,3 0,5 1,0 2,0 4,0 7,9 15,9 31,8 63,6 127,1
Naproxen 0,4 0,7 1,4 2,8 5,6 11,2 22,5 44,9 89,9 179,7
Paracetamol 11,8 23,5 470 940 188,0 376,0 751,9 1503,8 3007,7 6015,3
EE, 0,01 0,02 0,04 0,07 0,2 0,3 0,6 1,2 2,3 4,7
Coffein 5,4 10,7 21,5 43,0 86,0 171,9 3438 687,7 13753 2750,6
Malathion 0,04 0,1 0,2 0,3 0,6 1,2 2,4 4,8 9,6 19,1
Parathion 0,1 0,2 0,2 0,4 0,8 1,5 3,1 6,2 12,3 24,6
Propranolol 0,4 0,8 1,6 3,1 6,3 12,6 25,1 50,3  100,6 201,1
Tamoxifen 0,1 0,2 0,3 0,7 1,4 2,7 5,4 10,9 21,7 434
Carbaryl 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,7 3,4 6,7 13,4 26,7
Valproinsiure 0,2 0,3 0,6 1,2 2,3 4,7 9,4 18,7 37,3 74,7
Verapamil 0,9 1,8 3,6 7,1 143 28,6 57,1 1143 228,6 457,1
Gesamtkonzentration 20,6 40,6 80,9 161,7 323,5 646,5 1292,9 2586,1 5171,8 10343

[wmol/L]

Sauerstoff, Leitfahigkeit und pH- Wert wurden vor Testbeginn bestimmt. Die gemessenen
Werte fiir Sauerstoffséttigung und Leitféhigkeit des Kontrollmediums sowie der Testlosungen
lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. In Konzentration 10 (10343 pmol/L) lag zu
Versuchsbeginn der pH-Wert unter 5, so dass eine Beeintrdchtigung der Embryonen durch
den geringen pH nicht ausgeschlossen werden kann. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle
63 zusammengestellt.

Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden jeweils nur bei 3% letale
bzw. subletale Effekte beobachtet werden konnten.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tabelle 4-56 zusammengefasst. Die letalen
Effekte nahmen ab Konzentration 6 (646,5 umol/L) konzentrations- und zeitabhéngig zu. Es
wurde eine LCs(48h) von 829,5 umol/L (r2: 0,954; b: 7,338; LC)o: 459,3 umol/L) berechnet.
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Tabelle 4-56: Zusammenstellung der letalen Effekte der Mischung der Stoffe mit partiell
dhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC;¢(48h) der Einzelstofte (1:20,6 pmol/L; 2:
40,6 umol/L; 3: 80,9 umol/L; 4: 161,7 pmol/L; 5: 323,5 umol/L; 6: 646,5 pmol/L; 7: 1292,9
umol/L; 8: 2586,1 umol/L; 9: 5171,8 umol/L; 9: 5171,8 pmol/L; 10: 10343 pumol/L; K:
Kontrolle; -: Effekt nicht beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration
[h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Koagulation 4 - - - - - - - - - 19/20 20/20
8 - - - - - - - 4/20  20/20 20/20 20/20
12 - - - - - - - 4/20  20/20 20/20 20/20
24 137 - 2/19 2/19 - - 1/20 20/20 20/20 20/20 20/20
36 137 - 2/19 2/19 - - 1/20 20/20 20/20 20/20 20/20
48 137 - 2/19 2/19 - - 5/20 20/20 20/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 2,7 - 10,5 10,5 - - 25 100 100 100 100

Die wihrend der 48-stiindigen Exposition beobachteten subletalen Effekte sind in Tabelle
4-57 zusammenfassend dargestellt. Es zeigten sich vereinzelt Effekte auf die
Schwanzablosung vom Dotter sowie Deformationen an Somiten, Augen und Kopf. Schwanz-
und Wirbelsdulendeformationen nahmen nach 48 Stunden ab Konzentration 3 (80,9 umol/L)
konzentrationsabhédngig zu. Effekte auf die Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems und
Odeme waren ab der niedrigsten untersuchten Konzentration zu beobachten. Deutliche
Effekte (>10%) auf die Ausbildung der Pigmentierung traten ab Konzentration 4
(161,7umol/L) auf.
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Tabelle 4-57: Zusammenstellung der subletalen Effekte der Mischung der Stoffe mit partiell
dhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC;¢(48h) der Einzelstofte (1:20,6 pmol/L; 2:
40,6 umol/L; 3: 80,9 umol/L; 4: 161,7 pmol/L; 5: 323,5 umol/L; 6: 646,5 pmol/L; 7: 1292,9
umol/L; 8: 2586,1 umol/L; 9: 5171,8 umol/L; 9: 5171,8 umol/L; 10: 10343 umol/L; K:
Kontrolle; koa: alle eingesetzten Embryonen zum angegebenen Zeitpunkt koaguliert; -: Effekt
nicht beobachtet).

Effekt Zeit Konzentration
[h]
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
keine Schwanzablosung 24 - - 1/17 - - - - koa koa koa koa
36 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
48 - - - - - - - koa koa koa  koa
keine oder 24 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
deformierte 36 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
Somitenanlage 48 - - - 1/17  2/20 2/20 6/15 koa koa koa koa
keine oder 24 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
deformierte 36 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
Augenanlage 48 - - - - - - - koa koa koa  koa
deformierter Kopf 24 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
36 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
48 - - - - - - - koa koa koa  koa
deformierter Schwanz 24 - - 1/17 - - - - koa koa koa koa
36 - - 1/17 - - - 1/19 koa koa koa koa
48 - - - 1/17 9/20 17/20 14/15 koa koa koa koa
deformierte Wirbelsdule 24 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
36 - - 1/17 - - - - koa koa koa  koa
48 - - - 1/17 9/20 16/20 14/15 koa koa koa koa
kein Herzschlag 36 - - 1/17 - - 2/20 19/19 koa koa koa  koa
48 - - - - - 2/20 15/15 koa koa koa  koa
kein Blutkreislauf 36 - - 1/17  9/17 18/20 20/20 19/19 koa koa koa  koa
48 - 1/20 - 4/17 13/20 20/20 15/15 koa koa koa koa
keine Pigmentierung 48 - 1/20 - - 1/20 - - koa koa koa  koa
reduzierte Pigmentierung 48 - - - /17 520 9/20 15/15 koa koa koa  koa
Dotterédem 48 1/36  1/20 1/17 9/17 18/20 20/20 15/15 koa koa koa koa
Perikardodem 48 1736 1720 1/17  9/17 1820 20/20 15/15 koa koa koa koa
gesamt 48 1/36 1720 1/17 9/17 18/20 20/20 15/15 koa koa koa koa

Wie Abbildung 4-18 zu entnehmen ist, zeigte sich auflerdem eine Beeinflussung der
Herzschlagfrequenz. Ab Konzentration 3 (80,9 umol/L) konnte eine signifikante Reduktion
der Herzschlagfrequenz beobachtet werden. Mittels Dunetts-Test wurden eine NOEC von
40,6 umol/L sowie eine LOEC von 80,9 umol/L ermittelt.
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Abbildung 4-18: Herzschldge pro Minute nach 48 Stunden in Abhéngigkeit von der
Gesamtkonzentration der Mischung der Substanzen mit gleichen wie auch verschiedenen
Wirkmechanismen basierend auf der LC;¢(48h), die ausschlieBlich mit den koagulierten
Embryonen berechnet wurde. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung sowie
Minimum und Maximum (*: signifikante Verdnderung der Herzschlagfrequenz im Vergleich
zur Kontrolle, p = 0,05, Dunetts-Test; 1:20,6 umol/L; 2: 40,6 pmol/L; 3: 80,9 pmol/L; 4:
161,7 pmol/L; 5: 323,5 pumol/L; 6: 646,5 umol/L; 7: 1292,9 pmol/L; 8: 2586,1 umol/L; 9:
5171,8 pmol/L; 9: 5171,8 umol/L; 10: 10343 pmol/L; kHS: bei keinem Embryo war ein
Herzschlag feststellbar; koa: alle eingesetzten Embryonen koaguliert).

4.2.3 Multiple Mischungen - zusammenfassende Betrachtung

Es wurden zwei Mischungen aus Substanzen mit strikt undhnlichen Wirkmechanismen einmal
auf Basis der LC;¢(48h) und einmal auf Basis der LC,o(48h) der Einzelstoffe untersucht. Es
wurden Carbaryl, Coffein, Diclofenac, EE,, Propranolol, Tamoxifen sowie Valproinsdure und
Verapamil eingesetzt.

Ebenso wurden zwei Mischungen aus Substanzen mit partiell dhnlichen Wirkmechanismen
untersucht. Dafiir wurden ASS, Carbaryl, Coffein, Diclofenac, EE,, Ibuprofen, Malathion,
Naproxen, Paracetamol, Parathion, Propranolol, Tamoxifen sowie Valproinsdure und
Verapamil eingesetzt.

Die Annahmen dhnlicher und undhnlicher Wirkmechanismen griinden auf Literaturdaten fiir
den Sduger. Ob die beschriebenen Mechanismen auch fiir den Fisch bzw. den Fischembryo
zutreffen ist unklar. Trotzdem wurde aufgrund der Literaturdaten fiir alle vier untersuchten
Mischungen eine weniger als additive Mischungstoxizitét erwartet.
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Letale Effekte

Eine Vorhersage nach dem Konzept der Unabhdingigen Wirkung konnte fiir alle vier
Mischungen aufgrund der steilen Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelstoffe nur
fiir die hochste untersuchte Konzentration erfolgen. Die beobachteten letalen Effekte und die
Vorhersagen sind in Tabelle 4-58 zusammengestellt. Wie der Tabelle zu entnehmen ist,
unterschitzte das Konzept die Toxizitdt aller vier untersuchten Mischungen.

Tabelle 4-58: Darstellung der beobachteten und nach dem Konzept der Unabhdingigen
Wirkung erwarteten letalen Effekte der hochsten untersuchten Konzentration (Zhnl WM:
Mischung aus Substanzen mit partielle dhnlichen Wirkmechanismen; undhnl WM: Mischung
aus Substanzen mit strikt unédhnlichen Wirkmechanismen).

Mischung
Mix unihnl WM LC,, undhnl WM LC,, dhnl WM LC,, dhnl WM LC,,
beobachtet 100% 100% 100% 100%
Vorhersage IA 83,2% 60 % 96% 77 %

In Abbildung 4-19, Abbildung 4-20 und Abbildung 4-21 sind die beobachtete Mortalitét
(schwarz) von drei der vier untersuchten Mischungen und die Vorhersagen nach dem Konzept
der Konzentrationsadditivitit (rot) zusammenfassend dargestellt. Fiir die Mischung aus
Substanzen mit partiell &hnlichen Wirkmechanismen auf Basis der LC,¢(48h) der Einzelstoffe
kann keine Darstellung erfolgen, da bis in die niedrigste untersuchte Konzentration alle
eingesetzten Embryonen koagulierten.

Wie den Abbildungen zu entnehmen ist, zeigte sich, entgegen der Erwartungen, in allen drei
Versuchen eine additive Mischungstoxizitit.
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Abbildung 4-19: Vergleich der beobachteten Mortalitdt der Mischung der Substanzen mit
strikt undhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,0(48h) der Einzelstoffe (schwarz)
mit der Vorhersage nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitct (CA, rot).
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Abbildung 4-20: Vergleich der beobachteten Mortalitdt der Mischung der Substanzen mit
strikt undhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC,o(48h) der Einzelstoffe (schwarz)
und der Vorhersage nah dem Konzept der Konzentrationsadditivitdit (CA; rot).
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Abbildung 4-21: Vergleich der beobachteten Mortalitidt der Mischung der Stoffe mit partiell
dhnlichen Wirkmechanismen basierend auf der LC;¢(48h) der Einzelstoffe (schwarz) und der
Vorhersage nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitdt (CA, rot).

In Tabelle 4-59 sind die, anhand der beobachteten letalen Effekte berechneten und die nach
dem Konzept der Konzentrationsadditivitdit vorhergesagten LCso-Werte fiir alle drei Versuche
zusammengestellt. Wie anhand der Abbildungen zu erwarten war, lagen die berechneten
LCso-Werte der einzelnen Mischungen im Bereich der nach CA vorhergesagten Werte.
Zudem gab es bei den beiden Mischungen aus Substanzen mit strikt undhnlichen
Wirkmechanismen eine Uberschneidung bei den 95% Vertrauensintervallen. AuBerdem
waren die Unterschiede zwischen Beobachtung und Vorhersage, wie auch bei der Mischung
aus Substanzen mit partiell dhnlichen Wirkmechanismen, gering (<2), so dass das Konzept
der Konzentrationsadditivitdt die Toxizitdt aller drei Mischungen gut vorhergesagt hat.

Tabelle 4-59: Darstellung der anhand der beobachteten Effekte berechneten und der nach dem
Konzept der  Konzentrationsadditivitidt  vorhergesagten  LCso(48h)-Werte  (95%
Vertrauensintervall) sowie der ,,Spacing“-Faktoren zwischen Vorhersage und Beobachtung
(dhnl WM: Mischung aus Substanzen mit partielle Zhnlichen Wirkmechanismen; undhnl WM:
Mischung aus Substanzen mit strikt undhnlichen Wirkmechanismen).

Test LCs(48h), [umol/L] LCs(48h), [umol/L] Faktor
beobachtet Vorhersage CA

undhnl WM LCy 661,5 672,5 1,01
(601,4—731,1) (663,4 — 682,0)

undhnl WM LC 596.,9 652,0 1,1
(529,8 -671,3) (649,0 — 654,9)

dhnl WM LC,, 795.9 1052,7 1,3
(688,5-915,0) (1047,4 - 1058,1)
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Vergleicht man die ermittelten LCsy(48h)-Werte der Einzelstoffe und der Mischungen, so

zeigt sich eine intermedidre Toxizitdt der Mischungen zwischen den Werten der Einzelstoffe
mit der groBBten und kleinsten Toxizitédt (Tabelle 4-60, Tabelle 4-61).

Tabelle 4-60: Darstellung der berechneten LCso(48h)-Werte der Einzelstoffe und der

Mischungen (unihnl WM: Mischung Substanzen mit strikt unédhnlichen
Wirkmechanismen).

LCs¢(48h), [umol/L]
Carbaryl 39,4
Coffein 4362,7
Diclofenac 192,6
EE, 5,4
Propranolol 368,1
Tamoxifen 56,8
Valproinsdure 585
Verapamil 91,5
Mix unihnl WM LC, 661,5
Mix undhnl WM LC,, 596,9

Tabelle 4-61: Darstellung der berechneten LCsy(48h)-Werte der Einzelstoffe und der
Mischungen (4hnl WM: Mischung aus Substanzen mit partiell dhnlichen Wirkmechanismen).

LCso(48h), [umol/L]

ASS 345,5
Carbaryl 39,4
Coffein 4362,7
Diclofenac 192,6
EE, 54
Ibuprofen 200,5
Malathion 25,5
Naproxen 237,1
Paracetamol 12071,6
Parathion 32,5
Propranolol 368,1
Tamoxifen 56,8
Verapamil 585
Valproinsdure 91,5
Mix dhnl WM LC,q <12633,2
Mix unihnl WM LC,, 795,9

Die Ergebnisse aller vier Versuche widersprechen den Erwartungen nach den, in der Literatur
beschriebenen Wirkmechanismen. Eine mogliche Erkldrung fiir die beobachteten Effekte
wiren auch hier dhnliche Wirkmechanismen der untersuchten Substanzen z.B. tiber Narkose.
Auch wire eine Schidigung vieler unterschiedlicher ,,Systeme® im Embryo denkbar, wodurch
die Koagulation der Embryonen und damit die additive Mischungstoxizitit hervorgerufen
wurde. Zudem sind Wechselwirkungen zwischen den Substanzen (z.B. gegenseitige
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Beeinflussung des Metabolismus) nicht auszuschlieen, was zu einer Verldngerung der
Wirkdauer oder Wirkstdrke einer oder mehrerer Substanzen fiihren kann. Ebenfalls sind
additive Effekte der Substanzen mit gleichen Wirkmechanismen denkbar. Durch
Metabolisierung kann auBBerdem die Anzahl der wirksamen Substanzen erh6ht worden sein.

Die Annahme dhnlicher und unidhnlicher Wirkmechanismen basiert zudem auf Literaturdaten
von Sdugern. Es ist nicht geklért, ob die Substanzen auch im Fisch einen entsprechenden
Wirkmechanismus zeigen, auch wenn ihre target-Molekiile in Fischen nachgewiesen worden
sind. Unklar ist zudem auch ab welchem Entwicklungsstadium die target-Molekiile
ausgebildet werden.

Subletale Effekte
Betrachtet man die subletalen Effekte, so zeigten sich zum einen dhnliche Effekte wie bei den

Einzelstoffen (3.1); zum anderen aber auch dhnliche Effekte der einzelnen Mischungen, wie
Abbildung 4-22 und Tabelle 4-62 zu entnehmen ist.
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Abbildung 4-22: Vergleich der beobachteten subletalen Effekte der multiplen Mischungen
nach 48 Stunden: a) auf Basis der LC,y(48h) mit Substanzen strikt unéhnlicher
Wirkmechanismen; b) auf Basis der LCio(48h) mit Substanzen strikt undhnlicher
Wirkmechanismen; c¢) auf Basis der LC;o(48h) mit Substanzen partiell &hnlicher
Wirkmechanismen (So: Somitendeformation; Sw: keine Schwanzablésung vom Dotter; H:
kein Herzschlag; A : Augendeformation, K def: Kopfdeformation, Sw def:
Schwanzdeformation; Ws def: Wirbelsdulendeformation; Bk: kein Blutkreislauf; P: reduzierte
oder fehlende Pigmentierung; Oe: Odeme; Oto: keine oder deformierte Otolithen)
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Tabelle 4-62: Berechnete Effektkonzentrationen fiir die untersuchten multiplen Mischungen
(8hnl WM: Mischung aus Substanzen mit partiell dhnlichen Wirkmechanismen; undhnl WM:
Mischung aus Substanzen mit strikt undhnlichen Wirkmechanismen).

Zeit[h]  Mix undhnl WM LC,, Mix undhnl WM LC,, Mix dhnl WM LC,

ECsokein Herzschlag 48 2659 283,8 430,9
ECs, kein Blutkreislauf 48 90,5 66,9 125,6
ECsoOdeme 48 84,0 128,3 81,5
ECs, Pigmentierung 48 1253 162,9 280,5
ECsy Schwanzdeformation 48 124,8 192,9 184,5
ECs5, Wirbelsdulendeformation 48 124,8 162,9 184,5
NOEC (Herzschlagfrequenz) 48 16,7 28.8 40,6
LOEC (Herzschlagfrequenz) 48 33,5 57,6 80,9

Vergleicht man die ermittelten Effektkonzentrationen der Einzelstoffe (3.1) und der
Mischungen, so zeigt sich, dhnlich wie bei den letalen Effekten, eine intermedidre Toxizitét
der Mischungen zwischen den Extrema der Einzelstoffe. Auf eine ausfiihrliche Darstellung
wurde hier verzichtet.

4.2.4 Mischungen auf Basis der NOEC

Um zu untersuchen, ob eine Kombination niedriger Einzelstoff-Konzentrationen, die allein
appliziert, mehr oder weniger keinen Effekt hervorrufen, einen Mischungseffekt hervorrufen
kann, wurden drei  verschiedene @ NOEC-Ansitze  getestet. Die  einzelnen
Mischungskomponenten sowie die getesteten Konzentrationen sind in Tabelle 4-63
zusammenfassend dargestellt. In der NOEC 1 und NOEC 2 wurden Stoffe sowohl @hnlicher
als auch unghnlicher Wirkmechanismen mit einer NOEC von bis zu 1g/L eingesetzt. In
NOEC 2 wurden auch die Substanzen beriicksichtigt wurden, bei denen die Untersuchung nur
bis zur Loslichkeitsgrenze moglich war. In NOEC 3 wurden Stoffe mit unihnlichen
Wirkmechanismen untersucht.
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Tabelle 4-63: Zusammensetzung der drei untersuchten Ansédtze auf Basis der NOEC der
Einzelstoffe (+: in der Mischung enthalten).

