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Einleitung

1 Einleitung

Obwohl fetale Mif3bildungen seit langem bekannt sind, wird eine intensive Prifung von
Arzneimitteln und anderen Substanzen erst seit den 1960er Jahren durchgeftihrt. Die
, Thalidomid-Katastrophe* hat durch Arzneimittel verursachte teratogene’ Effekte ins
Bewultsein der Offentlichkeit und der Wissenschaft gefulhrt.  Untersuchungen zur
Reproduktionstoxikologie gehtren seit dieser Zeit zur Routine bei der Zulassung von
Arzneimitteln und Pestiziden (Marquardt & Schéfer, 1994).

Bevorzugt werden Ratte und Kaninchen als Versuchstiere verwendet. Sie gelten a's sensibel,
um embryotoxische Effekte aufzudecken. Embryotoxizitdt wird oft als Oberbegriff verwendet
und umfaldt durch Noxen verursachte embryoletale, teratogene und wachstumsretardierende
Effekte (Lohs et al., 1999). Neben der Dosis ist fur die Prifung im Tierversuch der Zeitpunkt
der Applikation der Testsubstanz von ausschlaggebender Bedeutung, da spezielle
Organschaden oft nur wahrend eines bestimmten Zeitraumes der Organentwicklung erfolgen.

Dem Tierschutzbericht von 2001 ist zu entnehmen, dal3 im Jahr 1999 insgesamt etwa 1,6
Millionen Wirbeltiere zu Versuchszwecken ben6tigt wurden. Davon entfielen 77 % auf
Maéause, Ratten und Kaninchen (BMVEL, 2001). Nicht zuletzt aus ethischen Grinden sollte
die Etablierung von Alternativmethoden zu Tierversuchen einen hohen Stellenwert in der
wissenschaftlichen Forschung einnehmen.
Zur Untersuchung vielfaltiger Stoffen, wie z.B. neu entwickelter Arzneimittel und
Chemikalien, eignen sich Screening-Teste. Mit ihnen ist es moglich, Stoffe zeit- und
kostenguinstig toxikologisch bzw. 6kotoxikologisch zu beurteilen. Diese Methoden bieten sich
an, wenn:

Informationen schnell verfligbar sein missen,

viele verschiedene Substanzen beurteilt werden sollen,

eine Vorauswahl untersuchungswurdiger Stoffe erfolgen soll (Redmann, 1997).
Diese Teste erlauben eine erste Einschétzung des Geféhrdungspotentials der Substanzen.
Anhand einer Prioritétenliste konnen Substanzen von kostenintensiven weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen werden, wenn sie bereits in einem Screening z.B. den
Verdacht auf ein mutagenes oder teratogenes Potential zeigen.
In der sdugertoxikologischen Forschung existieren eine Reihe von in vitro Modellen (z.B.
»Ames Test*, ,Whole Embryo Culture® mit Rattenembryonen, ,Mouse Limb Bud Assay”),
mit denen ein Screening durchgeftihrt bzw. spezielle Fragestellungen untersucht werden
konnen. Sollen Alternativmethoden bestehende Tierversuche ersetzen, so mul} eine bestimmte
Vorgehensweise eingehaten werden. Diese beinhaltet die Testentwicklung, die Validierung
im Labor, die Validierung zwischen verschiedenen Laboratorien und die Schaffung und
Bewertung einer Datenbasis. Die Prufung und Beurteilung erfolgt unabhéngig vom
Entwickler der Methode. Nur daraus kann eine breite Akzeptanz des neuen Testes resultieren
(Balls & Clothier, 1991; Balls et al., 1991).

! Teratogenitét : spezifische Wirkung einer Noxe auf die Entwicklung des Embryos oder Fetus, die zu
funktionalen oder strukturellen Fehlbildungen fihren kann.
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Einleitung

Als mogliche Alternative zu Untersuchungen mit Sdugetieren bzw. Organen oder Organteilen
von Saugetieren wurde ein Testmodell mit Embryonen des Zebrabarblings (D. rerio)
entwickelt. D. rerio stellt in der Entwicklungsbiologie und Genetik ein wichtiges Modell fir
Vertebraten dar (Dooley & Zon, 2000; Nisslein-Volhard, 1994 ; Kimmel, 1989). Er wird in
der Okotoxikologie und Toxikologie haufig als Testorganismus eingesetzt und neben anderen
Arten als Testfisch nach dem Chemikaliengesetz vorgeschlagen (Nagel & Isberner, 1998).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu kléaren, ob sich mit den Embryonen von Danio rerio ein
teratogenes Potential von Substanzen erkennen und quantifizieren |&%t. Dazu wurde der
Embryotest nach Schulte & Nagel (1994) um teratogene Endpunkte erweitert und DarT
(,Danio rerio Teratogenicity Assay”) als Teratogenitdts-Screening Test entwickelt.

Im DarT konnen anhand von exakt definierten toxikologischen Endpunkten sowohl die
letalen als auch die subletalen Wirkungen von Substanzen bestimmt werden. Dartber hinaus
werden anhand von teratogenen Endpunkten speziell Malformationen erfaldt. Der Vergleich
der beobachteten Effekte und der daraus berechneten Wirkkonzentrationen gestattet eine
Einschétzung des teratogenen Potentials von Substanzen. Die im DarT erzielten Ergebnisse
werden mit der bekannten Zuordnungen des ,, sdugerteratogenen” Potentials verglichen.

Die Embryonen von D. rerio werden 48 Stunden unter definierten Bedingungen gegentiber
verschiedenen Substanzen exponiert. Eine Gruppe umfaldt 21 Substanzen, die beim Menschen
bzw. bei Untersuchungen mit Sdugetieren teratogene Effekte verursachen. Weiterhin wurden
17 Stoffe ausgewdhlt, die as , nicht saugerteratogen” eingestuft sind. Eine dritte Gruppe
umfaldt drel Substanzen, fir die keine klare Zuordnung vorliegt.

Anhand dieser Untersuchungen wurde nach der Testentwicklung das Testsystem DarT einer
ersten Bewertung unterzogen.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Gerateund Materialien

Nachfolgend sind die verwendeten Gerédte und Materialien aufgefihrt.

Testvorbereitung und Eigewinnung:
Abdeckgitter, Edelstahl, Maschenweite: 3 mm
Agquarien — Glas, Silikonfugen, 80 L
Aquarium-Durchlifter ELITE 802

Artemia spec.-Cysten

Assistent-Instrumentenschale, Glas
Aufzuchtfutter TetraAZ

Aulenfilter Eheim classic 2213
Conduktometer LF 191

Feinwaage Sartorius Research RC 210S
Fischfutter TetraMin, Hauptfutter
Flachbodenschale, Glas, 150 mL
Halb-Mikrowaage Sartorius Research R 160P
Knauer Kryoskopiegerét, Typ 24.00

K ol benhubpipetten, verschiedene Volumina
Kunststoff-Sieb, Maschenweite: 0,5 mm
Microprocessor Oximeter Oxi 3000
Pflanzenimitat, Glas

pH-Meter pH 522

Vollpipetten, macro-Pipettierhelfer

Differenzierung und Exposition:
Bechergléser, Borosilikatglas

[Hlumination Base SZH-ILLK

Laborheiztisch und Mikraskoptisch HAT 200
Mef¥kolben, Borosilikatglas
Stereomikroskop SZ 4045 TR

Test und Dokumentation:
Brutkihlschrank BK 6160

Deckfolie Fasson S 695, Polystyren
Diafilm Kunstlicht, Ektachrome 64 T
Inversmikroskop IMT 2
Kleinbildkamera SC 35

Monitor Panasonic TC 1470 Y
Multischalen, Polystyren, 24 x 3,4 mL
Solid-State CCD Kamera
Standard-PC mit Software
Videofilm EQ 300

Videorecorder Panasonic AG 6730

Werkstatt TU Dresden

Zoohandel Skalar, Dresden

Firma Weltweit, Holm

Sanders Brine Shrimp Company, Inc., Ogden,
Utah, USA

Glaswarenfabrik K. Hecht GmbH, Sondheim
TetraWerke GmbH, Melle

Eheim GmbH & Co, KG, Deizisau

WTW GmbH, Weilheim

Sartorius GmbH, Géttingen

TetraWerke GmbH, Melle

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt

Sartorius GmbH, Géttingen

Herbert Knauer GmbH, Berlin
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg

WTW GmbH, Weilheim
Firma Annemiller, Mainz
WTW GmbH, Weilheim
Brand GmbH & Co, Wertheim

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan
Minitib GmbH, Tiefenbach

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Nunc GmbH, Wiesbaden

Kodak Ltd., GB

Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan
Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan
Matsushita Co., Ltd., Osaka, Japan

Nunc GmbH, Wiesbaden

Cohu Inc., San Diego, USA

Microsoft, USA

BASF AG, Ludwigshafen

Matsushita Co., Ltd., Osaka, Japan
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2.2 Testsubstanzen

Im folgenden Kapitel werden die ausgewahlten Testsubstanzen kurz charakterisiert. Die fur
die Durchfihrung der Teste wichtigen physikalisch-chemischen Daten und ausgewéhlte
Toxizitdtsdaten sind aufgefuhrt. Weitere Informationen zu Wirkungen der Substanzen werden
im Kapitel ,, Ergebnisse und Diskussion® diskutiert. Reinheitsgrad und Bezugsguelle sind der
Tab. A 1im Anhang A zu entnehmen.

Die Substanzen, die beim Menschen bzw. im Tierexperiment teratogene Effekte verursachen,
sind in Tab. 1 zusammengestellt. Sie werden nachfolgend als , sdugerteratogen” bezeichnet.
Tab. 2 (Seite 7) beinhaltet digenigen Substanzen, fir die bei Saugetieren (nachfolgend als
»Sauger”  bezeichnet) kein teratogenes Potential bekannt ist. Substanzen, die bei
Untersuchungen mit Sdugetieren keine eindeutigen Befunde hinsichtlich der Teratogenitét
liefern, bilden die dritte Gruppe. Siesind in Tab. 3 auf Seite 9 zusammengefalit.

Tab. 1: Teratogene Testsubstanzen
Die Angaben zur akuten Toxizitdt bei Ratte und Maus stellen LDg,-Werte bei oraler Applikation dar (Lewis,
2000). Physikalisch-chemische Daten aus Rippen (1990); HSDB (2001) und Merck (1997).

Substanz Formel Verwendung / physikalisch- akute Toxizitat
[CAS Kur zbeschreibung chemische
Synonyma Daten
Acetylsalicylsdure CoHgO4 Analgetikum, M : 180,16 Maus. 250 mg/kg
[50-78-2] Entziindungshemmer pKs: 3,49 Ratte: 200 mg/kg
COOH log Kow : 1,19

Aspirin o__0O p:3,36*10°

H:1,32*10*

CHs Lw : 4600mg/L

Blei(ll)-acetat-Trihydrat  C4HesO4Pb*3H,O chemisches Reagenz M : 379,34 Ratte: 4665 mg/kg
[6080-56-4]
Bleizucker
Cycloheximid C15H23NO, Proteinsynthese- M : 281,35 Maus. 133 mg/kg
[66-81-9] hemmer Lw: 21g/L Ratte: 2 mg/kg
Actidion
Diethylenglykol- CeH1403 L dsungsmittel M : 134,17 Maus: 2.978 mg/kg
dimethylether Reaktionsmedium log Kow : - 0,36 Ratte: 4.760 mg/kg
[111-96-6] p:23 L. idus: > 2.000 mg/L

H: 0,041
Diglyme Lw : mischbar
N,N-Dimethylformamid C3H;NO L dsungsmittel M : 73,09 Maus: 3.750 mg/kg
[68-12-2] log Kow :-1,01  Ratte: 2.800 mg/kg

p:353 P. promelas: 10700 mg/L °
DMF H:747x10°

Lw : vollstandig
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Fortsetzung Tab. 1

Substanz Formel Verwendung / physikalisch- akute Toxizitat
[CAS Kur zbeschreibung chemische
Synonyma Daten
a-EM 12 C13H9N,O5 Thalidomid-Derivat M : 241,23 Maus:. 6.000 mg/kg
[26581-81-7] Ratte: 1.830 mg/kg (ipr.)
Cr
N =0
) NH
o

Ethanol C;H:O L dsungsmittel, M : 46,07 Maus: 3.450 mg/kg
[64-17-5] Desinfektionsmittel, log Kow : -0,31  Ratte: 7.060 mg/kg

pharmazeutisches p:58 L. idus: 9000 mg/L
Ethylalkohol Hilfsmittel H:0,14*10°

Lw : vollstandig

Hydroxyharnstoff CH;N,0, Antineoplastikum M : 76,05 Maus: 7.330 mg/kg
[127-07-1] DNA-Synthese- Lw : lédich Ratte: 5.760 mg/kg

Hemmer
N-Carbamoy!-
hydroxylamin
M ethoxyessigsaure C3HeOs Metabolit des M : 90,08 Ratte LDLo: 2.000 mg/kg
[625-45-6] 2-Methoxyethanol p: 180 Pa(20°C)
M ethoxyessi gséurei so- CsH1,03 Syntheseprodukt M : 132,16 Ratte: > 2.000 mg/kg *
propylester (BASF AG) p:7(335°C) D. rerio: 12mg/L *
[17640-21-0] Lw:90g/L
2-Methoxyethanol C3HgO, L 6sungsmittel M : 76,10 Maus:. 2.560 mg/kg
[109-86-4] Ausgangsstoff fr log Kow: - 0,61 Ratte: 2.460 mg/kg

Methylglykolether  p: 8,1 L. idus: >10.000 mg/L °
Methylglykol; Ethylen- und Methylglykol-  H :11.750,8
glykolmonomethylether acetat Lw : unbegrenzt
Methylcarbamoylcystein CsHioOsN,S  Metabolit desN,N- M : 178,21

Dimethylformamid
Methylcarbamoyl- CioHoONy,S  Metabolit desN,N- M : 364,37
glutathion Dimethylformamid
N-Methylformamid C,HsNO L 6sungsmittel M : 59,07 Maus:. 2.600 mg/kg
[123-39-7] log Kow : -0,624 Ratte: 4.000 mg/kg

p: 4,1x102 (25°C)

N-Monomethylformamid; H: 3,1x107 (25°C)
NMF Lw : <10%
Methylquecksilber- CHzHgCl Methylquecksilber: M : 251,08 Maus: 57,6 mg/kg
chlorid Beizmittel, Pestizid, L : gering Ratte: 29,9 mg/kg
[115-09-3] mikrobielles Stoff-

wechsel produkt
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Fortsetzung Tab. 1

Substanz Formel Verwendung / physikalisch- akute Toxizitat
[CAS Kur zbeschreibung chemische
Synonyma Daten
al-trans-Retinol CyoH3z00 essentiell, Vitamin M : 286,46 Maus:. 1.510 mg/kg
[68-26-8] Lw : gering Ratte: 2.000 mg/kg
Vitamin A W
Salicylsdure C;HeOs Desinfektionsmittel M : 138,12 Maus: 480 mg/kg
[69-72-7] pKs: 2,97 Ratte: 891 mg/kg
OOH logKow:2,26  L.idus 90 mg/L *

2-Hydroxybenzoesdure OH p: 10 (100°C)

H: 7,44*10"

Lw : 2,059g/L
Thalidomid C13H10N204 Immunomodulator, M : 258,23 Maus:. 2.000 mg/kg
[50-35-1] ehemals Sedativum  log Kow : 0,33 Ratte: 113 mg/kg

Lw : 45-60 mg/L
N-Phthalyl- @i

Glutarminsaure-lmid

3

Vapromid CgHi7NO Antiepileptikum M : 143,23 Maus: 950 mg/kg
[2430-27-5] Ratte: 890 mg/kg

NH>

T
Q
T
(o]

Valpronsaure CgH1602 Antiepileptikum M : 144,21 Maus: 1.098 mg/kg
[99-66-1] pPKs: 4,6 Ratte: 670 mg/kg
Valproinsaure; Ha l OH

2-Propylpentansdure Ha

Vitamin A-Saure CyoH250, Metabolit des M : 300,44 Maus. 216 mg/kg
[302-79-4] all-trans-Retinol Ratte: 1.960 mg/kg
Tretinoin -

M : molare Masse (g/mol); pKs : Dissoziationskonstante; log Kow : n-Octanol — Wasser — Verteilungs-
koeffizient; p : Dampfdruck (mbar) bei 20°C; H : Henry-Konstante bei 20°C; Ly, : Wasserlgslichkeit bei 25°C
(mg/L); C. auratus : Carassius auratus, L. idus : Leuciscus idus melanotus, L. macrochirus : Lepomis
macrochirus; P. promelas: Pimephales promelas - alle Konzentrationsangaben LCs;; 1: BASF (1999); 2 : Streit
(1994); 3 : Rippen (1990); 4 : Knie et al. (1983); 5 : BUA 84 (1992); 6 : Juhnke & Lidemann (1978); 7 :
BUA 173 (1996)
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Tab. 2: Testsubstanzen ohne teratogenes Potential
Die Angaben zur akuten Toxizitdt bei Ratte und Maus stellen LDgo-Werte bei oraler Applikation dar (Lewis,
2000). Physikalisch-chemische Daten aus Rippen (1990); HSDB (2001) und Merck (1997).

Substanz Formel Verwendung / physikalisch- akute Toxizitat
[CAS Kur zbeschreibung chemische
Synonyma Daten
Aceton C;3HgO L 6sungsmittel M : 58,08 Maus:. 3.000 mg/kg
[67-64-1] Extraktionsmittel log Kow: 0,58  Ratte: 5.800 mg/kg
Reaktionsmedium . 537 L. idus: 7.500 mg/L 3
2-Propanon H:39
Lw : vollstandig
Butyldiglykol CgH1503 L dsungsmittel M : 162,23 Maus: 2.400 mg/kg
[112-34-5] p: 0,02 Ratte: 5.660 mg/kg
Lw: mischbar L. idus: 1805 mg/L ©
Diethylenglykolmono-
butylether
Diethylenglykol C4H1003 L dsungsmittel M : 106,12 Maus: 23.700 mg/kg
[111-46-6] Weichmacher log Kow : 1,0 Ratte: 12.565 mg/kg
Gefrierschutzmittel p: 0,03 L. idus=> 10.000 mg/L 2
Bis(2-hydroxyethyl)- Zwischenprodukt . 6 514x109
ether Lw : mischbar
Ethylacetat C4HgO, pharmazeutisches M : 88,11 Maus:. 4.100 mg/kg
[141-78-6] Hilfs- und p: 95 (20°C) Ratte: 5.620 mg/kg
Reinigungsmittel o0 -069 L. idus 330 mg/L
Essigsiureethylester L osungsmittel H : 7143 (20°C)
polares Narkotikum
Lw: 77¢g/L
a-D-Glucose CeH1205 Naturstoff, M : 180,16 Mausiv.: 9.000 mg/kg
[492-62-6] SiBungsmittel pKs: 12,92; 0°C  Ratte: 25.800 mg/kg
log Kow : -3,24
a-D-Glucopyranose Lw: 1200 g/L (30°C)
2,5-Hexandion CsH100, L 6sungsmittel fir M : 114,14 Maus:. 2.386 mg/kg
[110-13-4] Lackeund Farben,  p: 06 Ratte: 2.076 mg/kg
Zwischenprodukt Ly, : mischbar
| sobutyl-ethyl- CsH160, Strukturanalogon der M : 144,21
Valpronssure o  Vapronsaure
HsC |
OH
H3C>H/3;)\
Kupfer(Il)sulfat- CuSO4*5H,0  Fungizid M :249,68 Mausipr: 33 mg/kg
Pentahydrat Lw:243g/L Ratte: 300 mg/kg
[7758-99-8]
Kupfervitriol
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Fortsetzung Tab. 2

Substanz Formel Verwendung / physikalisch- akute Toxizitat
[CAS] Kurzbeschreibung chemische
Synonyma Daten
D-Mannitol CeH1406 SlRstoff, Diuretikum M : 182,17 Maus. 22.000 mg/kg
[69-65-8] pKs: 13,5 (18°C) Ratte: 13.500 mg/kg
CH,OH
Ho—br log Kow : -3,10
Mannit oo p:6,53*10°
H:7,39+10°
HC—OH
HC—OH Lw:ca 116 g/L
CH,OH
1-Methoxy-2-propanol C4H100, L 6sungsmittel, M : 90,12 Maus: 11.700 mg/kg
[107-98-2] Reinigungsmittel-  p: 115 Ratte: 5.660 mg/kg
Zusatz Ly : mischbar L. idus: >4600 mg/L *
Propylenglykol-
monomethylether
3-Methyl-1-butanol CsH1,0 Ldsungsmittel fur M : 88,15 Mausipr.: 233 mg/kg
[123-51-3] Fette und Harze; log Kow: 1,16  Ratte: 1.300 mg/kg
Gebrauch in .
Mikroskopie p:3.16
iso-Amylalkohol H:143
Lw : 26,7 g/L
Penicillin G-Natriumsalz  C;6H17N,NaO,S  Antibiotikum M : 356,37 Mausiv: 1.500 mg/kg
[69-57-8] Ratte: 6.916 mg/kg
CLE o
Ly
Saccharin-Natriumsalz-  ¢;H,NO:SNa*2H,0  SURstoff M : 241,19

Dihydrat

Lw :833,33g/L

[82385-42-0] 0
2-Sulfobenzoeséureimid T
o

Natriumsalz

M : molare Masse (g/mol); pKs : Dissoziationskonstante; log Kow : n-Octanol — Wasser — Verteilungs-
koeffizient; p : Dampfdruck (mbar) bei 20°C; H : Henry-Konstante bei 20°C; Ly, : Wasserlgslichkeit bei 25°C
(mg/L); L. idus: Leuciscus idus melanotus; - alle Konzentrationsangaben LCs; 2 : Streit (1994); 3 : Rippen
(1990); 6 : Juhnke & L idemann (1978); 7 : BUA 173 (1996)
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Tab. 3: Testsubstanzen ohne klare Zuordnung
Die Angaben zur akuten Toxizitdt bei Ratte und Maus stellen LDgo-Werte bei oraler Applikation dar (Lewis,
2000). Physikalisch-chemische Daten aus Rippen (1990); HSDB (2001) und Merck (1997).

Substanz Formel Verwendung / physikalisch- akute Toxizitat
[CAS Kur zbeschreibung chemische
Synonyma Daten
Colcemid C,1HosNO5 Antineoplastikum M : 371,43 Maus: 25,5 mg/kg
[477-30-5] Ratteiv.: 1,7 mg/kg
Demecolcin
Isoniazid Tuberkulostatikum M : 137,14 Maus. 133 mg/kg
[54-85-3] Lw:14% Ratte: 1.250 mg/kg
| sonicotinsdurehydrazid
2-Propanol C3HO L 6sungsmittel M : 60,10 Maus:. 3.600 mg/kg
[67-63-0] Extraktionsmittel logKow: 0,28  Ratte: 5.045 mg/kg

Desinfektionsmittel . 4 L. idus: 9000 mg/L >
Isopropanol H:0,3x10°

Lw : vollstandig

M : molare Masse (g/mol); log Kow : N-Octanol — Wasser — Verteilungskoeffizient; p : Dampfdruck (mbar) bei
20°C; H : Henry-Konstante bei 20°C; Ly : Wasserlédichkeit bei 25°C (mg/L); L. idus : Leuciscus idus
melanotus - Konzentrationsangabe L Csp; 2 : Streit (1994)

2.3 Testorganismus

2.3.1 Der Zebrabarbling (Daniorerio)

Die Untersuchungen wurden mit Embryonen des Zebrabéarblings Danio rerio durchgefihrt.
Dieser Schwarmfisch besiedelt Gewasser des Ostlichen Vorderindiens, Bengalens und
Bangladeschs (Weiss, 1983). Innerhalb der Osteichthyes gehdrt D. rerio zu den Cyprinidae
(Storch & Welsch, 1991).

Aufgrund der ganzjdhrigen taglichen Produktion einer grofen Anzahl transparenter, nicht
klebender Eier und aufgrund der einfachen Haterung wird er in der Okotoxikologie und
Toxikologie haufig als Testorganismus eingesetzt (Nagel & Isberner, 1998; Herrmann, 1995).
In der Entwicklungsbiologie und Genetik ist er ein wichtiges Modell fir Vertebraten
(Dooley & Zon, 2000; Ndusslein-Volhard, 1994 ; Kimmel, 1989). D. rerio wird neben
weiteren Arten als Testfisch nach dem Chemikaliengesetz vorgeschlagen (Nagel & Isberner,
1998). Die Tiere werden nach etwa drei Monaten geschlechtsreif und eignen sich daher auch
fir Langzeituntersuchungen wie dem “Complete life-cycle test* (Nagel & Isberner, 1998;
Nagel, 1994).
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2.3.2 Embryonalentwicklung

Zur Beurteilung der Chemikalienwirkung und zur Bewertung von Fehlentwicklungen ist eine
genaue Kenntnis der Embryonalentwicklung des Zebrabarblings Voraussetzung. In der
Literatur existieren vielfdtige und umfangreiche Beschreibungen. Beispielhaft seien die
Arbeiten von Kimmel et a. (1995), Laale (1977) oder Hisaoka & Battle (1958) angefihrt.
Hier wird nur kurz der fur die nachfolgend beschriebene Testmethode relevante Abschnitt der
Ontogenese von D. rerio dargestellt. Die ersten 48 Stunden der Embryonal entwicklung
beinhalten die wichtigsten Differenzierungsprozesse der Fische und wahrscheinlich die
teratogenen Determinationsperioden der Wirbeltierentwicklung.