Substanz NOEC 1 NOEC 2 NOEC 3 Konzentration [umol/L]
Bezafibrat + + 276.4
Carbamazepin + + + 211,6
Carbaryl + + + 16,3
Clarithromycin + 13,4
Clenbuterol + + + 478.2
Clofibrinsidure + 131,1/2796,0
Coffein + + + 412,0
Cyclophosphamid + + + 3583,0
Diclofenac + + 2.8
EE2 + + + 1,9
Erythromycin + 13,6
Fenofibrat + 207,9
Ibuprofen + + 35,6
Naproxen + + + 107,4
Paracetamol + + 25132
Propranolol + + + 125
Roxithromycin + + 12,0
Sulfamethoxazol + + + 1579,1
Theophyllin + + + 1429.,4
Verapamil + + 100,0

Es wurden fiir alle drei Ansdtze zwei Tests durchgefiihrt. In einem Test wurde der pH-Wert
der Losung nicht eingestellt und Clofibrinsdure in der Konzentration 131,1 pmol/L
untersucht. In einem zweiten Test wurde der pH-Wert der Losungen mit 0,1N NaOH auf 7
eingestellt und Clofibrinsdure in einer Konzentration von 2796 umol/L untersucht.

Sauerstoff, Leitfahigkeit und pH- Wert wurden sowohl vor Testbeginn als auch nach Testende
bestimmt. Die gemessenen Werte fiir Sauerstoffe und Leitfdhigkeit des Kontrollmediums
sowie der Testlosungen lagen in dem fiir den Test zuldssigen Bereich. In den drei getesteten
Mischungen, in denen der pH der Testlosungen nicht eingestellt worden war, lag der pH-
Wert unter 5, dass eine Beeinflussung der Embryonen durch den geringen pH nicht
ausgeschlossen werden kann. Die Werte sind im Anhang C in Tabelle 64 zusammengestellt.
Der Test ist valide, da an den Kontrollembryonen nach 48 Stunden keine Effekte zu
beobachten waren.

Wie Tabelle 4-64 zu entnehmen ist, koagulierten in allen drei untersuchten Ansitzen die
exponierten Embryonen innerhalb von 12 Stunden, unabhéngig davon, ob der pH der
Losungen eingestellt worden war.
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Tabelle 4-64: Zusammenstellung der letalen Effekte der NOEC-Ansitze (K: Kontrolle; m.
pH: mit Einstellung des pH-Wertes; o. pH: ohne Einstellung des pH-Wertes; -: Effekt nicht
beobachtet).

Effekt Zeit [h] K NOEC 1 NOEC 2 NOEC 3
- m.pH opH mpH opH mpH o.pH
Koagulation 4 - - 20/20 - 20/20 - 20/20
8 - 19/20  20/20  17/20 20/20 13/20 20/20
12 - 20/20 2020  20/20 20/20 20/20 20/20
24 - 20/20  20/20  20/20 20/20 20/20 20/20
36 - 20/20 2020 20/20 20/20 20/20 20/20
48 - 20/20  20/20  20/20 20/20 20/20 20/20
gesamt [%] 48 - 100 100 100 100 100 100

Es konnten aufgrund der letalen keine subletalen Effekte beobachtet werden. Ebenso konnte
nur fiir die Kontrollembryonen die Herzschlagfrequenz bestimmte werden. Die mittlere
Herzschlagfrequenz der Kontrollen lag bei 168 Schligen pro Minute (95%
Vertrauensintervall: 165-171 Schldge/min; SD*: 7,032).

In Tabelle 4-65 sind die aus der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Einzelstoffe
berechneten Effekte der NOEC sowie die, in dieser Konzentration tatsdchlich beobachteten
Effekte vergleichend dargestellt. Ebenfalls aus der Tabelle ersichtlich sind die Konsequenzen,
die sich daraus fiir die Vorhersagen nach dem Konzept der Unabhdingigen Wirkung ergeben.

? SD: Standardabweichung
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Tabelle 4-65: Vergleich der beobachteten und berechneten Effekte fiir die NOEC-
Konzentrationen der Einzelstoffe sowie die Vorhersagen nach dem Konzept der
Unabhdingigen Wirkung.

Substanz Einzelstoffeffekt [%] Einzelstoffeffekt [%]
berechnet beobachtet
Bezafibrat <1 10
Carbamazepin <1 10
Carbaryl <1 10
Clarithromycin <1 25
Clenbuterol <1 <1
Clofibrinsdure <1 30
Coffein <1 <1
Cyclophosphamid <1 15
Diclofenac <1 20
EE2 <1 15
Erythromycin <1 11
Fenofibrat <1 25
Ibuprofen <1 10
Naproxen <1 20
Paracetamol <1 10
Propranolol 1,1 15
Roxithromycin <1 5
Sulfamethoxazol <1 35
Theophyllin <1 5
Verapamil <1 <1
NOEC 1/ Vorhersage 1A 12,3 80,7
NOEC 2 / Vorhersage TA 18,3 95,4
NOEC 3 / Vorhersage 1A 11,5 79,4

Es zeigte sich in allen drei Ansdtzen ein deutlicher Kombinationseffekt, obwohl die
eingesetzten Konzentrationen alleine keinen (auf Basis der berechneten Einzelstoffeffekte)
oder einen geringen Effekt (auf Basis der beobachteten Einzelstoffeffekte) hervorrufen
wiirden. Diese Ergebnisse werden durch Arbeiten von Broderius et al. (2005), Cleuvers
(2004), Silva et al. (2002) und Walter et al. (2002) bestétigt. Auch in ihren Studien an
Fischen, Algen und Hefen zeigten sich deutliche Effekte der Mischung, obwohl die
eingesetzten Konzentrationen der Einzelstoffe allein appliziert keinen Effekt hervorgerufen
hitten.

Ebenso ldsst sich feststellen, dass das Konzept der Unabhdngigen Wirkung den Gesamteffekt
der Mischung unterschitzt, unabhédngig davon, ob die berechneten oder beobachteten
Einzelstoffeffekte fiir die Berechnung beriicksichtigt wurden und auch unabhéngig davon, ob
die Substanzen partiell dhnliche oder strikt undhnliche Wirkmechanismen aufwiesen.
Zumindest fiir die NOEC-Mischung aus Substanzen mit strikt undhnlichen Wirkmechanismen
steht dieses Ergebnis im Widerspruch zu den Resultaten von Walter et al. (2002). Sie konnten
zeigen, dass die Mischungstoxizitit basierend auf der NOEC von Substanzen undhnlicher
Struktur (und damit moglicherweise undhnlicher Wirkung) im Algentest sehr gut anhand des
Konzeptes der Unabhdingigen Wirkung vorhergesagt werden kann. Das vorliegende Ergebnis
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wird jedoch durch Studien von Hermens et al. (1984b) und Hermens und Leeuwangh (1982)
in Daphnien gestiitzt, in denen die Toxizitdit von Mischungen aus Substanzen mit
verschiedener Struktur und damit (moglicherweise) verschiedenen Wirkmechanismen anhand
des Konzepts der Konzentrationsadditivitdt beschrieben werden konnte.

Andererseits kann fiir alle untersuchten Substanzen keine eindeutig Aussage iiber ihren
Wirkmechanismus im untersuchten Organismus getroffen werden. Die Annahmen dhnlicher
bzw. undhnlicher Wirkmechanismen basiert auf Literaturangaben iiber den Sduger. Ob diese
Mechanismen auch auf den Fisch iibertragbar sind ist unbekannt. Fiir einen Teil der Stoffe
wurden entsprechende target-Molekiile wie die B-Rezeptoren oder die COX-Enzyme in
Fischen nachgewiesen werden. Unklar ist jedoch, ob sie dhnliche Funktionen haben wie im
Sauger und ab welchem Entwicklungsstadium sie tatsdchlich vorhanden sind. Es ist also nicht
auszuschlieBen, dass die untersuchten Substanzen nicht in irgendeiner Form &hnliche
Wirkmechanismen im Embryo haben.
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4.3 Zusammenfassung der Kombinationsexperimente

Ziel war es die Kombinationswirkung verschiedener Pharmaka und Pestizide zu untersuchen.
Es wurden Vorhersagen nach den beiden Konzepte Konzentrationsadditivitit und
Unabhdingiger Wirkung auf Basis der Toxizitdtsdaten der Einzelstoffe kalkuliert und mit den
experimentell ermittelten Daten verglichen. Es wurden Mischungen aus Substanzen &hnlicher
wie auch undhnlicher Wirkmechanismen untersucht.

Dafiir wurden Mischungen der Substanzklassen der Analgetika und der Pestizide sowie eine
Mischung bestehend aus Stoffen verschiedener Substanzklassen mit undhnlichen
Wirkmechanismen getestet. Diese Mischungen umfassten maximal fiinf Stoffe und enthielten
die Komponenten in einem konstanten Mischungsverhéltnis basierend auf der LC,¢(48h) bzw.
der LCs0(48h) der Einzelstoffe (Vorversuche Analgetika nach dem modified toxic unit
approach). Fur die Vorversuche der Analgetika nach Cleuvers (2003) wurden jeweils ein
fiinftel der einzelnen LC-Konzentrationen verwendet.

Ebenso wurden multiple Mischungen auf Basis der LC;¢(48h) bzw. LC,¢(48h) untersucht. In
beiden Ansdtzen wurden jeweils eine Kombination aus 8 Stoffen mit undhnlichen
Wirkmechanismen sowie eine Kombination aus 14 Stoffen mit partiell dhnlichen
Wirkmechanismen getestet. Des weiteren wurden drei Mischungen auf Basis der NOEC
untersucht, sowie drei Mischungen auf Basis subletaler Effekt.

Die genannten Untersuchungen wurden mit dem Embryotest mit dem Zebrabérbling (Danio
rerio, DarT) durchgefiihrt. Als Toxizitdtsparameter dienten zum einen die vier, nach Schulte
und Nagel (1994), als letale definierten Endpunkte, fehlende 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 gewihlt.

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.

In allen untersuchten Mischungen zeigten sich Effekte in Konzentrationen, die allein
appliziert keinen oder nur einen geringen Effekt hervorrufen wiirden.

Anhand der Vorversuche mit der Substanzklasse der Analgetika zeigte sich eine
Beeinflussung der Ergebnisse von Kombinationsexperimenten durch die Auswahl des
Endpunktes. In beiden untersuchten Modellen (nach Cleuvers, 2003; nach dem modified toxic
unit approach nach Pape-Lindstrom & Lydy, 1997) zeigte sich eine weniger als additive
Mischungstoxizitidt, wenn alle vier als letal definierten Endpunkte zur Berechnung der
LCs0(48h) herangezogen wurden. Wurde die LCso(48h) hingegen ausschlieflich unter
Berticksichtigung der koagulierten Embryonen berechnet, zeigte sich eine mehr als additive
Mischungstoxizitdt. Fiir alle weiteren Untersuchung der einzelnen Pharmaka und Pestizide
(Einzelstoff- und Mischungsexperimente) wurden daher nur die koagulierten Embryonen als
letal gewertet und die LCy-Werte entsprechend berechnet.
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Die Toxizitdt aller Mischungen, d.h. sowohl die Toxizitdt fiir Mischungen aus Substanzen
dhnlicher als auch die Toxizitdt fiir Mischungen aus Substanzen unéhnlicher
Wirkmechanismen, wurde sehr gut durch das Modell der Konzentrationsadditivitdit
beschrieben, wohingegen das Modell der Unabhdngigen Wirkung die Toxizitdt der
Mischungen 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 Mischungstoxizitit fithren konnen.
Dies gilt sowohl fir Mischungen partiell &hnlich wirkender als auch fiir Mischungen
undhnlich wirkender Stoffe. In den drei untersuchten Ansdtzen lagen sédmtliche
Mischungskomponenten in Konzentrationen vor, die nach statistischer Schétzung 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.
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5 Abschliefende Betrachtung

Die Ergebnisse zeigen, dass der Embryotest fiir die Untersuchung von Pharmaka als
Einzelstoffe geeignet ist, was aufgrund fritherer Arbeiten (Zeller, 1995; Bachmann, 2002) zu
erwarten war. Auch fiir die Untersuchung der Kombinationswirkung von Pharmaka ist der
Embryotest ein gutes ,,Modell*.

Bei der Untersuchung der Einzelstoffe konnte das in der Literatur beschriebene teratogene
Potential von ASS, Diclofenac und Valproinsdure bestétigt werden. Es konnte ebenfalls die
Wirkung der B-Blocker auf die Herzschlagfrequenz gezeigt werden.

Bei der Untersuchung der Mischung zeigte sich unabhidngig davon ob die
Mischungskomponenten unéhnliche oder dhnliche Wirkmechanismen hatten, immer eine
additive  Mischungstoxizitit. 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 dhnlicher bzw. undhnlicher Wirkmechanismen waren
Literaturdaten aus Untersuchungen an Sdugern. Es ist jedoch unklar, ob die getesteten
Substanzen im Fisch den selben Wirkmechanismus aufweisen, auch wenn die entsprechenden
target-Molekiile, wie z.B. die COX-Enzyme oder B-Rezeptoren in Fischen nachgewiesen
wurden. Es ist unklar, ob die diese target-Molekiile im Fisch die selbe Funktion erfiillen und
ab welchem Zeitpunkt sie in der Embryonalentwicklung vorhanden sind. Direkte
Riickschliisse von den pharmakologischen Wirkungen bei Séugern auf andere Tiergruppen
wie z.B. Fische, sind daher schwierig (Fent, 2006a).

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es nicht eine Risikobewertung fiir die untersuchten
Substanzen durchzufiihren. Anhand der Einzelstoffdaten ldsst sich jedoch fiir den Embryo als
Modell fuir Fische abschétzen, dass akute Effekte durch die untersuchten Pharmaka wenig
wahrscheinlich sind. Sowohl die ermittelten LCsy(48h)- als auch die NOEC-Werte liegen
deutlich tiber den, in der Umwelt gemessenen Konzentrationen, die sich im ng/L- bzw. pg/L-
Bereich bewegen. Daher sind akute Wirkungen nur bei Unfdllen oder an stark kontaminierten
Stellen zu erwarten.

Jedoch hat die Untersuchungen der Kombinationswirkung gezeigt, dass Effekte noch im
Bereich der NOEC und auch darunter zu beobachten sind, unabhiingig von der Ahnlichkeit
bzw. Unidhnlichkeit der Wirkmechanismen der untersuchten Substanzen. Die
Mischungstoxizitdt sollte also unbedingt im Rahmen des Risk Assessment beriicksichtigt
werden.
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7 Anhiinge & Verzeichnisse

Anhang A

Tabelle 1: Herkunft und Reinheit der verwendeten Substanzen (k.A.: keine Angabe).

Substanz Herkunft Reinheit [%]
Analgetika

Acetylsalicylsdure Sigma-Aldrich k.A.
Diclofenac natrium Sigma-Aldrich k.A.
Ibuprofen natrium Sigma-Aldrich k.A.
Naproxen natrium molekula 99,5
Paracetamol Ehrenstorfer 99,5
Antibiotika

Chloramphenicol FlukaBiochemika >99,0
Clarithromycin molekula k.A.
Erythromycin FlukaBiochemika >95,0
Oxytetrazyklin HCI molekula k.A.
Roxithromycin molekula 96,3%
Sulfamethoxazol molekula 99,5
Trimethoprim Serva Electrophoresis 99,9
Antidote

Atropinsulfat monohydrat Acros organics 98.5
N-Acetylcystein Sigma 99,0
Antikonvulsiva

Carbamazepin molekula k.A.
Valproinsdure Sigma-Aldrich 98,0
p-Blocker

Bisoprololhemifumarat Merck 100,9
Metoprolol tartrat Ehrenstorfer 99,0
Propranolol HCI ICN Biomedicals k.A.
p-Sympathomimetika

Clenbuterol HCI Alexis k.A.
Salbutamol hemisulfat Riedel-de-Haen 99,9
Terbutalin hemisulfat Sigma k.A.
Lipid-Senker

Bezafibrat Sigma k.A.
Clofibrinsdure Aldrich 97,0
Fenofibrat Sigma 99,0
Mix uniihnlicher Wirkmechanismen

17-a-Ethinylostradiol FlukaBiochemika >98,0
Tamoxifen citrat Ehrenstorfer 98,5
Verapamil HCI Tocris k.A.
Pflanzenschutzmittel

Carbaryl Riedel-de-Haen 99,0
Malathion Ehrenstorfer 99,5
Parathion-methyl Ehrenstorfer 98,5
Spasmolytika

Coffein Ehrenstorfer 99,5
Theophyllin Sigma k.A.
Zytostatika

Cyclophosphamid Alfa Aesar >98%
Ifosfamid Sigma Aldrich k.A.
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Anhang B: Rohdaten fiir die Ermittlung der Herzschlagfrequenzen fiir die untersuchten
Substanzen und Mischungen (Herzschlédge je 15 sec. bzw. 1 Minute; Angaben in mg/L).

Fiir die Hauptversuche der Mischungen sind nur die Konzentrationen dargestellt, fiir die die
Herzschlagfrequenz bestimmbar war.

Tabelle 1: Herzschldge pro Minute; Acetylcystein (ohne pH-Einstellung).

Kontrolle 31,25 mg/L 62,5 mg/L 125 mg/L 250 mg/L 500 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min

36 144 39 156 32 128 34 136 39 156
40 160 35 140 38 152 37 148 35 140
37 148 38 152 34 126 36 144 32 128
39 156 39 156 33 132 35 140 34 136
39 156 36 144 37 148 36 144 35 140
40 160 37 148 39 156 36 144 38 152
37 148 36 144 38 152 38 152

39 156 37 148 40 160 33 132

40 160 40 160 35 140 39 156

39 156 40 160 37 148 39 156

39 156 38 152 39 156 39 156

37 148 39 156 35 140 40 160

38 152 40 160 33 132 39 156

33 132 40 160 37 148 38 152

39 156 36 144 37 148

39 156 39 156 39 152

41 164 40 160 36 144

40 160 39 156 33 132

39 156 40 160 37 148
39 156

Tabelle 2: Herzschldge pro Minute; Acetylcystein (mit pH-Einstellung).

Kontrolle 1500 mg/L 3000 mg/L 6000mg/L 120000 mg/L 24000 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
36 144 36 144 37 148 38 152 36 144 23 92
41 164 33 132 37 148 38 152 37 148

37 148 40 160 36 144 39 156 38 152
36 144 35 140 34 136 38 152 35 140
38 152 37 148 39 156 23 92 37 148
34 136 35 140 40 160 40 160 38 152
36 144 40 160 36 144 39 156 37 148
38 152 40 160 36 144 41 164 37 148
25 100 39 156 38 152 37 148 38 153
37 148 39 156 37 148 36 144 37 148
40 160 38 152 37 148 36 144 39 156
40 160 40 160 39 156 38 152 39 156
36 144 38 152 34 136 37 148 37 148

39 156 31 124 37 148 38 152 36 144
35 140 34 136 36 144 38 152 40 160
39 156 31 124 32 128 39 156 39 156
38 152 30 120 38 152 38 152 37 148
36 144 33 132 33 132 37 148 39 156

37 148 40 160 38 152
36 144 39 156
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Tabelle 3: Herzschldge pro Minute, Acetylsalicylsdure.

Kontrolle 27,92 mg/L 39,09 mg/L 54,72 mg/L 76,61 mg/L 107,26 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
43 172 32 128 12 48
42 168 31 12416 64
41 164 33 132 14 56
35 140 36 144 13 52
36 144 34 136 12 48
37 148 31 124 14 56
38 152 37 148 12 48
35 140 36 144 12 48
34 136 35 140 12 48
37 148 32 128 13 52
35 140 36 144 9 36
40 160 36 144 9 36
33 132 33 132 10 40
37 148 29 116 10 40
35 140 28 112 10 40
33 132 28 112 8 32
35 140 33 132 8 32
30 120 32 128
34 136 29 116

31 124
Tabelle 4: Herzschldge pro Minute, Atropin.

Kontrolle 4500 mg/L 6750 mg/L 10125 mg/L 15187,5 mg/L ~ 22781,25 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
34 136 26 104 36 144 29 116 28 112 14 56
32 128 34 136 31 124 36 144 29 116
39 156 36 144 32 128 28 112 27 108
37 148 33 132 31 124 34 136 22 88
33 132 33 132 31 124 32 128 24 96
34 136 34 136 35 140 30 120 21 84
33 132 34 136 31 124 33 132 22 88
35 140 31 124 28 112 30 120 27 108
36 144 31 124 33 132 32 128 25 100
36 144 29 116 33 132 27 108 24 96
32 128 32 128 33 132 31 124
31 124 31 124 36 144 34 136
34 136 33 132 32 128 27 108
34 136 29 116 34 136 34 136
34 136 33 132 36 144 31 124
33 132 33 132 33 132 27 108
33 132 30 120 32 128 30 120
31 124 33 132 30 120
32 128 27 108 31 124

34 136 32 128
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Tabelle 5: Herzschldge pro Minute, Bezafibrat (Wellplatte).