Die Eier von D. rerio sind telolezithal. Frisch abgelaicht haben sie einen Durchmesser von
0,7 mm. Das 1,5 bis 2 um dicke Chorion ist aus drei Schichten aufgebaut, wobei die beiden
inneren Schichten von Poren (Durchmesser: 0,2 um) durchsetzt sind. Die &uf¥ere Schicht ist
homogen und etwa 0,1 um dick (Hart & Donovan, 1983).

Durch Wasserkontakt wird die Eiaktivierung und die Corticalreaktion ausgelGst. Dabel
brechen Corticalgranulae auf und geben ihren Inhalt in den Perivitellinraum ab. Dieser
entsteht, indem sich das Chorion vom animalen Pol her abhebt (Hart & Yu, 1980). Im
animalen Bereich wird auf dem Dotter aufsitzend die Keimscheibe ausgebildet (Wolenski &
Hart, 1987). Diese Vorgange laufen unabhangig von einer Befruchtung ab. Diese erfolgt,
indem der Kopf des Spermiums in die am animalen Pol befindliche Mikropyle eindringt. Die
Morphologie von Mikropyle und Spermiumkopf sind aufeinander abgestimmt, so dal3
Polyspermie ausgeschlossen wird (Hart & Donovan, 1983). Endoplasma strémt entlang der
anterior - posterior orientierten Mikrotubuli in die Keimscheibe (Beamset al., 1985). Eine
Umverteilung von Plasma ist ebenfalls wahrend der folgenden frihen Furchungsstadien zu
beobachten. Die meroblastische Furchung beschrankt sich auf den dotterfreien Bereich der
Keimscheibe und wird as partiell-discoidal bezeichnet (Remane et a., 1989). Der
Durchmesser des Eies betragt nun ca. 1 mm (Hisaoka & Battle, 1958).

Etwa 35 Minuten nach der Befruchtung vollzieht sich in animal-vegetativer Richtung die erste
Z€llteilung. Die Keimscheibe wird in zwei gleich grofl3e, vertikal getrennte Blastomere geteilt.
Die ersten Furchungen sind meroblastisch, so dal3 bis zur sechsten Furchung die gebildeten 32
Blastomeren mittels cytoplasmatischer Verbindungen untereinander und mit dem Dotter in
Kontakt stehen (Kimmel et al., 1995). Die Dotterstromungen lassen nach der sechsten
Furchung nach (Kimmel & Law, 1985a), die etwa 120 Minuten nach der Befruchtung den
Embryo horizontal in zwei Zellagen teilt.

Die folgenden spéteren Furchungen verlaufen zunehmend asynchron und fihren zweieinhalb
bis drei Stunden nach der Befruchtung zur hohen Blastula, die eine fein granulierte Struktur
aufweist (siehe Abb. 1a). Basal vom Blastoderm entsteht ein dotterfreies, mehrkerniges
Synzytium. Kimmel & Law (1985b) bezeichnen es als “yolk syncytial layer. Dieser aus
marginalen Blastomeren entstandene Periblast liegt dem Dotter auf. Das Blastoderm ist nunin
zwel Schichten differenziert: eine animal orientierte einlagige Deckschicht, die als Epiblast
bezeichnet wird und der dem Dotter aufliegende Hypoblast. Zwischen Hypo- und Epiplast
befinden sich sogenannte “deep cells* (Kimmel & Law, 1985bh).
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Funf Stunden nach der Befruchtung beginnt die Epibolie. In dieser auch als Gastrulation
bezeichneten Phase (Sander & Baumann, 1983) kommit es durch Zellteilung und -verlagerung
zum Umwachsen des Dotters durch das Blastoderm in Richtung des vegetativen Poles.

Acht Stunden nach der Befruchtung ist der Dotter zu 3/4 umwachsen (Jones & Huffman,
1957). An der verdickten Epiboliefront fand eine Einwanderung von Zellen statt. Der
Embryonalschild wird in einem Bereich des Blastoderms ausgebildet. Aus ihm bildet sich die
longitudinale Embryonalachse, aus der sich die Chorda entwickelt.

Zwolf Stunden nach der Befruchtung ist die Epiboliebewegung beendet und der Blastoporus
geschlossen. Kopfanlage und Schwanzknospe sind zu erkennen. Innerhalb der néchsten zwel
Stunden werden die Anlage der Augen und die ersten Somitenpaare sichtbar, aus denen sich
hauptséchlich Wirbel und die Korpermuskulatur entwickeln. Bei 26 + 1°C sind nach 17
Stunden 8 + 2 Somitenpaare ausgebildet (Schulte, 1997).

Nach 20 Stunden beginnt der Schwanz sich durch Langenwachstum vom Dotter abzuheben.
Schon wahrend dieser Abldsung setzen Spontanbewegungen ein, die im Verlauf der weiteren
Entwicklung intensiver werden. Nach 22 Stunden haben die Embryonen ca. 20 Somitenpaare
gebildet (Schulte, 1997).

24 Stunden nach der Befruchtung ist der Schwanz vom Dotter abgel6st (siehe Abb. 1 b) und
der Embryo bewegt sich stark. Die Koérperléange des Embryos betrégt jetzt 1,9 mm (Kimmel et
al., 1995). Augen- und Gehirnanlage sind deutlich sichtbar, das Notochord ist bis zur
Schwanzspitze ausgebildet. Das Herz wurde in den Wandschichten des Dottersackes gebildet
und beginnt zu kontrahieren, noch bevor es unter den Kopf verlagert wird
(Kimmel et a., 1995; Sander & Baumann, 1983).

36 Stunden nach der Befruchtung ist die Gehirnanlage mit finf Ventrikel erkennbar (Hisaoka
& Firlit, 1960). Die Pigmentierung setzt zuerst im Bereich der Retina ein. Erste Melanocyten
sind ebenfalls am Kopf und am Dottersack zu erkennen. Charakteristisch fur dieses Stadium
ist die Bildung der Brustflossen. Nach 37 Stunden &3 sich der Blutkreisauf sehr gut an der
Bewegung der Blutzellen im Bereich des Augenspaltes und anhand der Durchblutung der
Aorta dorsalis beobachten.

Bel den Embryonen steigt die Herzfrequenz mit zunehmendem Entwicklungsalter, wobei sich
die Steigerungsrate mit zunehmendem Alter reduziert. Nach 49 Stunden ist der Herzschlag
regelméfdig und die mittlere Frequenz nimmt zu diesem Zeitpunkt nur noch um zwei Schldge
pro Stunde zu. Die Herzfrequenzen innerhalb einer Altersgruppe variieren im Vergleich zu
fruheren Entwicklungsstadien weniger (Zeller, 1995). Die Otolithen sind zu diesem Zeitpunkt
deutlich ausgebildet, wurden aber schon nach 20 Stunden angelegt (Kimmel et al., 1995). Sie
befinden sich in den Sacculi und dienen als Bestandteil des stato-akustischen Organs dem
Gleichgewichtssinn. Die Melanocyten auf der Korperoberflache sind streifenformig
angeordnet. Der Embryo fihrt kréftige Schwanzschldge aus, alerdings seltener as nach 24
Stunden. Abb. 1 c zeigt einen 49 Stunden alten Embryo.

Die Embryonen schlipfen bei 26+ 1°C nach vier Tagen. Untersuchungen von
Hisaoka & Battle (1958) bestétigen diese Beobachtungen, wahrend Jones & Huffman (1957)
hierfr drei Tage angeben. Der Zeitpunkt variiert von Embryo zu Embryo und ist abhangig
vom Milieu und der mechanischen Belastung des Chorions.
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a

c

Abb. 1: Ausgewahlte Stadien der Embryonalentwicklung von D. rerio

a: ,hohe Blastuld' — 2,5 Stunden nach der Befruchtung (60fache VergroRerung); b : 25 Stunden alter
Embryo (40fache VergréRerung); ¢ : 49 Stunden alter Embryo (40fache Vergrof3erung)

2.4 Testmethode

2.4.1 Halterungder Elterntiere und Eigewinnung

Die Fische stammten aus Nachzuchten von Tieren der Firma Westaquarium, Bad Lauterbach.
Adulte Zebrabarblinge wurden in 80-L-Aquarien bel 26+ 1°C und einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von je 12 Stunden gehalten. Die Reinigung des Wassers erfolgte tber Aul3enfilter.
Zusétzlich wurden taglich 10% des Aquarienwassers gegen aktivkohlegefiltertes und
belUftetes Leitungswasser ausgetauscht. Physikalisch-chemische Wasserparameter wurden
stichprobenartig kontrolliert. Die Tiere erhielten taglich zweimal Trockenfutter und einmal ad
libitum Nauplien von Artemia spec..

In Anlehnung an Nagel (1986) wurde fir die Eiproduktion ein Geschlechterverhaltnis von
zwel Milchnern zu einem Rogner gewahlt, wobei 45 Tiere eine Laichgruppe bildeten. Vor
dem Ausschalten des Lichtes wurden Laichschalen (Assistent-Instrumentenschalen) in die
Becken gestellt. Die als Lachsubstrat verwendeten Pflanzenimitate wurden auf
Edelstahlgittern befestigt, die die Laichschalen abdeckten. Morgens wurde durch das
Einschalten des Lichtes die Balz ausgel6st. Ein Rogner wurde meist von mehreren Milchnern
zwischen die Pflanzenimitate getrieben. Die abgegebenen und von den Milchnern in eine
Spermienwolke gehllten Eier sanken auf den Boden der Laichschalen. Nach der Entnahme
der Laichschalen wurden die Eier vorsichtig in einem Sieb aufgefangen und mehrmals mit
rekonstituiertem Wasser gespllt.

Damit die Tiere regelméldig ablaichen konnten, wurden die Laichschalen téglich in die
Aquarien eingebracht. Diese Vorgehensweise garantierte eine sehr gute Befruchtungsrate bei
gleichzeitig geringem Auftreten atretischer, d. h. vollstandig angelegter, jedoch bereits im
Rogner denaturierter Eier (Nagel, 1986).
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2.4.2 Testvorbereitung

Von der Testsubstanz wurden aus einer Stammlésung verschiedene Konzentrationen
hergestellt. Vom Kontrollmedium und von jeder Konzentration wurden der pH-Wert und die
Sauerstoffsattigung bestimmt. Die Sauerstoffsdttigung sollte > 80 % betragen. Der fir den
Test zuléssige pH-Wert-Bereich betrégt 4,5 — 9,0. In diesem Bereich wurde kein schadigender
Einflul auf die Embryonalentwicklung von D. rerio festgestellt (Schulte, 1997; Herrmann,
1993).

Bestand der Verdacht, da? osmotische Effekte durch hohe Konzentrationen der
Testsubstanzen verursacht werden konnten, wurde zusétzlich die Osmolaritéat bestimmt (siehe
2.4.7, Seite 15).

Der eigentliche Test wurde in 24 Well-Multischalen aus Polystyren durchgefuhrt. Vier Wells
pro Schale dienten als interne Kontrolle und wurden mit je 2 mL rekonstituiertem Wasser
befullt. Die Gbrigen 20 Wells einer Multischale wurden mit je 2 mL einer Konzentration der
Testlosung befillt. Somit konnten je Konzentration und Kontrolle 20 Embryonen untersucht
werden. Multischalen und Bechergldser mit der restlichen Testldsung wurden in einem
Kuhlbrutschrank auf 26 + 1°C temperiert.

2.4.3 Exposition und Differenzierung

Beobachtungen von Sander & Baumann (1983) zufolge ist eine Exposition der Eier innerhab
der ersten zwei Stunden notwendig, da eine einzige frihe Entwicklungsanomalie eine ganze
Kette von Folgeschéaden nach sich ziehen kann.

Um eine friihzeitige und zeitlich einheitliche Exposition zu gewahrleisten, wurden direkt nach
der Eigewinnung jeweils ca. 40 Eier in die vorbereiteten Bechergléser mit den verschiedenen
Konzentrationen Uberfihrt. AnschlieRend erfolgte die Differenzierung in befruchtete und
unbefruchtete Eier. Mittels eines Stereomikroskopes wurde je ein befruchtetes Ei® in jedes
WEell der Multischalen Uberfuhrt. Die Embryonen befanden sich zu diesem Zeitpunkt im Vier-
bis 16-Zellstadium. Die Schalen wurden anschliefiend mit einer Polystyrenfolie abgedeckt,
um das Verdunsten des Mediums und somit Konzentrationsénderungen zu verhindern. Des
weiteren kann sich bel Substanzen mit htherem Dampfdruck ein Gleichgewicht zwischen
Wasser- und Gasphase einstellen, da diese nicht ungehindert entweichen kdnnen.

Die pro Well verbleibenden 1,4 mL Luftraum und die im Testmedium geléste Menge an
Sauerstoff reichten aus, um eine Versorgung der Embryonen wahrend der folgenden 48
Stunden zu gewdhrleisten. Nach Ensenbach (1987) betrégt der Sauerstoffverbrauch eines
Embryos ca. 1,8 ug in 48 Stunden. Dies entspricht etwa 12 % des pro Well vorhandenen
Sauerstoffs, wenn man von einem Sauerstoffgehalt der Testlosung von 7,5 mg/L ausgeht.
Dabei wurde die Nachdiffusion aus dem Luftraum in das Medium nicht berticksichtigt.

2 Befruchtete Eier werden folgend als Embryonen bezeichnet, unabhangig davon, in welchem Entwicklungs-
stadium sie sich befinden.
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Wahrend des Testes befanden sich die Multischalen bel 26 + 1°C in einem Kuhlbrutschrank.
Das Licht-Regime war entsprechend der Haltung der adulten Tiere auf jeweils 12 Stunden
festgelegt. Die Embryonen wurden statisch exponiert.

244 Testmedium

Fir die Vergleichbarkeit der Untersuchungen war es erforderlich, gleiche Testbedingungen zu
schaffen. Die Zusammensetzung des verwendeten Mediums hat einen starken Einflu® auf
Verfugbarkeit und Toxizitét von Substanzen (Meinelt & Stiiber, 1995; Zitko & Carson, 1976).
Als einheitliches Verdinnungs- und Testmedium diente rekonstituiertes Wasser folgender
Zusammensetzung:

400 pmol/L CaCl, * 2 H,0

100 pmol/L MgSO4 * 7 H,O

154 pmol/L NaHCO3

15 umol/L KClI

Zur Herstellung wurden Chemikalien mit dem Reinheitsgrad ,zur Anayse® und doppelt
deionisiertes Wasser (Nanopore, 18 MW) verwendet. Das rekonstituierte Wasser wurde bis
zur Sauerstoffsattigung beliftet. Die Gesamthérte betrug 3 + 0,1°dH, der pH-Wert lag bei
74+04.
Langjahrige Erfahrungen zeigen, dal3 sich die Embryonen in diessm Medium ohne
Einschrankung normal entwickeln (Maiwald, 1997; Schulte, 1997; Bachmann, 1996).

2.45 Konzentration und Aufnahme der Testsubstanzen

Die Exposition erfolgte Uber den gesamtem Testzeitraum von 48 Stunden statisch. Die
Konzentrationen wurden nicht analytisch Uberpriift, so dal3 alle Angaben Nominalkonzen-
trationen darstellen.

Um Effekte einer bestimmten Konzentration zuzuordnen und Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen zu ermitteln, muf? die Konzentration Uber den gesamten Testzeitraum konstant
bleiben. Substanzen, die einen hohen Dampfdruck haben oder in aquatischen Systemen sehr
instabil sind, kdnnen dementsprechend schlecht mit dem statischen Testsystem untersucht
werden. In diesen Fallen sollte die Exposition semi-statisch oder im Durchfluf3 erfolgen. Zur
Uberpriifung der Konzentrationen besteht die Mdglichkeit mit radioaktiv markierter Substanz
zu arbeiten oder fir die spezielle Testsubstanz ein Analyseverfahren zu etablieren (OECD,
1998). In der vorliegenden Arbeit sind diese Methoden nicht zur Anwendung gekommen.

Die Molekuilgrofe der Testsubstanz kann unter Umstanden einen Einflul® auf ihre Biover-
fugbarkeit haben, da die Substanz Chorion und Membranen Uberwinden muf3, um an den
Wirkort zu gelangen. Ensenbach (1987) konnte zeigen, dald3 verschiedene Phenole das
Chorion passieren und durch Diffusion bis zum Embryo gelangen, so dal3 das Chorion keine
Barriere fur diese Fremdstoffe darstellt. Nach Maiwald (1997) gelangt Lindan in den Embryo
und in den Dotter. Chorion, Perivitellinraum und Embryonalhille stellten auch fur diese
Substanz keine Barriere dar. Wie Untersuchungen zur Toxikokinetik von Atrazin und Lindan
zeigten, werden diese Substanzen gut in den Embryo aufgenommen (Gérge & Nagel, 1990).
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Es wird davon ausgegangen, dal die untersuchten Substanzen bis zum Ort ihrer spezifischen
Wirkung gelangten.

2.4.6 Einsatz von Ldsungsver mittlern

Losungvermittler konnen die Permeabilitdt von Membranen und die Verfugbarkeit der
Testsubstanz am Wirkort beeinflussen. Aus diesem Grund wurde mdglichst auf ihre
Verwendung verzichtet. Einige der ausgewdhiten Substanzen sind jedoch durch eine sehr
geringe Wasserlodlichkeit charakterisiert (z.B.: Retinoide). Wurden in Vorversuchen mit der
maximal 10slichen Substanzmenge keine Effekte verursacht, wurde DMSO (Dimethylsulf-
oxid) als Losungsvermittler in der Konzentration von 14,1 mmol/L eingesetzt. Diese Konzen-
tration hat keinen Einflul® auf die Entwicklung der Embryonen von D. rerio (Maiwald, 1997).

2.4.7 Osmolaritat der Testsubstanzen

Vor alem Salze, aber auch andere Substanzen kénnen in hohen Konzentrationen die
Embryonen durch osmotische Wirkungen schédigen. Effekte an den Embryonen wirden
somit keinen Hinweis auf einen substanzspezifischen Wirkmechanismus geben. Lange (1993)
beschreibt fir Harnstoff und Natriumchlorid starke osmotische Effekte an den Embryonen
von D. rerio. Blaschen und Dottermaterial schniiren sich innerhalb weniger Stunden ab. Die
Schadigung von Zellen und deren Membranen fihrt bereits nach zwolf Stunden zum
Absterben und Denaturieren der Embryonen. Bis zu einem Wert von 100 mOsmol/L werden
osmotische Effekte ausgeschlossen (Lange et a., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Osmolaritét der Testlésungen ermittelt. Der zul&ssige
Hochstwert betrug 100 mOsmol/L. Die Nachweisgrenze lag bei 4 mOsmol/L. Niedrigere
Werte konnten nicht bestimmt werden und wurden als ,, nicht nachweisbar” bezeichnet.

2.4.8 Toxikologische Endpunkte

Die Untersuchung erfolgte zu festgelegten Zeitpunkten innerhalb der 48-stlindigen Testdauer.
Durch den Vergleich mit den Kontrollen konnten anhand toxikologischer Endpunkte Effekte
an den exponierten Embryonen festgestellt werden. Nach Schulte (1997) missen diese
Endpunkte verschieden Kriterien erfillen, um eine Abweichung von der Normalentwicklung
maoglichst objektiv zu beschreiben. Sie missen toxikologisch relevant, gut zu unterscheiden
und einfach zu messen sein. Die Embryonen dirfen nicht beeintréchtigt werden. Des weiteren
mussen die Ergebnisse reproduzierbar sein und sich statistisch auswerten lassen.

Fur die Charakteriserung und Bewertung eines moglichen teratogenen Potentials einer
Substanz ist es notwendig, eine eindeutige Trennung zwischen letalen und subletalen Effekten
vorzunehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Embryo nur dann als tot gewertet, wenn er
koaguliert® war. Subletale Endpunkte kénnen Hinweise auf spezielle Wirkmechanismen von

% Als koaguliert wird ein abgestorbener Embryo bezeichnet. Die denaturierten Strukturen erscheinen beim
Mikroskopieren im Durchlicht dunkel, im Auflicht jedoch weifdlich.
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Substanzen geben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zwischen algemein
toxikol ogischen Endpunkten und Endpunkten fir Malformationen unterschieden.

In Tab. 4 sind die allgemein toxikologischen letalen und subletalen Endpunkte und in Tab. 5
die teratogenen Endpunkte zusammengestellt. Neben grobstrukturellen Malformationen
wurde nach 120 Stunden die Schwanzldnge der Larven erfaldt (siehe unten). In beiden
Tabellen sind die Zeiten aufgefuhrt, zu denen die toxikologischen Endpunkte geprift und
Effekte protokolliert wurden. Ausgewahlte Effekte zu den toxikologischen Endpunkten sind
in Abb. 2 bis Abb. 5 (Seite 17 und 18) dargestellt.

Tab. 4: Allgemein toxikologische Endpunkte

Endpunkt Expositionszeit (h) Testzeit (h)
2,5 8 24 36 48 120

koagulierter Embryo L 2 * o L 2 L 4 L 4
hohe Blastula o
Gastrulation °
Spontanbewegung

Somitenanlage

SchwanzablGsung vom Dotter  [2a, b, 3b]
Augenanlage [24]
Herzschlag

Blutkreislauf

Herzschlagfrequenz

Pigmentierung [3b]
Oedeme [3Db]

& :letal; ® : subletd; [...] : Nummer der Abbildung (Seite 17)

Tab. 5: Teratogene Endpunkte

Endpunkt Expositionszeit (h) Testzeit (h)
36 120

N
N
1N
(o]

Augendeformation

K opfdeformation

Chordastruktur

Chordadeformation [3a]
Schwanzdeformation [3Db]
deformierte Schwanzspitze [2Db, 3b]
Spaltembryo [4a]
Veranderung des Dotters

Herzdeformation [4b]
Sacculi und Otolithen [3Db]
Korperverkrimmung [5h]
Schwanzlange

® : subleta (teratogen); [...] : Nummer der Abbildung (Seiten 17 und 18)
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Abb. 2: Verzogerte Schwanzabl6sung vom Dotter

a : Schwanz nicht abgelost, ,diffuse” Augenanlage, 24 h, 3,6 umol/L Cycloheximid (50fache
Vergroflerung); b : Schwanz unvollsténdig abgel6st, Chordadeformation, deformierte Schwanzspitze,
Perikardoedem, 48 h, 123 umol/L Val pronsaure (50fache V ergrofRerung)

Abb. 3: Chorda- und Schwanzdeformation

a: ,zick-zack"-férmige Chordadeformation, 48 h, 0,438 umol/L Methylquecksilberchlorid (140fache
Vergroferung); b : Schwanz unvollsténdig abgeldst und deformiert, deformierte Schwanzspitze,

Chordadeformation, Otolithen nicht angelegt, keine Pigmentierung, Dotteroedem, 48 h, 123 umol/L
Va pronsdure (55fache VergrofRerung)
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Abb. 4: Spaltembryo und Herzdeformation

a: Spaltembryo, 24 h, 120,2 mmol/L N,N-Dimethylformamid (110fache Vergrof3erung);
b: ,schlauchférmig* deformiertes Herz, 48 h, 123 umol/L Valpronséure (150fache Vergrofierung)

Abb. 5: Larven nach 120 Stunden

a: normal entwickelte Larve, 120 h (20fache Vergroferung); b : 120 h ate Larve, die als Embryo 48 h
in 182,7 mmol/L 1-Methoxy-2-propanol exponiert war: ,Sébelschwanz*, Perikardoedem (40fache
Vergréfzerung)

Koagulierte Embryonen wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt protokolliert.

Nach zweieinhalb Stunden erfolgte die ,Befruchtungskontrolle®. Die sich aus den
befruchteten Eiern entwickelnden Embryonen haben eine hohe Blastula ausgebildet.
Unbefruchtete Eier konnen eine ,blastula-dhnliche® Gestalt aufweisen, die nicht granulér
sondern gelartig-durchsichtig erscheint (Nagel, 1986). Versehentlich exponierte unbefruchtete
Eier wurden in die Versuchsauswertung nicht mit einbezogen. Zu diesem Zeitpunkt
auftretende Blaschen am Dotter bzw. an den Blastomeren lassen auf starke osmotische
Effekte der Testsubstanz schlief3en.

Nach acht Stunden wurde die Gastrulation kontrolliert. Die Epiboliefront ist gut zu erkennen
und die Zellen sollten mehr a's die Hélfte des Dotters umwachsen haben. Mit dem Verschlul3
des Blastoporus ist die Phase der Gastrulation nach zwolf Stunden beendet.