Kontrolle 6,25 mg/L 12,5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
37 148 36 144 35 140 36 144 38 152 33 132
35 140 35 140 40 160 37 148 34 136 37 148
33 132 39 156 33 132 35 140 37 148 24 96

34 136 36 144 36 144 35 140 36 144 33 132
35 140 37 148 36 144 39 156 38 152 36 144
35 140 35 140 36 144 36 144 38 152 33 132
36 144 39 156 37 148 36 144 36 144 35 140
26 104 36 144 38 152 35 140 37 148 37 148
38 152 38 152 35 140 36 144 37 148 37 148
39 156 40 160 34 136 37 148 36 144 35 140
38 152 39 156 40 160 34 136 38 152 32 128
35 140 40 160 39 156 37 148 37 148 36 144
37 148 35 140 39 156 40 160 38 152 37 148
37 148 38 152 35 140 37 148 38 152 31 124
37 148 37 148 37 148 36 144 34 136 37 148
35 140 37 148 37 148 36 144 37 148 36 144

33 132 39 156 37 148 37 148 39 156 34 136
38 152 35 140 39 156 38 152 37 148 34 136
36 144 39 156 38 152 14 56 36 144

38 152 37 148 37 148

Tabelle 6: Herzschldge pro Minute, Bezafibrat (Glas)

Kontrolle 6,25 mg/l 12,5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
31 124 34 136 36 144 34 136 32 128 36 144

32 128 29 116 37 148 36 144 35 140 36 144
32 128 35 140 32 128 40 160 29 116 38 152

33 132 34 136 33 132 38 152 32 128 34 136
35 140 36 144 32 128 36 144 35 140 35 140
36 144 35 140 29 116 34 136 33 132 37 148

35 140 35 140 34 136 35 140 34 136 32 128
35 140 35 140 35 140 36 144 36 144 32 128
34 136 35 140 33 132 36 144
35 140 36 144 36 144
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Tabelle 7: Herzschldge pro Minute, Bisoprolol.

Kontrolle 8000 mg/1 10059,5 mg/L 12649,1 mg/L 15905,4 mg/L 20000 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
36 144 17 68 12 48 13 52 11 44
35 140 36 144 17 68 7 28 18 72
35 140 10 40 13 52 12 48 7 28
37 148 24 96 10 40 17 68
35 140 18 72 9 36 13 52
35 140 24 96 25 60 14 56
37 148 16 64 9 36 7 28
37 148 18 72 19 76 11 44
37 148 20 80 12 48 6 24
36 144 17 68 8 32 3 12
36 144 18 72 18 72
35 140 15 60 15 60
32 128 10 40 10 40
34 136 21 84 11 44
38 152 11 44 9 36
39 156 20 80
38 152
38 152
37 148

Tabelle 8: Herzschldge pro Minute, Carbamazepin.

Kontrolle 12,5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min

38 152 35 140 38 152 38 152 39 156 25 100
39 156 34 136 36 144 35 140 38 152 29 116
38 152 36 144 39 156 37 148 35 140 28 112
35 140 37 148 38 152 38 152 36 144 28 112
39 156 35 140 40 160 36 144 35 140 23 92
39 156 36 144 38 152 36 144 35 140 30 120
38 152 39 156 38 152 37 148 34 136

37 148 37 148 37 148 39 156 33 132
38 152 38 152 39 156 35 140 37 148
39 156 37 148 39 156 39 156 33 132
38 152 38 152 39 156 39 156 34 136
38 152 38 152 39 156 40 160 33 132

40 160 38 152 36 144 38 152 32 128
38 152 39 156 39 156 37 148 30 120
40 160 36 144 37 148 39 156 32 128
37 148 39 156 40 160 37 148 41 164
36 144 39 156 37 148 38 152 34 136
39 156 39 156 38 152 39 156 36 144
39 156 38 152 39 156 39 156 33 132
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Tabelle 9: Herzschldge pro Minute, Carbaryl.

Kontrolle 2,2 mg/L 3,28 mg/L 4,9 mg/L 7,31 mg/L 10,9 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
35 140 36 144 36 144 31 124 33 132 24 96
37 148 37 148 35 140 35 140 34 136 13 52
36 144 37 148 37 148 38 152 32 128 18 72
35 140 36 144 37 148 34 136 33 132
37 148 36 144 33 132 29 116 26 104
37 148 38 152 32 128 34 136 25 100
38 152 36 144 35 140 32 128 20 80
38 152 37 148 37 148 29 116 35 140
35 140 35 140 39 156 33 132 30 120

37 148 36 144 39 156 36 144 25 100
37 148 38 152 39 156 35 140 32 128
41 164 37 148 38 152 33 132 26 104
38 152 38 152 40 160 36 140
37 148 36 144 36 144 34 136
38 152 38 152 36 144 36 144
40 160 37 148 37 148 37 148

41 164 35 140 36 144 35 140
40 160 40 160 36 144 31 124
40 160 33 132 37 148
42 168 37 148

Tabelle 10: Herzschlidge pro Minute, Chloramphenicol.

Kontrolle 1111,1 mg/L 1666,67 mg/L 2500 mg/L 3750 mg/L 5625 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 12 48 22 88
41 164 9 36 12 48
40 160 13 52 18 72
44 176 15 60
41 164 12 48
41 164 12 48
40 160 26 104
42 168 10 40
40 160 23 92
40 160 11 44
41 164
43 172
41 164
38 152
41 164
40 160
39 156
44 176
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Tabelle 11: Herzschldge pro Minute, Clarithromycin.

Kontrolle 0,63 mg/L 1,25 mg/L 2,5 mg/L 5,0 mg/L 10,0 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s Imin 15s 1 min
37 148 36 144 37 148 37 148 38 152
39 156 38 152 23 92 38 152 39 156
39 156 38 152 36 144 36 144 38 152
38 152 38 15 32 128 37 148 40 160

36 144 37 148 40 160 38 152 39 156
37 148 39 156 38 152 38 152 37 148
36 144 34 136 38 152 35 140 38 152
39 156 38 152 39 156 3 148 39 156
37 148 38 152 39 156 39 156 38 152
38 152 39 156 39 156 39 156 39 156
36 144 38 152 32 128 38 152 38 152
39 156 35 140 39 156 38 152 39 156
39 156 39 156 40 160 39 156 38 152
39 156 33 132 40 160 38 152 39 156
39 156 37 148 37 148 40 160 39 156
37 148 39 156 38 152 39 156 40 160

38 12 39 156 39 156 39 156 40 160
40 160 39 156 39 156 38 152 40 160
40 10 41 164 39 156 39 156 40 160

40 160 38 152 40 160

Tabelle 12: Herzschldge pro Minute, Clenbuterol.

Kontrolle 1350 mg/L 2025 mg/L 3037,5 mg/L 4556,25 mg/L 6834,38 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
35 140 14 56
41 164
40 160
39 156
41 164
39 156
38 152
38 152
38 152
40 160
38 152
41 164
39 156
39 156
40 160
40 160
38 152
35 140
34 1326
36 144
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Tabelle 13: Herzschldge pro Minute, Clenbuterol (NOEC-Test).

Kontrolle 18,75 mg/L 37,5 mg/L 75 mg/L 150 mg/L 300 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
35 140 36 144 37 148 35 140 36 144 32 128
35 140 36 144 35 140 31 124 26 104 37 148
34 136 34 136 35 140 31 124 34 136 32 128
35 140 35 140 33 132 36 144 39 156 36 144

39 156 35 140 38 152 38 152 38 152 35 140
36 144 36 144 39 156 29 116 34 136 29 116
35 140 35 140 27 108 32 128 38 152 33 132
35 140 38 152 30 120 38 152 35 140 34 136
37 148 34 136 39 156 38 152 36 144 38 152
35 140 35 140 34 136 37 148 37 148 31 124
37 148 36 144 39 156 37 148 39 156 36 144
35 140 37 148 38 152 38 152 39 156 34 136
34 136 37 148 36 144 40 160 40 160 32 128
35 140 36 144 40 160 37 148 35 140 37 148
36 144 35 140 38 152 38 152 38 152 29 116
36 144 35 140 38 152 39 156 39 156 34 136
39 156 38 152 39 156 36 144 35 140 39 156
36 144 38 152 36 144 37 148 38 152 35 140
38 152 37 148 30 120 40 160 39 156 37 148
38 152 36 144 39 156 38 152

Tabelle 14: Herzschldge pro Minute, Clofibrinsdure (ohne pH-Einstellung).

Kontrolle 28,13 mg/L 56,24 mg/L 112,5 mg/L 225 mg/L 450 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min

40 160 40 160
38 152 39 156
40 160 40 160
44 176 43 172
27 108 39 156
35 140 39 156
41 164 39 156
40 160 39 156
40 160 40 160
41 164 37 148
39 156 36 144
39 156 39 156
40 160 37 148
40 160 38 152
40 160 40 160
29 116 40 160
40 160 39 156
40 160 39 156
41 164 40 160

40 160
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Tabelle 15: Herzschldge pro Minute, Clofibrinsdure (mit pH-Einstellung).

Kontrolle 37,5 mg/L 75 mg/L 150 mg/L 300 mg/L 600 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 40 160 41 164 39 156 40 160 39 156
40 160 37 148 39 156 39 156 41 164 32 128
40 160 39 156 40 160 43 172 41 164 39 156
32 128 40 160 39 156 42 168 41 164 26 104
41 164 41 164 41 164 40 160 40 160 40 160
37 148 41 164 39 156 39 156 39 156 42 168
38 152 41 164 40 160 39 156 39 156 39 156
40 160 40 160 39 156 41 164 41 164 39 156
41 164 39 156 41 164 41 164 41 164 41 164
41 164 40 160 41 164 40 160 39 156 40 160
40 160 40 160 40 160 41 164 41 164 41 164
41 164 39 156 41 164 41 164 40 160 38 152
42 168 37 148 40 160 40 160 40 160 39 156
41 164 39 156 39 156 40 160 38 152 31 124
41 164 38 152 38 152 39 156 41 164 41 164
40 160 41 164 40 160 42 168 43 172 41 164
38 152 41 164 43 172 41 164 40 160 43 172
41 164 39 156 40 160 39 156 40 160 41 164
41 164 40 160 41 164 42 168 40 160 40 160

41 164 41 164 42 168 40 160

Tabelle 16: Herzschldge pro Minute, Coffein

Kontrolle 500 mg/L 700 mg/L 1125 mg/l 1687,5 mg/L 2531,25 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
43 172 31 124 20 80
41 164 24 96 19 76
41 164 28 112 21 84
42 168 33 132 24 9
40 160 25 100 28 112
41 164 21 84 18 72
41 164 28 112 28 112
42 168 27 108 25 100
41 164 27 108

39 156 26 104
40 160 35 140
39 156 29 116
40 160 29 116

43 172 32 128
41 164 29 116
41 164 36 144
42 168 32 128
40 160 31 124
41 164 25 100
42 168 31 124
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Tabelle 17:Herzschldge pro Minute, Coffein (NOEC-Test).

Kontrolle 20 mg/L 40 mg/L 80 mg/1 160 mg/L 320 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min

39 156 38 152 38 152 37 148 36 144 30 120
44 176 40 160 40 160 38 152 36 144 26 104
42 168 39 156 38 152 39 156 38 152 32 128
41 164 40 160 41 164 40 160 37 148 36 144
39 156 38 152 39 156 40 160 37 148 20 80
37 148 40 160 36 144 40 160 36 144 38 152
37 148 38 152 40 160 37 148 40 160 35 140
37 148 39 156 38 152 39 156 40 160 35 140
36 144 38 152 40 160 40 160 38 152 29 116
40 160 40 160 37 148 38 152 38 152 34 136
36 144 40 160 40 160 40 160 35 140 33 132
38 152 40 160 40 160 39 156 37 148 33 132

41 164 37 148 42 168 38 152 37 148 25 100
39 156 40 160 39 156 35 140 35 140 23 92
40 160 40 160 40 160 39 156 36 144 36 144
39 156 40 160 43 172 38 152 39 156 25 100
35 140 37 148 41 164 37 148 35 140 31 124

39 156 39 156 39 156 36 144 37 148 28 112
36 144 39 156 40 160 36 144 35 140
37 148 40 160 39 156 39 156 38 152

Tabelle 18: Herzschldge pro Minute; Cyclophosphamid.

Kontrolle 1000 mg/L 200 mg/L 4000 mg/L 8000 mg/L 1600 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s Imin 15s Imin 155 Imin 15s 1 min
38 152 32 128 28 112 20 80
39 156 38 152 31 124

38 152 38 152 30 120
39 156 38 152 30 120

37 148 33 132 26 104
35 140 35 140 31 124
37 148 36 144 26 104
38 152 33 132 30 120
36 144 35 140 25 100
38 152 36 144 20 80
38 152 31 124 27 108
38 152 36 144 27 108
30 120 31 124 26 104
34 136 34 136 36 144
25 100 33 132 29 116
38 152 37 1481 26 104
36 144 33 132 28 112
37 158 38 152 29 116
38 152 37 148 31 124

19 76
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Tabelle 19: Herzschldge pro Minute; Diclofenac (alle Endpunkte).

Kontrolle 0,89 mg/l 2,05 mg/L 4,73 mg/l 10,87 mg/L 25 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
37 148 41 164 33 132 16 64
37 148 38 152 35 140
38 152 42 168 21 84
42 168 40 160 35 140
40 160 41 164 36 144
38 152 38 152 35 140
39 156 40 160 33 132
39 156 38 152 16 64

36 144 36 144 29 116
39 156 35 140 35 140
39 156 38 152 37 148
37 148 37 148 25 100

39 156 37 148 13 52
39 156 23 92 31 124
40 160 34 136 34 136
38 152 16 64 32 128
37 148 36 144 29 116
40 160 31 124 34 136
39 156 34 136

Tabelle 20: Herzschldge pro Minute; Diclofenac (koagulierte Embryonen).

Kontrolle 25 mg/L 37,5 mg/L 56,25 mg/L 84,38mg/L 126,56 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
40 160
41 164
41 164
41 164
40 160
41 164
41 164
41 164
41 164
42 168
40 160
41 164
39 156
40 160
39 156
39 156
40 160
41 164
41 164
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Tabelle 21: Herzschldge pro Minute ; Erythromycin.

Kontrolle 0,63 mg/L 1,25 mg/L 2,5 mg/L 5,0 mg/L 10,0 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
32 128 37 148 36 144 38 152 37 148 36 144
33 132 39 156 37 148 37 1418 36 144 38 152
21 128 33 132 37 148 37 148 39 156 37 148
34 136 31 124 40 160 36 144 34 136 39 156

37 148 37 148 36 144 39 156 39 156 35 140
37 148 36 144 35 140 38 152 36 144 36 144
37 148 40 160 40 160 38 152 39 156 38 152
36 144 37 148 37 148 37 148 36 144 40p 160
36 144 38 1t52 39 156 39 156 36 144 39 156
37 149 39 156 38 152 41 164 39 156 36 144
34 136 36 144 37 148 41 164 37 148 37 148
36 144 37 148 390 156 38 152 40 160 37 148
36 144 37 148 390 156 38 152 37 148 37 148i
38 152 37 148 40 160 38 152 40 160 36 144
39 156 37 148 40 160 390 156 38 152 37 148
39 156 38 152 40 160 39 156 40 160 39 156
39 156 37 148 40 160 39 156 38 152

39 156

41 164

Tabelle 22: Herzschldge pro Minute; 17-0-Ethinylosradiol (Wellplatte).

Kontrolle 0,5625 mg/L 1,13 mg/L 2,25 mg/L 4,5 mg/L 9,0 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 41 164 35 140
40 160 41 164 41 164

39 156 40 160 32 128
40 160 39 156 37 148
41 164 42 168 38 125
39 156 40 160 38 152
40 160 29 116 38 152
38 152 41 164 33 132
40 160 42 168 33 132
39 156 39 156 36 144
39 156 40 160 39 156

41 164 41 164 36 144
41 164 42 168 38 152
40 160 41 164 37 148
40 160 41 164 38 152
40 160 39 156 41 164
41 164 29 116 38 152

40 160 40 160 35 140
42 168 35 140
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Tabelle 23: Herzschldge pro Minute; 17-0-Ethinylosttradiol (Glas).

Kontrolle 0,5625 mg/L 1,13 mg/L 2,25 mg/L 4,5 mg/L 9,0 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
33 132 36 144 35 140
35 140 37 148 3 152

38 152 40 160 3u7 148
39 156 36 144 28 112
36 144 36 144 35 140

23 92 290 156 33 132
35 140 36 144 11 44
38 152 37 148 33 132
33 132 38 152 35 140

36 144 39 156 37 148

Tabelle 24: Herzschldge pro Minute; Fenofibrat (Wellplatte)

Kontrolle 14,81 mg/L 22,22 mg/L 33,33 mg/L 50 mg/L 75 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
40 160 38 152 40 160 41 164 40 160 41 164
35 140 43 172 43 172 41 164 40 160 40 160
43 172 42 168 41 164 39 156 40 160 43 172
43 172 39 156 41 164 43 172 40 160 41 164
43 172 43 172 41 164 39 156 40 160 42 168
39 156 41 164 41 164 40 160 40 160 41 164
43 172 41 164 41 164 37 148 36 144 43 172
41 164 42 168 41 164 34 136 40 160 41 164
38 152 39 156 41 164 40 160 38 152 42 168
40 160 41 164 40 160 40 160 33 132 41 164
41 164 41 164 41 164 39 156 39 156 35 140
40 160 42 168 41 164 36 144 39 156 41 164
40 160 38 152 39 156 38 152 41 164 41 164
41 164 41 164 40 160 41 164 40 160 41 164
41 164 41 164 41 164 41 164 41 164 40 160
42 168 41 164 40 160 42 168 40 160 41 164
40 260 39 156 42 168 40 160 41 164 39 156
41 164 40 160 40 160 40 160

39 1567 41 164 35 140
41 164

Tabelle 25: Herzschldge pro Minute; Fenofibrat (Glas).

Kontrolle 14,81 mg/L 22,22 mg/L 33,33 mg/L 50 mg/L 75 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 39 156 40 160 38 152 35 140 39 156
41 164 40 160 40 160 38 152 34 136 39 156
41 164 40 160 40 160 38 152 37 148 37 148

39 156 38 152 40 160 38 152 32 128 39 156
40 160 39 156 38 152 37 148 37 148 38 152
42 168 38 152 39 156 37 148 38 152 37 148

41 164 39 156 38 152 39 156 38 152 38 152
41 164 41 164 40 160 39 156 39 156 34 13641
41 164 37 148 40 160 36 144 36 144 38 152

40 160 40 160 38 152 38 152
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Tabelle 26: Herzschldge pro Minute, Ibuprofen (alle Endpunkte).

Kontrolle 5,41 mg/l 10,81 mg/L 21,63 mg/L 43,25 mg/L 86,50 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
43 172 40 160 33 132 22 88 14 56
41 164 40 160 38 152 29 116
43 172 39 156 33 132 26 104
39 156 42 168 40 160 18 72
38 152 39 156 33 132 21 84
40 160 40 160 37 148 18 72
40 160 37 148 40 160 23 92
40 160 37 148 35 140 22 88
39 156 38 152 36 144 12 48
40 160 38 152 37 148 36 144
37 148 38 152 36 144 19 76
38 152 37 148 34 136 20 80
37 148 36 144 33 132 20 80

38 152 35 140 32 128
35 140 36 144 35 140
36 144 33 132 36 144
36 144 34 136 30 120
35 140 37 148 37 148
35 140

36 144

Tabelle 27: Herzschldge pro Minute; Ibuprofen (koagulierte Embryonen).

Kontrolle 8,12 mg/L 16,23 mg/L 32,46 mg/L 64,92 mg/L 129,84 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 39 156 24 96 14e 56 14 56
42 168 34 136 7 108 19 76
43 172 39 156 28 112 17 68
41 164 41 164 25 100 17 68
39 156 37 148 24 96 21 84
40 160 38 152 23 92 19 76
40 160 37 148 22 88 20 80
39 156 39 156 39 156 22 88
38 152 38 152 25 140
40 160 37 148 23 92
39 156 39 156 23 92
38 152 40 160 39 156
41 164 37 148 20 80
40 160 38 152 35 140
39 156 39 156 20 80

40 160 39 156 25 100
40 160 37 148 28 112

40 160 40 160 22 88
41 164 41 164
41 164
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Tabelle 28: Herzschldge pro Minute; Ifosfamid.

Kontrolle 1250 mg/L 2500 mg/L 5000 mg/1 10000 mg/L 20000 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 41 164 41 164 22 88
40 160 40 160 41 164 26 104
41 164 41 164 41 164 24 96
42 168 40 160 40 160 26 104
41 164 40 160 40 160 21 84
40 160 39 156 40 160 20 80

39 156 40 160 40 160 26 104
40 160 40 160 40 160 29 116
40 160 40 160 38 152 27 108

39 156 41 164 35 140 26 104
41 164 42 168 34 136 27 108
40 160 40 160 41 164 33 132
38 152 40 160 38 152 31 124
39 156 41 164 40 160 27 108
39 156 41 164 42 168 26 104
41 160 41 164 29 116
39 156 41 164 40 160 33 132

40 160 40 160 39 156 34 136
40 160 40 160 37 148 29 116
40 160 40 160 24 96

Tabelle 29: Herzschldge pro Minute; Malathion

Kontrolle 3 mg/L 6 mg/L 12 mg/L 24 mg/L 48 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
36 144 19 76 24 96
31 124 21 84 21 84
39 156 24 96 20 80
20 80 20 80 15 60
34 136 23 92 19 76
39 156 16 64 20 80
36 144 21 84 19 76
34 136 30 120 15 60
33 132 21 84 17 68
35 140 31 124 22 88
34 136 23 92 21 84
33 132 20 80 27 108
35 140 26 104
32 128 15 60
35 140 15 60
34 136 20 80
34 136 21 84
32 128
36 144
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Tabelle 30: Herzschldge pro Minute; Metoprolol .

Kontrolle 1500 mg/L 2250 mg/L 3375 mg/L 5062,5 mg/L 7593,5 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
36 144 25 100 24 96 22 88 20 80 16 64
42 168 27 108 27 108 27 108 18 72 18 72
39 156 30 120 25 100 23 92 20 80 17 68
39 156 31 124 22 88 22 88 16 64
37 148 24 96 28 112 20 80 12 48
35 140 31 124 32 128 21 84 14 56
36 144 32 128 24 96 23 92 18 72
37 148 31 124 22 88 29 116 22 88
35 140 29 116 24 96 22 88 19 76
37 148 32 128 29 116 24 96 9 36
39 156 31 124 31 124 21 84 15 60
38 152 32 128 24 96 27 108 16 64
36 144 33 132 24 96 23 92 15 60
43 172 33 132 18 72 21 84 19 76
40 160 29 116 23 92 116 16 16 64
40 160 21 128 31 124 21 84 17 68
41 164 32 128 30 120 25 100 18 72
40 160 32 128 32 128 14 56 15 60
40 160 30 120 29 116 7 28 14 56

29 116 25 100 12 48

Tabelle 31: Herzschldge pro Minute; Naproxen (alle Endpunkte).

Kontrolle 10,16 mg/L 20,32 mg/L 40,63 mg/L 81,26 mg/L 162,25 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
42 168 45 180 40 160 30 120 19 76
40 160 42 168 38 152 38 152 16 64
44 176 42 168 38 152 13 52 11 44
40 160 41 164 36 144 36 144 19 76
40 160 41 164 37 148 21 84 19 76
41 164 42 168 40 160 25 100 15 60
40 160 44 176 38 152 26 104
40 160 41 164 42 168 32 128
42 168 41 164 38 152 25 100
35 140 44 176 40 160 10 40
39 156 40 160 40 160 21 84
37 148 39 156 33 132 23 92
36 144 38 152 40 160 33 132
38 152 38 152 37 148 19 76
37 148 38 152 35 140 28 112

38 152 38 152 21 84
38 152
41 164
38 152
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Tabelle 32: Herzschldge pro Minute; Naproxen (koagulierte Embryonen)

Kontrolle 27,09 mg/L 40,63 mg/L 60,95 mg/L 91,42 mg/L 137,13 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
42 168 17 68 39 156 17 68
28 112 39 156 35 140 11 44
42 168 40 160 34 136 20 80
44 176 34 136 29 116 21 84
40 160 39 156 29 116 25 100
42 168 44 176 31 124 28 112
40 160 41 164 32 128
38 152 40 160 31 124
39 156 40 160 40 160
41 164 41 164 29 116
41 164 37 148 33 132
37 148 41 164 33 132
38 152 42 168 38 152
41 164 41 164 33 132
41 164 42 168 35 140
40 160 41 164 33 132

34 136 39 156 37 148
39 156 39 156
43 172 33 132

41 164

Tabelle 33: Herzschldge pro Minute; Oxytetrazyklin (ohne pH-Einstellung).

Kontrolle 75 mg/L 2250 mg/L 150 mg/L 600 mg/L 1200 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
39 156 41 164 38 152 37 148 37 148
40 160 38 152 38 152 35 140 26 104
39 156 41 164 37 148 36 144 33 132

44 172 40 160 40 160 32 128 33 132
38 152 38 152 30 120 39 156 217 108
40 160 39 156 38 152 37 148 29 116
40 160 40 160 38 152 37 148

41 164 40 160 37 148 39 156
40 160 39 156 36 144 38 152
41 164 39 156 39 156 35 140
41 164 40 160 40 160 38 152
38 152 39 156 39 156 35 140
39 156 41 164 41 164 35 140
40 160 40 160 40 160 35 140
41 164 39 156 40 160 39 156
40 160 39 156 41 164 38 152
41 164 40 160 41 164 38 152
42 168 39 156 38 152
43 172 40 160

39 156
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Tabelle 34: Herzschldge pro Minute; Oxytetazyklin (mit pH-Einstellung).

Kontrolle 250 mg/L 500 mg/L 1000 mg/L 2000 mg/L 4000 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
40 160 43 172 40 160 39 156
40 160 43 172 38 152 39 156
43 172 41 164 38 152 39 156
43 172 40 160 37 148 40 160
41 164 41 164 38 152 39 156
40 160 41 164 40 160 40 160
41 164 41 164 14 164 40 160
40 160 41 164 39 156 40 160
40 160 40 160 40 160 39 156
41 164 40 160 39 156 39 156
39 156 43 172 39 156 40 160
42 168 41 164 40 160 39 156
42 168 42 168 39 156 39 156
41 164 43 172 40 160 40 160
41 164 42 168 39 156 39 156
40 160 39 156 40 160 39 156
41 164 41 164 40 160 40 160

37 148 40 160 40 160 40 160

Tabelle 35: Herzschldge pro Minute; Paracetamol (alle Endpunkte).

Kontrolle 71,83 mg/L 165,22 mg/L 380 mg/L 874 mg/L 2010,2 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
39 156 36 144 38 152 39 156 21 84
38 152 40 160 39 156 40 160 30 120
38 152 40 160 39 156 44 176 7 28
40 160 32 128 42 168 39 156 23 92
38 152 37 148 39 156 40 160 25 100
39 156 39 156 34 136 40 160 13 52
42 168 39 156 34 136 41 164 7 28
39 156 40 160 39 156 40 160 21 84
40 160 36 144 40 160 38 152 3 12
40 160 39 156 38 152 39 156 20 80
41 164 40 160 39 156 38 152 31 124
37 148 39 156 38 152 40 160 19 76
42 168 40 160 39 156 27 108 16 64
42 168 40 160 38 152 34 136 21 84

39 156 39 156 40 160 39 156 34 136
37 148 36 144 40 160 43 172 30 120
44 176 40 160 37 148 39 156

42 168 40 160 33 132
43 172 42 168
43 172
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Tabelle 36Herzschldge pro Minute; Paracetamol (koagulierte Embryonen).

Kontrolle 380 mg/L 760 mg/L 1520 mg/L 3040 mg/L 6080 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
40 160 29 116 24 96
41 164 40 160 22 88
41 164 40 160 24 96
40 160 41 164 33 132
41 164 39 156 15 60
40 160 39 156 35 140
40 160 36 140 34 136
41 164 39 156 37 148
42 168 38 152 13 52
41 164 39 156 20 80
38 152 39 156 21 84
40 160 38 152 31 124
42 168 40 160 31 124
43 172 40 160 34 136
40 160 40 160 14 56
40 160 42 168 15 60
41 164 39 156 20 80
43 172 40 160 24 96

39 156 26 104
40 160
Tabelle 37: Herzschldge pro Minute; Parathion.

Kontrolle 5 mg/L 7,5 mg/L 11,25 mg/L 16,88 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
39 156 28 112 23 92 15 60
41 164 31 24 32 128
41 164 35 140 33 132
43 172 37 148 24 96
34 136 35 140 19 76
39 156 31 124 24 96
39 156 34 136 14 56
39 156 36 144 27 108
37 148 33 132 20 80
37 148 32 128 20 80
39 156 31 124 31 124
37 148 21 128 11 44
37 148 33 132 21 84
36 144 33 132
39 156 34 136
38 152 22 88

33 132
32 128
21
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Tabelle 38: Herzschlidge pro Minute; Propranolol.

Kontrolle 36,98 mg/L 73,95 mg/L 147,91 mg/L 295,81 mg/L 591,62 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
39 156 35 140 32 128 17 68
40 160 39 156 36 144 15 60
43 172 37 148 29 116 13 52
41 164 34 136 32 128 21 84
39 156 35 140 19 76 14 56
40 160 33 132 35 140
39 156 35 140 33 132
33 132 35 140 28 112
40 160 34 136 29 116
39 156 36 144 13 52

39 156 36 144 28 112
37 148 37 148 30 120
35 140 35 140 28 112
36 144 34 136 21 84
38 152 36 144
35 140 36 144
37 148 34 136
36 144 40 160
36 144 38 152

38 152

Tabelle 39: Herzschldge pro Minute; Roxithromycin (Wellplatte).

Kontrolle 0,63 mg/L 1,25 mg/L 2,5 mg/L 5,0 mg/L 10,0 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 38 152 35 140 36 144 39 156 40 160

36 144 40 160 37 148 36 144 37 148 37 148
37 148 39 156 34 136 38 152 40 160 37 148
40 160 38 152 40 160 38 152 38 152 37 148

41 164 40 160 36 144 39 156 35 140 37 148
40 160 40 160 39 156 39 156 36 144 40 160
40 160 41 164 15 60 36 144 39 156 36 144

40 160 40 160 35 140 19 156 37 148 35 140
37 148 40 160 39 156 38 152 39 156 40 160
38 152 37 148 37 148 40 160 40 160 38 152
38 152 40 160 35 140 37 148 36 144 39 156
39 156 38 152 38 152 37 148 36 144 39 156
40 160 39 156 38 152 40 160 37 148 40 160
40 160 38 152 40 160 40 160 39 156 40 160
40 160 39 156 39 156 39 156 40 160 40 160

40 160 39 156 39 156 40 160 39 156 41 164
40 160 39 156 39 156 40 160 40 160 41 164
40 160 37 148 38 152 40 160 36 144

40 160 40 160 38 152 38 152

40 160 40 160
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Tabelle 40: Herzschliage pro Minute; Roxithromycin (Glas).

Kontrolle 0,63 mg/L 1,25 mg/L 2,5 mg/L 5,0 mg/L 10,0 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 39 156 40 160 40 160 39 156 40 160
42 168 40 160 41 164 39 156 39 156 41 164

35 140 38 152 40 160 40 160 40 160 40 160
37 148 38 152 39 156 39 156 40 160 39 156
38 152 39 156 39 156 39 156 41 164 40 160
38 152 40 160 39 156 39 156 40 160 40 160
39 156 39 156 38 152 39 156 40 160 40 160
38 152 40 160 40 160 40 160 39 156 40 160

39 156 40 160 39 156 40 160 41 165
38 152 39 156 39 156 39 156 41 164
40 160

Tabelle 41: Herzschldge pro Minute; Salbutamol.

Kontrolle 1250 mg/L 2500 mg/L 5000 mg/L 10000 mg/L 20000 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
37 148 39 16 40 160 39 156 39 156 33 132
39 156 39 156 40 160 39 156 35 140
40 160 41 164 40 160 39 156 39 156
39 156 38 152 40 160 39 156 41 164
39 156 39 156 39 156 39 156 40 160
39 156 39 156 40 160 39 156 41 164
36 144 40 160 40 160 39 156 39 156
37 148 39 156 40 160 41 164 39 156

36 144 39 156 40 160 40 160 39 156
37 148 39 156 40 160 40 160 40 160
40 160 40 160 40 160 39 156 39 156
40 160 40 160 39 156 37 148 40 160
26 104 39 156 39 156 39 156 40 160

40 160 40 160 39 156 39 156 41 164
39 156 39 156 40 160 41 164 39 156
41 164 39 156 40 160 41 164 40 160

39 156 40 160 40 160 39 156
40 160 40 160 40 160 42 168
40 160 40 160 40 160 42 168

41 164 40 160 41 164
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Tabelle 42:Herzschldge pro Minute, Sulfamethoxazol.

Kontrolle 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 800 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min

36 144 40 160 39 156 36 144 38 152 30 120
39 156 36 144 39 156 38 152 40 160 32 128
39 156 37 148 36 144 39 156 39 156 12 48
39 156 40 160 39 156 39 156 38 152 39 156
39 156 38 152 38 152 36 144 40 160 33 132
40 160 37 148 38 152 38 152 39 156 35 140
39 156 36 144 37 148 38 152 40 160 22 88
38 152 38 152 37 148 39 156 38 152 37 148
39 156 39 156 37 148 39 156 38 152 32 128
38 152 37 148 38 152 39 156 40 160 36 144
35 140 38 152 37 148 37 148 37 148 31 124
38 152 36 144 39 156 37 148 38 152 39 156
38 152 38 152 35 140 38 152 39 156 33 132
40 160 39 156 37 148 39 156 40 160 36 144
40 160 39 156 39 156 38 152 39 156 29 116
37 148 37 148 36t 144 38 152 39 156 38 152
39 156 35 140 35 140 38 152 40 160 39 156
39 156 37 148 36 144 38 152 37 148 38 152
39 156 37 148 36 144 38 152 37 148 38 152
40 160 37 148 37 148 39 156 40 160 37 148

35 140 38i 152 40 160 29 116

Tabelle 43: Herzschldge pro Minute; Tamoxifen; (Wellplatte)

Kontrolle 3,125 mg/L 6,25 mg/L 12,5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
35 140 31 124 27 108 17 68 12 48
34 136 21 28 23 92 19 76 14 56
38 152 28 112 29 116 23 92 11 44
35 140 26 104 29 116 26 104 11 44
36 144 26 104 9 36 19 76 23 92
33 132 28 112 16 64 8 32
34 136 30 120 11 44 22 88
33 132 33 132 28 112 16 64
34 136 36 144 28 112 20 80
35 140 34 136 30 120 20 80
34 136 31 124 30 120 26 104
35 140 30 120 28 112 20 80
35 140 30 120 33 132 26 104
36 144 33 132 32 128 25 100
35 140 34 136 32 128 19 76
35 140 32 128 33 132 25 100
38 152 35 140 35 140 10 40
37 148 36 144 34 136 16 46
38 152 32 128 26 104 16 64

27 108
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Tabelle 44: Herzschldge pro Minute; Tamoxifen (Glas).

Kontrolle 3,125 mg/L 6,25 mg/L 12,5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
39 156 34 136 29 116 23 92 11 44
38 152 37 148 15 60 32 128 24 96
40 160 35 140 31 124 12 48 21 84
41 164 26 104 22 88 15 60 17 68
38 152 35 140 31 124 29 116 19 76
41 164 32 128 28 112 33 132 29 116
40 160 35 140 27 108 24 96
40 160 37 148 25 100 15 60
39 156 34 136 27 108 23 92
41 164 36 144
41 164
39 156
41 164
41 164
40 160
41 164
42 168
41 164
38 152

Tabelle 45: Minute; Herzschlage Terbutalin.

Kontrolle 12150 mg/L 13762,26 mg/LL  15588,46 mg/L 17656,99 mg/L 20000 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
32 128 43 172 46 184 41 164 41 164 42 168
39 156 43 172 42 168 41 16 40 160 45 180
39 156 41 164 42 168 42 168 40 160 41 164
40 160 42 168 43 172 44 176 39 156 42 168
40 160 42 168 43 172 38 152 43 172 41 164
41 164 40 160 45 180 41 164 40 160 34 136
42 168 43 172 42 168 43 172 40 160 33 132
40 160 43 172 42 168 42 168 41 164 39 156
44 176 41 164 43 172 41 164 41 164 42 168
43 172 44 176 41 164 41 164 41 164 42 168
42 168 45 180 41 164 43 172 41 164 41 164
41 164 43 172 41 164 43 172 33 132 41 164
40 160 44 176 42 168 41 164 43 172 41 164
41 164 43 172 43 172 43 172 42 168 42 168
39 156 40 160 42 168 42 168 40 160 42 168
40 160 40 160 41 164 43 172 41 164 42 168
41 164 42 168 40 160 40 160
41 164 42 168 43 172
42 168 41 164 41 164
40 160 41 164 40 160
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Tabelle 46: Herzschldge pro Minute; Theophyllin.

Kontrolle 257,53 mg/L 592,32mg/L 1362,34 mg/L 3133,39 mg/L 7206,8 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
46 184 46 184 43 172 30 120 15 60
46 184 44 176 44 176z 32 128 19 76
46 184 45 180 44 1766 31 124 32 128
48 192 46 184 42 168 33 132 20 80
44 1726 43 172 42 168 25 100 21 84
46 184 43 12 40 160 27 108 15 60
43 172 44 176 40 160 31 124 24 96
45 180 43 172 39 156 15 60 38 152
44 176 44 176 38 152 32 128 18 72
42 168 43 172 37 148 40 160 29 116
44 176 44 176 40 160 35 140 20 80
44 176 43 172 41 164 34 136 21 84
40 160 45 180 34 136 39 156 19 76
42 168 44 176 42 168 32 128 18 72
40 160 43 172 41 164 40 160
40 160 45 180 35 140 37 148
44 176 43 172 42 168 39 156
44 176 42 168 39 156 37 148
42 168 43 172 39 156 30 120

43 172

Tabelle 47: Herzschldge pro Mi nute; Trimethoprim.

Kontrolle 18,75 mg/L 37,5 mg/L 75 mg/L 150 mg/L 300 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
40 160 39 156 43 172 41 164 41 164 43 172
42 168 40 160 43 172 38 152 35 140 41 164
39 156 41 164 43 172 3 156 40 160 42 168
41 164 42 168 42 168 38 152 40 160 40 160
44 176 41 164 41 164 42 168 42 168 41 168
39 156 40 160 41 164 41 164 40 160 41 164
42 168 40 160 40 160 37 148 42 168 42 168
43 172 41 164 41 164 41 164 36 144 40 160
4r1 164 43 172 43 172 41 164 39 156 43 172
41 164 41 164 39 156 387 152 40 160 41 164
41 164 41 164 40 160 40 160 36 144 41 164
41 164 40 160 41 164 32 128 34 136 41 164
47 188 40 160 42 168 39 156 41 164 43 172
47 188 40 160 41 164 41 164 39 156 41 164
44 176 40 160 40 160 41 164 39 156 45 180
44 176 39 156 40 160 43 172 39 156 41 164
44 164 41 164 40 160 40 160 41 164 43 172
44 176 41 164 43 172 43 172
43 172 40 160 41 164

43 172
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Tabelle 48: Herzschldge pro Minute; Valproinsdure.

Kontrolle 6,33 mg/L 8,44 mg/L 11,25 mg/L 15 mg/L 20 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
40 160 22 88 17 68
43 172 37 148 15 60
41 164 31 124 17 68
41 164 21 84 22 88
41 164 31 124 23 92
41 164 30 120 21 84
43 172 20 80 32 128

4 168 23 92 16 64
42 168 31 124 38 152
40 160 3 120 23 92
42 168 36 144 17 68
37 148 24 96 20 80
40 160 33 132
42 168 34 136
40 160 17 68
41 164 38 152
43 172 36 144
41 164 36 144
42 168 36 144

38 152
Tabelle 49: Herzschldge pro Minute; Verapamil.

Kontrolle 118,25 mg/L 177,78 mg/L 266,67 mg/L 400 mg/L 600 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
41 164 28 112 14 56
41 164 25 100
41 164 30 120
40 160 29 116
40 160 26 104
39 156 32 128
40 160 27 108
39 156 26 104
38 152 34 136
36 144 25 100
40 160 23 92
40 160 28 112
40 160 27 108
40 160
40 160
41 164
38 152
40 160
39 156

360



Tabelle 50: Herzschldge pro Minute; Verapamil (NOEC-Test).