Nach 24 Stunden haben sich die Somitenanlagen unter anderem zu den Myomeren
differenziert. Der Stand der Embryonalentwicklung wurde an den Parametern Augenanlage,
Entwicklung der Somiten und Ablésung des Schwanzes vom Dotter bestimmt. Mit Hilfe
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dieser Endpunkte kann eine abgestufte Entwicklungsverzégerung beschrieben werden. Ist die
Entwicklung stark retardiert, hat sich der Schwanz nicht vom Dotter abgelGst. Zum Tell
waren keine Somiten angelegt worden und die Augenanlage war nicht zu erkennen. Bel einer
weniger starken Retardierung ist die Augenanlage diffus vorhanden. Aufgrund der nach der
Anlage der Somiten verlangsamten Entwicklung ist der Schwanz nicht vollstandig vom
Dotter gelost (siehe Abb. 2 a und b). Spontanbewegungen sind vorhanden, wenn mindestens
ein Schwanzschlag innerhalb von 20 Sekunden stattfindet.

Ab diesem Zeitpunkt wurden ebenfalls Deformationen der Chorda, des Schwanzes und im
Bereich des Kopfes erfaldt. Verdnderungen des Dotters und Herzdeformationen konnten
ebenso erfalit werden wie die Ausprégung einer Medianspalte. Dieser als , Spaltembryo*
bezeichnete Effekt beruht auf der getrennten Anlage der Langshélften des Korpersim Bereich
des Urmundes. Da die Differenzierung der Innenzellen zur Anlage der Achsenorgane und
Somiten normal verlauft, kommt es zur Bildung der Anlagen an den Stellen, wo die
Vorlauferzellen im Verlaufe einer verzogerten Gastrulation ,steckengeblieben® sind
(Baumann & Sander, 1984).

Entwicklung und Funktion des Herz-Kreislaufsystems wurden nach 36 Stunden Uberpruift.
Die Kontraktionen des Herzens sind gut zu erkennen. Sowohl Dotterkreidauf als auch
Korperkreislauf miissen vorhanden sein. Die Bewegung der Blutpldttchen wurde im Bereich
des Dotters und in der Aorta dorsalis kontrolliert.

Vorher geprufte Endpunkte wurden zu jeder folgenden Beobachtung mit einbezogen. Nach 48
Stunden wurden weiterhin die Pigmentierung und die Ausbildung von Oedemen gepriift.
Durch den Druck der sich sammelnden Flissigkeitsmenge im Gewebe sind diese as
eindeutige Verformung des Dotters bzw. as Aufbléhung des Perikards zu erkennen. Einige
dieser Effekte sind in Abb. 2 bis Abb. 5 (Seite 17 und 18) dargestellt.

Alle bisher genannten Endpunkte sind qudlitativer Art und werden im Vergleich mit den
Kontrollen einer bindren Entscheidung unterzogen. Als ein quantitativer Endpunkt wurde
nach 48 Stunden die Herzschlagfrequenz bestimmt. Die Herzschldge wurden 15 Sekunden
ausgezahlt und auf Schldge pro Minute berechnet.

Beim Vergleich der exponierten Embryonen mit den Kontrollen kdnnen folgende Hinweise
auf eln reduziertes L angenwachstum Uberprift werden:

verzogert ablaufende Gastrulation (objektiv)

verzogerte Ablésung des Schwanzes vom Dotter (objektiv)

Eindruck eines verkirzten Schwanzes (subjektiv)
Lagen einer oder mehrere dieser Hinweise vor, wurden die Embryonen nach 48 Stunden in
unbelastetes Testmedium (26 £ 1°C) Uberfuhrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht.
Erfahrungsgemaf’ schltipfen alle Kontrollembryonen innerhalb von 120 Stunden. Nach dem
Schlupf kdnnen Korperverkrimmung (Abb. 5b, Seite 18) und Morphologie des Schwanzes
sehr gut beurteilt sowie die Schwanzldnge gemessen werden. Bei den Untersuchungen mit
Methylquecksilberchlorid (siehe 3.16, Seite 127) wurde das Chorion bereits nach 48 Stunden
mechanisch entfernt. Bei den so freiprparierten Embryonen wurde anschlief3end die
Schwanzlénge gemessen. Diese Praparation erforderte einen erheblichen Zeitaufwand. Daher
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wurden in den folgenden Testen die Schwanzldngen nach dem natirlichen Schlupf der
Embryonen erfalit.

L R TR
g .“;_Eﬁa:;_"’;:':",th.i;.&?s-\'._t_.ﬁl =

Abb. 6: Darstellung einer 120 h alten Larve

Die Skala gibt den Bereich an, der als Schwanzlange gemessen wurde.
(25fache VergroRRerung, verandert nach Kimmel et a., 1995)

Die Larven wurden mit MS 222 (0,05 %) betaubt und auf dem Boden der Wells so plaziert,
dai3 sie eben lagen. Der Abstand zwischen Anus und dem posterioren Ende der Chorda wurde
as Schwanzldnge definiert (Abb. 6). Um ene durch Substanzen verursachte
Wachstumsreduzierung zu erfassen, gingen nur die Larven in die Auswertung ein, die keine
Maformationen des Schwanzes oder der Chorda bzw. andere subletale Effekte wie
bei spiel sweise Oedeme aufwiesen.

249 Testende

Bestand kein Verdacht auf eine Reduktion der Schwanzlange, wurden die Embryonen nach
48 Stunden mit MS 222 (0,3 %) betaubt und abgetdtet. Entsprechend wurde mit den Larven
nach 120 Stunden verfahren.

2.4.10 Qualitatskriterien

Ein Test galt als valide, wenn maximal 10 % der Kontrollembryonen Effekte erkennen lief3en.
Dabel war es unerheblich, ob es sich um letale oder subletale Effekte handelte. Lag der
Prozentsatz der Effekte in den Kontrollen tber 10 %, wurde der Test wiederholt.
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2.5 Datenauswertung und Statistik

L Cso und ECsp* wurden mittels Probit-Transformation (Litchfield & Wilcoxon, 1949) aus der
Summe der Embryonen berechnet, bei denen entsprechende Effekte beobachtet wurden
(qualitative Parameter). Die Genauigkeit der Anpassung wurde mit dem ?-Test ermittelt.
Waren die Voraussetzungen fur dieses Verfahren nicht erflllt, wurde die Methode nach
Spearman-Karber bzw. die "Trimmed Spearman-Karber" Methode verwendet (Lewis et al.,
1994). Erganzt um die Werte LCy und Steigung b 183 sich der Verlauf der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung abschétzen. Bel einer sehr steilen Konzentrations-Wirkungs-Beziehung,
bei der 0% und 100 % Effekte in zwei aufeinander folgenden Konzentrationen auftraten,
wurde fir die Bestimmung von LCsp bzw. ECsp das geometrische Mittel gebildet (Heger et
al., 1998).

Herzschlagfrequenz und Schwanzlénge sind quantitative Parameter. Die Verteilung der Daten
wurde mittels Shapiro-Wilk-Test gepriift. Die Ermittlung von NOEC- und LOEC® -Angaben
auf 95 % Signifikanzniveau (p £ 0,05) erfolgte bei nicht normalverteilten Daten mittels H-
Test nach Kruskal-Wallis und Nemenyi-Test als ,,post hoc*-Verfahren. Lag Normalverteilung
und Homogenitét der Varianzen vor, wurden NOEC und LOEC auf 95 % Signifikanzniveau
mittels Dunnett’ s-Test ermittelt (Lewis et a., 1994).

2.6 Teratogenitatsindex Tl

Zu einer Charakteriserung des teratogenen Potentials von Testsubstanzen kann die
Berechnung eines Indexes beitragen. In Anlehnung an Bantle (1995) wurde in den Féllen, in
denen es moglich war, ein Teratogenitétsindex Tl ermittelt.

e : . LC
Der Teratogenitétsindex berechnet sich wie folgt: Tl = ———2—

50 teratogen
Durch den Vergleich der LCsp mit einer Wirkkonzentration, die eine Reduktion des
Wachstums wiedergibt, kann auf eine wachstumshemmende Wirkung einer Substanz
geschlossen werden. Eine Substanz kann aber auch nur eine Reduktion der Schwanzlange
verursachen, ohne daf3 qualitativ auswertbare Effekte auftreten. Der Index fur die Wachstums-
reduzierung T1* wird wie folgt berechnet:
LCSO

* —

" LOEC

reduzierte Schwanzange

* L Cso: berechnete Konzentration, bei der bis zu einem bestimmten Zeitpunkt 50 % der untersuchten Embryonen
koagulierten. ECs: berechnete Konzentration, bei der zu einem bestimmten Zeitpunkt 50 % der untersuchten
Embryonen entsprechende Effekte aufwiesen.

®> NOEC: héchste gepriifte Konzentration, bei der keine signifikante Anderung eines quantitativen Parametersim
Vergleich zu den Kontrollen auftrat. LOEC: niedrigste geprifte Konzentration, bei der ein quantitativer
Parameter im Vergleich zu den Kontrollen signifikant verandert war.
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3 Ergebnisseund Diskussion

Dieim DarT erzielten Ergebnisse sind fur die jeweiligen Substanzen getrennt dargestellt. Die
beobachteten Effekte und die daraus berechneten Werte werden in Tabellen zusammengefalit.
Die Tabellen, in denen letale und subletale Effekte zusammengestellt sind, geben die Anzahl
der je Konzentration beobachteten Effekte an (z.B.: 7/18 — sieben von 18 lebenden
Embryonen zeigten diesen Effekt). Ein Embryo kann mehrere Effekte aufweisen und wird
dementsprechend mehrmals aufgefihrt. Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fur die
qualitativen und quantitativen Effekte werden graphisch veranschaulicht. Im Anhang B finden
sich die Daten der Somitenpaare, Herzschlagfrequenzen und Schwanzléngen, die bel den
einzelnen Substanzen ermittelt wurden. Bei der folgenden Darstellung der Ergebnisse wird
nicht explizit darauf verwiesen. Die Befunde aus saugertoxikologischen Untersuchungen
hinsichtlich der Teratogenitéat der Substanzen werden anschlief3end an die im DarT erzielten
Befunde dargestellt. Bei den zu Gruppen zusammengefaldten Substanzen (z.B. Retinoide,
Vapronsdure und Analoga) werden die Befunde am Ende enes Abschnittes
zusammenfassend dargestel lt.

Fir die Testdaten wurde mittels Probit-Transformation eine Regressionsgerade errechnet, aus
der die Wirkkonzentrationen ECsp und LCso bestimmt wurden. Die Genauigkeit der
Anpassung wurde mit dem ?-Test ermittelt. Fir diese mittels Probit-Transformation
berechneten Wirkkonzentrationen wurde ?* gehalten, ohne das im Text darauf verwiesen
wird. Erganzt um die Werte ECyo (bzw. LCyo) und Steigung b 18/% sich der Verlauf der
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung abschétzen. Konnte aufgrund der Datenlage die Probit-
Transformation nicht angewendet werden, wurde die Berechnung mittels " Spearman-K arber"-
bzw. "Trimmed Spearman-Karber"-Methode durchgefihrt. Im Text wird darauf verwiesen.
Angaben zu ECyo bzw. LCyp und zur Steigung b konnten bei den beiden letztgenannten
Methoden nicht gemacht werden.

Die Untersuchungen zu Aceton und Ethanol wurden im Rahmen der Diplomarbeit von Sabine
Richter geb. Maiwald durchgefihrt (Maiwald, 1997).

In der vorliegenden Arbeit werden den Bezeichnungen ,Ratte*, ,Maus*, ,Kaninchen®,
,Katze" und ,Hamster* keine Artnamen nachgestellt. Bei der Ratte handelt es sich um
verschiedene Zuchtstdmme der Laborratte, die aus der Wildform der Wanderratte (Rattus
norvegicus) gezichtet wurde. Die Bezeichnung Maus umfadt eine Vielzahl von
Zuchtstammen, die von der Hausmaus (Mus musculus domesticus) abstammen. Unter
Kaninchen wird meist das aus dem Europaischen Wild-Kaninchen (Oryctolagus cuniculus)
geziichtete ,, Versuchskaninchen® verstanden, von dem es zahlreiche verschieden Rassen gibt.
In toxikologischen Untersuchungen werden weiterhin die Hauskatze (Felis silvestris catus)
sowie der Syrische Goldhamster (Mesocricetus auratus), Chinesische Hamster (Cricetulus
griseus) bzw. Dschungarische Hamster (Phodopus sungorus) eingesetzt.
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3.1 Aceton

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Aceton in folgenden Konzentrationen
untersucht: 111,9; 134,3; 161,8; 192,8 und 232,4 mmol/L. Die Sauerstoffsdttigung des
Kontrollmediums und der Testlésungen lag tber 90 % und die pH-Werte zwischen 6,5 und
7,5. Fur die Osmolaritdt wurden Werte zwischen 110 und 227 mOsmol/L bestimmt (siehe
Tab. A 2, Anhang A). Der Test ist valide, da die Kontrollembryonen keine Effekte aufwiesen
(siehe Tab. 6 und Tab. 7).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 6 zusammengestellt. In der hdchsten
Konzentration fanden sich bereits nach acht Stunden abgestorbene Embryonen (20 %), deren
Zahl sich mit zunehmender Expositionsdauer erhéhte. Nach 48 Stunden wurde fir die LCs
ein Wert von 225,4 mmol/L berechnet (R* = 0,766; b = 13,9; LCyo = 182,4 mmol/L).

Tab. 6: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Aceton

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 111,9 134,3 161,8 192,8 232,4
koaguliert 25 - - - - - -
8 - - - - - 4
12 - - - 1 1 6
24 - - - 1 1 9
36 - - - 1 1 10
48 - - - 1 1 14

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch Aceton verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 7 aufgefiihrt. Bereits 2,5
Stunden nach Beginn der Exposition traten in allen Konzentrationen (auf3er 111,9 mmol/L)
Embryonen auf, die Bléaschen am Dotter bzw. an den Blastomeren abgeschniirt hatten. Die
Effekte deuteten auf eine osmotische Wirkung der Substanz hin. Die Osmolaritdt lag Uber
dem von Lange et al. (1995) angegebenen Grenzwert von 100 mOsmol/L, oberhalb dessen
osmotische Effekte an den Embryonen von D. rerio zu erwarten sind. Werden diese Effekte
mit der Fehlentwicklung der frihen Furchungsstadien (,keine hohe Blastula®)
zusammengefaldt, 183t sich eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung erkennen. Die ECs (2,5
h) fir diese friihe Storung der Ontogenese betragt 237,2 mmol/L (R* = 0,760; b = 5,9; ECy =
143,6 mmol/L). Jeweils einer dieser Embryonen in 161,8 und 192,8 mmol/L hatte nach acht
Stunden noch nicht mit der Epibolie begonnen und koagulierte innerhalb der folgenden vier
Stunden. Zu diesem Zeitpunkt (nach zwdlf Stunden) wurde je Konzentration bel 90 bis 100 %
der Embryonen eine Verzégerung der Epibolie festgestellt (, Gastrulation nicht beendet”). Bis
zum Mef¥zeitpunkt nach 24 Stunden hatten alle lebenden Embryonen die Gastrulation
abgeschlossen. Nach 24 Stunden lieffen Embryonen vermehrt keine Spontanbewegung
erkennen. In 134,3 mmol/L betraf das 25 %, in 161,8 mmol/L 84,2 % und ab 192,8 mmol/L
alle Embryonen. Betrachtet man die Endpunkte ,, Schwanz unvollsténdig abgel6st, Schwanz
nicht abgelost® und ,diffuse bzw. keine Augenanlage’, wird nach 24 Stunden eine
Entwicklungsverzogerung deutlich. Die ECso enwickiungsverzogerung (24 h) betrégt 141,4 mmol/L

23



Ergebnisse und Diskussion

(R*=0,941; b = 11,5; ECyo = 109,5 mmol/L). Eine Stérung des Herz-Kreislaufsystems war
sowohl nach 36 als auch nach 48 Stunden zu erkennen. Fir die verzogerte Ausbildung des
Herz-Kreidaufsystems nach 36 Stunden wurde eine ECsp von 85,9 mmol/L (b = 4,8; ECy =
46,4 mmol/L) berechnet. Fiir den fehlenden Blutkreislauf nach 48 Stunden betragt die ECs
137,8 mmol/L (R? = 0,889; b = 11,8; ECy = 107,3 mmol/L).

Auf ene Stérung des Herz-Kreislaufsystems nach 48 Stunden weist ebenfalls die ab
161,8 mmol/L signifkant reduzierte (p = 0,05) Herzschlagfrequenz hin (Abb. 7, Seite 26).
Bereits der Median der geringsten Konzentration ist gegentiber dem der Kontrolle verringert.
Obwohl die Werte der exponierten Embryonen deutlich stérker streuen als die der Kontrollen,
ist die konzentrationsabhangige Reduktion der Herzschlagfrequenz zu erkennen.

Ein Einflu® auf die Pigmentierung wurde in 161,8 mmol/L bei 10,5 % , in 192,8 mmol/L bei
89,5 % und in 232,4 mmol/L bel 50 % der Embryonen festgestellt. In alen Konzentrationen
traten vermehrt Oedeme auf. Die ECspoedeme (48 h) betragt 135,4 mmol/L (R?=0,978; b =
7,5, ECio = 91,4mmol/L). Fur die Summe aller subletalen Endpunkte |&% sich eine
ECso swieta (48 h) von 125,5 mmol/L angeben (R? = 0,855; b = 9,8; ECyo = 93,0 mmol/L).

Tab. 7. Zusammenstellung der subletalen Effekte von Aceton auf die Embryonal entwicklung

von D. rerio
Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1119 134,3 161,8 192,8 232,4
keine hohe Blastula 2,5 - - - 4 2 4
Bléaschen abgeschniirt 25 - - 1 6 4 7
8 - - - 6 4 6/16
12 - - - 4/19 4/19 4/14
keine Gastrulation 8 - - - 1 1 -
Gastrulation nicht beendet 12 - 18 19 19/19 19/192 14/14°
keine Spontanbewegung 24 - - 5 16/19 19/19 11/11
Somiten nicht angelegt 24 - - - - 4/19 7/11
36 - - - - - 7/10
48 - - - - - 3/6
Schwanz unvollsténdig abgel 6st 24 - 3 6 14/19 4/19 -
36 - - - - 119 -
48 - - - - - -
Schwanz nicht abgel st 24 - - - 1/19 2/19 5/11
36 - - - - 119 /10
48 - - - - - 1/6
diffuse Augenanlage 24 - - - - - -
36 - - - - - /10
48 - - - - - -
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Tab. 7 Fortsetzung

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1119 134,3 161,8 192,8 232,4
keine Augenanlage 24 - - 1 1/19 7/19 11/11
36 - - - 119 - 7/10
48 - - - - - 2/6
kein Herzschlag 36 - - - - 14/19 9/10
48 - - - 119 4/19 4/6
schwacher Blutkreislauf 36 - - - - - -
48 - 1 - - - -
kein Blutkreid auf 36 - 15 16 16/19 19/19 9/10
48 - 4 5 17/19 18/19 6/6
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - 1/19 15/19 2/6
keine Pigmentierung 48 - - - 119 2/19 1/6
Dotteroedem 48 - 3 5 7119 14/19 3/6
Perikardoedem 48 - 3 4 6/19 3/19 16
Mal for mationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - /19 6/19 -
36 - - - 119 2/19 -
48 - - - 119 119 -
keine Kopfanlage 24 - - - - 6/19 10/11
36 - - - - 119 7/10
48 - - - - 119 4/6
K opfdeformation 24 - - - - - 11
36 - - - - - 110
48 - - - - - -
Schwanzdeformation 24 - - - 2/19 10/19 9/1
36 - - - 3/19 13/19 7/10
48 - - - 3/19 14/19 6/6
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
36 - - - 119 - -
48 - - - 119 - -
Spaltembryo 24 - - - - 8/19 5/11
36 - - - - - /10
48 - - - - - 16
Sacculi nicht angelegt 48 - - - 2/19 - 16
S teratogen 0 0 0 4/19 14/19 6/6
S subletal 0 7 9 18/19 18/19 6/6

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die hach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a: bei 9 Embryonen
Gastrulation erst in Anfangsstadium; b : bei 13 Embryonen Gastrulation erst in Anfangsstadium

25



Ergebnisse und Diskussion

180

160 : —_—Tr
o T

140

120 —

100 : o

Herzschlage (1/min)

80

= Min-Max
60 [ 25%-75%
Kontrolle 111,9 134,3 161,8* 192,8* O Median value

Konzentration (mmol/L)

Abb. 7: Wirkung von Aceton auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requrierte Herzschiagfrequenz: 134,3 / 161,8 mmol/L

Teratogene Effekte wurden ab 161,8 mmol/L verursacht. Deformationen der Chorda, des
Schwanzes bzw. der Schwanzspitze traten ebenso auf wie eine fehlende Kopfanlage. Nach 24
Stunden wurde bei 31,6 % der Embryonen in 192,8 mmol/L eine Deformation der Chorda
beobachtet; ein Effekt, der nach 48 Stunden nur noch bel 5,3 % der Embryonen auftrat. Bei
den Embryonen, die nach 24 Stunden noch keine Kopfanlage ausgebildet hatten, wurde diese
in der weiteren Entwicklung angelegt. Ein Embryo, der nach 24 und 36 Stunden eine
Kopfdeformation aufwies, war bis zum Mel3zeitpunkt nach 48 Stunden abgestorben. Die
Anzahl der in den beiden hochsten Konzentrationen nach 24 Stunden beobachteten
Spaltembryonen (42,1 bzw. 45,5%) reduzierte sich, so dal3 bel Testende nur noch in der
hochsten Konzentration ein (16,7 %) Spaltembryo auftrat. Nach Sander & Baumann (1983)
kénnen die dorsal getrennten Léngshdften des Koérpers in der weiteren Entwicklung
zusammengezogen werden, ohne miteinander zu verwachsen. Die offene Medianspalte ist
dann al's solche nicht mehr zu erkennen.

In 161,8 und 232,4 mmol/L entwickelten zwei (10,5 %) bzw. einer (16,7 %) der lebenden
Embryonen keine Sacculi. Fir die ECsgteraogen (48 h) wurde eine Wert von 177,2 mmol/L
errechnet (R*=0,986; b = 30,1; ECy, = 160,7 mmol/L). Die Wirkung von Aceton auf das
Langenwachstum wurde nicht untersucht. In Tab. 8 sind die berechneten LCsy, ECso und
NOEC / LOEC zusammengestellt, Abb. 8 zeigt den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung fur teratogene und letale Effekte.
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Tab. 8: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur Aceton

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 225,4 (208,6 — 243,6)
ECSO friihe Ontogenese 2,5 237,2 (194,7 - 289,1)
ECSO Entwicklungsverzégerung 24 141,4 (131,4 — 152,2)
ECs0 Herz-Kreisiauf 36 859 (1,8-110,6)
ECso Biutkreisiauf 48 137,8 (129,0 — 147,2)
ECs0 oedeme 48 135,4 (123,0 —149,2)
ECso subleta 48 125,5 (115,2 — 136,7)
ECSO teratogen 48 177,2 (170,5 - 184,3)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 13413 / 16118
TI 1,27
100 o
80 T Malformation
£ 60+
% ______________
= 40t
20 1
100 1.000

Konzentration (mmol/L)

Abb. 8: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Aceton fir die teratogenen und die letalen
Effekte

LCso (48 h): 225,4 mmol/L ; ECsoteratogen (48 h): 177,2 mmol/L

Letale und teratogene Effekte traten in einem engen Konzentrationsfenster auf. Im mittleren
Bereich sind beide Sigmoiden deutlich voneinander getrennt. Die Sigmoide fir die letalen
Effekte steigt flacher an (b = 13,9) als die der teratogenen Effekte (b = 30,1). Beide Kurve
entspringen einem gemeinsamen Bereich der Abszisse, spreizen sich aber in ihrem weiteren
Verlauf auf. Als Quotient aus LCso und ECsp teratogen €rgibt sich ein Teratogenitétsindex T1 von
1,27. Teratogene Effekte wurden in Konzentrationen beobachtet, in denen auch letale Effekte
verursacht wurden. In 161,8 und 192,8 mmol/L traten jedoch nur 5% letale Effekte auf,
wahrend 21,1 bzw. 73,7 % zum Teil massive teratogene Effekte verursacht wurden. Bei den
Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio zeigte sich fir Aceton ein teratogenes Potential.

In der Literatur sind keine Untersuchungen mit Saugetieren bekannt, die fir Aceton ein
teratogenes Potential belegen wirden (Mast et al., 1988; Pereira et al., 1987 — zitiert nach
BUA 170, 1996). Bel Maus und Ratte zeigten sich nach inhalativer Exposition von nicht
maternaltoxischen Konzentrationen keine embryotoxischen oder teratogenen Wirkungen
(Weiss, 1980 zitiert nach: Rippen, 1990). DarT liefert fir Aceton ein falsch positives
Ergebnis.
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3.2 Blei(ll)-acetat-Trihydrat

Untersucht wurden die Konzentrationen: 0,1; 0,3; 1,6; 7,9 und 39,5 mmol/L. Sauerstoff-
séttigung und pH-Werte des Kontrollmediums und der Testlésungen lagen in dem fir den
Test zuldssigen Bereich (siehe Tab. A 4, Anhang A). Die Osmolaritét wurde nicht bestimmt.
Bereits nach 2,5 Stunden war in alen Konzentrationen eine unbestimmte Substanzmenge
ausgefallen. Da es sich bel dem Testmedium nicht um destilliertes Wasser handelt (siehe
2.4.4, Seite 14), konnen sich unlgsliche Bleisalze gebildet haben. Vermutlich handelte es sich
bei den ausgefallenen Bestandteilen um Blei(ll)-carbonat (PbCOs). Die Konzentrations-
angaben sind somit fragwurdig, und eine quantitative Auswertung kann nicht erfolgen. Die
Effekte konnen nur qualitativ betrachtet werden. Die Konzentrationen wurden von 1 bis 5
durchnumeriert.