Kontrolle 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 400 mg/L
15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 1 min
44 176 41 164 41 164 37 148 24 96
40 160 41 164 39 156 35 140 23 92
42 168 42 168 43 172 26 104 19 76
37 148 41 164 39 156 34 136 19 76
36 144 37 148 40 160 33 132 14 56
38 152 40 160 43 172 38 152
40 160 41 164 36 144 38 152
40 160 43 172 34 136 39 156
42 168 39 156 36 144 36 144
39 156 33 132 35 140 32 128
39 156 41 164 39 156 29 116
35 140 45 180 38 152 38 152
40 160 39 156 36 144 26 104
38 152 41 164 39 156 38 152
40 160 41 164 41 164 39 156
39 156 38 152 40 160 22 88
40 160 38 152 38 152 20 80
40 160 40 160 35 140 33 132
37 148 41 164 39 156 35 140

39 156 39 156 37 148
Tabelle 51: Mischung Vortest Analgetika, Test 1 nach Cleuvers (2003, alle Endpunkte).
Kontrolle LCs/5 LC,/5 LCy/5 LCsy/5 LCy/5

15s Imin 15s Imin 15s Imin 15s Imin 15s Imin 15s Imin

36 144 16 64 34 136 28 112 26 104 12 48

37 148 35 140 32 128 14 56 15 60 16 64

40 160 35 140 35 140 19 76 17 68 16 64

39 156 39 156 35 140 36 144 17 68 15 60

33 132 37 148 29 116 33 132 12 48 20 80

38 152 34 136 33 132 32 128 13 52 13 52

36 144 33 132 33 132 20 80 20 80 12 48

36 144 35 140 26 104 22 88 15 60

35 140 32 128 33 132 20 80 13 52

37 148 34 136 32 128 14 56 17 68

36 144 32 128 31 124 21 84 13 52

39 156 34 136 31 124 20 80 16 64

34 136 35 140 33 132 25 100 20 80

35 140 33 132 31 124 27 108 20 80

37 148 25 100 28 112 18 72

35 140 32 128 33 132 28 112

35 140 35 140 35 140 23 92

39 156 37 148 34 136 34 136

36 144 35 140 33 132 35 140

33 132 16 64
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Tabelle 52: Mischung Vortest Analgetika, Test 2 nach Cleuvers (2003, alle Endpunkte).

Kontrolle LC5/5 LC10/5 LC20/5 LC50/5 LC70/5
15sec Imin 15sec  Ilmin 15sec Imin 15sec Imin 15sec 1min 15sec 1min
40 160 39 156 38 152 29 116 18 72 16 64
38 152 38 152 37 148 21 84 17 68 18 72
41 164 42 168 29 116 23 92 16 64 10 40
40 160 42 168 38 152 17 68 14 56 15 60
39 156 39 156 38 152 30 120 15 60 14 56
40 160 41 164 39 156 35 140 20 80 15 60
39 156 37 148 37 148 34 136 21 84 11 44
39 156 39 156 17 68 38 152 23 92 13 52
40 160 40 160 36 144 35 140 29 116 20 80
41 164 37 148 34 136 24 96 12 48 15 60
40 160 37 148 35 140 25 100 15 60 21 84
35 140 39 156 34 136 20 80 15 60 12 48
35 140 40 160 33 132 36 144 18 72 14 56
36 144 38 152 38 152 31 124 23 92 17 68
38 152 39 156 29 116 21 84 32 128
39 156 38 152 37 148 24 96 17 68
38 152 37 148 31 124 34 136 16 64
35 140 37 148 39 156 30 120 22 88

38 152 38 152 35 140 24 96

40 160 36 144 32 128

Tabelle 53:Mischung Vortest Analgetika, Test 3 nach Cleuvers (2003, koagulierte Embryonen).

Kontrolle LC 10/5 LC20/5 LC50/5 LC70/5 LC99/5
15sec 1min 15sec Imin 15sec Imin 15sec Imin 15sec 1min 15sec Imin
41 164
41 164
41 164
41 164
44 176
45 180
45 180
41 164
40 160
44 176
40 160
40 160
41 164
41 164
41 164
41 164
41 164
40 160
41 164
40 160

362



Tabelle 54: Mischung Vortest Analgetika nach dem modified toxic unit approach (alle Endpunkte).

Kontrolle 0,25 TU 0,5TU 1TU 2TU 4TU
15sec Imin 15sec  1min 15sec Imin 15sec Imin 15sec 1min 15sec 1min

37 148 39 156 40 160 16 64
40 160 41 164 25 100 13 52
41 164 41 164 40 160 25 100
38 152 39 156 40 160 15 60
40 160 37 148 40 160 15 60
43 172 39 156 39 156 20 80
40 160 39 156 39 156 14 56
39 156 38 152 34 136 24 96
39 156 40 160 39 156 16 64
38 152 40 160 41 164 22 88
39 156 39 156 40 160 19 76
39 156 41 164 31 124 18 72
39 156 40 160 41 164 9 36
39 156 40 160 40 160 20 80
40 160 41 164 39 156 21 84
38 152 39 156 41 164 31 124
39 156 40 160 36 144
40 160 40 160 36 144
41 164 37 148

35 140

Tabelle 55: Mischung Vortest Analgetika nach dem modified toxic unit approach (koagulierte Embryonen).

Kontrolle 0,25 TU 0,5TU 1 TU 2TU 4TU
15sec Imin 15sec  1min 15sec 1min 15sec 1min 15sec 1min 15sec 1min

38 152 17 68
43 172 27 108
41 164 18 72
39 156 23 92
39 156 27 108
41 164 7 28
40 160 4 16
39 156 7 28
41 164 9 36
43 172

40 160

41 164

40 160

41 164

42 168

43 172

42 168

41 164

41 164

41 164

363



Tabelle 56: Mischung Vortest Analgetika nach dem modified toxic unit approach (koagulierte Embryonen, ohne
Paracetamol).

Kontrolle 0,2 TU 0,4 TU 0,8 TU 1,6 TU 3,2TU
15sec Imin 15sec  1min 15sec 1min 15sec Imin 15sec 1min 15sec 1min

41 164 23 92
41 164 25 100
41 164 16 64
40 160 19 76
41 164 19 76
39 156

35 140

41 164

41 164

42 168

41 164

44 176

39 156

37 148

42 168

41 164

40 160

4] 164

40 160

41 164

Tabelle 57: Mischung Vortest Analgetika nach dem modified toxic unit approach (koagulierte Embryonen, ohne
Paracetamol).

Kontrolle 0,25 TU 0,5TU 1 TU 2TU 4TU
15sec Imin 15sec 1min 15sec Imin 15sec 1min 15sec 1min 15sec 1min

40 160 7 28
38 152 18 72
34 136

37 148

38 152

38 152

39 156

38 152

40 160

38 152

39 156

35 140

35 140

34 136

36 144

38 152

33 132

33 132

36 144

38 152
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Tabelle 58: Mischung Analgetika Haupttest (alle Endpunkte).

Kontrolle 1 2 3
15s Imin 15s 1min 15s Imin 15s Imin 15s Imin 15s Imin  15s Imin
40 160 40 160 40 160 37 148 34 136 37 148 14 56
40 160 40 160 36 144 36 144 37 148 37 148 9 36
39 156 41 164 38 152 38 152 34 136 37 148 8 32
41 164 41 164 40 160 37 148 37 148 24 96 16 64
40 160 40 160 38 152 40 160 35 140 33 132 12 48
40 160 40 160 39 156 37 148 37 148 38 152 9 36
37 148 41 164 37 148 39 156 33 132 36 144 20 80
41 164 38 152 40 160 39 156 34 136 37 148
38 152 38 152 37 148 40 160 38 152 26 104
39 156 39 156 40 160 35 140 33 132 25 100
40 160 40 160 39 156 39 156 36 144 36 144
39 156 40 160 38 152 36 144 36 144 38 152
40 160 41 164 35 140 38 152 39 156 36 144
39 156 40 160 39 156 40 160 39 156 38 152
38 152 34 136 37 148 39 156 32 128 35 140
39 156 37 148 39 156 41 164 37 148 36 144
40 160 40 160 34 136 38 152 40 160 34 136
39 156 41 164 36 144 37 148 36 144 36 144
37 148 39 156 37 148 39 156 35 140
39 156 37 148
39 156
39 156
41 164
39 156
40 160
35 140
41 164
40 160
40 160
39 156
40 160
36 144
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Tabelle 59: Mischung Analgetika Haupttest (koagulierte Embryonen).

Kontrolle 1 2 3 4 5
15s 1min 15s 1min 15s 1min 15s Imin 15s 1min 15s Imin
35 140 39 156 37 148 37 148 29 116 20 80
38 152 40 160 38 152 34 136 31 124 23 92
38 152 37 148 39 156 38 152 33 132
37 148 35 140 40 160 36 144 37 148
36 144 36 144 38 152 35 140 23 92
37 148 37 148 36 144 36 144 28 112
38 152 37 148 37 148 36 144 15 60
39 156 38 152 40 160 35 140 33 132
37 148 36 144 36 144 37 148 37 148
38 152 36 144 39 156 38 152 24 96
39 156 38 152 38 152 37 148 30 120
40 160 37 148 39 156 37 148 30 120
36 144 36 144 39 156 37 148 25 100
39 156 36 144 39 156 37 148 29 116
40 160 35 140 38 152 34 136 36 144
40 160 37 148 38 152 39 156 34 136
37 148 39 156 37 148 39 156 35 140
38 152 40 160 35 140 38 152 39 156
37 148 36 144 37 148 37 148 36 144
39 156 33 132 40 160 40 160
36 144
39 156
39 156
40 160
37 148
38 152
39 156
39 156
37 148
34 136
39 156
39 156
39 156
39 156
38 152
40 160
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Tabelle 60: Mischung Analgetika Haupttest (koagulierte Embryonen, ohne Paracetamol).

Kontrolle 1

15s Imin 15s Imin 15s Imin

37 148 33 132 18 72

39 156 33 132 19 76

35 140 33 132 5 20

39 156 36 144 15 60

38 152 36 144 8 32

36 144 29 116 5 20

40 160 33 132 9 36

39 156 35 140 32 128

38 152 29 116 17 68

41 164 28 112

39 156 30 120

41 164 29 116

40 160 35 140

38 152 31 124

37 148 32 128

38 152 29 116

40 160 36 144

41 164 34 136

41 164 36 144

40 160 25 100

39 156

37 148

37 148

39 156

Tabelle 61: Mischung gemischte Stoffgruppe mit undhnlichen Wirkmechanismen.

Kontrolle 1 2 3 4 5 6
15s Imin 155 Imin 15s 1min 155 1min 158 Imin 15s Imin 15s 1min
42 168 40 160 41 164 40 160 37 148 36 144 9 36
43 172 41 164 40 160 40 160 38 152 36 144 10 40
40 160 41 164 41 164 40 160 39 156 39 156 18 72
42 168 42 168 42 168 38 152 38 152 36 144 18 72
41 164 35 140 41 164 41 164 36 144 37 148 13 52
38 152 41 164 39 156 35 140 31 124 37 148 28 112
39 156 41 164 42 168 40 160 35 140 37 148 13 52
39 156 40 160 42 168 34 136 39 156 38 152 14 56
36 144 39 156 37 148 38 152 40 160 39 156 36 144
36 144 39 156 40 160 35 140 38 152 39 156 12 48
39 156 40 160 40 160 37 148 35 140 37 156 36 144
39 156 40 160 38 152 37 148 40 160 40 148 16 64
38 152 42 168 39 156 35 140 40 160 39 160 35 140
39 156 39 156 38 152 40 160 35 140 40 156 15 60
39 156 40 160 40 160 40 160 35 140 40 160 16 64
39 156 41 164 41 164 36 144 36 144 40 160 26 104
39 156 39 156 40 160 35 140 39 156 39 156 10 40
40 160 41 164 40 160 39 156 38 152 40 160 7 28
40 160 41 164 38 152 38 152
39 156 38 152 39 156
40 160
41 164
39 156
41 164
41 164
42 168

367



Tabelle 62: Mischung Pflanzenschutzmittel.

Kontrolle 1 2 3 4 5 6 7 8 9
15s 1min 15s Imin 15s Imin 15s 1min 15s Imin 158 1min 15s Ilmin 15s Imin 15s 1min 15s Imin

41 164 40 160 41 164 39 156 40 160 41 164 36 144 33 132 30 120 22 88
40 160 40 160 39 156 39 156 41 164 38 152 38 152 35 140 23 92
39 156 41 164 41 164 39 156 40 160 38 152 38 152 29 116 20 80
40 160 42 168 41 164 37 148 41 164 38 152 39 156 28 112 23 92
35 140 40 160 39 156 41 164 42 168 38 152 35 140 36 144 21 &4
40 160 40 160 40 160 40 160 37 148 38 152 31 124 35 140 25 100
29 116 41 164 41 164 39 156 19 76 37 148 36 144 29 116 15 80
40 160 41 164 41 164 37 148 41 164 39 156 40 160 33 132

39 156 40 160 39 156 39 156 40 160 40 160 39 156 35 140

40 160 40 160 40 160 39 156 36 144 39 156 36 144 21 84

39 156 41 164 41 164 40 160 39 156 40 160 36 144 31 124

40 160 41 164 41 164 38 152 39 156 36 144 35 140 34 136

36 144 41 164 41 164 39 156 40 160 37 148 39 156 12 48

39 156 41 164 41 164 37 148 39 156 39 156 36 144 28 112

39 156 40 160 41 164 40 160 38 152 36 144 33 132 33 132

40 160 42 168 41 164 40 160 40 160 38 152 30 120 35 140

39 156 42 168 41 164 40 160 38 152 41 164 37 148 33 132

40 160 39 156 41 164 40 160 40 160 35 140 38 152 31 124

36 144 40 160 41 164 41 164 40 160 41 164 40 160

39 156 38 152

38 152

39 156

41 164

40 160

39 156

40 160

38 152

40 160

38 152

39 156

40 160

40 160

41 164

40 160

41 164

41 164
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Tabelle 63: Mischung auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe (undhnliche Wirkmechanismen).

Kontrolle 1 2 3 4 5 6
15s Imin 15s 1min 15s Imin 15 1Imin 15s 1min 15s Imin 158 1min
42 168 39 156 37 148 33 132 39 156 25 100 13 52
40 160 40 160 39 156 36 144 35 140 21 84 14 56
41 164 41 164 38 152 35 140 34 136 20 80 15 60
40 160 40 160 39 156 35 140 35 140 10 40 24 96
45 180 39 156 40 160 37 148 39 156 23 92 25 100
38 152 40 160 39 156 33 132 36 144 30 120 23 92
40 160 39 156 40 160 35 140 35 140 30 120 17 68
40 160 37 148 39 156 41 164 36 144 19 76 26 104
40 160 39 156 26 104 36 144 35 140 28 112 23 92
38 152 38 152 38 152 18 72 38 152 23 92 25 100
37 148 36 144 39 156 36 144 37 148 25 100

41 164 35 140 38 152 35 140 27 108 32 128

40 160 41 164 36 144 39 156 35 140 30 120

37 148 37 148 37 148 38 152 35 140 31 124

38 152 38 152 37 148 37 148 34 136 16 64

40 160 37 148 37 148 37 148 32 128 25 100

41 164 35 140 38 152 36 144 36 144 33 132

36 144 38 152 38 152 39 156 35 140 25 100

37 148 35 140 35 140 36 144 37 148 30 120

36 144 37 148 34 13633 38 152

37 148

38 152

38 152

37 148

37 148

37 148

40 160

40 160

40 16

35 140

38 152

38 152

40 160

36 144

36 144

37 148

41 164

38 152

38 152

39 156

40 160

40 160
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Tabelle 64: Mischung auf Basis der LC;((48h) der Einzelstoffe (undhnliche Wirkmechanismen).

Kontrolle 1 2 3 4 5 6
15s Imin 15s 1min 15s 1min 15 1min 15 Imin 158 1min 15s 1min
37 148 40 160 38 152 37 148 37 148 31 124 8 32
40 160 40 160 37 148 15 60 39 156 24 96
40 160 40 160 36 144 39 156 36 144 13 52
39 156 39 156 39 156 36 144 38 152 19 76
40 160 40 160 38 152 39 156 39 156 13 52
41 164 38 152 38 152 38 152 34 136 7 28
41 164 39 156 39 156 39 156 38 152 13 52
37 148 39 156 35 140 38 152 39 156 31 124
38 152 40 160 40 160 39 156 30 120 17 68
39 156 38 152 39 156 41 164 39 156 23 92
39 156 40 160 38 152 34 136 35 140 28 112
37 148 36 144 37 148 36 144 37 148 24 96
39 156 39 156 39 156 41 164 34 136 14 56
40 160 39 156 39 156 39 156 40 160 19 76
37 148 38 152 41 164 36 144 39 156 31 124
38 152 41 164 40 160 37 148 38 152

39 156 37 148 36 144 34 136 36 144

37 148 37 148 39 156 34 136 35 140

37 148 40 160 35 140

37 148 40 160 36 144

39 156

40 160

40 160

40 160

40 160

40 160

40 160

40 160

41 164

40 160

37 148

37 148

40 160

38 152
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Tabelle 65: Mischung auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe (partiell ahnliche Wirkmechanismen).

Kontrolle

15s Imin
40 160
41 164
40 160
41 164
41 164
42 168
44 176
41 164
40 160
40 160
40 160
40 160
40 160
41 164
40 160
40 160
40 160
40 160
41 164

40 160
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Tabelle 66: Mischung auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe (partiell ahnliche Wirkmechanismen).

Kontrolle 1 2 3 4
15s 1min 15s Imin 15s Imin 15s 1min 15s Imin 15s 1min
41 164 40 160 41 164 21 84 37 148 28 112
41 164 38 152 41 164 38 152 29 116 23 92
41 164 41 164 39 156 39 156 35 140 24 96
44 176 44 176 40 160 39 156 26 104 23 92
40 160 41 164 40 160 33 132 39 156 27 108
40 160 39 156 40 160 39 156 38 152 22 88
40 160 40 160 40 160 37 148 34 136 28 112
43 172 40 160 41 164 38 152 34 136 26 104
40 160 44 176 41 164 40 160 38 152 25 100
39 156 41 164 40 160 40 160 35 140 29 116
41 164 43 172 39 156 39 156 34 136 18 72
40 160 43 172 40 160 40 160 31 124 29 116
40 160 41 164 40 160 41 164 31 124 21 84
40 160 40 160 42 168 40 160 33 132 20 80
40 160 42 168 39 156 40 160 35 140 28 112
39 156 41 164 41 164 36 144 26 104
40 160 40 160 40 160 40 160 29 116
38 152 39 156 34 136 23 92
40 160 40 160 36 144
41 164 41 164 33 132
39 156
40 160
41 164
41 164
41 164
41 164
40 160
41 164
41 164
40 160
41 164
43 172
43 172
42 168
42 168
41 164
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Tabelle 67: Mischung auf Basis der NOEC.

Kontrolle

15s Imin
41 164
40 160
41 164
40 160
40 160
40 160
41 164
42 168
42 168
41 164
45 180
42 168
41 164
41 164
44 176
45 180
44 176
44 176
43 172
40 160
45 180
41 164
43 172
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Anhang C: gemessene Parameter fiir Einzelstoffe und Mischungen.