Die Kontrollembryonen wiesen weder letale noch subletale Effekte auf (siehe Tab. 9 und
Tab. 10). Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 9 aufgefihrt. Obwohl nur eine
gualitative Betrachtung mdglich ist, nehmen die letalen Effekte nach 24 und 48 Stunden
»konzentrationsabhangig* zu.

Tab. 9: Zusammenstellung der letalen Effekte von Blei(ll)-acetat-Trihydrat (qualitative

Betrachtung)
Effekt Zeit (h) Konzentration
Kontrolle 1 2 3 4 5
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - 3 4 20 20
48 - - 3 17 20 20

Pro ,Konzentration“ wurden 20 Embryonen exponiert. a : da Substanz ausfiel, ist keine quantitative Auswertung
madglich; —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch Blei(ll)-acetat-Trihydrat verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 10
zusammengestellt. Nach 2,5 Stunden traten vermehrt Blaschen an den Blastomeren auf.
Vermutlich handelt es sich dabei um osmotische Effekte. Die Osmolaritét wurde allerdings
nicht bestimmt. In der zweiten und dritten Konzentration hatte jeweils ein Embryo (5,9 bzw.
33,3 % nach 48 h) keine Somiten angelegt. Diese beiden wiesen nachfolgend eine Reihe von
Mifbildungen auf: z.B. ein nicht abgeldster Schwanz, gestorte Entwicklung des Kopfes inkl.
fehlenden Augen und Sacculi. Eine Deformation der Chorda wurde bei zwel weiteren
Embryonen der zweiten Konzentration beobachtet.

Eine Beeintrdchtigung des Herz-Kreislaufsystems wurde nach 48 Stunden bei jewells zwel
Embryonen der zweiten (11,8 %) und dritten Konzentration (66,7 %) deutlich. Oedeme
wurden in der ersten und zweiten Konzentration beobachtet.
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Tab. 10: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Blei(ll)-acetat-Trihydrat (qualitative

Betrachtung)
Effekt Zeit (h) Konzentration
Kontrolle 1 2 3 4 5
Bléschen abgeschnirt 25 - 2 5 1 4 8
keine Spontanbewegung 24 - - 17 116 t t
Somiten nicht angelegt 24 - - 17 116 t t
43 - - 1/17 13 t t
Schwanz nicht abgel st 24 - - 1/17 116 t t
43 - - 1/17 13 t t
keine Augenanlage 24 - - 17 116 t t
43 - - 1/17 13 t t
kein Herzschlag 48 - - - 2/3 t t
kein Blutkreidauf 438 - - 2/17 2/3 t t
Dotteroedem 48 - - 3/17 - t t
Perikardoedem 48 - 1 17 - t t
Malformationen:
Chordadeformation 24 - - 2/17 - t t
(Schwanz) 48 - - 2/17 - t t
keine Kopfanlage 24 - - 17 - t t
438 - - 1/17 - t t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - t t
438 - - 1/17 - t t
Sacculi nicht angelegt 48 - - 117 13 t t
S teratogen 0 0 3/17 13 t t
S subleta 0 1 5/17 2/3 t t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. a : da Substanz ausfiel ist keine quantitative Auswertung
madglich; — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die
nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Obwohl keine quantitative Auswertung madglich ist, kann eingeschétzt werden, dal3 Blei(ll)-
acetat-Trihydrat im DarT ein gewisses teratogenes Potential zeigt. Allerdings wurden die
teratogenen Effekte in einem Konzentrationsbereich beobachtet, in dem letale Effekte
auftraten bzw. sogar Uberwogen.

Blei(ll)-acetat-Trihydrat ist ein Beispiel fir eine Substanz, die nicht ohne Probleme zu
untersuchen ist. Die geringe Wasserlodichkeit, bzw. das Ausfallen schwerloslicher Salze,
schrankt die Mdglichkeiten, solche Substanzen zu testen, ein. Dennoch ist eine qualitative
Betrachtung moglich, um das teratogene Potential der Substanz abzuschétzen.
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3.3 Colcemid

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurden die Konzentrationen 3,2; 5,4; 9,2; 15,6
und 26,7 umol/L untersucht. Sauerstoffsdttigung und pH-Werte lagen sowohl im
Kontrollmedium als auch in den TestlGsungen in dem fir den Test zuléssigen Bereich. Die
Werte sind in Tab. A6 (Anhang A) zusammengestellt. Die Osmolaritét der einzelnen
Konzentrationen wurde nicht ermittelt. Der Test ist valide, da bel nicht mehr als 5% der
Kontrollembryonen letale und subletale Effekte auftraten (siehe Tab. 11 und Tab. 12).

In Tab. 11 sind die letalen Effekte von Colcemid zusammengestellt. Bereits nach 24 Stunden
waren in den beiden hochsten Konzentrationen ale und in 9,2 umol/L neun Embryonen
(45%) koaguliert. Bis zum Mefizeitpunkt nach 48 Stunden starben keine weiteren
Embryonen. Die LCs, (48 h) betragt 9,2 pmol/L (R* = 0,9997; b = 16,1; LCyo = 7,7 pmol/L).

Tab. 11: Zusammenstellung der letalen Effekte von Colcemid

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 3,2 54 9,2 15,6 26,7
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - 9 20 20
48 - - - 9 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Tab. 12 fal¥ die durch Colcemid verursachten subletalen Effekte zusammen. Bereits nach 2,5
Stunden war die Embryonalentwicklung gestort. Verursacht durch die zytostatische Wirkung
von Colcemid kam es zur Hemmung der frihen Zellteilungen. Die Phase der hohen Blastula
wurde von einem Embryo (5 %) in 9,2 umol/L, von sieben Embryonen (35 %) in 15,6 pmol/L
und von 16 Embryonen (80 %) in 26,7 pmol/L nicht erreicht. Fir diese frihe Storung der
Ontogenese errechnet sich eine ECsp (2,5 h) von 18,5 pmol/L (R? = 0,9999; b = 5,4; ECyp =
10,7 umol/L). Im Laufe der folgenden 20 Stunden koagulierten ale diese Embryonen.
Weitere subletale Effekte konnten nur in geringem Ausmal3 beobachtet werden. In 9,2 pumol/L
hatte ein Embryo (9,1 %) nach 24 und 48 Stunden den Schwanz nicht vom Dotter abgel 0st
und keine Augen entwickelt. Zwei Embryonen (18,2 %) bildeten ihre Augen verzogert aus.
Eine Beeintrachtigung des Blutkreislaufes und die Auspréagung von Oedemen wurde nach 48
Stunden bei funf Embryonen (45,5%) in dieser Konzentration festgestellt. Diese Effekte
traten ebenfals bei je einem Embryo (5 %) der Kontrolle und der niedrigsten Konzentration
auf. Aufgrund der Datenlage liefd sich fur die Summe der subletalen Effekte keine ECso
berechnen. In 9,2 umol/L wiesen nach 48 Stunden 45,5 % der Embryonen subletale Effekte
auf.

Teratogene Effekte wurden bei vier Embryonen (36,4 %) in 9,2 umol/L beobachtet, die
Deformationen des Schwanzes bzw. der Schwanzspitze aufwiesen. Auch in diesem Fall lief3
sich keine ECs berechnen.
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Tab. 12: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Colcemid auf die Embryonalent-
wicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 3,2 54 9,2 15,6 26,7
keine hohe Blastula 25 - - - 1 7 16
keine Spontanbewegung 24 - - - Vi1 T t
Schwanz nicht abgel ost 24 - - - Vi1 T t
48 - - - 1/11 T t
diffuse Augenanlage 24 - - - 2/11 T t
48 - - - - t t
keine Augenanlage 24 - - - vl T t
48 - - - /11 T t
schwacher Blutkreislauf 48 - 1 - 1/11 T t
kein Blutkreidauf 48 1 - - 3/11 T t
Dotteroedem 48 1 1 - 5/11 T t
Malformationen:
Schwanzdeformation 24 - - - 3/11 T t
48 - - - 3/11 T t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - Vi1 T t
48 - - - 2/11 1 t
S teratogen 0 0 0 4/11 T t
S subleta 1 1 0 5/11 T t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Um eine moégliche Wirkung von Colcemid auf das Langenwachstum zu erfassen, wurden die
Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium Uberfihrt und die Larven nach 120
Stunden untersucht. Die beobachteten Effekte sind in Tab. 13 aufgefihrt.

In 9,2 umol/L war ein Embryo nicht geschlipft und abgestorben. Die LCsp (120 h) betragt
9,2 umol/L (R* = 1,000; b = 16,1; LCyo = 7,6 umol/L) und entspricht der LCsp (48 h).

Die drei Embryonen in 9,2umol/L, die nach 48 Stunden eine Schwanzdeformation
aufwiesen, waren geschlipft und zeigten auch als Larven diese Deformationen. Bei einer
vierten Larve wurde eine leichte Chordadeformation im Bereich des Schwanzes beobachtet.
Insgesamt hatten 40 % der lebenden Larven dieser Konzentration teratogene Effekte. Eine
ECso teratogen 11€f3 Sich auch zu diesem Zeitpunkt nicht berechnen. Eine Larve der Kontrolle
(5%) wies einen dorsal gebogenen Schwanz (Sdbelschwanz) sowie Dotter- und
Perikardoedem auf.

31



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 13: Zusammenstellung der Effekte von Colcemid auf die Larvalentwicklung von D.
rerionach 120 h

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

Kontrolle 3,2 54 9,2 15,6 26,7
koaguliert 120 - - - 10 20 20
Dotteroedem 120 1 - - /10 t t
Perikardoedem 120 1 - - /10 t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 120 - - - /10 t t
Schwanzdeformation 120 - - - 3/10 T t
Sébel schwanz 120 1 - - - t t
S teratogen 1 0 0 4/10 t t
S subleta 1 0 0 4/10 T t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a: ein Embryo nicht
geschltpft

In Abb. 9 sind die Schwanzlangen der Larven in den verschiedenen Konzentrationen
dargestellt. Es |&3% sich eine Reduktion der Schwanzlange bel 9,2 umol/L erkennen, die
jedoch nicht signifikant ist (p = 0,05). Aus dieser Konzentration gingen zudem nur sechs
Larven in die Auswertung ein. In Tab. 14 sind die berechneten LCsy, ECso und NOEC /
L OEC zusammengestel|t.
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Abb. 9: Wirkung von Colcemid auf die Langenentwicklung des Schwanzes
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Tab. 14: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich)

fr Colcemid
Zeit (h) pmol/L
L Cso 48 9,2 (8,5 10,0)
L Cso 120 9,2 (85— 9,9)
EC50 hohe Blastula 2,5 18,5 (15,7 - 21,8)
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange 120 912 /-

In der Konzentration 9,2 umol/L wurden bei 36,4 % der lebenden Embryonen teratogene
Effekte beobachtet, wobei die letalen Effekte bereits Gberwogen. Aufgrund der Datenlage
konnte fur die teratogenen Effekte kein Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung in
Form einer Sigmoide erstellt werden.

Um zu veranschaulichen, dal3 die teratogenen von den letalen Effekten Uberdeckt werden,
kann der in Abb. 10 dargestellte hypothetische Kurvenverlauf angenommen werden. Dazu
unterstellt man fir teratogene und letale Effekte einen vergleichbaren Kurvenverlauf und
vernachlassigt die Tatsache, dal3 fur die teratogenen Effekte eine Extrapolation nicht zuldssig
ist.

letal

(@)
o
!

T

____________________ Malformation*

Effekt (%)

1 10 100
Konzentration (umol/L)

Abb. 10: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Colcemid fir die letalen und
teratogenen* Effekte

LCso (48 h): 9,2 pmol/L; * : hypothetischer Kurvenverlauf

Es wird deutlich, dal3 die teratogenen von den letalen Effekten tberdeckt werden. Colcemid
lied bei den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio kein eindeutiges teratogenes
Potential erkennen und spiegelt damit die Verhaltnisse beim Sauger wider.

In der Literatur finden sich zum sdugerteratogenen Potential von Colcemid zum Tell
widersprichliche Angaben. 1,5 bis 7,5 mg Colcemid wurde Frauen in der frihen Schwanger-
schaft als Chemotherapeutikum verabreicht. Die Neugeborenen wiesen keine Anomalien auf
(Sokal & Lessmann, 1960). Nach Shepard (1992) bewirkt Colcemid bei Kaninchen und Affen
embryoletale Effekte, ohne Malformationen in hdherem Ausmal? zu verursachen. Bei Mausen
wurde die Tréchtigkeit vorzeitig unterbrochen. Beim Kaninchen I6sten 0,1 bis 0,5 mg/kg ein
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vermehrtes Auftreten von Neuralrohrdefekten aus, wahrend 2 bis 8 mg/kg bereits eine
Degeneration von Blastocysten verursachte (Shepard, 1992).

3.4 Cycloheximid

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurden folgende Konzentrationen untersucht: 1,8;
3,6; 7,1; 14,2 und 28,4 umol/L. Sauerstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritét des Kontroll-
mediums und der Testldsungen lagen in dem fur den Test zulassigen Bereich. Die Werte sind
in Tab. A 7 (Anhang A) zusammengestellt.

Der Test ist valide, da bel den Kontrollembryonen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 15 und
Tab. 16). In Tab. 15 sind die letalen Effekte von Cycloheximid zusammengestellt. Sowohl
nach 24 as auch nach 48 Stunden 1&8/% sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der
letalen Effekte erkennen. In 3,6 pmol/L traten nach 48 Stunden drei (15 %) und in 7,1 pmol/L
15 koagulierte Embryonen (75 %) auf. In den beiden htchsten Konzentrationen waren zu
diesem Zeitpunkt alle Embryonen abgestorben. Die LCsy (48 h) betragt 5,2 umol/L
(R*=0,990; b = 8,0; LCy0 = 3,6 umol/L).

Tab. 15: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Cycloheximid

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 1,8 3,6 7,1 14,2 28,4
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - 9 19 20
48 - - 3 15 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 16 sind die durch Cycloheximid verursachten subletalen Effekte zusammengefalit.
Die ersten Effekte traten nach 24 Stunden auf. Auffdlig war der Entwicklungsstop bel
verschiedenen Embryonen, nachdem die Gastrulation beendet und der Blastoporus ver-
schlossen war. In 3,6 pmol/L legten vier Embryonen (20 %), in 7,1 umol/L acht Embryonen
(72,7 %) und in 14,2 umol/L der einzige lebende Embryo keine Organe an. Die ECs; (24 h)
fir diesen frilhen Entwicklungsstop betragt 5,1pmol/L (R*=0,983; b = 7,9; ECy =
3,5 umol/L). Die meisten dieser Embryonen starben wahrend der folgenden 24 Stunden. Nach
48 Stunden lebten in 3,6 pmol/L noch zwel (11,8 %) und in 7,1 umol/L noch drei (60 %)
dieser Embryonen. Sie waren vollkommen undifferenziert und liefien keine Organanlagen
erkennen (Abb. 11 a). Fiur den Endpunkt ,keine Spontanbewegung“ ergab sich nach 24
Stunden von 1,8 bis 7,1 umol/L eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Der einzige
lebende Embryo in 14,2 umol/L lie?3 Bewegungsaktivitét erkennen. Einzelne Embryonen
hatten bis zu diesem Zeitpunkt keine Somiten angelegt, und starben in den folgenden 24
Stunden ab. Betrachtet man die Schwanzablosung vom Dotter und die Entwicklung der
Augen, wird nach 24 Stunden eine verzogerte Embryonalentwicklung deutlich. In 1,8 pmol/L
waren vier Embryonen (20 %) davon betroffen, in 3,6 pmol/L 13 Embryonen (81,3 %) und in
7,1 umol/L alle Embryonen, die nicht schon vorher die Entwicklung vollkommen eingestellt
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hatten. Fir die Entwicklungsverzégerung nach 24 Stunden wurde eine ECso von 2,4 pmol/L
berechnet (R* = 0,981; b = 7,6; ECy0 = 1,6 pmol/L).

Cycloheximid bewirkt also zum einen den Stop der friihen Embryonalentwicklung nach 24
Stunden, in dessen Folge die Embryonen abstarben bzw. undifferenziert blieben. Zum
anderen wurden die sich anschliefRenden Entwicklungsphasen verzogert, was vor alem die
Ablésung des Schwanzes vom Dotter und die Augenentwicklung betraf. Die Embryonen
zeigten bei diesen Endpunkten eine empfindlichere Reaktion (ECso entwickiungsverzogerung (24 h) =
2,4 umol/L) als beim Stop der friihen Embryonalentwicklung. Die ECsoenwickiungsstop (24 h)
liegt mit 5,1 umol/L im Bereich der LCsp nach 48 h. Das deutet darauf hin, dal3 eine Reihe
dieser Embryonen bis nach 48 Stunden koagulierten.

Nach 48 Stunden war der Blutkreislauf konzentrationsabhangig beeintrachtigt, und es traten
vermehrt Dotteroedeme auf. Die ECso Herz-kreisasr (48 h) betragt 3,5 umol/L (b = 3,7; ECyo =
1,6 pmol/L). In 3,6 pumol/L wiesen alle 15 lebenden Embryonen eine im Vergleich zu den
Kontrollen stark verringerte Pigmentierung auf. In 7,1 umol/L hatten die beiden nicht
vollkommen undifferenzierten Embryonen keine Melanocyten ausgebildet. Aus der Summe
der subletalen Effekte nach 48 Stunden berechnete sich eine ECso suieta VON 3,2 pmol/L (b =
4,4, ECyo = 1,6 pmol/L).

Abb. 11: Beispiele fur Effekte an Cycloheximid-exponierten Embryonen

a: nach Gastrulation nicht weiterentwickelter Embryo, 48 h, 7,1 umoal/L (55fache VergrofRerung);
b : verénderte Chordastruktur im Bereich des Korpers, 48 h, 7,1 umol/L (100fache VergrofRerung)
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Tab. 16: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Cycloheximid auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 1,8 3,6 7,1 14,2 28,4
nach Gastrulation nicht
weiterentwickelt 24 - - 4 8/11 11 t
48 - - 2/117 3/5 T t
keine Spontanbewegung 24 - 4 14 3/3 - t
Somiten nicht angelegt 24 - - 1 13 11 t
48 - - - - t t
Schwanz unvollsténdig abgel 6st 24 - 1 7 - - T
48 - - - - t t
Schwanz nicht abgel ost 24 - 2 6 3/3 - t
48 - - 117 1/2 T t
diffuse Augenanlage 24 - 4 8 - - t
48 - - - 212 t t
keine Augenanlage 24 - - 1 3/3 - t
48 - - - - t t
schwacher Blutkreid auf 48 - - 2/15 - t t
kein Blutkrei dauf 438 - 3 3/15 2/2 T t
stark verringerte Pigmentierung 48 - - 15/15 - t t
keine Pigmentierung 48 - - - 2/2 t t
Dotteroedem 48 - 3 7/15 2/2 t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 48 - - 2/15 2/2 t t
Chordadeformation (K 6rper) 48 - - - 12 t t
Schwanzdeformation 48 - - 115 - t t
deformierte Schwanzspitze 48 - - - 12 t t
veranderte Chordastruktur 48 - - - 12 t t
Otolithen nicht angel egt 48 - - 115 12 t t
S teratogen 0 0 3/15° 2/122 t t
S subleta 0 3 9/17 5/5 T t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a: ohne Embryonen,
die sich nach der Gastrulation nicht weiterentwickelt hatten

Teratogene Effekte wurden in 3,6 und 7,1 umol/L beobachtet. Cycloheximid verursachte
Deformationen der Chorda und bei einem Embryo (6,7 %) in 3,6 umol/L die Deformation des
gesamten Schwanzes. Eine verénderte Struktur der Chorda (Abb. 11a, Seite35) trat
zusammen mit einer deformierten Schwanzspitze bel einem Embryo (50 %) in 7,1 pumol/L
auf. In beiden Konzentrationen hatte je ein Embryo keine Otolithen angelegt. Die ECso teratogen
(48 h) betréagt 3,7 pmol/L (R? = 0,983; b = 12,4; ECyo = 2,9 umol/L).

Um eine Wirkung auf das Langenwachstum zu erfassen, wurden die Embryonen nach 48
Stunden in unbelastetes Medium Uberfihrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. Die
Effekte sind in Tab. 17 zusammengestellt.
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Tab. 17: Zusammenstellung der Effekte von Cycloheximid auf die Larvalentwicklung von D.
rerionach 120 h

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 1,8 3,6 7,1 14,2 28,4

koaguliert 120 - - 6 19 20 20
kein Blutkrei dauf 120 - - - 11 T t
Perikardoedem 120 - - - vl t t
Malformationen:

Augendeformation 120 - - - vl t t
K opfdeformation 120 - - - 1 t t
Schwanzdeformation 120 - - 114 - t t
deformierte Schwanzspitze 120 - - - vl t t
S teratogen 0 0 114 U1 t t
S subletal 0 0 114 11 T t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koagulierte und
nicht geschltipfte Embryonen zusammengefal3t

Die nicht geschlipften Embryonen gingen in die Berechnung der LCsp mit ein, da sie bereits
koaguliert waren. Die nach der Gastrulation nicht weiter entwickelten Embryonen waren bis
zum Mef3zeitpunkt nach 120 Stunden koaguliert. Fir die letalen Effekte wurde eine LCsy (120
h) von 4,6 umol/L ermittelt (R* = 0,988; b = 8,1; LCyo = 3,2 umol/L). Durch die verlangerte
Testzeit traten nach der Beendigung der Exposition verzogert |etale Effekte auf.

In 3,6 pmol/L war bei einer Larve (7,1 %) der Schwanz vollkommen deformiert. Die einzige
lebende Larve in 7,1umol/L wies neben einem fehlenden Blutkreislauf, einem
Perikardoedem und der deformierten Schwanzspitze noch eine deformierte Kopfanlage und
deformierte Augen auf. In Abb. 12 sind die Schwanzlangen der Larven dargestelt.

Aufgrund der Datenlage gingen nur zwei Konzentrationen in die Auswertung ein. Dennoch
lal3t sich eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Schwanzldngen erkennen. Bereits in
1,8 umol/L liegt der Mittelwert unter dem der Kontrollen. Eine signifikante Reduktion (p =
0,05) wurde fur 3,6 pmol/L nachgewiesen.
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Abb. 12: Wirkung von Cycloheximid auf die L&ngenentwicklung des Schwanzes
* : dgnifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC redierte sctwanzlange: 1,8 / 3,6 umol/L

Die berechneten LCsp, ECsp und NOEC / LOEC sind in Tab. 18 zusammengestellt. Abb. 13
veranschaulicht den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die teratogenen

und die letalen Effekte.

Tab. 18: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur Cyclo-

heximid
Zeit (h) pmol/L

L Cso 48 5,2 (4,5—6,0)
L Cso 120 4,6 (4,0 - 5,4)
ECSO Entwicklungsstop 24 5,1 (4,3 - 6,1)
ECSO Entwicklungsverzdgerung 24 2,4 (2,1 — 2,8)
ECs0 Herz-Kreisiauf 48 3,5(2,6-8,2)
ECso subleta 48 3,2(25-4,6)
ECSO teratogen 48 3,7 (2,7 - 5,1)
NOEC / LOEC (eduzierte schwanziange 120 18/3,6

Tl 141
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Abb. 13: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Cycloheximid fir die teratogenen und die
letalen Effekte

LCso (48 h): 5,2 pmol/L; ECs teratogen (48 ): 3,7 pmol/L

Beide Konzentrations-Wirkungskurven entspringen einem gemeinsamen Punkt auf der
Abszisse. Da die Sigmoide fur die Malformationen steiler ansteigt (b = 12,4) als die Sigmoide
fur die letalen Effekte (b = 8,0), weitet sich mit zunehmendem Verlauf der Bereich zwischen
beiden Kurven. Teratogene Effekte wurden nur in Konzentrationen beobachtet, in denen auch
letale Effekte auftraten bzw. sogar Uberwogen. Das trifft auch fur die signifikante Reduktion
(p = 0,05) der Schwanzlange zu. Mit DarT wurden fur Cycloheximid teratogene Effekte
nachgewiesen, die jedoch im Bereich der letalen Effekte auftraten. Fur den
Teratogenitétsindex Tl wurde ein Wert von 1,41 berechnet.

Lewis (2000) bezeichnet Cycloheximid als Substanz, die im Tierversuch teratogene Effekte
verursacht. Nach Lary et a. (1982) verursachen 30 mg/kg dieses Proteinsyntheseshemmers
(ipr., Gestationstag 9) bei der Maus Skel ettdeformationen vor allem an den Gliedmal3en.

Bel der Ratte totete 1 mg intraperitoneal appliziertes Cycloheximid (Gestationstag 11) die
Embryonen ab. Die Applikation am sechsten Gestationstag verursachte bei 24 % der lebenden
Neugeborenen Wachstumsretardierungen. Bei Untersuchungen an Mausen wurde eine erhthte
Resorption der Embryonen (10 mg/kg) bzw. Embryoletalitét (80 mg/kg) festgestellt, ohne dal3
Mibildungen auftraten (Shepard, 1992).

Bel den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio lagen teratogene und letale Effekte
ebenfalls eng beieinander. Die im DarT von Cycloheximid verursachte Wachstums-
reduzierung wird auch bei sdugertoxikologischen Untersuchungen beschrieben.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf3 die Untersuchungen mit den Embryonen von
D. rerio die Verhétnisse beim Sauger widerspiegeln.
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3.5 Ethanoal

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Ethanol in den Konzentrationen 141,1;
169,3; 204,0; 243,1 und 293,0 mmol/L untersucht. Sauerstoffsditigung und pH-Werte des
Kontrollmediums und der Testlosungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. Fir die
Osmolaritét wurden in alen Konzentrationen Werte tber 100 mOsmol/L gemessen, so dal3
osmotische Effekte nicht ausgeschlossen werden kdnnen (Lange et al., 1995). Die Mef3werte
sind in Tab. A 12 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da bei den Kontrollen
keine Effekte auftraten (siehe Tab. 19 und Tab. 20).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 19 aufgefihrt. Letale Effekte traten
bereits ab acht Stunden auf. Die Zahl der abgestorbenen Embryonen erhéhte sich in den drei
hochsten Konzentrationen bis 24 Stunden und blieb dann konstant. Die LCsy (48 h) betrégt
260,3 mmol/L (R? = 0,999; b = 15,8; LCy0 = 216,0 mmol/L).

Tab. 19: Zusammenstellung der letalen Effekte von Ethanol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 141,1 169,3 204,0 243,1 293,0
koaguliert 25 - - - - - -
8 - - - - - 1
12 - - - - 1 5
24 - - - 1 6 16
36 - - - 1 6 16
48 - - - 1 6 16

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 20 sind die durch Ethanol verursachten subletalen Effekte zusammengefaldt. Nach 2,5
Stunden hatten sich in allen Konzentrationen bei 15 — 25% der Embryonen Blaschen
abgeschnirt. Dieser Effekt war teilweise bis zum Mefizeitpunkt nach zwdlf Stunden zu
beobachten. Da die Osmolaritét zwischen 141 und 290 mOsmol/L betrug, handelt es sich
hierbei vermutlich um osmotisch bedingte Abschniirungen an den Blastomeren.

Ethanol greift storend in die frihen Phasen der Ontogenese ein. In der héchsten Konzentration
hatten finf Embryonen (25 %) keine hohe Blastula angelegt. Nach acht bzw. zwolf Stunden
wurde in alen Konzentrationen (auffer 141,1 mmol/L) eine massive Verzogerungen der
Epiboliebewegung festgestellt. Fur die Entwicklungsverzgerung nach zwolf Stunden liefd
sich eine ECsp von 208,0 mmol/L berechnen (b = 16,7; ECyp = 174,3 mmol/L). Die verzogerte
Entwicklung der Embryonen manifestierte sich bis zum Mef3zeitpunkt nach 24 Stunden.
Deutlich wurde dies bel der Schwanzablésung vom Dotter und der Entwicklung der Augen.
Die ECso enmickiungsverzogerung (24 D) betragt 2259 mmol/L (R*=0,914; b = 85; ECy =
159,4 mmol/L). Zu diesem Zeitpunkt lief3en in 169,3 mmol/L ein (5 %), in 204,0 mmol/L drei
(15,8%), in 243,1 mmol/L funf (35,7%) und in der hdchsten Konzentration ale vier
lebenden Embryonen (100 %) keine Spontanbewegung erkennen. Fir diesen Endpunkt
berechnete sich eine ECso (24 h) von 248,7 mmol/L (b = 11,5; ECyo = 192,2 mmol/L).
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Tab. 20: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Ethanol

entwicklung von D. rerio

auf die Embryonal-

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1411 169,3 204,0 243,1 293,0
keine hohe Blastula 25 - - - - - 5
Bléaschen abgeschnirt 25 - 5 3 3 5 4
8 - - - 4 3 6/19
12 - - 3 4 2/19 -
keine / verzdgerte Gastrulation 8 - - - - - 5/19
Gastrulation nicht beendet 12 - - 3 5 18/19 15/15
keine Spontanbewegung 24 - - 1 3/19 5/14 4/4
Schwanz unvollsténdig abgel Ost 24 - 1 2 6/19 9/14 14
36 - - - - - -
48 - - - - - -
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - - - 2/14 2/14
36 - - - - - -
48 - - - - - -
keine Augenanlage 24 - - - - 2/14 14
36 - - - - - -
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - - 2/14
48 - - - - 2/14 -
schwacher Blutkreislauf 36 - 4 1 - - -
48 - - - - - -
kein Blutkreid auf 36 - 5 15 19/19 14/14 4/4
48 - 1 8 11/19 13/14 4/4
keine Pigmentierung 48 - - - - 114 34
Dotteroedem 48 - 9 8/19 9/14 -
Perikardoedem 48 - 1 10 12/19 6/14 3/4
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - 4/14 4/4
36 - - - - 4/14 4/4
48 - - - - 3/14 4/4
unterentwickelter Kopf # 24 - - - - 3/14 2/4
36 - - - - 3/14 14
48 - - - - 3/14 14
Schwanzdeformation 24 - - - - 3/14 34
36 - - - - 3/14 3/4
48 - - - - 3/14 3/4
Spaltembryo 24 - - - - 2/14 1/4
36 - - - - 2/14 14
48 - - - - 2/14 14
Sacculi nicht angelegt 48 - - - - 1/14 1/4
S teratogen 0 0 0 0 5/14 4/4
S subleta 0 1 12 17/19 14/14 4/4

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a: Mikrozephalie
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Eine Beeintrachtigung des Herz-Kreislaufsystems wurde sowohl nach 36 als auch nach 48
Stunden in alen Konzentrationen deutlich. Nach 36 Stunden betragt die ECso flr diesen
Endpunkt 145,2 mmol/L (b = 14,9; ECyo = 119,1 mmol/L). Fir die ECsoHezkresar (48 h)
wurde ein Wert von 187,5 mmol/L berechnet (R = 0,965; b = 12,4; ECy = 147,8 mmol/L). In
Abb. 14 sind die Herzschlagfrequenzen der Embryonen dargestellt. Die Mediane der beiden
geringsten Konzentrationen entsprechen dem der Kontrolle. Ab 204,0 mmol/L [&3t sich eine
konzentrationsabhéngige Reduktion der Herzschlagfrequenz erkennen, die ab 243,1 mmol/L
signifikant ist (p = 0,05). Die Werte streuen in 204,0 mmol/L am weitesten. In 293,0 mmol/L
gingen nur vier Embryonen in die Auswertung ein, so dal? dieser Wert entsprechend kritisch
zu bewerten ist.

Oedeme an Dotter und Perikard traten in alen Konzentrationen vermehrt auf. In den beiden
hochsten Konzentrationen hatten einzelne Embryonen keine Melanocyten ausgebildet. Fur die
Summe der subletalen Effekte liefd sich nach 48 Stunden eine ECsp suieta VON 170,5 mmol/L
berechnen (R* = 0,967; b = 18,1; ECyo = 144,8 mmol/L).
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Abb. 14: Wirkung von Ethanol auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requrierte Herzschiagfrequenz: 204,0 / 243,1 mmol/L

Teratogene Effekte traten in den beiden hochsten Konzentrationen auf. Deformationen der
Chorda und des Schwanzes wurden bei finf Embryonen (35,7 %) in 243,1 mmol/L und bel
allen vier lebenden Embryonen in 293,0 mmol/L beobachtet. Der Kopf war bei drei
Embryonen (21,4%) in 243,1mmol/L und bei enem (25%) in 293,0 mmol/L
unterentwickelt (Abb. 15). Die Symptome eines Spaltembryos traten in 243,1 mmol/L bel
zwel (14,3%) und in 293,0 mmol/L bei einem Embryo (25%) auf. In diesen beiden
Konzentrationen hatte je einer dieser Spaltembryonen keinen Sacculi angelegt (7,1 bzw.
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25%). Die ECsoteaogen (48h) betrégt 2455 mmol/L (R®=0,999; b=473; ECy=
230,7 mmol/L). Die Wirkung von Ethanol auf das L &ngenwachstum wurde nicht untersucht.

Abb. 15: Embryo nach 24stiindiger Exposition in 293,1 mmol/L Ethanol

Schwanz unvollstéandig abgel 6st und deformiert, Chordadeformation,
Mikrozephalie, Otolithen nicht angelegt (55fache VergrofRerung)

In Tab. 21 sind die berechneten LCsp, EC5o und NOEC / LOEC zusammengestellt, Abb. 16
verdeutlicht die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir teratogene und letale Effekte.

Tab. 21: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur Ethanol

Zeit (h) mmol/L

LCso 48 260,3 (245,8 — 275,6)
ECSO Entwicklungsverzégerung 12 208,0 (196,8 - 220,1)
ECSO Entwicklungsverzégerung 24 225,9 (202,6 - 252,0)
ECSO Spontanbewegung 24 248,7 (228,3 — 296,9)
ECs0 Herz-Kreisiauf 36 145,2 (129,0 — 154,6)
ECs0 Herz-Kreisiauf 48 187,5 (175,8 — 200,1)
ECso subleta 48 170,5 (162,0 — 179,5)
ECSO teratogen 48 245,5 (234,9 - 256,5)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 204,0 / 243,1

TI 1,06
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Abb. 16: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Ethanol fir die teratogenen
und die letalen Effekte

LCso (48 h): 260,3 mmol/L ; ECsoteratogen (48 h): 245,5 mmol/L

Letale und teratogene Effekte traten in dem selben Konzentrationsbereich auf. Beide Kurven
sind nicht deutlich voneinander getrennt. Da die Sigmoide fur die letalen Effekte flacher
verlauft (b = 15,8), Uberschneidet sie sich mit der Kurve fir die teratogenen Effekte (b =
47,3). Werden LCsp und ECspteraogen Miteinander verglichen, dann ergibt sich ein geringer
Teratogenitétsindex Tl von 1,06. Andererseits wurden durch Ethanol sehr massive teratogene
Effekte wie Spaltembryonen und Mikrozephalie verursacht.

Im DarT zeigte sich fUr Ethanol ein teratogenes Potential in hohen Konzentrationen, in denen
bereits letale und allgemein toxische Effekte auftraten.

Beim Menschen fuhrt chronischer Alkoholabusus wahrend der Schwangerschaft zu einer
Reihe von Symptomen, die unter dem Begriff , Alkoholembryopathie® oder auch , Fetales
Alkoholsyndrom (FAS)* zusammengefaldt werden. Dazu zéhlen beispielsweise: Wachstums-
retardierung, Mikrozephalie, kraniofaziale Dysmorphien wie schmale Stirn und verkurzter
Nasenriicken, aber auch Herzfehler und Extremitétenfehlbildungen. Es ist algemein
anerkannt, dald fur die Auddsung des FAS bereits vor der Schwangerschaft chronischer
Alkoholismus bestehen mul3. Dazu kommt noch die Alkoholexposition des Embryos bzw.
Fetus wahrend der Entwicklung. Zur Zeit ist es schwer abzuschétzen, welchen Anteil an der
pranatalen Schédigung der Alkohol direkt hat und welche Bedeutung die
Stoffwechselénderungen im  mutterlichen Organismus bei  chronischem  Alkoholismus
einnehmen (Marquardt & Schéfer, 1994).

Lewis (2000) stuft Ethanol as Substanz ein, die im Tierversuch teratogene Effekte
verursachen kann. Chernoff (1977) futterte trachtige M&use mit ethanolhaltiger Nahrung (15 —
30 % Kalorienanteil) und fand Herzdefekte und MifRbildungen des Augenlides. Der Antell
toter und resorbierter Embryonen erhthte sich mit zunehmender Konzentration. Tréchtige
Ratten wurden mit ethanolhaltigem Futter (35% Kalorienanteil, 6. — 20. Gestationstag)
geflttert. Bel diesen hohen Konzentrationen wiesen die Nachkommen kraniofaziae
MiRbildungen auf (Edwards & Dow-Edwards, 1991).
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Ethanol wird mittels Alkoholdehydrogenase vor alem in der Leber zu Acetaldehyd
umgewandelt, bevor dieses weiter metabolisiert wird. Acetaldehyd verursacht bei der Maus
Neurarohrdefekte und Symptome, die dem FAS entsprechen und stellt vermutlich das
eigentliche toxische Agens dar (Shepard, 1992). Campbell & Fantel (1983) untersuchten die
Wirkung von Acetaldehyd auf Rattenembryonen in ,Whole Embryo Culture® und fanden
Wachstumsretardierung bei Exposition gegentiber 25 — 75 pumol/L. 100 pmol/L erwiesen sich
als embryolethal.

Im DarT verursachte Ethanol neben einer ausgepréagten Entwicklungsverzégerung auch
massive teratogene Effekte wie offener Medianspalt (Spaltembryo) und Mikrozephalie in
Konzentrationen ab 243,1 mmol/L. Diese Beobachtungen bestétigen die Untersuchungen von
Baumann & Sander (1984), die bei D. rerio durch Ethanolexposition ebenfalls
Spaltembryonen ausldsten. Auch beim Sauger verursacht Ethanol in hohen Konzentrationen
Wachstumsretardierungen und Malformationen. Die im DarT erhaltenen Befunde spiegeln
die Verhaltnisse beim Sauger gut wider.

3.6 Ethylacetat

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde Ethylacetat in folgenden Konzentrationen
untersucht: 12,5; 18,6; 27,9; 42,0 und 63,1 mmol/L. Sauerstoffséitigung und pH-Werte des
Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. Die
ermittelten Werte fur die Osmolaritét liefien keine Auswirkungen auf die Embryonen
erwarten. Die Mefl3werte konnen der Tab. A 13 (Anhang A) entnommen werden. Der Test ist
valide, da nicht mehr as 5 % der Kontrollembryonen letale und subletale Effekte aufwiesen
(siehe Tab. 22 und Tab. 23).

Die von Ethylacetat verursachten letalen Effekte sind in Tab. 22 zusammengestellt. Die ersten
letalen Effekte wurden nach 24 Stunden beobachtet, wobei sich sowohl zu diesem Zeitpunkt
als auch nach 48 Stunden eine konzentrationsabhangige Zunahme der letalen Effekte
feststellen lieR. Fir die L Cso (48 h) wurde ein Wert von 21,1 mmol/L berechnet (R* = 0,975; b
=6,1; LCyo = 13,0 mmol/L).

Tab. 22: Zusammenstellung der letalen Effekte von Ethylacetat

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 12,5 18,6 27,9 42,0 63,1
koaguliert 25 - - - - - -
8 — — — — — —
24 - - 2 4 13 19
48 - 2 6 16 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 23 aufgefiihrt. Bereits die Stadien der friihen
Embryonal entwicklung wurden von Ethylacetat gestort. In der héchsten Konzentration hatten
sieben Embryonen (35 %) und in 42,0 mmol/L drei Embryonen (15 %) keine hohe Blastula
ausgebildet. Die frihen Zellteilungen der Blastomeren waren so stark beeinfluf¥, dal3 keine
Epiboliebewegung stattfand und diese Embryonen bis zum Mef3zeitpunkt nach 24 Stunden
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abstarben. Weitere Embryonen liefen nach acht Stunden ebenfals keine Gastrulation
erkennen. Firr diesen Effekt betragt die ECso (8 h) 42,3 mmol/L (R*=0,975; b = 2,8; ECy =
14,7 mmol/L). Diese Storungen der Epiboliebewegung fihrten in den hoheren
Konzentrationen zum Absterben der Embryonen; in den niedrigen Konzentrationen zu einer
Verzogerung der spateren Embryonalentwicklung. Deutlich wird das bei den Endpunkten der
Schwanzabl6sung vom Dotter und der Entwicklung der Augen. Nach 24 Stunden hatten in
18,6 mmol/L drel Embryonen (16,7 %), in 27,9 mmol/L 14 Embryonen (87,5 %) und in den
beiden hdchsten Konzentrationen ale noch lebenden Embryonen (sieben bzw. einer) die
Gastrulation noch nicht beendet. Die ECsy fur die verzogerte Gastrulation zu diesem
Zeitpunkt betragt 22,7 mmol/L (R*=0,997; b = 13,9; ECyy = 18,3mmol/L). Bis auf drei
Embryonen (75%) in 27,9 mmol/L koagulierten alle diese Embryonen innerhalb der
folgenden 24 Stunden.

Eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung lief? sich nach 48 Stunden bel der Beeintréchtigung
des Herz-Kreislaufsystems erkennen. In 12,5 mmol/L waren sieben Embryonen (38,9 %), in
18,6 mmol/L zwdlf Embryonen (85,7 %) und in 27,9 mmol/L der einzige Embryo, der sich
entsprechend weit entwickelt hatte, davon betroffen. Die ECsonerz-kreisas (48 h) betragt
13,8 mmol/L (R? = 0,967; b = 11,5; ECyo = 10,7 mmol/L).

Oedeme traten in 12,5 und 18,6 mmol/L vermehrt auf, wobei ein Kontrollembryo ebenfalls
ein Dotteroedem aufwies. Sowohl fir die verminderte Bildung von Melanocyten a's auch fir
das vollsténdige Fehlen der Pigmentierung nach 48 Stunden bestand eine Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung. Es wurde eine ECsopigmentierung (48 h) von 13,7 mmol/L berechnet
(R*=0,998; b = 11,9; ECyo = 10,7 mmol/L).

Fur die Summe aller subletaler Effekte wurde mittels "Trimmed Spearman-Kéarber" Methode
eine ECsy (48h) von 13,6 mmol/L berechnet. Aufgrund der Datenlage konnte kein
V ertrauensbereich angegeben werden. Der Wert ist entsprechend kritisch zu beurteilen.
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Tab. 23: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Ethylacetat auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 12,5 18,6 27,9 42,0 63,1
Bléschen abgeschnirt 25 - - - - 2 3
keine hohe Blastula 25 - - - - 3 7
keine Gastrulation 8 - - 3 7 9 14
Gastrulation nicht beendet 24 - - 3/18 14/16 77 11
48 - - - 3/4 t t
keine Spontanbewegung 24 - 14 14/15 2/2 - -
Somiten nicht angelegt 24 - - - 2/2 - -
48 - - - 11 t t
Schwanz unvollsténdig abgel tst 24 - 3 - - - -
48 - 2/18 6/14 - t t
Schwanz nicht abgel st 24 - 16 15/15 2/2 - -
48 - - 3/14 vl t t
diffuse Augenanlage 24 1 18 13/15 - - -
48 - 2/18 9/14 - t t
keine Augenanlage 24 - 2 2/15 2/2 - -
48 - - - 1 t t
schwacher Herzschlag 48 - 2/18 - - t t
kein Herzschlag 48 - 2/18 10/14 1 t t
kein Blutkreid auf 48 - 6/18 12/14 1 t t
stark verringerte Pigmentierung 48 - 3/18 4/14 - t t
keine Pigmentierung 48 - 3/18 9/14 vl t t
Dotteroedem 48 1 4/18 9/14 - t t
Perikardoedem 48 - 2/18 7114 - t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - - -
48 - 1/18 114 - t t
keine Kopfanlage 24 - - - 12 - -
48 - - - - t t
Schwanzdeformation 24 - - - - - -
48 - 1/18 - - t t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
48 - 1/18 114 - t t
Otolithen nicht angelegt 48 - - 2/14 -
S teratogen 0 118 3/14 - t t
S subleta 1 7/18 14/14 4/4 t t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Malformationen wurden an Embryonen festgestellt, die durch die Entwicklungsverzégerung
allgemein stark geschadigt waren. Bei allen war nach 48 Stunden der Schwanz nicht abgel 0st,
sie lieflen keinen Herzschlag erkennen, hatten nur eine diffuse Augenanlage und keine
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Melanocyten ausgebildet. In der geringsten Konzentration betraf das einen Embryo (5,6 %),
der eine Deformation der Chorda, des Schwanzes und eine deformierte Schwanzspitze
aufwies. In 18,6 mmol/L waren drei Embryonen (16,7 %) betroffen. Zwei hatten keine
Otolithen angelegt, wobei ein Embryo zusétzlich eine deformierte Schwanzspitze aufwies.
Der dritte Embryo lief? eine Deformation der Chorda erkennen. Eine ECsoieratogen (48 h)
konnte nicht berechnet werden. Der einzige Embryo, der in 27,9 mmol/L die Gastrulation
beendet hatte, wies keine Somiten auf. Er hatte demzufolge den Schwanz nicht abgel6st und
keine Augen entwickelt. Der zweite Embryo, der in dieser Konzentration nach 24 Stunden
keine Somiten und keinen Kopf angelegt hatte, war bereits koaguliert.

In Tab. 24 sind die berechneten Werte zusammengestelIt.

Tab. 24: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

Ethylacetat
Zeit (h) mmol/L

L.Cso 48 21,1 (18,3— 24,2)
ECso Gastrulation 8 42,3 (32,7 -54,8)
ECso Gastruation 24 22,7 (20,6 —24,9)
ECso Herz-Kreigaf 48 13,8 (12,4 -15,3)
ECSO Pigmentierung 48 13,7 (12,4 — 15,2)
ECso suvletal 48 13,6
ECs0 teratogen* * 48 23,6 (18,7 - >12*10°
TI** 0,89

** - Wert nicht valide — siehe unten

Durch Ethylacetat wurden teratogene Effekte an den Embryonen von D. rerio in
Konzentrationen verursacht, in denen bereits letale Effekte auftraten. Einzelne Embryonen,
die durch algemein toxische Effekte stark geschadigt waren, wiesen auch moderate
Mif3ildungen auf. Die unspezifischen Deformationen des Schwanzes werden auf eine
allgemeine Entwicklungsstérung mit Verzogerung der Entwicklung wahrend und nach der
Gastrulation zurlickgefuihrt. Aufgrund dieser Beobachtungen wird geschlul3folgert, dal3
Ethylacetat im DarT kein teratogenes Potential erkennen |&[3t.

Zur quantitativen Abschdtzung des teratogenen Potentials wurde der einzige Embryo in
27,9 mmol/L, der sich nach der Gastrulation Uberhaupt weiterentwickelt hatte und stark
deformiert war (keine Somiten, Schwanz nicht abgeldst, keine Augen), mit in eine
Kalkulation einer ECs teraiogen* * (48 h) einbezogen. Es ergibt sich ein Wert von 23,6 mmol/L
(b =6,2; ECyo = 14,7 mmol/L). Dieser Wert ist kritisch zu betrachten, zumal sich der 95 %ige
Vertrauensbereich von 18,7 bis tiber 12¢10° mmol/L erstreckt. Der sich aus dem Vergleich
mit der LCsp ergebende TI** betragt 0,89. Unter Beachtung der genannten Einschrénkungen
bestérkt dieser Wert die oben genannte Schluf¥folgerung, daf3 sich fur Ethylacetat im DarT
kein teratogenes Potential zeigte.

Nach Lewis (2000) verursacht Ethylacetat bei Sdugern keine teratogenen Effekte. Die
Ergebnisse aus den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio spiegeln die bekannten
Verhdltnisse bei Saugetieren wider.
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3.7 a-D-Glucose

Nach Vorversuchen wurde a-D-Glucose in den Konzentrationen 222,0; 288,6; 375,2; 487,8
und 634,1 mmol/L untersucht. Sauerstoffsattigung und pH-Werte lagen sowohl im Kontroll-
medium als auch in den Testlésungen in dem fir den Test zuléssigen Bereich. Fir die
Osmolaritét wurden Werte zwischen 227 und 690 mOsmol/L gemessen. Nach Lange et al.
(1995) kann bis 100 mOsmol/L eine Schadigung der Embryonen durch osmotische Effekte
ausgeschlossen werden. Bei der Interpretation der nachfolgend aufgefuhrten Effekte mufd die
hohe Osmolaritét der Testlosungen mit berticksichtigen werden. Die Werte sind in Tab. A 14
(Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da bel den Kontrollembryonen keine
Effekte auftraten (siehe Tab. 25 und Tab. 26).

In den beiden hochsten Konzentrationen wurden bereits nach acht Stunden koagulierte
Embryonen festgestellt, ab 24 Stunden waren ale Embryonen abgestorben (siehe Tab. 25).
Die LCsy (48 h) wurde durch Bildung des geometrischen Mittels berechnet und betréagt
427,8 mmol/L.