Tabelle 1: Substanz: Acetylcystein (ohne pH-Einstellung).
Zeitpunkt t = 0 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] (7] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 88,6 24,2 181 24,7 7,01 24,7
31,25 n.b. n.b. n.b. n.b. 4,52 23,7
62,5 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,84 23,8
125,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,53 23,0
250,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,30 21,3
500,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,11 19,0

Zeitpunkt t = 48 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 92,9 24,5 253 24,7 6,3 24,7
31,25 n.b n.b n.b n.b 4,33 25,2
62,5 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,98 25,9
1250 n.b n.b n.b n.b 3,59 26,0
250,0 n.b n.b n.b n.b 3,33 26,0
500,0 n.b n.b n.b n.b 3,12 25,8

Tabelle 2: Substanz: Acetylcystein (mit pH-Einstellung).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 92,8 23,3 151 22,6 6,4 22,6
1500 914 234 397 22,0 6,08 22,0
3000 90,6 23,2 650 21,9 7,44 21,9
6000 91,7 23,1 1140 21,2 8,03 21,2
12000 91,3 23,1 2030 20,1 8,11 20,1
24000 91,6 22,8 3690 16,9 8,14 16,9

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 91,2 24,5 149 24,2 6,54 24,2
1500 86,7 24,7 404 24,4 6,13 24,4
3000 87,4 24,5 661 24,7 6,61 24,7
6000 86,6 24,4 1166 24,9 7,06 24,9
12000 88,3 24,4 2120 25,0 7,60 25,0
24000 81,3 24,3 3880 24,7 7,76 24,7

Tabelle 3: Substanz: Acetylsalicylsdure.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 63,8 17,7 n.b. n.b. 8,65 20°C
27,92 58,1 17,3 n.b. n.b. 6,41 20°C
39,09 62,6 17,0 n.b. n.b. 6,40 20°C
54,72 62 17,2 n.b. n.b. 5,15 20°C
76,61 62,6 17,4 n.b. n.b. 4,08 20°C
107,26 62,2 17,5 n.b. n.b. 3,96 20°C
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Tabelle 4: Substanz: Atropin.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 96,7 18,9 149 19,8 7,69 19,8
4500 94,3 19,1 1162 19,0 7,60 19,0
6750 93,6 19,0 1629 18,4 7,34 18,4
10125 92,8 18,9 2230 16,2 7,16 16,2
15187,5 94,2 18,7 3150 15,9 7,08 15,9
22781,25 92,5 18,0 4360 14,3 6,92 14,3

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfidhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle n.b. n.b. 156 18,7 7,04 18,7
4500 n.b. n.b. 871 19,7 7,46 19,7
6750 n.b. n.b. 1693 21,0 7,22 21,0
10125 n.b. n.b. 2360 21,5 7,08 21,5
15187,5 n.b. n.b. 3310 21,7 6,87 21,7
22781,25 n.b. n.b. 4560 21,0 6,61 21,0

Tabelle 5: Substanz: Bezafibrat (Wellplatte).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 93,0 22,7 182 21,9 6,82 21,9
6,25 89,0 22,6 147 21,7 6,91 21,7
12,5 90,4 22,5 149 21,8 6,93 21,8
25.0 89,2 22,4 150 21,8 6,87 21,8
50,0 89,1 22,4 152 21,9 6,70 21,9
100,0 87,5 22,4 159 21,9 5,88 21,9

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 89,4 23,2 154 229 6,90 22,9
6,25 84,5 23,1 1031 23,9 6,44 23,9
12,5 82,3 23,0 159 24,0 6,77 24,0
25,0 83,1 23,0 154 24,00 6,74 24,0
50,0 83,3 22,9 157 24,0 6,71 24,0
100,0 83,4 23,0 163 23,7 6,31 23,7

Tabelle 6: Substanz: Bezafibrat (Glas).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L] [Yo] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 95,0 20,3 147 20,7 6,62 20,7
6,25 92,8 20,3 219 20,3 6,30 20,3
12,5 93,6 20,5 154 20,5 6,55 20,5
25,0 92,0 20,5 151 20,6 6,58 20,6
50,0 92,6 20,5 153 20,8 6,54 20,8
100,0 91,9 20,5 159 21,3 5,94 21,3
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfidhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 88,6 20,9 158 21,0 6,87 21,0
6,25 89,5 21 770 20,6 6,31 20,6
12,5 88,6 20,8 171 21,0 6,63 21,0
25,0 89,9 20,7 162 21,1 6,69 21,1
50,0 90,3 20,5 165 20,6 6,71 20,6
100,0 93,8 20,9 164 20,1 6,64 20,1

Tabelle 7: Substanz: Bisoprolol.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 91,6 24,2 262 24,7 6,83 24,7
8000 86,8 24,1 1115 23,9 6,86 23,9
10059,5 86,0 24,1 1380 23,4 6,91 23,4
12649,1 85,6 24,1 1644 23,0 6,87 23,0
15905.4 87,2 24,1 1627 22,5 6,87 22,5
20000,0 85,9 23,9 2600 22,0 6,90 22,0

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 90,3 24,5 160 25,0 6,84 25,0
8000 84,4 24,7 1332 25,6 6,77 25,6
10059,5 84,1 24,5 1626 25,7 6,98 25,7
12649,1 82,5 24,6 2922 25,8 6,95 25,8
15905,4 85,8 24,5 2310 25,7 6,94 25,7
20000,0 84,6 24,6 2740 254 6,92 25,4

Tabelle 8: Substanz: Carbamazepin.

Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff — Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 93,0 22,7 182 21,9 6,82 21,9
12,5 88,4 22,5 149 21,8 7,02 21,8
25,0 87,8 22,5 149 21,7 7,07 21,7
50,0 88,0 22,5 151 21,7 7,08 21,7
100,0 87,2 22.4 156 21,6 7,08 21,6
200,0 87,1 22.4 161 21,3 7,04 21,3

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 89,4 23,2 154 22,9 6,90 22,9
12,5 82,8 22,9 155 24,2 6,57 24,2
25,0 83,3 22,9 153 24,2 6,70 24,2
50,0 83,7 22,9 156 24,0 6,75 24,0
100,0 84,3 22,8 160 23,8 6,82 23,8
200,0 85,3 22,8 166 23,7 6,80 23,7
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Tabelle 9: Substanz: Carbaryl.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 106 21,7 0,2 22,5 8,37 20
2,2 89,9 19,4 0,2 19,2 7,56 20
3,28 91,2 19,3 0,2 19,3 7,55 20
4,9 96 19,2 0,2 19,4 7,5 20
7,31 93,4 19,2 0,2 19,5 7,53 20
10,9 93,3 19,1 0,2 19,4 7,53 20

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 6,3 22,2 0,2 22 8,25 20
2,2 8,3 20,6 0,2 20,6 7,28 20
3,28 6 21,2 0,2 21 7,29 20
49 6,6 21,2 0,2 21,1 7,34 20
7,31 6,2 21,1 0,2 21,1 7,26 20
10,9 6,8 20,6 0,2 20,8 7,19 20

Tabelle 10: Substanz: Chloramhenicol.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 80,1 22,5 258 23,8 7,36 23,8
1111,11 80,4 22,2 153 23,5 7,42 23,5
1666,67 81,0 22,1 154 23,3 7,30 23,3
2500 80,4 22,0 155 23,0 7,20 23,0
3750 79,4 21,9 155 22,5 7,08 22,5
5625 78,4 21,8 157 21,6 6,91 21,6

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]

Kontrolle 97,7 21,6 163 253 7,190 25,3
111,11 96,7 22,5 476 23,7 7,19 23,7
1666,67 94,7 23,4 173 25,3 7,23 25,3
2500 95,1 24,0 177 25,9 7,1 25,9
3750 96,0 24,3 169 26,3 6,195 26,3
5625 97,1 24,7 171 26,2 6,99 26,2

Tabelle 11: Substanz: Clarithromycin.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 88,7 234 186 25,6 7,25 25,6
0,63 84,0 23,0 146 24,9 7,34 24,9
1,3 84,8 23,0 146 244 7,30 244
2,5 84,3 22,9 146 23,2 7,28 23,2
5,0 82,9 22,8 145 21,1 7,30 21,1
10,0 84,5 22,6 146 16,9 7,40 16,9
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 89,1 22,8 143 24,1 6,95 24,1
0,63 82,9 22,8 149 25,3 6,82 25,3
1,3 83,1 22,8 151 25,5 6,82 25,5
2,5 83,8 23,0 153 25,8 6,85 25,8
5,0 84,2 23,1 156 25,8 6,83 25,8
10,0 82,5 23,2 155 25,3 6,84 25,3

Tabelle 12: Substanz: Clenbuterol.
Zeitpunkt t = 0 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 90,9 20,8 150 21,0 7,31 21,0
1350 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
2025 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
3037,5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
4556,25 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
6834,38 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

Zeitpunkt t = 48 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 90,5 21,0 154 21,5 9,98 21,5
1350 91,3 21,0 615 22,9 10,12 22,9
2025 89,5 21,0 745 23,3 10,18 23,3
3037,5 85,7 21,0 991 23,4 10,17 23,4
4556,25 88.5 21,0 1430 23,6 10,53 23,6
6834,38 88.3 21,0 2030 2,1 1,65 22,1

Tabelle 13: Substanz: Clofibrinsdure (ohne pH-Einstellung).
Zeitpunkt t =0 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 92 26,8 276 27,0 7,01 27,0
28,13 n.b. n.b. n.b. n.b. 5,38 25,5
56,3 n.b. n.b. n.b. n.b. 4,39 25,8
112,5 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,80 25,1
225.0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,50 23,6
450,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,27 21,2

Zeitpunkt t = 48 (n.b: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle n.b. n.b. n.b. n.b. 6,57 25,6
28,13 n.b. n.b. n.b. n.b. 5,43 26,7
56,3 n.b. n.b. n.b. n.b. 4,61 26,7
112,5 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,89 26,6
225,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,54 26,5
450,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,28 26,3
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Tabelle 14: Substanz: Clofibrinsdure (mit pH-Einstellung).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 88,6 24,2 181 24,7 7,01 24,7
37,5 86,6 24,1 170 24,5 7,13 24,5
75,0 87,7 24,1 195 24,1 7,16 24,1
150,0 88,4 24,0 241 23,0 7,19 23,0
300,0 91,1 24,0 328 21,0 7,24 21,0
600,0 95,5 23,7 501 17,5 7,33 17,5

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 92,9 24, 153 247 6,30 24,7
37,5 86,4 244 399 25,6 6,90 25,6
75,0 85,0 24,2 199 26,0 6,99 26,9
150,0 84,9 24,3 249 26,2 6,98 26,2
300,0 86,0 24,1 344 26,3 6,96 26,3
600,0 85,4 24,1 529 25,9 7,05 25,9

Tabelle 15: Substanz: Coffein.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 82,6 249 145 25,7 6,69 25,7
500 67,9 232 146 23,1 6,98 23,1
700 68,5 22,9 145 23,0 7,02 23,0
1125 71,2 22,5 145 22,5 7,00 22,5
1687,5 71,6 22,1 144 22,0 7,03 22,0
2531,25 71,0 21,6 145 21,4 7,03 21,4

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 65,3 24,5 149 24.6 7,53 24,6
500 86,3 24.9 153 25,1 7,65 25,1
700 82,2 25.6 150 26,0 7,62 26,0
1125 71,4 25.6 150 26,0 7,66 26,0
1687,5 69,2 25,5 149 25,7 7,65 25,7
2531,25 70,2 25,3 150 25,5 7,62 25,5

Tabelle 16: Substanz: Cyclophospahmid.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L [Yo] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 90,0 20,2 204 19,3 7,08 19,3
1000,0 93,4 19,8 152 19,5 7,16 19,5
2000,0 90,4 19,8 155 19,5 7,05 19,5
4000,0 90,8 190,8 169 19,4 6,72 19,4
8000,0 88,4 19,8 194 19,5 6,08 19,5
16000,0 91,8 19.8 251 19,9 4,50 19.9
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur

[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]

Kontrolle 89,9 16,8 159 20,9 6,61 20,9
1000,0 86,6 17,1 204 20,8 3,99 20,8
2000,0 85,0 17,0 261 20,7 3,57 20,7
4000,0 86,1 17,7 502 21,1 3,20 21,1
8000,0 84,8 18,2 607 21,6 3,10 21,6
16000,0 84,5 18,3 879 21,5 2,98 21,5

Tabelle 17: Substanz: Diclofenac (alle Endpunkte).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 80,1 21,5 145 21,2 6,89 21,2
0,89 70,4 20,9 147 20,3 5,87 20,3
2,05 68,1 20,9 147 20,4 5,89 20,4
4,73 68.0 20,8 147 20,5 5,90 20,5
10,87 68.4 20,6 148 20,3 5,94 20,3
25 71,1 20,2 150 20,1 6,00 20,1

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]

Kontrolle 69,5 22,3 150 22,4 7,99 22,4
0,89 85,7 234 155 22,2 7,70 22,2
2,05 71,3 23,8 148 22,3 7,68 22,3
4,73 68,5 239 149 22,5 7,71 22,5
10,87 71,1 23.8 151 22,5 7,65 22,5
25 72,9 22,5 152 22,2 7,66 222

Tabelle 18: Substanz: Diclofenac (koagulierte Embryonen).
Zeitpukt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1uS/em] [°C] [°C]

Kontrolle 80 24,3 144 24,8 5,40 24,8
25 71,9 23,4 150 23,5 6,10 23,5
37,5 6u7,9 23,3 152 23,3 6,21 23,3
56,25 68,2 232 156 23,1 6,30 23,1
84,38 69,3 229 162 22,8 6,32 22,8
126,56 73,2 22,5 171 22.4 6,37 22.4

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 70,5 25,1 148 24.8 54 24,8
25 77,3 24.8 158 23,5 6,1 23,5
37,5 74,7 24.8 155 23,2 6,2 23,2
56,25 72,1 24.8 159 23,1 6,3 23,1
84,38 73,8 25,0 166 22,8 6,32 22,8
126,56 65,1 25,0 175 22,4 6,37 22,4

380



Tabelle 19: Substanz: Erytromycin.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 88,7 23,4 186 25,6 7,25 25,6
0,63 86,4 24,2 142 22,8 7,12 22,8
1,3 85,2 24,0 143 23,2 7,19 23,2
2,5 85,7 23,8 144 22,6 7,22 22,6
5,0 87,2 23,2 143 21,1 7,26 21,1
10,0 85,6 16,0 142 18,7 7,31 18,7

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 89,1 22.8 143 24,0 6,95 24,0
0,63 82,1 22,7 224 24,1 6,61 24,1
1,3 82,9 22,7 150 24,7 6,68 24,7
2.5 82,2 22,7 149 25,0 6,70 25,0
5,0 81,9 22,7 150 25,2 6,73 25,2
10,0 83,2 22,7 156 25,4 6,82 25,4

Tabelle 20: Substanz: EE, (Wellplatte).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 88,6 24,8 223 25,5 6,96 25,5
0,5625 87,6 24,9 147 26,0 6,83 26,0
1,1 88,0 24,9 148 26,0 6,92 26,0
2.3 88,3 24,7 146 25,9 6,99 25,9
4,5 89,4 24,8 146 25,7 7,02 25,7
9,0 98,2 24,2 146 25,5 7,01 25,5

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 84,5 23,8 154 24,0 6,69 24,0
0,5625 83,4 23,2 151 24,8 6,80 24,8
1,1 82,2 23,1 150 25,1 6,67 25,1
2,3 83,0 23,0 161 25,2 6,50 25,2
4,5 80,7 22,9 156 25,1 6,69 25,1
9,0 81,3 22,8 154 24,9 6,63 24,9

Tabelle 21: Substanz: EE, (Glas).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L] [%o] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 93,1 20,7 247 21,1 6,93 21,1
0,5625 92,0 20,6 148 20,9 6,32 20,9
L1 90,5 20,7 149 21,0 6,57 21,0
2,3 88,4 20,7 151 21,1 6,74 21,1
4,5 89,2 20,6 153 21,1 6,84 21,1
9.0 89,6 20,6 159 21,1 6,89 21,1
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 91,9 20,9 161 21,4 6,06 21,4
0,5625 88,0 20,8 343 21,4 6,67 21,4
2,3 86,1 20,8 165 22,1 6,93 22,1
4,5 86,3 20,8 168 22,2 6,97 222
9,0 85,7 20,8 170 22,1 7,07 22,1

Tabelle 22: Substanz: Fenofibrat (Wellplatte).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 91,0 25,1 213 25,6 6,76 25,6
14,81 86,3 25,3 150 26,3 6,94 26,3
22,2 85,2 25,4 152 26,7 7,01 26,7
33,3 85,8 25,9 156 27,0 7,03 27,0
50,0 85,6 26,3 153 27,2 7,07 27,2
75,0 84,3 26,1 151 27,2 7,08 27,2

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur

[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 87,8 23,5 154 24,0 6,69 24,0
14,81 82,2 23,6 284 244 6,87 24.4
22,2 82,0 23,4 149 24,9 6,95 24,9
333 80,3 23,5 160 25,5 6,94 25,5
50,5 80,4 23,4 155 25,8 6,86 25,8
75,0 81,5 23,4 152 254 6,92 254

Tabelle 23: Substanz: Fenofibrat (Glas).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 96,2 22,0 206 22.8 6,75 22.8
14,81 91,0 22,3 149 22.8 7,01 22.8
22,2 91,5 223 149 233 7,02 233
333 90,6 22.4 148 23,7 7,02 23,7
50,0 91,5 22.8 148 243 7,04 243
75,0 90,0 23,0 148 24.8 7,01 24.8

Zeitpunkt t = 48(n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfidhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
14,81 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
22,2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
333 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
50,0 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
75,0 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
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Tabelle 24: Substanz: Ibuprofen (alle Endpunkte).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle) 80,4 18,4 153 18,5 8,32 18,5
5,41 73,2 19,4 145 18,1 8,31 18,1
10,81 68,7 19,5 146 18,3 8,31 18,3
21,63 67,2 19,4 149 18,2 8,50 18,2
43,25 68,9 19,2 154 18,2 8,54 18,2
86,5 69,0 18,8 164 18,9 8,27 18,0

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 64,8 20,2 146 20,5 6,71 20,5
5,41 77,3 21,4 155 19.9 6,58 19.9
10,81 69,4 21,8 148 19.9 6,53 19,9
21,63 66,6 21,6 151 19.9 6,53 19,9
43,25 65,0 21,5 158 20,1 6,20 20,1
86,5 65,7 21,0 169 20,0 6,52 20,0

Tabelle 25: Substanz: Ibuprofen (koagulierte Embryonen).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 85,1 24.9 146 24,7 5,29 24,7
8,12 76,6 22,8 149 22,9 6,57 22,9
16,23 70,6 22,6 150 22,9 6,52 22,9
32,46 68,8 22,6 153 22.8 6,47 22.8
64,92 67,8 22,5 161 22,6 6,45 22,6
129,84 72,4 22,3 177 22,1 6,33 22,1

Zeitpunkt t =48 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/em] [°C] [°C]

Kontrolle 70,5 25,1 148 25,1 7,72 25,1
8,12 74,5 25,1 152 25,1 7,53 25,1
16,23 68,8 25,6 n.b. n.b. n.b. n.b.
32,46 67,7 25,7 155 25,6 7,68 25,6
64,92 68,5 25,6 166 25,7 7,71 25,7
129,84 65,7 25,2 181 25,3 7,72 25,3

Tabelle 26: Substanz: Ifosfamid.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L] [Yo] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 95,7 22,8 218 23,8 7,13 23,8
1250,0 94,8 22,8 150 23,8 7,29 23,8
2500,00 94,5 22,8 150 23,7 7,29 23,7
5000,0 93,7 22,7 146 23,7 7,27 23,7
10000,0 92,1 22,7 147 23,6 7,14 23,6
20000,0 94,3 22,6 151 23,3 7,02 23,3

383



Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [1S/em] [°C] [°C]
Kontrolle 95,2 25,3 159 25,8 6,70 23,8
1250,0 91,2 25,2 327 26,4 6,69 26,4
2500,0 91,4 25,1 161 26,7 6,78 26,7
5000,0 91,3 25,2 164 27,1 6,47 27,1
10000,0 914 25,2 174 27,1 6,09 27,1
20000,0 91,8 252 189 26,5 5,60 26,5

Tabelle 27: Substanz: Malathion.
Zeitpunkt t =0 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 75,4 19,9 145 21,7 6,52 21,7
3 77,3 19,8 146 20,8 6,41 20,8
6 753 19.4 146 20,6 6,39 20,6
12 74,9 19,3 147 20,5 6,52 20,5
24 76,3 19,3 148 20,4 6,62 20,4
48 76,0 19,3 150 20,1 6,66 20,1
96 n.b. n.b. 156 19,7 6,63 19,7

Tabelle 28: Substanz: Metropolol.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 82,1 20,7 144 21,4 6,92 21,4
1500 85,5 20,6 401 20,1 7,52 20,1
2250 85,9 20,4 535 19,3 7,61 19,3
3375 85,3 20,1 725 18,2 7,79 18,2
5062,5 86,1 19,8 1003 16,6 8,15 16,6
7593,75 84,2 19,4 1395 14,7 8,55 24,7

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 86,1 21,4 151 21,7 6,64 21,7
1500 87,7 21,4 418 22,6 6,50 22,6
2250 87,3 21,4 553 23,3 6,59 233
3375 88,6 21,5 764 23,4 6,60 234
5062,5 87,8 21,5 1051 23,7 6,58 23,7
793,75 88,7 21,8 1449 23,1 661 23,1