Tab. 25: Zusammenstellung der letalen Effekte von a-D-Glucose

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 222,0 288,6 375,2 487,8 634,1

koaguliert 25 - - - - - -

8 - - - - 7 15

24 - - - - 20 20

36 - - - - 20 20

48 - - - - 20 20
In 222,0 mmol/L und in 288,6 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. — : kein

Embryo zeigte diesen Effekt

Ein Hinweis auf starke osmotische Effekte gaben in den beiden hochsten Konzentrationen
bereits nach 2,5 Stunden zahlreich abgeschnirte Bléschen (Abb. 18, Seite52). In
487,8 mmol/L war bei 90 % der Embryonen die Phase der spdten Furchungsstadien (Laale,
1977) gestort, was zur Bildung von irreguldren Blastomeren fihrte. Diese dem Dotter
aufsitzende hohe Blastula war deformiert bzw. wurde nicht angelegt, und die frihzeitig in
ihrer Entwicklung gestorten Embryonen starben innerhalb der néchsten 20 Stunden ab. Die
subletalen Effekte sind in Tab. 26 aufgefuhrt.
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Tab. 26: Zusammenstellung der subletalen Effekte von aD-Glucose auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 222,0 288,6 375,2 4387,8 634,1
keine hohe Blastula 2,5 - - - - 18 1
Bléschen abgeschnirt 25 - - - - 5 10
8 - - - 2 13/13 4/5
keine Spontanbewegung 24 - - - 9 t t
Somiten nicht angelegt 24 - - - 9 t t
36 - - -~ 9 t T
48 - - - 9 t t
diffuse Augenanlage 24 - - - 9 t t
36 - - - 1 t T
48 - - - 2 t t
keine Augenanlage 24 - - - 2 T T
36 - - - 1 t T
48 - - - - t t
schwacher Herzschlag 36 - - - 2 T T
48 - - - - t t
kein Herzschlag 36 - 1/19 - 7 t t
48 - - 1/19 1 t t
schwacher Blutkreislauf 36 - 119 - - t t
48 - - 1/19 - t t
kein Blutkreislauf 36 - 4/19 15/19 20 t t
48 - - 4/19 20 t t
Dotteroedem 48 - - - 6 t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 2 T T
36 - - - 2 t t
48 - - - 4 t t
Chordadeformation (K&rper) 24 - - - 1 T T
36 - - - 1 t t
48 - - - 1 t t
Schwanzdeformation 24 - - - 11 T T
36 - - - 11 t t
48 - - - 1 T T
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 3 t t
36 - - - 4 t T
48 - - - 6 t t
Kopfdeformation 24 - - - 1 T T
36 - - - 1 t t
48 - - - 1 t t
Chorda nicht angelegt 48 - - - 2 T T
Sacculi nicht angelegt 48 - - - 1 T T
S teratogen 0 0 0 16 t t
S subletal 0 0 5/19 20 t t
In 222,0 mmol/L und in 288,6 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. — : kein

Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden
entsprechende Effekte zeigten
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In 375,2 mmol/L hatten 45 % der Embryonen keine Somiten gebildet. Dadurch wurden
Schwanzdeformationen bedingt, die nur in dieser Konzentration auftraten (siehe unten). Eine
Verzdgerung der Augenentwicklung bei 55 % der Embryonen dieser Konzentration wurde in
den folgenden 24 Stunden Uberwiegend aufgehoben. Verschiedene Effekte spiegeln einen
Einflud auf das Herz-Kreidaufsystem wider. Nach 36 Stunden wurde eine
konzentrationsabhangige Verzégerung in der Auspragung von Herzschlag und Blutkreislauf
festgestellt. Die ECsohezkresar (36 h) betragt 2486 mmol/L (b = 13,7, ECyp =
200,4 mmol/L). Nach 48 Stunden war die Herzschlagfrequenz ab 375,2 mmol/L signifikant
reduziert (p=0,05). In Abb. 17 sind die Herzschldge dargestellt. Auffélig ist die weite
Streuung der Werte in 375,2 mmol/L von 44 bis 140 Schlagen pro Minute. Die Herzschléage
der Embryonen in dieser Konzentration wiesen eine sehr geringe Intensitét und
unregelméliige Rhythmik auf. Fir die Summe der subletalen Effekte nach 48 Stunden betrégt
die ECsp 293,0 mmol/L (R? = 0,990; b = 32,6; ECyo = 267,6 mmol/L).
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Abb. 17: Wirkung von a-D-Glucose auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requrierte Herzschlagirequenz: 288,6 / 375,2 mmol/L

In 375,2 mmol/L wurden nach 48 Stunden 16 Embryonen (80 %) mit Malformationen
festgestellt. Es fanden sich vor allem Deformationen des Schwanzes, der Schwanzspitze und
der Chorda. Bei elf Embryonen (55 %) war der Schwanz deformiert und nicht vom Dotter
abgel0st. Neun dieser Embryonen (45 %) hatten keine Somiten angelegt. Ein Embryo (5 %)
wies eine Kopfdeformation mit diffuser Augenanlage auf und bei zwei Embryonen (10 %)
konnte keine Chorda erkannt werden. In den anderen Konzentrationen wurden keine
teratogenen Effekte festgestellt. Mittels "Trimmed Spearman-Kérber" Methode wurde eine
ECs0 teratogen (48 h) von 340,1 mmol/L errechnet. Es gab keinen Hinweis auf Reduktion des
L dangenwachstums.
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i

Abb. 18: Embryo nach 2,5stiindiger Exposition in 634,1 mmol/L a-D-Glucose
hohe Blastula mit abgeschniirten Bléschen (60fache VergrofRerung)

Die berechneten ECsp, LCso und NOEC / LOEC sind in Tab. 27 zusammengestellt. Abb. 19
zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir letale und teratogene Effekte.

Tab. 27: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fr

a-D-Glucose
Zeit (h) mmol/L
LCso 48 427,8
ECs0 Herz-Kreisiauf 36 248,6 (226,4 — 268,1)
ECso subleta 48 293,0 (279,4 —307,2)
ECSO teratogen 48 340, 1
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 288,6 / 375,2
TI 1,26
100
80 1
g 60+ Malformation letal
:r Y—ee_ ]
2
o 4071
201
0 . o . —
100 1.000

Konzentration (mmol/L)

Abb. 19: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von a-D-Glucose fur die teratogenen und
letalen Effekte

LCso (48 h): 427,8 mmol/L ; ECsoteratogen (48 h): 340,1 mmol/L
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Die Sigmoide fir die teratogenen Effekte und die Gerade der letalen Effekte sind voneinander
getrennt, liegen aber eng beieinander. Beide verlaufen sehr steil und spiegeln die Tatsache
wider, dald sich entsprechende Effekte nur in einem kleinen Konzentrationsbereich finden.
Der Verlauf der Sigmoide fir die teratogenen Effekte ist unter Vorbehalt zu betrachten, dasie
anhand zweier Punkte (0% und 80 %) erstellt wurde. Werden LCsp und ECso teratogen 1INS
Verhdltnis gesetzt, dann ergibt sich fir den Teratogenitéatsindex Tl ein Wert von 1,26.

Es wurden Deformationen des Schwanzes, der Chorda und auch des Kopfes festgestellt. Diese
Malformationen gingen zum Grol3eil auf die fehlende Entwicklung der Somiten zuriick, so
daf3 diese Embryonen durch die algemein toxischen Effekte bereits stark geschadigt waren.
Zudem traten die Maformationen nur in einer recht hohen Konzentrationen auf, die zum
letalen Konzentrationsbereich einen geringen Abstand hatte. Vor diesem Hintergrund gilt die
Aussage as gerechtfertigt, dal3 a-D-Glucose im DarT kein teratogenes Potential erkennen
liefd.

Es liegen keine Hinweise vor, dal3 aD-Glucose beim Sduger teratogene Effekte verursacht.

3.8 Glykoletherverbindungen

3.8.1 Diethylenglykoldimethylether und Metabolite

Untersucht wurden Diethylenglykoldimethylether, 2-Methoxyethanol und Methoxyessig-
séure. Die im DarT erzielten Ergebnisse werden folgend dargestellt. Zusétzlich werden hier
die Ergebnisse der Untersuchungen mit Methoxyessigsaureisopropylester dargelegt.
M ethoxyessigsaureisopropylester hydrolysiert zu Methoxyessigsdure, die als das ultimate
Teratogen angesehen werden kann (BASF, 1999).

3.8.1.1 Diethylenglykoldimethylether

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Diethylenglykoldimethylether in
folgenden Konzentrationen untersucht: 29,8; 41,7; 58,4; 81,8 und 114,5 mmol/L. Sowohl
Sauerstoffsattigung als auch pH-Werte des Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in
dem fur den Test zuléssigen Bereich. In der hdchsten untersuchten Konzentration wurde eine
Osmolaritat von 122 mOsmol/L gemessen. Da keine abgeschnirten Bléschen auftraten, wird
davon ausgegangen, dal3 Diethylenglykoldimethylether in den untersuchten Konzentrationen
keine osmotischen Effekte verursachte. Die Mel3werte sind in Tab. A 9 (Anhang A)
zusammengestellt. Der Test ist valide, da bel den Kontrollen keine Effekte auftraten (siehe
Tab. 28 und Tab. 29).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 28 zusammengestellt. Die ermittelte L Cso
(48 h) betragt 82,4 mmol/L (R* = 0,998; b = 25,5; LCy = 73,4 mmol/L).
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Tab. 28: Zusammenstellung der letalen Effekte von Diethylenglykoldimethylether

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 29,8 41,7 58,4 81,8 114,5
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - 7 20
48 - - - - 8 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch Diethylenglykoldimethylether verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 29
aufgefihrt. Betrachtet man die Endpunkte ,, Schwanz nicht abgeldst”, ,, diffuse Augenanlage"
und ,keine Augenanlage® nach 24 und 48 Stunden, so wird in 81,8 mmol/L eine
Entwicklungsverzégerung deutlich. Ein Embryo (8,3 %) dieser Konzentration wies nach 48
Stunden schwere Mif3bildungen auf (siehe unten) und hatte bis zu diesem Zeitpunkt weder
Augen entwickelt noch den Schwanz abgelst. Eine funktionale Stérung des Herz-
Kreislaufsystems wurde nach 48 Stunden am fehlenden Blutkreislauf deutlich. Oedeme traten
in allen Konzentrationen vermehrt auf. Es wurde eine ECso oegeme (48 h) von 48,4 mmol/L
berechnet (R* = 0,858; b = 4,8; ECyo = 26,1 mmol/L). Fiir die Summe der subletalen Effekte
nach 48 Stunden betragt die ECsp subleta 46,9 mmol/L (b = 5,2; ECyo = 26,6 mmol/L).

In 58,4 und 81,8 mmol/L wurden nach 48 Stunden Deformationen der Chorda und der
Schwanzspitze festgestellt. In 81,8 mmol/L traten noch weitere Malformationen auf: nach 24
Stunden wurden zwei Spaltembryonen beobachtet, von denen einer innerhalb der folgenden
24 Stunden koagulierte. Der zweite wies nach 48 Stunden schwere Deformationen des nicht
vom Dotter abgel 6sten Schwanzes auf und hatte noch keine Kopfanlage ausgebildet. Aus den
konzentrationsabhangig auftretenden teratogenen Effekten nach 48 Stunden wurde eine
ECso teratogen VON 73,8 mmol/L errechnet (R = 0,972; b = 14,2; ECyo = 60,0 mmol/L).

Tab. 29: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Diethylenglykoldimethylether auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 29,8 41,7 58,4 81,8 1145

keine hohe Blastula 25 - - - - 3 13
Schwangz nicht abgel 6st 24 - - - - 3/13 t

48 - - - - 112 t
diffuse Augenanlage 24 - - - - 2/13 t

48 - - - - - t
keine Augenanlage 24 - - - - 2/13 t

48 - - - - 112 t
kein Blutkreidauf 48 - 2 - 3 7112 T
Dotteroedem 48 - 3 5 10 11/12 T
Perikardoedem 48 - 3 1 3/12 t
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Fortsetzung Tab. 29

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 29,8 41,7 58,4 81,8 1145
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 1 3/13 t
48 - - - 1 4/12 t
Chordadeformation (K 6rper) 24 - - - 2 3/13 t
48 - - - 2 3/12 t
keine Kopfanlage 24 - - - - /13 t
48 - - - - 112 t
Schwanzdeformation 24 - - - - 3/13 t
48 - - - - 3/12 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 1 2/13 t
438 - - - 1 2/12 t
Spaltembryo 24 - - - - 2/13 t
48 - - - - 112 t
S teratogen 0 0 0 3 8/12 t
S subleta 0 5 5 13 12/12 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

In einem der vorangegangenen Versuche wurde fur die Reduktion der Schwanzldnge nach
120 Stunden eine NOEC/LOEC von 36,6/ 62,2 mmol/L ermittelt. In Abb. 20 sind die
Schwanzléngen in den einzelnen Konzentrationen dargestellt.
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Abb. 20: Wirkung von Diethylenglykoldimethylether auf die Léngenentwicklung des
Schwanzes

* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte scwandange: 36,6 / 62,2 mmol/L
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Ab 36,6 mmol/L |&3t sich eine konzentrationsabhéngige Verkirzung der Schwanzlénge
feststellen, die in 62,2 mmol/L signifikant war (p = 0,05). In dieser Konzentration streuen die
Werte am welitesten.
Die berechneten ECsp, LCso und NOEC / LOEC sind in Tab. 30 zusammengestellt. Abb. 21
verdeutlicht den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die letalen und die
teratogenen Effekte.

Tab. 30: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
Diethylenglykoldimethylether

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 82,4 (78,3 —86,8)
ECso 0edeme 48 48,4 (41,5—-56,5)
ECso subleta 48 46,9 (40,1 -55,2)
ECSO teratogen 48 73,8 (67,2 - 81,1)
NOEC / LOEC reduzierte Schwanzlange 120 36,6 / 62,2
TI 1,12
100
80 1+
g 60 1 Malformation letal
% __________________
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Abb. 21: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Diethylenglykoldimethylether fir die
teratogenen und letalen Effekte

LCso (48 h): 82,4 mmol/L; ECs teratogen (48 h): 73,8 mmol/L

Obwohl auf der Abszisse zwei Groélenordnungen aufgetragen sind, liegen die Sigmoiden fir
die letalen und teratogenen Effekte eng beieinander. Da die Konzentrations-Wirkungskurve
fur die letalen Effekte (b = 25,5) gegenuber der fir die Malformationen (b = 14,2) steiler
ansteigt, Uberschneiden sich beide Sigmoiden im obersten Bereich. Das bedeutet, dal in
diesem Bereich mogliche Malformationen von den letalen Effekte Uberdeckt werden. Der aus
dem Quotient der LCso und der ECsp teratogen €mittelte T1 von 1,12 verdeutlicht den schmalen
Konzentrationsbereich, in dem diese Effekte auftraten. Obwohl teilweise von letalen Effekten
Uberdeckt, wurden an den Embryonen von D. rerio teratogene Effekte nachgewiesen. Im
DarT zeigte sich fur Diethylenglykoldimethylether ein teratogenes Potential. Die Daten aus
Untersuchungen mit Saugetieren sind in 3.8.1.5 (Seite 67) dargestellt.
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3.8.1.2 2-Methoxyethanol

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde 2-Methoxyethanol in folgenden
Konzentrationen untersucht: 131,4; 184,0; 257,6; 360,6 und 504,8 mmol/L. Sauerstoff-
séttigung und pH-Werte im Kontrollmedium und in den Testlésungen lagen in dem fir den
Test zulassigen Bereich. Fur die Osmolaritét wurden Werte von 145 bis 549 mOsmol/L
bestimmt. Die Mel3werte sind in Tab. A 23 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide,
dain den Kontrollen nicht mehr als 5 % der Embryonen Effekte aufwiesen (siehe Tab. 31 und
Tab. 32).

Die Anzahl der koagulieren Embryonen ist in Tab. 31 zusammengestellt. Die nach 48
Stunden berechnete L Cs, betragt 313,2 mmol/L (R = 0,995; b = 17,0; LCy = 263,2 mmol/L).

Tab. 31: Zusammenstellung der letalen Effekte von 2-Methoxyethanol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1314 184,0 257,6 360,6 504,8

koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - 1 11 20
48 - - - 1 16 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch 2-Methoxyethanol innerhalb von 48 Stunden verursachten subletalen Effekte sind
in Tab. 32 zusammengestellt. Bereits nach 2,5 Stunden wird eine frihzeitige Stérung der
Embryonalentwicklung deutlich. Ab 257,6 mmol/L hatten 15 % bzw. 95 % der Embryonen
noch keine hohe Blastula angelegt bzw. Blaschen an den Blastomeren abgeschnirt. Die
Werte, die in den einzelnen Konzentrationen fur die Osmolaritét gemessen wurden, liegen
Uber der von Lange et a. (1995) genannten Grenze von 100 mOsmol/L und lassen
osmotischen Effekte an den Embryonen erwarten. Vermutlich waren die Storungen der friihen
Ontogenese in den hohen Konzentrationen auf durch 2-Methoxyethanol verursachte
osmotische Effekte zurlckzufihren. Die meisten Embryonen, die diese frihen Effekte
aufwiesen, starben im Verlaufe des Testes ab. Nur vier dieser Embryonen in 360,6 mmol/L
wurden nach 48 Stunden noch nicht as tot bewertet. Sie lieffen ein grof3es Spektrum
subletaler Effekte erkennen, die von fehlenden Somiten bzw. Organanlagen, Uber gestérten
Blutkreislauf und Dotteroedeme bis hin zu stark ausgepragten Malformationen reichten (siehe
unten).

Vor adlem in 257,6 und 360,6 mmol/L &% sich die Entwicklungsstorung an der fehlenden
Spontanbewegung, verzogerten Augenentwicklung und Beeintréchtigung des Herz-
Kreidaufsystems erkennen. Die grofite Wirkung zeigte sich bei der Herzschlagfrequenz.
Diese war bereits ab der geringsten untersuchten Konzentration von 131,4 mmol/L signifikant
reduziert (p =0,05). In Abb. 22 ist die konzentrationsabhangige Abnahme der Herzschlage
dargestellt. Drei Embryonen (75 %) in 360,6 mmol/L bildeten keine Melanocyten aus, was
auf die starke allgemeine Schadigung dieser Embryonen zurlickzufthren war. Fir die
gesamten subletalen Effekte nach 48 Stunden betrégt die ECspsuiea 204,9 mmol/L
(Berechnung nach "Trimmed Spearman-Karber").
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Tab. 32: Zusammenstellung der subletalen Effekte von 2-Methoxyethanol auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 131,4 184,0 257,6 360,6 504,8
keine hohe Blastula 25 - - - 1 19 19
Bléaschen abgeschniirt 2,5 - - - 2 1 1
Gastrulation nicht beendet 24 - - - - 7/9 t
48 - - - - 14 t
keine Spontanbewegung 24 - - - 9/19 2/9 t
Somiten nicht angelegt 24 - - - - - t
48 - - - - 14 t
diffuse Augenanlage 24 - - - 7/19 1/9 t
48 - - - - 14 t
keine Augenanlage 24 - - - 2/19 - t
48 - - - - - t
kein Herzschlag 48 - - - 2/19 2/4 t
schwacher Blutkreid auf 48 1 - 2 119 - t
kein Blutkreidauf 48 - - - 18/19 3/4 T
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - 18/19 - t
keine Pigmentierung 48 - - - - 3/4 t
Dotteroedem 48 1 - 2 11/19 2/14 t
Perikardoedem 48 - - 2 7/19 - t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 5/19 - t
48 - - - 5/19 14 t
Chordadeformation (K 6rper) 24 - - - - - t
48 - - - 119 - t
Schwanzdeformation 24 - - - 7119 2/9 t
48 - - - 5/19 3/4 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 119 - t
48 - - - 3/19 2/4 t
Spaltembryo 24 - - - - 2/9 t
48 - - - - - t
S teratogen 0 0 0 10/19 3/4 t
S subletal 1 0 4 19/19 4/4 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 22: Wirkung von 2-Methoxyethanol auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte Herzschiagtrequenz: —/ 131,4 mmol/L

Zahlreiche Maformationen wurden in 257,6 und 360,6 mmol/L beobachtet. Nach 48 Stunden
traten vor allem Deformationen des Schwanzes, der Schwanzspitze und der Chorda auf. In
257,6 mmol/L waren zehn (52,6 %) und in 360,6 mmol/L drei Embryonen (75 %) davon
betroffen. Der vierte, noch nicht koagulierte Embryo in 360,6 mmol/L hatte bis zu diesem
Zeitpunkt die Gastrulation nicht beendet und lief3 keine Entwicklung von Organanlagen
erkennen. Nach 24 Stunden wurden in 360,6 mmol/L zwel Spaltembryonen beobachteten.
Beide wiesen eine deutliche Medianspalte auf. Einer koagulierte innerhalb der folgenden 24
Stunden. Bei dem zweiten Embryo konnte der Effekt nach 48 Stunden nicht mehr
nachgewiesen werden. Eine vergleichbare Beobachtung machten auch Sander & Baumann
(1983). Die dorsal getrennten Langshaften des Korpers konnen in der weiteren Entwicklung
zusammengezogen werden, ohne miteinander zu verwachsen. Sie sind dann nicht mehr als
offene Medianspalte zu erkennen. Fur die teratogenen Effekte betrégt die ECso nach 48
Stunden 267,2 mmol/L (b = 11,4; ECy0 = 206,2 mmol/L).

Da es nach 48 Stunden ein Hinwels auf Wachstumsreduktion gab, wurden die Embryonen in
unbelastetes Medium Uberfuhrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. Die
beobachteten Effekte sind in Tab. 33 zusammengestellt.

59



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 33: Zusammenstellung der Effekte von 2-Methoxyethanol auf die Larvalentwicklung
von D. rerio nach 120 h

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1314 184,0 257,6 360,6 504,8
koaguliert 120 - 1 2 14 20 20
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 120 - - - 2/6
deformierte Schwanzspitze 120 - - - 1/6
S teratogen 0 0 0 2/6 t t
S subleta 0 0 0 2/6 t t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koagulierte und
nicht geschlipfte Embryonen zusammengefal3t

In 360,6 mmol/L waren alle Embryonen koaguliert. Die nicht geschlipften Embryonen in den
drei darunterliegenden Konzentrationen wurden als tot gewertet, da sie sich bereits in Lyse
befanden. Die LCsp (120 h) betragt 226,6 mmol/L (b = 9,8; LCyo = 167,7 mmol/L) und liegt
damit ca. 28 % unterhalb der LCso (48 h). Durch die Verléangerung der Testdauer ergab sich
nach Beendigung der Exposition fur 2-Methoxyethanol ein Hinweis auf verzogert auftretende
letale Effekte. Da die meisten Embryonen in 257,6 und 360,6 mmol/L abgestorben waren,
konnten nur noch zwel Larven (33,3 %) mit Maformationen beobachtet werden. Sie wiesen
eine Deformation der Chorda bzw. der Schwanzspitze auf. Die Berechnung einer ECsp war
bei dieser Datenlage nicht mdglich. Wird die Schwanzldnge der Larven mit in die
Betrachtung einbezogen, ergibt sich folgendes Bild (Abb. 23): in alen drei Konzentrationen
war die Schwanzléange im Vergleich zu den Kontrollen signifikant reduziert (p = 0,05). Es
bestent eine deutliche Konzentrationsabhéangigkeit. Die LOEC fir die reduzierte
Schwanzlénge nach 120 Stunden ist etwa halb so grof3 wie die ECsg teratogen NaCh 48 h.
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Abb. 23: Wirkung von 2-Methoxyethanol auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte sewanzange: —/ 131,4 mmol/L
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In Tab. 34 sind die berechneten LCsy, ECsp und NOEC/LOEC zusammengestellt und
Abb. 24 zeigt den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fur teratogene und
letale Effekte.

Tab. 34: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
2-Methoxyethanol

Zeit (h) mmol/L

L Cso 48 313,2 (292,3 — 335,5)
L Cso 120 226,6 (205,4 — 249,9)
ECso subleta 48 204,9 (193,4 —217,1)
ECSO teratogen 48 267,2 (242,2 — 320,4)
NOEC / LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 -1/ 131,4

NOEC / LOEC (eduzierte schwanziange 120 -/1314

Tl 1,17

(0]
o
t

Malformation letal

Effekt (%)

100 1.000
Konzentration (mmol/L)

Abb. 24: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von 2-Methoxyethanol fir die teratogenen und
die letalen Effekte

LCso (48 h): 313,2 mmol/L ; ECsoteratogen (48 h): 267,2 mmol/L

Beide Sigmoiden sind im mittleren und unteren Bereich deutlich voneinander getrennt.
Bedingt durch den flacheren Verlauf der Kurve fur die Maformationen laufen sie im oberen
Bereich zusammen. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven liegen eng beieinander. Es ist zu
beachten, dal die Abszisse nur eine Zehnerpotenz umfald. Teratogene und letale Effekte
wurden aso im selben Konzentrationsbereich beobachtet, was auch durch den TI von 1,17
wiedergegeben wird. Der empfindlichste Endpunkt war die Reduktion der Schwanzlénge.
Dessen LOEC war um den Faktor 2 kleiner als die ECsp teratogen Und um den Faktor 1,4 kleiner
als die hochste Konzentration, in der keine teratogenen Effekte auftraten.