Tabelle 29: Substanz: Naproxen (alle Endpunkt).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 68,3 18,6 144 18,8 5,90 18,8
10,16 72,4 18,8 148 19,0 5,82 19,0
20,32 67,2 19,1 151 19,0 5,78 19,0
40,63 69,6 19,5 156 19,0 5,74 19,0
81,26 70,6 19,1 166 18,6 5,79 18,6
162,52 71,6 18,4 188 18,1 5,80 18,1
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 66,8 18,7 152 18,8 9,04 18,8
10,16 74,8 20,9 160 18,5 8,80 18,5
20,32 70,6 21,1 153 18,7 8,73 18,7
40,63 68,0 21,1 159 18,9 8,69 18,9
81,26 67,1 20,8 171 19,1 8,64 19,1
162,52 69,1 19,9 193 18,7 8,72 18,7
Tabelle 30: Substanz: Naproxen (koagulierte Embryonen).
Zeitpunkt t=0
Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 84,6 24,8 144 24,8 7,57 24,8
27,09 67,0 22,8 152 23,0 7,40 23,0
40,63 70,1 22,9 155 23,2 7,39 23,2
60,95 67,4 23,0 160 23,1 7,37 23,1
91,42 70,1 22,9 169 22,9 7,38 22,9
137,13 68,7 22,8 181 22,8 7,36 22,8
Tabelle 31: Substanz: Oxytetrazyklin (ohne pH-Einstellung).
Zeitpunkt t = 0 (n.b.: nicht bestimmt)
Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/1] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 82,4 23,3 196 23,5 7,56 23,5
75 n.b. n.b. n.b. n.b. 6,17 23,4
150,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 4,17 23,0
300,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,55 22,1
600,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,23 20,4
1200,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,00 17,5
Zeitpunkt = 48 (n.b.: nicht bestimmt)
Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 82,0 22,2 180 24,3 6,8 243
75 n.b. n.b. n.b. n.b. 6,4 24,2
150,0 n.b. n.b. n.b. nb. 425 25,5
300,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,58 25,7
600,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 3,23 25,8
1200,0 n.b. n.b. n.b. n.b. 2,97 26,0
Tabelle 32: Substanz: Oxytetrazyklin (mit pH-Einstellung)
Zeitpunkt t =0
Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur [ Leitfahigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]
[mg/1] [%] °C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle; 1:5) 88,6 24.8 223 25,5 6,96 25,5
250 86,6 24,5 197 25,4 6,77 25,4
500,0 84,9 24,4 244 25,1 6,63 25,1
1000,0 83,0 2544 351 24,2 6,58 24,4
2000,2 84,3 24,5 573 22,4 6,89 22,4
4000,0 83,2 24,5 1033 20,2 7,20 20,2
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Zeitpunkt = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [m/1] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 87,8 23,7 154 24,0 6,69 24,0
250 81,4 22,8 172 25,2 6,93 25,5
500,0 81,6 22,7 260 25,3 6,96 25,3
1000,0 82,5 22,6 382 25,1 6,82 25,1
2000,0 81,7 22,6 690 25,2 6,79 25,2
4000,0 7u2,2 22,5 1294 24,8 6,70 24,8

Tabelle 33: Substanz: Paracetamol (alle Endpunkte).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 83,6 21,8 149 21,2 5,04 21,2
71,83 74,4 21,1 146 20,2 4,23 20,2
165,2 71,6 20,9 145 20,2 4,20 20,2
380 73,4 20,7 144 20,0 4,34 20,0
874 76,2 19,8 142 19,5 4,42 19,5
2010,2 72,6 17,3 139 18,0 4,37 18,0

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 69,2 22,6 150 22,1 3,6 22,1
71,83 64,9 23,4 148 22,2 3,64 22,2
165,2 63,8 23,5 148 22,2 3,72 22,2
380 64,3 23,8 146 22,5 3,73 22,5
874 68,8 23,9 147 22,7 3,74 22,7
2010,2 67,0 23,4 146 22,7 3,74 22,7

Tabelle 34: Substanz: Paracetamol (koagulierte Embryonen).

Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1uS/em] [°C] [°C]

Kontrolle 88,7 22,7 150 24,0 6,79 24,0
380 76,9 21,8 145 22,6 7,06 22,6
760 67,6 222 145 22,5 7,07 22,5
1520 66,2 22,3 145 22.4 7,08 22.4
3040 66,2 222 143 22,3 7,08 22,3
6080 72,3 22,0 142 22,0 7,08 22,0

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 65,3 24,5 149 24,6 7,53 24,6
380 69,0 25,2 148 25,4 7,61 25,4
760 70,2 25,3 147 25,6 7,61 25,6
1520 66,5 25,3 150 25,6 7,58 25,6
3040 64,2 25,2 149 25,1 7,55 25,1
6080 71,1 24,9 147 24,6 7,53 24,6
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Tabelle 35: Substanz: Parathion.
Zeitpunk t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [%] [°C] [mS/cm] [°C]
Kontrolle 79,3 20,0 144 20,9 7,34 20,9
5 83,0 19,7 145 20,8 7,51 20,8
7,5 71,0 19,7 146 20,3 7,55 20,3
11,3 78,5 19,6 145 20,0 7,59 20,0
16,9 78,0 19,6 145 19,6 7,88 19,6
25,3 76,6 19,6 145 181,9 7,91 18,9

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [mg/1] [°C] [mS/cm] [°C]
Kontrolle 79,0 19,5 156 20,9 7,74 20,9
5 77,4 19,7 152 22,4 7,73 22,4
7,5 78,4 20,0 152 23,1 7,73 23,1
11,3 76,9 20,1 155 23,1 7,72 23,1
16,9 78,1 20,2 156 23,5 7,74 23,5
25,3 77,1 20,3 154 22,8 7,68 22,8

Tabelle 36: Substanz: Propranolol.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [%o] [°C] [uS/em] [°C]

Kontrolle 80 17,9 148i 17,9 7,16 17,9
36,98 0,1 16,7 155 16,7 7,19 16,7
73,95 72,6 16,3 168 16,3 7,24 16,3
147,91 69,9 15,7 192 15,7 7,27 15,7
295,81 67,4 15,4 239 15,4 7,23 15,4
591,62 69 15 325 15,0 7,32 15

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [mg/1] [°C] [mS/cm] [°C]

Kontrolle 63,7 19,0 147 19,7 8,45 19,7
36,98 59,2 23,7 177 21,3 8,00 21,3
73,95 49,6 23,5 189 21,5 7,95 21,5
147,91 55,5 23,3 203 21,5 7,86 21,5
295,81 51,5 22,8 250 21,5 7,9 21,5
591,62 60,4 222 328 21,3 7,91 21,3

Tabelle 37: Substanz: Roxithromycin (Wellplatte).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]

[mg/1] [%e] [°C] [uS/cm] [°C]

Kontrolle 90,0 23,5 220 24,0 7,04 24,0
0,63 88,6 23,2 143 23,5 7,04 23,5
13 85,1 22,7 145 23,5 7,07 23,5
2,5 85,2 22,5 146 234 7,09 234
5,0 85,7 22,5 148 233 7,14 233
10,0 84,7 22,6 153 23,2 7,23 23,2
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [mg/1] [°C] [1S/cm] [°C]
Kontrolle 88,2 26,2 148 27,1 7,00 27,1
0,63 86,9 26,1 202 26,9 6,69 26,9
1,3 84,0 25,9 149 27,0 6,74 27,0
2,5 84,6 25,6 148 27,1 6,77 27,1
5,0 84,9 254 150 27,3 6,75 27,3
10,0 85,1 25,2 154 27,3 6,74 27,3

Tabelle 38: Substanz: Roxithromycin (Glas).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 96,2 22,0 206 22,8 6,75 22,8
0,63 92,5 22,2 145 22,9 6,91 22,9
1,3 90,3 22,2 146 22,9 6,94 22,9
2.5 92,4 22,3 147 23,0 6,96 23,0
5,0 90,7 22,2 147 23,3 6,98 23,3
10,0 89,9 22.8 149 23,8 7,17 23,8

Tabelle 39: Substanz: Salbutamol.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur[°C]

[mg/1] [%o] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 93,4 23,9 211 24,6 6,93 24,6
1250 91,6 24,1 508 24,7 6,91 24,7
2500,0 88,4 24,1 832 24,6 6,79 24,6
5000,0 88,2 24,0 1524 243 6,7 243
10000,0 87u,7 24,0 2600 23,5 6,59 23,5
20000,0 87,1 23,8 4610 21,5 6,49 21,5

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [mg/1] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 90,2 24,6 160 25,5 6,58 25,5
1250 86,2 24,8 513 26,3 6,75 26,3
2500,0 87,3 24,6 864 26,4 6,76 26,4
5000,0 86,5 24,8 1570 26,5 6,70 26,5
10000,0 85,5 24,6 2680 26,5 6,54 26,5
20000,0 84,6 24,8 4770 26,2 6,45 26,2

Tabelle 40: Substanz: Sulfamethoxazol.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [%e] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 93,1 20,7 243 21,1 6,93 21,1
50 90,7 20,5 148 21,0 6,69 21,0
100 88,5 20,4 152 21,1 6,22 21,1
200 88,8 20,4 156 21,1 5,79 21,1
400 90,1 20,3 160 21,3 5,43 21,3
800 96,5 20,2 174 214 5,10 214
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [mg/1] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 91,9 20,9 161 21,4 6,06 21,4
50 85,9 20,8 119 22,4 6,73 22,4
100 85,3 20,7 153 22,6 6,22 22,6
200 85,9 20,8 159 22,8 5,66 22,8
400 86,4 20,6 160 22,7 5,37 22,7
800 85,5 20,7 168 22,2 5,01 222
Tabelle 41: Substanz: Tamoxifen (Glas).
Zeitpunkt t=0
Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [1S/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 96,8 21,4 206 23,3 6,94 23,3
3,1 93,8 21,4 149 24,0 6,61 24,0
6,3 92,7 21,3 147 24,2 6,72 242
12,5 91,7 21,2 145 24,5 6,71 24,5
25,0 91,6 21,1 143 25,1 6,58 25,1
50,0 90,8 21,1 144 26,1 5,83 26,1
Tabelle 42: Substanz: Tamoxifen (Wellplatte).
Zeitpunkt t =0
Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]
[mg/1] [%] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 95,0 20,3 14u7 20,7 6,62 20,7
3,1 91,5 20,5 150 20,4 7,01 20,4
6,3 92,0 20,4 149 20,4 7,01 20,4
12,5 91,6 20,4 148 20,5 6,96 20,5
25,0 92,4 2,3 143 20,7 6,70 20,7
50,0 90,7 20,3 141 21,0 6,80 21,0
Zeitpunkt t = 48
Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [%] [°C] [pS/cm] [°C]
Kontrolle 88,6 20,9 158 21,0 6,87 21,0
3,1 88,6 20,0 156 223 6,69 223
6,3 87,6 20,0 155 223 6,68 223
12,5 88,2 19,9 156 223 6,80 223
25,0 89,1 20,1 157 222 6,69 222
50,0 87,9 20,2 152 21,7 6,56 21,7
Tabelle 43: Substanz: Terbutalin.
Zeitpunkt t =0
Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur [°C]
[mg/1] [%] [°C] [nS/cm] [°C]
Kontrolle 90,5 24,7 157 24,4 6,50 24,4
12150 94,5 24,4 3150 23,7 6,18 23,7
13762,3 84,9 24,1 3580 22,0 6,10 22,0
15588,5 84,5 24,0 3940 20,8 6,02 20,8
17657,0 82,3 23,7 4330 19,8 5,95 19,8
20000,0 83,2 223 4800 19,0 5,91 19,0
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur
[mg/1] [%] [*C] [uS/cm] [*C] [°C]

Kontrolle 90,0 24,4 152 25,2 6,38 25,2
12150 85,6 24,2 2830 25,5 6,12 25,0
13762,3 86,0 24,2 3640 25,5 6,06 25,5
155885 83,2 24,1 4060 25,7 5,98 25,7
17657,0 84,5 24,7 4450 26,1 5,92 26,1
20000,0 81,9 24,9 4860 26,0 5,88 26,0

Tabelle 44: Substanz: Theophyllin.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur[°C]

[mg/1] [%] [%] [uS/cm] [°C]

Kontrolle 83,6 21,8 149 21,2 5,04 212
257,53 80,3 20,3 149 20,0 6,01 20,0
592,31 75,2 20,3 146 20,3 5,89 20,3
1362,34 75,3 20,6 146 20,3 6,06 20,3
3133,39 75,5 21,4 145 21,5 6,11 21,5
7206,8 71,0 23,7 145 22,8 6,10 22,8

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [%o] [°C] [mS/cm] [°C]

Kontrolle 6,2 22,6 150 22,1 3,60 22,1
257,53 78,0 24,1 152 222 3,56 222
592,32 73,8 24,5 146 22,0 3,60 22,0
1362,34 72,8 24,7 145 22,1 3,66 22,1
3133,39 65,7 24,8 145 22,2 3,66 222
7206,8 71,1 23,8 142 22,2 3,69 22,2

Tabelle 45: Substanz: Trimethoprim.
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [%e] [°C] [uS/em] [°C]
Kontrolle 92,9 24,6 250 26,6 7,09 26,6
18,75 91,5 25,0 147 26,0 7,49 26,0
37,5 91,6 24.9 148 25,9 7,76 25,9
75,0 89,3 24,7 146 24,2 8,01 24,2
150,0 89,2 24,5 145 21,8 8,30 21,8
300,0 86,1 243 143 17,9 8,60 17,9

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [mg/1] [°C] [uS/cm] [°C]
Kontrolle 90,4 26,4 153 27,0 7,33 27,0
18,75 88,9 26,4 234 27,0 6,99 27,0
37,5 88,8 26,5 175 27,9 7,17 27,9
75,0 87,5 26,8 182 28,1 7,16 28,1
150,0 86,8 26,7 169 28,2 7.35 28,2
300,0 88,4 26,8 178 27,7 7,64 27,7
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Tabelle 46: Substanz: Valproinsdure.

Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C]

Kontrolle 87,1 24,9 150 25,1 5,40 25,1
6,33 71,0 24,4 147 24,5 5,72 24,5
8,44 69,6 24,4 146 24,5 5,79 24,5
11,25 69,7 244 146 24,4 5,85 24,4
15 72,3 243 147 24,3 5,89 24,3
20 70,5 242 147 24,1 5,95 24,1

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert Temperatur [°C]
[mg/1] [%] [°C] [uS/cm] [°C]

Kontrolle 80,0 24.8 150 25,2 6,11 25,2
6,33 74,1 26 149 26,0 6,13 26,0
8,44 72,3 26,5 148 26,5 6,12 26,5
11,25 68,1 26,5 149 26,5 6,08 26,5
15 69,7 26,2 150 26,2 6,05 25,4
20 68,5 25,5 151 25,4 6,03 25,4

Tabelle 47: Substanz: Verapamil.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur  pH-Wert  Temperatur [°C]

[mg/1] [%] [%] [uS/cm] [°C]

Kontrolle 82,9 28,6 148 28,5 5,50 28,5
118,52 76,6 24.8 158 25,2 6,01 25,2
177,78 69,2 24,6 177 24,7 5,90 24,7
266,67 67,3 243 192 24,5 5,83 24,5

400 69,5 24,0 216 23,7 5,76 23,7

600 72,6 23,5 250 23,1 5,74 23,1
t=48
Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur  Leitfahigkeit Temperatur ~ pH-Wert  Temperatur [°C]
[mg/1] [%] [°C] [uS/cm] [%]

Kontrolle 65,0 25,7 150 25,7 6,83 25,7
118,52 68,5 26,0 169 26,0 6,89 26,0
177,78 73,0 25,9 124 25,9 6,92 25,9
266,67 71,9 25,8 175 26,0 6,97 26,0

400 72,4 25,7 220 26,3 7,13 26,3
600 8,2 25,3 254 26,3 7,31 26,3

Tabelle 48: Substanz: Mischung Analgetika (Versuch 1/Cleuvers design, alle Endpunkte).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L] [%o] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 81,5 21,1 149 21,1 6,14 21,1
LC5/5 78,4 21,0 149 21,1 7,62 21,1
LC10/5 70,3 213 149 21,2 7,75 21,2
LC20/5 68,1 21,2 149 21,2 7,88 21,2
LC50/5 67,0 21,0 151 21,0 7,84 21,0
LC70/5 68.5 21,0 152 21,0 7,28 21,0
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfidhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 68,9 23,7 152 23,7 8,25 23,7
LC5/5 76,9 24,8 159 24,6 8,09 24,6
LC10/5 72,2 24,8 151 24,7 8,13 24,7
LC20/5 70,5 24,7 151 24,6 8,17 24,6
LC50/5 69,9 24,5 152 24,5 8,28 24,5
LC70/5 71,7 24,1 153 24,1 8,43 24,1

Tabelle 49: Substanz: Mischung Analgetika (Versuch 2/Cleuvers design, alle Endpunkte).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 81,5 21,1 149 21,1 6,14 21,1
LC5/5 78.4 21,0 149 21,1 7,62 21,1
LC10/5 70,3 21,3 149 21,2 7,75 21,2
LC20/5 68,1 21,2 149 21,2 7,88 21,2
LC50/5 67,0 21,0 151 21,0 7,84 21,0
LV70/56 68.5 21,0 152 21,0 7,28 21,0

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] 1%] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 67,1 23,0 157 23,0 6,25 23,0
LC5/5 69,8 23,3 152 23,3 6,09 23,3
LC10/5 71,7 2343 152 23,5 6,13 23,5
LC20/5 73,6 23,4 153 23,7 6,18 23,7
LC50/5 71,4 233 154 23,5 6,22 23,5
LC70/5 65,9 22.4 155 22,5 6,24 22,5

Tabelle 50: Substanz: Mischung Analgetika (Cleuvers design; nur koagulierte Embryonen).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 72,7 24,0 148 24,5 7,03 24,5
LC10/5 72,9 20,8 155 20,9 7,80 20,9
LC20/5 66,5 21,0 154 21,1 7,88 21,1
LC50/5 65,7 21,0 156 20,8 7,86 20,8
LC70/5 67,0 20,7 157 20,6 7,90 20,6
LC99/5 72,2 20,1 162 19,7 7,96 19,7

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 66,5 22,4 153 22,4 6,93 22,4
LC10/5 75,8 25,2 162 24,7 6,18 24,7
LC20/5 71,3 25,6 156 25,2 5,97 25,2
LC50/5 67,8 24,9 159 24,9 6,13 24,9
LC70/5 69,1 24,4 160 243 6,67 243
LC99/5 67,4 23,8 167 23,7 6,94 23,7
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Tabelle 51: Substanz: Mischung Analgetika (modified TU approach, alle Endpunkte).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1uS/em] [°C] [°C]

Kontrolle 81,5 21,1 149 21,1 6,14 21,1
0,25 TU 79,9 21,1 149 21,4 6,36 21,4
0,5TU 77,1 20,9 149 21,0 6,69 21,0
1 TU 75,4 20,7 151 20,6 6,86 20,6
2TU 80,8 20,3 155 19,8 7,15 19,8
4TU 69,2 20,1 164 19,8 7,14 19,8

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoft] Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] o] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 67,1 23,0 157 23,0 6,25 23,0
0,25 TU 82,5 23,4 160 23,7 5,66 23,7
0,5TU 79,5 23,6 153 23,9 5,79 23,9
1 TU 78,8 23,8 155 24,1 5,84 24,1
2TU 73,3 23,8 161 23,9 5,91 23,9
4TU 68,9 23,5 169 23,5 6,02 23,5

Tabelle 52: Substanz: Mischung Analgetika (modified TU approach, nur koagulierte Embryonen).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 84,4 23,6 151 23,5 7,50 23,5
0,25 TU 65,3 21,6 151 21,8 7,79 21,8
0,5TU 66,6 21,5 153 21,6 7,66 21,6
1 TU 69,4 21,2 156 21,1 7,75 21,1
2TU 73,0 20,6 162 20,2 7,77 20,2
4TU 73,6 179 19,2 7,80 19,2 20,0

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 66,5 22,4 153 22,4 6,93 22,4
0,25 TU 69,0 23,4 152 23,3 7,04 233
0,5TU 66,7 23,9 155 23,7 6,96 23,7
1 TU 65,8 23,8 159 23,5 6,93 23,5
2TU 63,9 23,6 168 23,4 6,94 234
4TU 65,9 23,6 172 23,4 6,95 23,4

Tabelle 53: Substanz: Mix Analgetika (modified toxic unit approach, ohne Paracetamol).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur

[mg/L] [%o] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 915 20,3 148 20,5 4,40 20,5
0,2 Tu 80,3 20,4 146 20,3 4,35 20,3
0,4 TU 83,0 20,5 148 20,3 4,44 20,3
0,8 TU 84,0 20,5 151 20,2 4,45 20,2
1,6 TU 83,0 20,5 159 20,1 4,56 20,1
32TU 84.4 20,5 177 19.9 4,54 19,9
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Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfidhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 84,0 21,1 149 20,9 8,12 20,9
0,2 TU 82,7 20,9 150 22,6 8,25 22,6
0,4 TU 81,0 21,0 152 22,5 8,28 22,5
0,8 TU 79,3 21,0 158 22,5 8,14 22,5
1,6 TU 80,6 21,0 164 22,3 8,02 22,3
32TU 80,8 21,2 180 21,6 7,98 21,6

Tabelle 54: Substanz: Mix Analgetika (modified toxic unit approach, ohne Paracetamol).

Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%0] [°C] [nS/cm] [°C] [°C]

Kontrolle 85,1 21,0 149 20,9 5,87 20,9
0,25 TU 77,9 19.4 151 19,2 5,57 19,2
0,5TU 72,6 18,8 153 18,9 5,53 18,9
1 TU 72,1 18,8 157 18,8 5,49 18,8
2TU 70,0 18,3 167 18,4 5,43 18,4
4TU 77,1 18,4 188 18,3 5,47 18,3

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]

Kontrolle 90,0 21,1 153 21,1 8,59 21,1
0,25 TU 91,4 20,8 155 22,6 8,67 22,6
0,5TU 83,23 20,8 157 22,8 8,69 22,8
1 TU 84,7 20,7 161 22,9 8,67 22,9
2TU 83,1 20,6 172 22,7 8,64 22,7
4 TU 85,3 20,5 193 22,0 8,64 22,0

Tabelle 55: Substanz: Mix Analgetika (Haupttest; aEP).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 97,4 18,1 154 21,6 6,91 21,6
1 93,0 18,1 152 21,3 6,75 21,3
2 933 18.4 152 21,2 6,77 21,1
3 94,7 18,6 152 21,2 6,77 21,2
4 94,0 18.8 150 21,2 6,75 21,2
5 94.5 18.9 151 21,2 6,66 21,2
6 94,5 19,0 154 21,1 6,44 21,1
7 95,8 19,0 158 20,7 5,43 20,7
8 98,7 19,0 174 19,5 4,37 19,5

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 95,3 20,7 162 22,5 6,71 22,5
1 90,9 20,6 311 22,0 6,47 22,0
2 91,3 20,6 161 22,6 6,58 22,6
3 90,9 20,5 157 22,9 6,64 22,9
4 90,1 20,5 156 23,1 6,66 23,1
5 90,6 20,5 157 23,5 6,66 23,5
6 90,2 20,7 160 23,8 6,47 23,8
7 90,0 21,1 163 23,6 5,86 23,6
8 90,5 21,7 187 22,3 431 22,3
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Tabelle 56: Substanz: Mix Analgetika (Haupttest, koa).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 95,5 21,3 185 20,9 6,95 20,9
1 94,2 21,3 149 20,8 7,10 20,8
2 92,2 21,3 149 20,8 7,13 20,8
3 93,4 21,2 150 20,9 7,14 20,9
4 92,5 21,1 151 20,9 7,14 20,9
5 92,5 21,0 151 20,9 7,12 20,9
6 93,6 21,0 153 21,0 7,02 21,0
7 93,2 20,9 157 21,2 6,78 21,2
8 92,4 20,9 168 21,4 6,20 21,4
9 92,8 20,8 190 21,9 5,10 21,9

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 94,5 21,2 161 229 6,55 22,9
1 89,2 20,9 293 22,3 6,42 22,3
2 90,3 20,8 156 23,1 6,75 23,1
3 91,3 20,8 155 23,8 6,34 23,8
4 90,5 20,8 155 24,2 6,87 24,2
5 90,4 20,6 158 24,5 6,86 24,5
6 90,3 20,6 162 24,7 6,33 24,7
7 93,0 20,5 167 24,7 6,64 24,7
8 90,3 20,4 174 24,5 623 24,5
9 94,9 20,4 192 23,5 5,36 23,5

Tabelle 57: Substanz: Mix Analgetika (Haupttest, koa, ohne Paracetamol).
Zeitpunkt t=0

Konzentration  Sauerstoff  Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [1S/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 94,6 21,0 150 21,6 6,67 21,6
1 92,5 20,9 149 21,4 6,79 21,4
2 91,7 20,8 150 21,4 6,75 21,4
3 91,5 20,7 152 21,4 6,65 21,4
4 90,7 20,6 156 21,3 6,43 21,3
5 91,4 20,6 163 21,2 5,77 21,2
6 91,5 20,5 184 20,8 4,72 20,8

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [nS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 96,7 21,9 161 22,9 6,50 22,9
1 92,3 21,9 370 23,1 6,49 23,1
2 90.9 21,8 157 23,6 6,66 23.6
3 90,7 21,7 159 23,9 6,60 23.9
4 88,5 21,6 165 24,0 6,50 24,0
5 88.9 21,6 172 24,0 6,11 24,0
6 89,7 21,6 191 23.4 5,23 23.4
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Tabelle 58: Mix gemischte Stoffgruppe mit undhnlichen Wirkmechanismen.

Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 93,7 22,0 212 21,9 6,71 21,9
1 92,2 21,9 149 22,1 6,83 22,1
2 91,8 21,9 149 22,2 6,85 22,2
3 91,0 21,8 150 22,2 6,87 22,2
4 90,7 21,7 150 21,8 6,87 21,8
5 92,2 21,7 154 21,9 6,86 21,9
6 91,4 21,6 160 22,0 6,83 22,0
7 91,4 21,6 171 22,0 6,75 22,0
8 92,4 21,6 195 21,9 6,55 21,9

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 89,0 21,5 152 21,9 6,75 21,9
1 87,7 21,5 234 22,2 6,48 22,2
2 86,6 21,4 156 22,8 6,67 22,8
3 87,2 21,5 154 22,9 6,68 22,9
4 88,5 21,5 156 23,1 6,73 23,1
5 88,9 21,6 156 23,1 6,77 23,1
6 88,4 21,6 167 23,1 6,86 23,1
7 87,8 21,6 181 22,7 6,67 22,7
8 85,4 21,6 203 224 6,64 224

Tabelle 59: Mix Pflanzenschutzmittel.
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff =~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 94,6 21,0 280 20,4 6,71 20,4
1 94,4 21,0 149 20,6 6,86 20,6
2 93,3 20,9 146 20,7 6,90 20,7
3 95,2 20,9 146 20,7 6,93 20,7
4 92,6 20,8 146 20,8 6,94 20,8
5 92,4 20,8 147 20,8 6,96 20,8
6 94,2 20,7 147 20,8 6,97 20,8
7 92,0 20,7 146 20,8 6,97 20,8
8 93,7 20,6 147 20,8 6,99 20,8
9 93,4 20,6 147 20,8 6,98 20,8

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 93,4 21,2 158 22,0 6,78 22,0
1 88,1 21,1 468 23,4 6,33 23,4
2 87,7 21,0 159 24,0 6,57 24,0
3 88,5 21,0 150 23,5 6,60 23,5
4 87,5 20,9 149 22,8 6,62 22.8
5 87,9 20,9 167 23,7 6,63 23,7
6 87,2 20,9 150 23,8 6,56 23,8
7 88,6 20,8 150 23,8 6,58 23,8
8 86,4 20,8 152 23,7 6,41 23,7
9 83,9 20,8 152 23,0 6,41 23,0
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Tabelle 60: Mischung auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe (undhnliche Wirkmechanismen).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 96,4 21,1 220 20,3 6,88 20,3
1 93,6 21,0 149 20,5 6,97 20,5
2 93,5 20,9 149 20,5 6,99 20,5
3 93,9 20,9 149 20,5 7,00 20,5
4 93,7 20,8 149 20,5 7,00 20,5
5 93,4 20,8 151 20,5 7,02 20,5
6 93,7 20,8 152 20,5 7,01 20,5
7 93,7 20,7 157 20,5 6,97 20,5
8 92,4 20,7 166 20,5 6,89 20,5
9 93,3 20,7 184 20,5 6,72 20,5
10 93,7 20,6 221 20,5 6,22 20,5

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [1S/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 95,1 20,4 159 22,0 6,71 22,0
1 90,5 20,3 222 20,4 6,46 20,4
2 90,3 20,3 160 21,5 6,61 21,5
3 90,0 20,3 157 22,2 6,58 222
4 90,4 20,5 157 22,6 6,67 22,6
5 90,9 20,6 159 22,8 6,72 22,8
6 90,1 20,5 160 23,1 6,68 23,1
7 90,5 20,5 167 23,2 6,70 23,2
8 89,0 20,5 178 23,2 6,54 23,2
9 93,5 20,4 200 23,0 6,55 23,0
10 87,5 20,5 232 22,7 6,54 22,7

Tabelle 61: Mischung auf Basis der LC;((48h) der Einzelstoffe (undhnliche Wirkmechanismen).
Zeitpunkt t=0

Konzentration Sauerstoff — Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 95,2 21,6 264 21,1 6,77 21,1
1 94,1 21,5 147 21,2 6,93 21,2
2 92,9 21,4 145 21,2 6,94 21,2
3 92.4 21,3 146 21,2 6,94 21,2
4 93,5 21,3 146 21,2 6,93 21,2
5 933 21,3 148 21,2 6,91 21,2
6 93.8 21,2 156 21,2 6,36 21,2
7 92.8 21,2 162 21,2 6,74 21,2
8 94,4 21,1 176 21,2 6,46 21,2
9 94,5 21,1 198 21,1 5,52 21,1

397



Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfidhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 95,7 19,2 156 23,0 6,65 23,0
1 92,0 19,4 330 21,8 6,43 21,8
2 90,7 19,5 160 222 6,58 22,2
3 91,6 19,7 154 23,3 6,66 23,3
4 91,1 19,8 152 23,6 6,68 23,6
5 91,0 19,8 155 23,8 6,65 23,8
6 90,7 19,9 165 24,0 6,67 24,0
7 89,9 20,1 172 24,0 6,54 24,0
8 89,3 20,2 187 23,9 6,43 23,9
9 89,4 20,3 208 23,3 6,42 23,3

Tabelle 62: Mischung auf Basis der LC,((48h) der Einzelstoffe (partiell ahnliche Wirkmechanismen).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff  Temperatur Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 96,2 23,7 202 23,9 7,16 23,9
1 94,9 23,7 165 24,0 6,84 24,0
2 93,7 23,5 176 23,5 6,41 23,5
3 95,3 234 192 232 5,74 23,2
4 95,3 23,2 217 23,5 5,22 23,5
5 96,7 23,1 257 23,7 4,96 23,7

Tabelle 63: Mischung auf Basis der LC;((48h) der Einzelstoffe (partiell &hnliche Wirkmechanismen).
Zeitpunkt t =0

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 97,2 23,4 190 23,3 7,32 23,3
1 93,5 23,3 151 23,6 7,39 23.6
2 92,9 23,2 150 23,6 7,37 23,6
3 93,2 23,2 151 23,6 7,34 23.6
4 93,6 23,1 152 23,6 7,30 23,6
5 93,3 232 153 23,5 7,23 23,5
6 93,2 232 156 23,5 7,14 23,5
7 93,8 233 160 23,5 6,94 23,5
8 93,5 23,3 169 23,5 6,54 23,5
9 94,1 232 193 23,5 5,49 23,5
10 95,4 23,3 242 23,2 4,82 232

Zeitpunkt t = 48

Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfdhigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/em] [°C] [°C]
Kontrolle 92,6 26,2 159 27,1 6,72 27,1
1 91,6 26,1 376 26,8 6,93 26,8
2 90.9 26,1 165 27,2 7,03 27,2
3 90,0 25.9 167 27.4 6,92 27,4
4 90,4 25.9 161 27,7 6,99 27,7
5 90.9 25.9 168 27.9 6,96 27,9
6 90,3 25.9 168 27.9 6,94 27,9
7 88.9 25.9 173 27,6 6,67 27,6
8 89,2 26,1 179 27,5 6,51 27,5
9 90,5 25,9 201 27,5 6,12 27,5
10 90,7 25,8 257 26,9 4,96 26,9
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Tabelle 64: NOEC-Mischungen.
Zeitpunkt t = 0 (n.b.: nicht bestimmt)

Konzentration Sauerstoff ~ Temperatur Leitfahigkeit Temperatur pH-Wert Temperatur
[mg/L] [%o] [°C] [1S/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 96,4 26,9 148 27,1 7,21 27,1
NOEC 1 (m pH) 95,3 28,2 332 29,8 7,0 29,8
NOEC 1 (o pH) 95,1 28,2 n.b. n.b. 5,05 39,5
NOEC 2 (m pH) 94,8 28,3 749 30,7 7,08 30,7
NOEC 2 (o pH) 93,7 28,4 n.b. n.b. 3,31 31,0
NOEC 3 (m pH) 96,8 23,4 460 23,4 7,12 23,4
NOEC 3 (o pH) 96,7 23,5 n.b. n.b. 4,83 23,5
Zeitpunkt t = 48 (n.b.: nicht bestimmt)
Konzentration Sauerstoff Temperatur  Leitfihigkeit Temperatur pH-Wert  Temperatur
[mg/L] [mg/L] [°C] [uS/cm] [°C] [°C]
Kontrolle 96,8 26,2 156 26,0 6,68 26,0
NOEC 1 (m pH) 93,6 26,2 392 26,8 6,54 26,8
NOEC 1 (o pH) 93,7 26,1 431 26,5 4,78 26,5
NOEC 2 (m pH) 94,4 26,1 684 26,6 6,37 26,6
NOEC 2 (o pH) 94,3 26,2 545 26,8 3,37 26,8
NOEC 3 (m pH) n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
NOEC 3 (o pH) n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
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Hydrowissenschaften der TU Dresden, Aufgaben: Betrg studentischer Praktika und Mitarbeit
in der FischzuchtRanio rerio)

01.12.2004 bis 30.09.2005

wissenschatftliche Hilfskraft am Institut fir Hydiologie der Fakultat fir Forst-, Geo-, und
Hydrowissenschaften der TU Dresden, Aufgaben: Méddrim Projekt ,GeDarT“, Betreuung
studentischer Praktika und verschiedener ZucHbami rerio, Hyalella azteka), sowie Aufbau
einer Bilddatenbank

01.10.2005 bis 30.09.2008

wissenschatftliche Hilfskraft im Rahmen der Forderudes weiblichen wissenschaftlichen
Nachwuchses der TU Dresden (,Frauenforderung®); gaAbén: Bearbeitung des
Dissertationsthemas, Betreuung studentischer Reakti

01.09.2006 bis 30.09.2008
Honorarvertrag zur Betreuung der Zuchten der AGtQkkologie

01.10.2008 bis 30.11.2008

wissenschatftliche Hilfskraft am Institut fir Hydiologie der Fakultat fir Forst-, Geo-, und
Hydrowissenschaften der TU Dresden, Aufgaben: Batrg studentischer Praktika, Betreuung
der Zuchten der AG Okotoxikologie

seit 08.12.2009
Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Umweltbundesabessau-Rol3lau, Fachgebiet 1V.1.2
Biozide

Weiterbildung

28.07. 2003 bis 05.09.2003: Betriebspraktikum ino Zeipzig

21.09. 2004 bis 24.09.2004: DGTP Kurs ,Grundlagen@kotoxikologie*

25.07.2005 bis 30.07.2005:  Summer Training ,Fore&sitomology” (Kdln)

13.03.2006 bis 18.03.2006:  Winter Training “Advathé®rensic Entomology”(Kdln)

04.12.2007 bis 30.11.2008:  Praktikum zur EinfihrungREACH und IUCLID 5 (Chem
Consult Ltd., Dresden)



Tagungen

SETAC Europe Annual Meeting; 18.-22.04. 2004, Prag

SETAC Europe Annual Meeting; 22.- 26.05.2005, Lille

SETAC Europe Annual Meeting; 07.- 11.05.2006, Dexagi

10.Berliner Kolloquium der Gottlieb Daimler- und KaBenz-Stiftung; Heil-Lasten,
Arzneimittelriickstande in Gewassern; 17. 05. 2006

SETAC Europe Annual Meeting; 20.- 24.05.2007, Porto

SETAC GLB Tagung, 11.- 14.09.2007, Leipzig

SETAC Europe Annual Meeting; 31.05.-04.06.2009,eB6tg

SETAC GLB Tagung, 05.-07.10.2009, Weihenstephan

Publikationen

Kehrer, A., Nagel, R., 2008, The investigation aktare toxicities using the embryotest
with zebrafishDanio rerio (DarT) - is it meaningful to use only coagulated eggsethal
endpoint? (eingereicht)

Die Daten der Diplomarbeit werden z.Zt. fur einebl¥ation zusammengefasst,
Arbeitstitel: ,The Effects of Different Binary Mixres on the Embryonic Development of
the ZebrafishDanio rerio)“.

Vortrage

Kehrer, A., Nagel, R., 2007, KombinationswirkungnvAnalgetika im Embryotest mit
Zebrabarbling Danio rerio): Welchen Einfluss haben die vier letalen Endperdaf das
Ergebnis?, Vortrag SETAC GLB Tagung, 11.09.- 142007, Leipzig

Kehrer, A., Frein, D., Kretschmar, E., Riedhamm@r, Schwarz-Schulz, B., 2009,
Assessing mixture ecotoxicity of biocidal productsregulatory data requirements,
scientific concepts and possible approaches, \prt8ETAC Europe Annual Meeting;
31.05.-04.06.2009, Goteborg

Kretschmar, E., Frein, D., Kehrer, A., Riedhamn@r, Schwarz-Schulz, B., 2009, Vor
der Zulassung von Biozid-Produkten — regulatoriscH@atenanforderungen,
Mischungstoxizitat, mégliche Ansatze, Vortrag, SETALB Tagung, 05.-07.10.2009,
Weihenstephan



Poster

Kehrer, A.; Tillmann; M., Jungmann, D.; Licht, ONagel, R., 2005, ,The Effect of
Mixtures on the Embryonic Development of the Zeistaf Danio rerio)”,
Posterprasentation , SETAC Europe Annual Meeti@d)2-26.05. 2005, Lille

Kehrer, A., Nagel, R., 2006, ,The Effect of Complédixtures on Embryonic
Development of ZebrafishD@anio rerio)“, Posterprasentation , SETAC Europe Annual
Meeting, 08.05.-11.05. 2006, Den Haag

Kehrer, A., Nagel, R., 2007, ,The Investigation bfixture Toxicities using the
Embryotest with ZebrafisDanio rerio (DarT) - is it meaningful to use only Coagulated
Eggs as Lethal Endpoint?“, Posterprasentation ,ASEEurope Annual Meeting, 20.05.-
24.05. 2007, Porto

Kehrer, A., Jungmann. D., Rybicki, M., Nagel, R002, ,Die Wirkung von Pharmaka
einzeln und in Kombination auf die Embryonalentvucly des Zebrabarbling®énio
rerio)”, Posterprasentation , SETAC GLB Tagung, 05.-02Q009, Weihenstephan

Berichte

Jungmann, D, Zimmer, M., Gildemeister, T., Kehwer, 2006, Comparative Toxicology
of Native Sediments from the Zschoner Bach an@yhalothrin Spiked Artifical
Sediments on Embryos froBanio rerio, Untersuchungsbericht Syngenta



Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegendédelr ohne unzulassige Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hiésraiigefertigt habe; die aus fremden
Quellen direkt oder indirekt Ubernommenen Gedanki als diese kenntlich gemacht
worden. Bei der Auswahl und Auswertung des Matersdwie bei der Herstellung des
Manuskriptes habe ich Unterstitzungsleistungenwerschiedenen Personen erhalten.

Alle Personen, von denen Daten in die vorliegendeeA aufgenommen wurden, sind im
Text genannt. Alle Personen, die in anderweitigernt zu der vorliegenden Arbeit
beigetragen haben, werden in der Danksagung erwahnt

Weitere Personen waren an der geistigen Herstetlengorliegenden Arbeit nicht beteiligt.

Insbesondere habe ich nicht die Hilfe eines oddmrarer Promotionsberater(s) in Anspruch
genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbarthnmittelbar geldwerte Leistungen fir
Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Itnbar vorliegenden Dissertation

stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im kungl in gleicher oder in ahnlicher Form
einer anderen Prufungsbehorde zum Zwecke der Prmmatrgelegt.

Ich bestéatige, dass ich die Promotionsordnung dekulit Forst-, Geo- und
Hydrowissenschaften der TU Dresden anerkenne.

Dresden, den 01.10.2008