Das Auftreten starker teratogener Effekte (Spaltembryo nach 24 Stunden) in den
durchgefiihrten Testen und die Trennung im Uberwiegenden Verlauf der beiden Sigmoiden
weisen darauf hin, dal3 die Embryonen von Danio rerio in der Lage sind, diese Substanz in
gewissem Mal3e metabolisch zu aktivieren (siehe 3.8.1.5, Seite 67). Obwohl teratogene und
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letale Wirkungen relativ eng beieinander lagen, lie3 2-Methoxyethanol im DarT en
teratogenes Potential erkennen. Die Daten aus Untersuchungen mit Sdugetieren sind in 3.8.1.5
(Seite 67) dargestelit.

3.8.1.3 Methoxyessigsiure

Nach Vorversuchen wurde Methoxyessigsaure in folgenden Konzentrationen untersucht: 111,
189, 321, 545 und 927 pmol/L. Sauerstoffséttigung und Osmolaritét des Kontrollmediums
und der Testlosungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. In 545 und 927 umol/L
lag der pH-Wert zu Beginn des Testes unter 4,5. Eine Beeintrachtigung der Embryonen kann
in diesen beiden hochsten Konzentrationen nicht ausgeschlossen werden. Die Mel3werte sind
in Tab. A 21 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da bei den Kontrollen keine
Effekte auftraten (siehe Tab. 35 und Tab. 36).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 35 zusammengefaldt. Bereits nach acht
Stunden waren ab 321 umol/L Embryonen koaguliert. Deren Anzahl erhdhte sich in den drei
hochsten Konzentrationen bis zum Mef3zeitpunkt nach 24 Stunden. Danach starben keine
weiteren Embryonen ab. Nach 24 bzw. 48 Stunden 183 sich eine LCso von 596 pmol/L
berechnen (R* = 0,989; b = 5,0; LCy0 = 332 umol/L).

Tab. 35: Zusammenstellung der letalen Effekte von Methoxyessigsaure

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 111 189 321 545 927
koaguliert 25 - - - - - -
8 - - - 1 4/19 10
24 - - - 2 7/19 17
48 - - - 2 7/19 17

In den Kontrollen, 111 pmol/L und 545 pmol/L wurden 19 Embryonen eingesetzt, sonst je 20 Embryonen. — :
kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch Methoxyessigsdure verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 36 aufgefihrt. In
den drel hochsten Konzentrationen traten Embryonen auf, deren friihe Furchungsstadien
gestort waren und die Blaschen an den Blastomeren bzw. am Dotter abgeschniirt hatten. Das
betraf in 321 umol/L drei Embryonen (15 %), in 545 umol/L neun Embryonen (47,4 %) und
in 927 umol/L zehn Embryonen (50 %). Da die Osmolaritéat unterhalb der Nachweisgrenze
von 4 mOsmol/L lag, wurden diese Effekte vermutlich durch den niedrigen pH-Wert in diesen
Konzentrationen verursacht. Ein Teil dieser Embryonen starb innerhalb der folgenden sechs
Stunden ab. In 545 pmol/L und 927 pumol/L wurden noch nach acht Stunden bei jeweils vier
Embryonen (26,7 bzw. 40 %) abgeschniirte Blé&schen festgestellt. Fir die funktionale Stérung
»keine Spontanbewegung* nach 24 Stunden konnte eine ECsp von 456 pmol/L berechnet
werden (R?=0,921; b = 1,2; LCyo = 42 umol/L). Aufgrund der Datenlage besteht fiir diesen
Wert ein sehr weiter Vertrauensbereich (siehe Tab. 37), so dald er kritisch zu bewerten ist.

Bel den Endpunkten ,, Schwanz nicht abgel6st* und , diffuse Augenanlage” a3t sich nach 24
Stunden bei einzelnen Embryonen eine Entwicklungsverzogerung erkennen. Nach 48 Stunden
traten vereinzelt Dotteroedeme auf. Aus der Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden
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subletale Effekte aufwiesen, ergibt sich keine sinnvolle ECso subietal- Sie wiirde mit 812 pmol/L
weit Uber der LCs (48 h) liegen.

Tab. 36: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Methoxyessigsaure auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 111 189 321 545 927
keine hohe Blastula 25 - - - 1 7/19 9
Bléaschen abgeschniirt 25 - - - 3 5/19 5
8 - - - - 4/15 4/10
keine Spontanbewegung 24 - - - 8/18 6/12 2/3
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - - 118 12 2/3
48 - - - - - -
diffuse Augenanlage 24 - - - 118 - 13
48 - - - - - -
kein Blutkreidauf 48 - - - - - 13
Dotteroedem 48 - 119 - - 12 13
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - 12 13
48 - - - - - 13
Verénderung des Dotters 25 - - - - 4/19 11
8 - - - - 5/15 6/10
S teratogen 0 0 0 0 0 1/3
S subletal 0 119 0 0 112 2/3

In den Kontrollen, 111 pmol/L und 545 pmol/L wurden 19 Embryonen eingesetzt, sonst je 20 Embryonen. — :
kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48
Stunden entsprechende Effekte zeigten

Nach 2,5 und acht Stunden wurde bei 21,1 bis 60 % der Embryonen in den beiden hdchsten
Konzentrationen eine ,Verformung® des Dotters beobachtet. 36,4 % dieser Embryonen
starben bis zum Ende des Testes ab. Bel den Ubrigen trat dieser Effekt ab 24 Stunden nicht
mehr auf. Eine Deformation der Chorda wurde nach 24 Stunden bei je einem Embryo in
545 umol/L (8,3 %) und 927 pumol/L (33,3 %) beobachtet. Bei dem Embryo in 545 umol/L
konnte dieser Befund nach 48 Stunden nicht bestétigt werden. Weitere Malformationen
wurden nicht festgestellt.

In einem Vorversuch wurden Konzentrationen von 33 — 167 umol/L untersucht. Im gesamten
Verlauf des Testes traten keine nennenswerten Effekte auf. Nach 48 Stunden fand sich in den
Konzentrationen von 33 umol/L und 74 pumol/L je ein Embryo mit Dotter- bzw.
Perikardoedem. Um aber die Wirkung der Substanz auf das Langenwachstum beurteilen zu
konnen, wurden die Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium Uberfihrt und die
Larven nach 120 Stunden untersucht. Es traten weder letale noch subletale Effekte auf. Allein
die Schwanzlénge der Larven war konzentrationsabhangig reduziert (siehe Abb. 25).
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Abb. 25: Wirkung von Methoxyessigsaure auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte scwanzange: 74/ 111 pmol/L

Die Schwanzlangen in 33 umol/L sind gegentiber der Kontrolle nicht reduziert. Ab 50 pmol/L
nehmen die Werte konzentrationsabhangig ab. Die Reduktion ist ab 111 pmol/L signifikant
(p= 0,05). Auffallig sind die grof¥eils weiten Streuungen der Werte, sowohl in den
Konzentrationen als auch in der Kontrolle. Die berechneten LCso, ECso bzw. NOEC / LOEC
sind in Tab. 37 zusammengestellt.

Tab. 37: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fr

Methoxyessigsaure
Zeit (h) pmol/L
LCso 48 596 (501 — 709)
EC50 Spontanbewegung 24 456 (202 - 1026)

Eine Deformation der Chorda wurde nach 48 Stunden nur an einem der drei lebenden
Embryonen in 927 umol/L nachgewiesen. In dieser Konzentration Uberwogen die letalen
Effekte. Auch in niedrigeren Konzentrationen traten nur sehr wenige allgemein toxische
(subletale) Effekte auf. Ein Wert fir den Teratogenitétsindex Tl konnte nicht berechnet
werden. Der empfindlichste Endpunkt war die Schwanzlénge der Larven nach 120 Stunden.
Diese war ab 111 pmol/L signifikant (p = 0,05) reduziert. Diese Konzentration liegt um den
Faktor 2,9 niedriger als die geringste Konzentration, in der |etale Effekte auftraten.

Methoxyessigsaure verursachte im eindeutig subletalen Konzentrationsbereich eine
Reduzierung des Langenwachstums. Das belegt, dald das sdugerteratogene Potential dieser
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Substanz auch im Test mit den Embryonen von D. rerio nachgewiesen werden konnte. Die
Daten aus Untersuchungen mit Sdugetieren sind in 3.8.1.5 (Seite 67) dargestellt.

3.8.1.4 Methoxyessigsaur eisopropylester

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde Methoxyessigsaureisopropylester in den
Konzentrationen 35, 49, 69, 97 und 135 umol/L untersucht. Sauerstoffséttigung, pH-Werte
und Osmolaritdt des Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test
zuldssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab. A 22 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test
ist valide, dabei den Kontrollembryonen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 38 und Tab. 39).
Die wahrend des Testes festgestellten letalen Effekte sind in Tab. 38 aufgefihrt. Nach 24
Stunden waren in der hochsten untersuchten Konzentration 35 % der Embryonen koaguliert.
Nach 48 Stunden befanden sich in 69 umol/L vier koagulierte Embryonen (20 %), ab
97 umol/L waren alle abgestorben. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung verlauft steil.
Mittels " Spearman-Karber" Methode wurde eine L Cs (48 h) von 76 pumol/L berechnet.

Tab. 38: Zusammenstellung der |etalen Effekte von M ethoxyessigsaurei sopropylester

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 35 49 69 97 135
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - - 7
48 - - - 4 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die von Methoxyessigsaureisopropylester verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 39
zusammengestellt. Nach 24 Stunden hatten in 97 umol/L finf Embryonen (25 %) und in
135 pmol/L alle noch Iebenden 13 Embryonen die Gastrulation nicht beendet. Nachdem die
dbrigen 15 Embryonen (75%) in 97 umol/L den Blastoporus verschlossen hatten,
entwickelten sie sich nicht weiter. Sie legten weder Somiten an, noch entwickelten sie eine
Kopf- oder Schwanzanlage und starben innerhalb der folgenden 24 Stunden ab.
Spontanbewegung wurde nach 24 Stunden bel den Kontrollen und bel vier Embryonen (20 %)
der geringsten Konzentration festgestellt. Alle anderen noch lebenden Embryonen zeigten
keine Bewegungsaktivitét. Werden die Abloésung des Schwanzes vom Dotter und die
Entwicklung der Augen nach 24 und 48 Stunden miteinander verglichen, |&% sich eine
Entwicklungsverzogerung erkennen. Herzschlag und Blutkreislauf waren nach 48 Stunden in
35 pumol/L bel 55% und in 49 bzw. 69 umol/L bei allen Embryonen gestért. Oedeme an
Dotter und Perikard traten bei elf Embryonen (55 %) in 35 pumol/L bzw. bei 19 Embryonen
(95 %) in 49 pumol/L auf. In 69 pmol/L wurden keine Oedeme beobachtet. Vier Embryonen
(20 %) in 35 umol/L hatten keine Melanocyten gebildet und sieben weitere (35 %) zeigten
eine nur sehr schwache Pigmentierung. In 49 und 69 pmol/L fehlte allen |ebenden Embryonen
die Pigmentierung. Aufgrund der Datenlage konnte fur die subletalen Effekte keine ECso
berechnet werden. In der geringsten untersuchten Konzentration von 35 pmol/L wiesen 85 %
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der Embryonen, ab 49 umol/L ale lebenden Embryonen subletale Effekte auf. Die ECso supletal
(48 h) muf3 also deutlich unter 35 pumol/L liegen.

Tab. 39: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Methoxyessigsaurei sopropylester auf
die Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 35 49 69 97 135
Gastrulation nicht beendet # 24 - - - - 5 13/13
keine Spontanbewegung 24 - 16 20 20 - -
Somiten nicht angelegt 24 - - - 6 15 -
48 - - - 4/16 t t
Schwanz unvollsténdig abgel ost 24 - 17 19 - - -
48 - 12 20 4/16 t t
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - 1 20 - -
48 - - - 11/16 t t
diffuse Augenanlage 24 - 13 15 2 - -
48 - 12 18 3/16 t t
keine Augenanlage 24 - 1 5 18 - -
48 - - 2 13/16 t t
kein Herzschlag 48 - 5 19 16/16 T t
kein Blutkreid auf 48 - 11 20 16/16 T t
stark verringerte Pigmentierung 48 - 7 - - t t
keine Pigmentierung 48 - 4 20 16/16 T t
Dotteroedem 48 - 9 19 - t t
Perikardoedem 48 - 6 5 - t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - 1 - - -
48 - - - 2/16 t t
keine Kopf- und Schwanzanlage 24 - - - - 15 -
48 - - - - t t
Schwanzdeformation 24 - - - - - -
48 - 7 20 116 t t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
48 - - - 2/16 t t
Sacculi nicht angelegt 48 - 8 20 16/16 T t
S teratogen 0 9 20 16/16 t t
S subleta 0 17 20 16/16 t t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : Epibolie zu %
stattgefunden

Bel einem Embryo (5 %) in 35 pumol/L wurde nach 24 Stunden die Deformation der Chorda
festgestellt, die aber nach 48 Stunden nicht bestétigt werden konnte. Zu diesem Zeitpunkt
wiesen in 69 umol/L zwei Embryonen (12,5 %) diesen Effekt auf. Eine Deformation des
Schwanzes wurde bei sieben (35 %) Embryonen in 35 umol/L verursacht, ebenso bei alenin
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49 ymol/L und bei einem (6,2 %) in 69 umol/L. Dieser und ein weiterer Embryo (12,5 %)
hatten eine deformierte Schwanzspitze. Acht Embryonen (40 %) in 35 pmol/L hatten weder
Sacculi noch Otolithen entwickelt; in 49 und 69 pumol/L betraf das zu diesem Zeitpunkt alle
lebenden Embryonen. Aus den teratogenen Effekten lief3 sich mittels "Trimmed Spearman-
Kérber" Methode eine ECso teratogen (48 h) von 36 pmol/L berechnen. Aufgrund der massiven
Schédigung der Embryonen wurde der Test nicht auf 120 Stunden verlangert. In Tab. 40 sind
die berechneten Werte zusammengestellt.

Tab. 40: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
M ethoxyessi gsaurei sopropylester

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 76 (72 -81)
ECSO teratogen 48 36
TI 2,11

Teratogene Effekte wurden bereits in einem Konzentrationsbereich verursacht, in dem keine
letalen Effekte auftraten (35 und 49 pumol/L). Diese deutliche Trennung wird auch aus dem
relativ grofRen Abstand zwischen ECspieraogen UNA LCsp ersichtlich. Der daraus resultierende
Teratogenitétsindex Tl betragt 2,11. Bei den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio
wurde fur Methoxyessigsaurei sopropylester ein teratogenes Potential erkannt. Die Daten aus
Untersuchungen mit Saugetieren sind in 3.8.1.5 dargestellt.

3.8.1.5 Diethylenglykoldimethylether und M etabolite — zusammenfassende
Betrachtung

Diethylenglykoldimethylether wird von Saugetieren metabolisiert. Obwohl bei der Ratte 2-
Methoxyethoxyessigsaure als Hauptmetabolit entsteht, wird Diethylenglykoldimethylether
ebenfalls tber 2-Methoxyethanol bis hin zur Methoxyessigsaure metabolisiert (Cheever et al.,
1989). Methoxyessigsdure wurde auch bei der Maus nach Verabreichung von
Diethylenglykoldimethylether als ein Hauptmetabolit identifiziert (BUA 67, 1992). Sie gilt als
verantwortlich flr das Ausl0sen teratogener Effekte (Daniel et al., 1991) und reichert sich in
der Extraembryonalflissigkeit der Gebarmutter stark an (Scott et al., 1987). Dal3 2-Methoxy-
ethanol mittels Alkoholdehydrogenase zu Methoxyessigsaure metabolisiert wird, konnten
Ritter et al. (1985) bei Untersuchungen an Ratten zeigen. Der Anteil mil3gebildeter
Embryonen verringerte sich um 90%, wenn zusédtzlich zu 2-Methoxyethanol ein
Alkoholdehydrogenase-Hemmer (4-Methylpyrazol) appliziert wurde.

In Abb. 26 sind die méglichen Metabolismuswege von Diethylenglykoldimethylether und 2-
Methoxyethanol schematisch dargestellt. Es wurden nur die Metabolite berticksichtigt, die fur
die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind. Dies stellt keine quantitative Einschétzung dar.
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Diethylenglykoldimethylether

Etherspaltung \
N~ (Dealkylierung) “
:Z 2-Methoxyethanol ~— ——— 2-(2-Methoxyethoxy)ethanol
» Alkoholdehydrogenase JEA
ro\
Methoxyacetaldehyd ’” \“

l Aldehyddehydrogenase

:I Methoxyessigsaure
d l Acyltransferase
] Y

N-Methoxyacetylglycin — Ausscheidung tber Urin

Abb. 26: Metabolismus von Diethylenglykol und 2-Methoxyethanol bel Ratte und Maus

Es wurden Metabolite berticksichtigt, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Dies stellt
keine quantitative Einschétzung dar (nach BUA 198, 1997 und Cheever et al. 1988, veradndert).

Diethylenglykoldimethylether verursacht im Tierversuch teratogene Effekte bel nicht
maternaltoxischen Dosierungen. 0,46 — 3,73 mmol/kg/Tag der Substanz wurde Mausen via
Schlundsonde vom 6. bis 15. Gestationstag verabreicht. Maternaltoxizitét trat nicht auf, ab
0,93 mmol/kg wurden zunehmend fetotoxische Effekte verursacht. Spezifische teratogene
Effekte wurden nicht beobachtet. Hauptséchlich wurden Mifbildungen am Neurarohr, den
Gliedmaien und dem Skelettsystem beobachtet. Weiterhin fanden sich Effekte des
Gesichtsschadels sowie des Kardiovaskular- und Urogenitalsystems. 54 % der mif3gebildeten
Feten aus der hochstdosierten Gruppe wiesen Rippenverschmelzung und Exenzephalie auf
(Priceet d., 1987).

Hardin & Eisenmann (1987) verabreichten Mausen am 11. Gestationstag 4,0 mmol/kg
Diethylenglykoldimethylether und fanden keine maternaltoxischen Effekte. Bei 40 % der
Feten wurden Mifbildungen der Pfoten (Syndaktylie, Oligodaktylie und verkirzte Zehen)
festgestellt.

Beim Kaninchen wurden nach Verabreichung von 0,37 bis 1,30 mmol/kg (6. — 19.
Gestationstag) Mif3bildungen der Gliedmallen, des Skeletts, des Kreislaufsystems sowie
innerer Organe an 12 — 51 % der Iebenden Feten festgestellt. In der hochstdosierten Gruppe
traten 15 % maternaltoxische Effekte auf (Price et al., 1988).

Durch 2-Methoxyethanol verursachte teratogene Effekte sind bei Ratte, Maus und Kaninchen
beschrieben. Nach oraler bzw. intraperitonealer Applikation von 2,07 und 4,14 mmol/kg (12.
Gestationstag) wurden bei den Feten Hydronephros, Herzdefekte sowie Verkirzung von
Gliedmal3en und Schwanz beobachtet. In 2,07 mmol/kg waren 45,2 % (oral) bzw. 62,8 %
(ipr.) und in 4,14 mmol/kg 100 % (oral und ipr.) der lebenden Feten mif3gebildet. Gleichzeitig
traten vermehrt tote bzw. resorbierte Feten auf. Spezielle Mif3bildungen des Herzens und
ventrale Polydaktylie wurden as spezifische Effekte beschrieben, die allgemein sehr selten
auftreten (Ritter et a., 1985).
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Untersuchungen an Macaca fascicularis ergaben embryotoxische Effekte von 2-Methoxy-
ethanol. Zwischen Gestationstag 20 und 45 wurden via Schlundsonde téglich 0,16, 0,32 und
0,47 mmol/kg appliziert. In der héchstdosierten Gruppe waren alle, in der mittleren 36 % und
in der am geringsten dosierten Gruppe 29 % der Embryonen abgestorben. Keiner der
lebenden Embryonen (Gestationstag 100) lief3 Mi(3bildungen erkennen (Scott et al., 1989).
Durch 2-Methoxyethanol verursachte Neuralrohrdefekte bei Mausembryonen (3,29 —
4,27 mmol/kg, subkutan, 8. Gestationstag) werden von Terry et al. (1996) beschrieben.
Ebenfalls bei Mausen wurden nach oraler Applikation von 3,3 und 4,6 mmol/kg 2-
Methoxyetanol (11. Gestationstag) an 47 bzw. 94 % der Feten Zehenmif3bildungen verursacht
(Welsch et a., 1987).

In dieser Studie wurden, ebenfalls an Mausen, vergleichbare Effekte durch Methoxy-
essigsaure verursacht. 52 % der Feten aus der mit 3,4 mmol/kg behandelten Gruppe wiesen
Zehenmilbildungen auf. Ritter et al. (1985) verabreichten Ratten 2,07 bzw. 4,14 mmol/kg
Methoxyessigsaure (oral, 12. Gestationstag). Bis zum Gestationstag 20 waren 15 bzw. 54 %
der Feten abgestorben und teilweise resorbiert. 53 bzw. 99 % der |ebenden Feten wiesen
Hydronephros, Herzdefekte sowie Verkirzungen von Gliedmal3en und Schwanz auf.
Methoxyessigsaure entsteht als Hydrolyseprodukt aus Methoxyessigsaureisopropylester und
stellt vermutlich das eigentliche Teratogen dar (Jackh — personliche Mitteilung, 2002). Es
muf3 davon ausgegangen werden, dal’ sich entsprechend entwicklungsschédigende Wirkungen
ergeben (BASF, 1999).

Sowohl Diethylenglykoldimethylether as auch 2-Methoxyethanol, Methoxyessigsaure und

M ethoxyessigsaurei sopropylester verursachten an den Embryonen von D. rerio teratogene
Effekte, diein Tab. 41 (phdnomenol ogisch) zusammengestellt sind.

Tab. 41: Phdnomenologische Zusammenfassung der im DarT beobachteten teratogenen

Effekte

Effekt Diglyme 2-Methoxyethanol MAA MAA-
isopropylester

Chordadeformation ° ° o °
Schwanzdeformation ° ° [
Schwanzspitze ° o [
fehlende Kopfanlage °
Spaltembryo ° [ 3
Sacculi nicht angelegt o
reduzierte Schwanzlange ° [ [ nicht untersucht

Diglyme : Diethylenglykoldimethylether; MAA : Methoxyessigsdure; MAA-isopropylester : Methoxyessig-
sdureisopropylester; a: hach 24 Stunden beobachtet

Deformationen der Chorda und des Schwanzes wurden von Diethylenglykoldimethylether
und 2-Methoxyethanol verursacht. Beide Substanzen verursachten einzelne Spaltembryonen,
wobei dieser Effekt bel 2-Methoxyethanol nur nach 24 Stunden zu beobachten war. Fir beide
Substanzen sind Neuralrohrdefekte auch beim Sauger beschrieben (Price et al., 1987; Terry et
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al., 1996). Diethylenglykoldimethylether verursachte im DarT bel einem Embryo eine
fehlende Kopfanlage.

Fir Methoxyessigsdure wurde nur an einem Embryo eine Chordadeformation beobachtet.
Alle drei Substanzen bewirkten aber eine Reduzierung des L angenwachstums.

M ethoxyessigsaurei sopropylester verursachte ein @nlich weites Spektrum an Deformationen
der Chorda und des Schwanzes, aber keine Spaltembryonen. Allein bei dieser Substanz wurde
die Entwicklung der Sacculi samt Otolithen beeintrachtigt. In Tab. 42 sind fir die vier
Substanzen dieim DarT ermittelten Wirkkonzentrationen vergleichend dargestellt.

ECSO teratogen LOEC reduzierte Schwanzlénge
(mmol/L) (mmol/L)
Diethylenglykol dimethylether 73,8 62,2
2-Methoxyethanol 267,2 131,4
M ethoxyessigsiure 0,9272 0,111
M ethoxyessigsaurei sopropylester 0,036 —

a: 1/3 der lebenden Embryonen hatte Chordadeformation; — : nicht ermittelt

Fur 2-Methoxyethanol wurde sowohl die héchste ECsg teraogen @'s auch die héchste LOEC fur
die Reduktion der Schwanzlange berechnet. Die Werte lagen um das zwei- bis vierfache Gber
den entsprechenden Wirkkonzentrationen von Diethylenglykoldimethylether.

Aufféllig ist der grofe Unterschied zwischen den Werte fir Methoxyessigsdure und
Methoxyessigsaureisopropylester und den beiden erst genannten Substanzen. Fir die
reduzierte Schwanzlénge liegt die LOEC von Methoxyessigsaure um den Faktor 560 bzw.
Uber 1.180 unter denen von Diethylenglykoldimethylether bzw. 2-Methoxyethanol. Nicht
ganz so grofe Faktoren ergeben sich beim Vergleich der ECsoteraogen, WObel  flr
Methoxyessigsaure keine ECsy berechnet werden konnte. Als Vergleich dient die
Konzentration von 0,927 mmol/L, in der einer von drei lebenden Embryonen eine Chorda-
deformation aufwies (33,3 %). Unter Berticksichtigung dieser Einschrankung ergeben sich
hier Faktoren zwischen 80 und 288. Fir Methoxyessigsaureisopropylester konnte nur eine
ECsoteraogen  @NQegeben werden. Diese liegt nochmals um den Faktor 26 unter dem
Vergleichswert fir Methoxyessigsaure.

Wird die Wirksamkeit von Diethylenglykoldimethylether, 2-Methoxyethanol und Methoxy-
essigsaure hinsichtlich der Ausldsung teratogener Effekte beim Sauger verglichen, dann
ergibt sich keine so deutliche Ordnung. Beispielhaft seien hier Werte aus verschiedenen
Untersuchungen (Hardin & Eisenmann, 1987; Price et a., 1987; Welsch et al., 1987; Ritter et
al., 1985) mit der Maus bei oraler Applikation aufgefihrt. In Tab. 43 ist der prozentuale
Antell verursachter teratogener Effekte bei verschiedenen Dosen zusammengestel|t.
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Tab. 43: Zusammenstellung aufgetretener Effekte (%) in Untersuchungen mit der Maus bei
oraler Applikation unterschiedlicher Dosen

Diethylenglykoldimethylether 2-Methoxyethanol Methoxyessigsaure
mmol/kg mmol/kg mmol/kg
373 54% 2,07 452% 34 52%
40 40% 33 47T%
4,14 100 %
46 94 %

Bel diesen aus unterschiedlichen Studien stammenden Werten wird deutlich, dal3 ein Anteil
von ca. 50 % (47 — 54 %) Effekten in einem Bereich von 3,3 bis 3,73 mmol/kg verursacht
wird.

Im DarT verursachten Methoxyessigsaure und Methoxyessigsaureisopropylester Effekte in
Konzentrationen, die Gréfenordnungen unter denen von Diethylenglykoldimethylether und 2-
Methoxyethanol liegen. Bel Diethylenglykoldimethylether und 2-Methoxyethanol liegen
allerdings die Bereiche der teratogenen und letalen Wirkung relativ eng beieinander.

Aus dieser Abstufung der Wirkkonzentrationen und der Tatsache, dald sowohl bei
Diethylenglykoldimethylether exponierten als auch bei 2-Methoxyethanol exponierten
Embryonen Effekte auftraten, 183 sich schluf¥folgern, dafl3 die Embryonen von Danio rerio in
der Lage sind, diese Substanzen in einem gewissen Umfang metabolisch zu aktivieren.
Offensichtlich wird 2-Methoxyethanol in weit geringerem Mall metabolisiert als
Diethylenglykoldimethylether. Methoxyessigsaureisopropylester hydrolisiert vermutlich zu
Methoxyessigsaure (Jackh — personliche Mitteilung, 2002), die das eigentliches Teratogen
darstellt und nicht metabolisch aktiviert wird.

3.8.2 Butyldiglykol

Nach einem Vorversuch wurde Butyldiglykol (Diethylenglykolmonobutylether) in den
Konzentrationen 3,7; 4,8; 6,2; 8,1 und 10,5 mmol/L untersucht. Sauerstoffséttigung, pH-
Werte und Osmolaritét im Kontrollmedium und in den TestlGsungen lagen in dem fir den
Test zuldssigen Bereich. Die Mef3werte kbnnen der Tab. A 5 (Anhang A) enthommen werden.
Der Test ist valide, da die Kontrollen zur Auswertung nach 48 Stunden keine Effekte
aufwiesen (siehe Tab. 44 und Tab. 45).

In Tab. 44 ist die Anzahl der koagulierten Embryonen zusammengestellt. Deutlich wird die
zeitabhangige Beziehung zwischen Konzentration und letalen Effekten. Diese wurden bereits
frihzeitig beobachtet. Nach acht Stunden traten neben den 30 % bzw. 90 % koagulierten
Embryonen in den beiden hdchsten Konzentrationen gehauft abgeschnirte Blaschen auf
(Tab. 45). Da in diesen Konzentrationen eine osmotische Beeintréchtigung ausgeschlossen
werden kann, liegt eine algemein zytotoxische Wirkung nahe. Die nach 48 Stunden
berechnete L Cs betragt 7,9 mmol/L (R? = 0,946; b = 11,8; LCyo = 6,1 mmol/L).

71



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 44: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Butyldiglykol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 3,7 4,8 6,2 8,1 10,5
koaguliert 25 - - - - - -
8 - - - - 6 18
24 - - - 3 8 19
36 - - - 3 8 19
48 - - - 3 8 19

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 45 sind die durch Butyldiglykol verursachten subletalen Effekte zusammengestellt.
Nach 36 Stunden war das Herz-Kreislaufsystem bei den in 6,2 und 8,1 mmol/L exponierten
Embryonen teilweise stark beeintréchtigt. Fir den Endpunkt ,kein Blutkreisauf* (36 h)
wurde eine ECso von 7,1 mmol/L (R* = 0,982; b = 20,9; ECy = 6,1 mmol/L) berechnet. Die
signifikante Reduktion der Herzschlagfrequenz (p = 0,05) in 8,1 mmol/L (Abb. 27) und das
Auftreten zahlreicher Oedeme in den mittleren Konzentrationen geben nach 48 Stunden
ebenfalls einen Hinweis auf eine Beeintréchtigung des Kreislaufsystems. Die ECsp oedeme (48
h) entspricht der ECs, fiir die Summe der subletalen Effekte von 7,4 mmol/L (R? = 0,986; b =
6,5; ECi0 = 4,7 mmol/L).

220
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180

Herzschlage (1/min)
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Abb. 27

Kontrolle 3,7

4,8

6,2

Konzentration (mmol/L)

: Wirkung von Butyldiglykol auf die Herzschlagfrequenz

* . dignifikant reduziert (p = 0,05)
NOEC/ LOECreduzierteHerzschlagfrequmz: 6,2/8,1 mmol/L

8,1*

T Min-Max
] 25%-75%
0 Median value
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Tab. 45: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Butyldiglykol auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 3,7 4,8 6,2 81 10,5
Bléaschen abgeschniirt 8 - - - 1 5/14 2/2
verzogerte Gastrulation 8 - - - 1 - 2/2
keine Spontanbewegung 24 - 1 - 1/17 - 11
Schwanz nicht abgelost 2 24 - - - - - 11
36 - - - - - 11
48 - - - - - 11
diffuse Augenanlage 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - 11
keine Augenanlage 24 - - - - - 11
36 - - - - - 11
48 - - - - - -
schwacher Herzschlag 36 - - - - 1/12 -
48 - - - - - -
kein Herzschlag 36 - - - - - 11
48 - - - - - 11
schwacher Blutkreidlauf 36 - - - 1/17 - -
48 - - - 2/17 3/12 -
kein Blutkreidauf 36 1 - - 4/17 9/12 11
48 - - - - 112 11
keine Pigmentierung # 48 - - - - - 11
Dotteroedem 48 - - 1 5/17 6/12 -
Perikardoedem 48 - 1 2 2/17 1/12 -
Malformationen:
Kopfdeformation ? 24 - - - - - 11
36 - - - - - 11
48 - - - - - 11
Spaltembryo ? 24 - - - - - 11
36 - - - - - 1
48 - - - - - 1
Otolithen nicht angelegt # 48 - - - - - 11
S teratogen 0 0 0 0 0 11
S subleta 0 1 2 6/17 7/12 11

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : Embryo
vollkommen deformiert

In der héchsten untersuchten Konzentration (95 % letale Effekte) zeigte der einzige lebende
Embryo starke MifRbildungen des gesamten Koérpers. Im rudimentér angelegten Kopfbereich
waren weder Augen noch Sacculi entwickelt. Es war eine offene Medianspalte zu erkennen
(Spaltembryo) und der rudimentére Schwanz war nicht abgel 6st.

Um den Einflud von Butyldiglykol auf das Langenwachstum zu bewerten, wurden die
Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium Gberfihrt und die Larven nach 120
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Stunden untersucht. In der hdchsten Konzentration (10,5 mmol/L) waren bis zu diesem
Zeitpunkt alle Embryonen koaguliert. Die LCsp (120 h) entspricht mit 7,9 mmol/L dem Wert
der LCso nach 48 Stunden. Weitere Effekte traten nicht auf. Die Schwanzléngen der Larven
waren in keiner Konzentration signifikant (p = 0,05) reduziert (Abb. 28). In Tab. 46 sind die
berechneten L Csy, ECsp und NOEC / LOEC zusammengestellt.

1,74
1,68 L . I
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E 162
)]
(@]
c
E o a
e
© . ] ]
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@
1 J_ _1
1,50 S
- T Min-Max
1,44 ) 25%-75%
Kontrolle 3,7 4,8 6,2 8,1 O Median value

Konzentration (mmol/L)

Abb. 28: Wirkung von Butyldiglykol auf die Langenentwicklung des Schwanzes

Tab. 46: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

Butyldiglykal
Zeit (h) mmol/L

L Cso 48 79 (7,3-85)
L Cso 120 7,9(7,3-85)
ECs0 kein Blutkreisiauf 36 7,1(6,6—7,6)
ECSO Oedeme 48 7,4 (6,1 - 8,8)
ECso subletal 48 7.4 (6,1—-8,8)
NOEC / LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 6,2 / 8,1
NOEC /LOEC reduzierte Schwanzlénge 120 8,1 /-

Der einzige Embryo mit Maformationen fand sich in der hochsten untersuchten Konzen-
tration mit 95% letaler Wirkung. Die Mifbildungen beruhen auf der stark gestérten
Embryonalentwicklung in diesem letalen Konzenzentrationsbereich und geben kein Hinwels
auf ein teratogenes Potential der Substanz bel den Untersuchungen mit D. rerio. Diese
Bewertung stimmt mit den Befunden aus Untersuchungen an Saugetieren Uberein, die fir
Butyldiglykol keine teratogenen Effekte aufzeigen.
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Untersuchungen wurden an Mausen (500 mg/kg/Tag, 6. — 13. Gestationstag), Ratten (oral, 25
— 633 mg/kg/Tag, Gestationstag: 1 — 20) und Kaninchen (oral, 100 — 1.000 mg/kg/Tag, 7.- 18.
Gestationstag) durchgefuihrt. Es ergaben sich keine Hinwels auf embryotoxische oder
teratogene Effekte (HSDB, 2001). Untersuchungen von Nolen und Mitarbeiter (1985)
bestétigen diese Befunde. Sie verabreichten Ratten bis zum Gestationstag 13 eine orale
Tagesdosis von 250 — 1.000 mg/kg. Tréchtigen Kaninchen wurden dermal 100 — 1.000 mg/kg
(Gestationstag 7 — 18) appliziert. In beiden Fallen wurden weder embryotoxische noch
teratogene Effekte verursacht (Nolen et al., 1985).

3.8.3 Diethylenglykol

Aufgrund der Ergebnisse mehrerer Vorversuche wurden zur Bestimmung der LCso die
Konzentrationen 362,4; 471,2; 612,5; 796,3 und 1.035,1 mmol/L getestet. Sauerstoffsattigung
und pH-Werte des Kontrollmediums und der Testlosungen lagen in dem fir den Test
zuldssigen Bereich. Fur die Osmolaritdt wurden Werte zwischen 1.141 und 3.263 mOsmol/L
ermittelt. Die Mef3werte sind in Tab. A 8 (Anhang A) zusammengestellt.

In Tab. 47 ist die Anzahl der koagulierten Embryonen zusammengestellt. Der Test ist valide,
da die Kontrollembryonen keine Effekte aufwiesen (siehe Tab. 47). Zu erkennen ist eine
konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der letalen Effekte. Als LCsy (48 h) wurde ein
Wert von 478,7 mmol/L errechnet (R? = 0,989; b = 32,6; LCyo = 437,3 mmol/L).

Tab. 47: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Diethylenglykol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 362,4 471,2 612,5 796,3 1.035,1

koaguliert 25 - - - - - -
8 - - 4 2 8 -
24 - 1 5 4 20 20
36 - 1 5 10 20 20
48 - 1 5 20 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

In dem Versuch zur Bestimmung der LCsp Uberwog die letale Wirkung der Substanz. Da
bereits in der niedrigsten Konzentration letale Effekte auftraten, wurde in einem weiteren Test
der subletale Konzentrationsbereich untersucht (214,4; 278,7; 362,3 und 471,0 mmol/L). Die
beiden hdchsten Konzentrationen entsprachen hierbei den beiden niedrigsten des ersten
Testes, in denen diesmal keine |etalen Effekte auftraten. Bei der Bewertung der Ergebnisse ist
das zu berticksichtigen (siehe unten).

Auch in diesem Test wurden bei den Kontrollembryonen keine Effekte festgestellt (siehe
Tab. 48), so dal’ der Versuch valide ist. Die Sauerstoffséttigung und die pH-Werte lagen auch
beim zweiten Test im zuldssigen Bereich. Die Mel3werte konnen der Tab. A 8 (Anhang A)
entnommen werden. Die ermittelten Werte fur die Osmolaritdt (678 bis 1.486 mOsmol/L)
lagen Uber dem von Lange et al. (1995) angegebenen Grenzwert von 100 mOsmol/L.
Trotzdem wurden weder nach 2,5 Stunden noch zu einem spéteren Zeitpunkt osmotische
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Effekte an den Embryonen beobachtet. In Tab. 48 sind die durch Diethylenglykol
verursachten subletalen Effekte zusammengestel|t.

Tab. 48: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Diethylenglykol auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 2144 278,7 362,3 471,0
keine Spontanbewegung 24 - - - 4 18
Somiten nicht angelegt 24 - - - 4 18
36 - - - 4 18
48 - - - 4 18
diffuse Augenanlage 24 - - - 1 7
36 - - - 1 7
48 - - - 1 12
keine Augenanlage 24 - - - 1 13
36 - - - 1 13
48 - - - 1 7
schwacher Herzschlag 36 - - 1/19 - -
48 - - - - ¢
kein Herzschlag 36 - - - 3 19
48 - - - 7 19
schwacher Blutkreislauf 36 - 1 /19 - -
48 - - 119 - -
kein Blutkreid auf 36 - 3 12/19 20 20
48 - 2 5/19 20 20
Dotteroedem 48 - 2 5/19 4 -
Malformationen:
Chordadeformation 24 - - - 2 1
(Schwanz) 36 - - - 2 1
48 - - - 2 1
Schwanz nicht abgel 6st und 24 - - - 4 18
vollkommen verkrippelt & 36 - - - 4 18
48 - - - 4 18
Schwanzdeformation 24 - - - 2 2
36 - - - 1 2
48 - - - 1 2
Sacculi nicht angelegt 48 - - - 1 2
S teratogen 0 0 0 6 20
S subleta 0 2 6/19 20 20
In 278,7 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. — : kein Embryo zeigte diesen

Effekt; T : ale Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte
zeigten; a: Embryonen entwickelten keine Somiten, Schwanz nur rudimentér und mif3gebildet

Bereits nach 24 Stunden waren in den beiden hochsten Konzentrationen 20 % bzw. 90 % der
Embryonen stark geschédigt. Sie hatten keine Somiten angelegt und lief3en keine bzw. nur
eine diffuse Augenanlage erkennen. Nach 36 und 48 Stunden war der Blutkreislauf der
Embryonen in alen Konzentrationen beeintréchtigt. Fir die verzogerte Ausbildung von
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Herzschlag und Blutkreislauf 183 sich nach 36 Stunden eine ECsy von 249,9 mmol/L
ermitteln (b = 13,7, ECyo = 201,6 mmol/L). Fur eine Wirkung auf das Kreislaufsystem
sprechen weiterhin die aufgetretenen Oedeme und eine ab 362,3 mmol/L signifikant (p =
0,05) reduzierte Herzschlagfrequenz. Diese ist in Abb. 29 dargestellt. Bereits in
214,4 mmol/L ist die Herzschlagfrequenz gegeniiber der Kontrolle reduziert. Bemerkenswert
ist, dal3 die Minimalwerte sich konzentrationsabhangig deutlich verringern.

200

180 ' I
0

160

140 S ——

120

Herzschlage (1/min)

100

80 : —

—T Min-Max
60 ) 25%-75%
Kontrolle — 214,4 278,7 362,3* B Median value

Konzentration (mmol)

Abb. 29: Wirkung von Diethylenglykol auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requrierte Herzschlagirequenz: 278,7 / 362,3 mmol/L

Nach 48 Stunden entspricht die ECsp fUr die Oedeme und die Beeintréchtigung des
Kreislaufsystems der ECsy fur die Summe der subletalen Effekte mit einem Wert von
281,2 mmol/L (b = 14,5; ECyp = 229,3 mmol/L).

Die fehlende Anlage der Somiten flhrte zu verschiedenen, teilweise schwere Mif3bildungen,
wie z.B. eine vollkommene Deformation des Schwanzes und der Chorda im Schwanzbereich.
Mif3ildungen wurden in der héchsten Konzentration bei allen Embryonen beobachtet. In
362,3 mmol/L waren 30% der Embryonen davon betroffen. In den beiden anderen
Konzentrationen wurden keine teratogenen Effekte beobachtet. Die ECso teratogen (48 h) betrégt
366,8 mmol/L (R? = 0,993; b = 32,6; ECyo = 335,1 mmol/L). Es gab keinen Hinweis auf eine
Wachstumsreduzierung.

In Tab. 49 sind die berechneten ECso, LCso und NOEC / LOEC zusammengestellt. Abb. 30
zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die letalen und die teratogenen Effekte.
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Tab. 49: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

Diethylenglykol
Zeit (h) mmol/L
LCso 48 478,7 (456,5 — 502,0)
ECs0 Herz-Kreisiauf 36 249,9 (230,2 — 269,0)
ECso swleta 48 281,2 (261,2 — 302,5)
ECSO teratogen 48 366,8 (350,9 - 383,4)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 27817 / 36213
TI 1,31
100 =
80 +
. Malformation letal
S 601
% ____________________________
= 401
L
20 1
0 , O— d , . —
100 1.000

Konzentration (mmol/L)

Abb. 30: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Diethylenglykol fir die teratogenen und
letalen Effekte

L Csp (48 h): 478,7 mmOl/L ; ECsp erctogen (48 h): 366,8 mmol/L

Die dargestellten Sigmoiden fur die Malformationen und die letalen Effekte verlaufen parallel
und steigen gleich steil an (b = 32,6). Sie sind deutlich voneinander getrennt, liegen aber eng
beieinander. Beide Kurven verlaufen steil, was das enge Konzentrationsfenster verdeutlicht,
in dem diese Effekte beobachtet wurden.

Teratogene Effekte traten in einem sehr hohen Konzentrationsbereich auf, der durch
allgemein toxische Wirkung charakterisiert ist. Im ersten Test zur Ermittlung der LCs traten
in diesen Konzentrationen (362,4 bzw. 471,2 mmol/L) bereits 5 % bzw. 25 % letale Effekte
auf. Im zweiten Versuch waren die Embryonen vor allem in 471,0 mmol/L stark geschadigt,
jedoch nicht koaguliert. Bel einem Grofdteil dieser Embryonen wurden keine Somiten
angelegt, was zu einer vollkommenen Mif%bildung des Schwanzbereiches fuhrte. Aufgrund
des beobachteten Effektbildes wird geschluf¥folgert, da3 Diethylemglykol im DarT kein
teratogenes Potential erkennen 183t. Durch die deutliche Trennung der ermittelten Werte fir
ECs0 teratogen UNA LCs errechnet sich allerdings ein Teratogenitatsindex T1 von 1,31. Vor dem
Hintergrund der oben genannten Einschrankungen ist dieser Wert aber kritisch zu betrachten.

Aus der Literatur sind beim Sauger keine durch Diethylenglykol verursachten teratogenen
Effekte bekannt. Nach Shepard (1992) wurde tréchtigen Ratten vom 1. — 20. Gestationstag

78



Ergebnisse und Diskussion

taglich Diethylenglykol oral verabreicht (5% der Nahrung). Aul3er einer leichten Gewichts-
reduktion der neugeborenen Jungtiere wurden keine weiteren Effekte festgestellt.

3.84 1-Methoxy-2-propanal

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde 1-Methoxy-2-propanol (Propylenglykol-
methylether) in den Konzentrationen 66,6; 93,2; 130,5; 182,7 und 255,8 mmol/L untersucht.
Sauerstoffsattigung und pH-Werte des Kontrollmediums und der Testlésungen lagen in dem
fir den Test zuléssigen Bereich. Da ab 130,5mmol/L Werte von Gber 100 mOsmol/L
gemessen wurden, kénnen in den drel hdchsten Konzentrationen osmotische Effekte nicht
ausgeschlossen werden. Alle Werte sind in Tab. A 24 (Anhang A) zusammengestellt.

Der Test ist valide, da bel den Kontrollen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 50 und Tab. 51).
In Tab. 50 ist die Anzahl der koagulierten Embryonen aufgefihrt. Es bestand eine
konzentrations- und zeitabhangige Zunahme letaler Effekte. Die LCsy (48 h) betragt
181,3 mmol/L (R? =0,998; b = 25,5; LCyo = 161,5 mmol/L).

Tab. 50: Zusammenstellung der |etalen Effekte von 1-Methoxy-2-propanol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 66,6 93,2 130,5 182,7 255,8
koaguliert 25 - - - - - -
8 - - - - - 4
24 - - - - 4 19
48 - - - - 12 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die von 1-Methoxy-2-propanol verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 51 zusammen-
gestellt. In den beiden hdchsten Konzentrationen lie3 sich eine Storung der frihen
Ontogenese erkennen. Nach acht Stunden hatte in 255,8 mmol/L bei acht Embryonen (50 %)
die Gastrulation noch nicht begonnen. Bel einem Embryo (5 %) in 182,7 mmol/L war die
Gastrulation verzogert - der Dotter war erst zu 1/3 umwachsen. Zu diesem Zeitpunkt hatten
10 bzw. 50 % der Embryonen in den beiden héchsten Konzentrationen Blé&schen abgeschniirt.
Dabel handelt es sich vermutlich um osmotische Effekte, wie sie von Lange et al. (1995)
beschrieben wurden.

Die Embryonen, die bis zum Mef3zeitpunkt nach 24 Stunden die Gastrulation nicht beendet
hatten, starben bis zum Versuchsende ab. Die Effekte bei den Endpunkten ,, Schwanz nicht
abgelost und ,diffuse bzw. keine Augenanlage’ deuteten nach 24 Stunden auf eine
Entwicklungsverzogerung hin. Davon waren 3 Embryonen (15 %) in 130,5 mmol/l und 10
Embryonen (62,5%) in 182,7 mmol/L betroffen. Ab 93,2 mmol/L zeigten Embryonen
Storungen des Blutkreidaufes. Fir diese Effekte betrdgt die ECsy (48 h) 111,7 mmol/L
(R*=0,990; b = 16,4; ECy = 93,3mmol/L). In alen Konzentrationen traten vermehrt
Oedeme auf. Berechnet wurde eine ECsp oedeme (48 h) von 92,4 mmol/L (R? = 0,971; b = 10,0;
ECio = 68,8 mmol/L), die auch der ECsosiiea fUr die Summe der subletalen Effekte
entspricht. Zwei sehr stark geschadigte Embryonen in 182,7 mmol/L wiesen keine
Pigmentierung auf.
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Tab. 51: Zusammenstellung der subletalen Effekte von 1-Methoxy-2-propanol auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 66,6 93,2 130,5 182,7 255,8
Bléaschen abgeschniirt 4 - - - - - 3
8 - - - - 2 8/16
24 - - - - - 1
keine Gastrulation 4 - - - - - 8
8 - - - - 12 8/16
Gastrulation nicht beendet 24 - - - - 3/16 11
keine Spontanbewegung 24 - - - 1 9/16 -
Schwanz nicht abgel ost 24 - - - - 7/16 -
48 - - - - 2/8 t
diffuse Augenanlage 24 - - - 3 6/16 -
48 - - - - 1/8 t
keine Augenanlage 24 - - - - 4/16 -
48 - - - - - t
schwacher Blutkreidauf 48 - - 1 1 - t
kein Blutkreidauf 48 - - 2 14 8/8 t
keine Pigmentierung 48 - - - - 2/8 t
Dotteroedem 48 - 2 6 15 8/8 t
Perikardoedem 48 - - 6 14 4/8 T
Malformationen:
Chordadeformation 24 - - - - - -
(Schwanz) 48 - - - 2 3/8 t
Schwanzdeformation 24 - - - 2 4/16 -
48 - - - 2 5/8 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 1 - -
48 - - - 2 1/8 t
Spaltembryo 24 - - - - 7/16 -
48 - - - - 2/8 t
S teratogen 24 0 0 0 2 10/16 0
S teratogen 48 0 0 0 4 6/8 t
S subletal 0 2 8 19 8/8 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : Gastrulation im
Vergleich zu Kontrollen verzogert

Teratogene Effekte wurden in 130,5 und 182,7 mmol/L verursacht. Nach 48 Stunden wiesen
20% bzw. 75% der Embryonen Deformationen der Chorda, des Schwanzes bzw. der
Schwanzspitze auf. Beachtet werden mul3, dal3 nach 24 Stunden bei sieben Embryonen
(43,8%) in 182,7mmol/L die Symptome eines Spatembryos (offener Medianspalt,
»SCchwanzstummel® nicht abgeldst) beobachtet wurden. FUnf dieser Embryonen starben
innerhalb der folgenden 24 Stunden ab. Die teratogenen Effekte wurden zumindest teilweise
von letalen Effekten Uberlagert. Die ECso teraiogen (24 ) liegt mit 169,3 mmol/L (R* = 0,986;
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b =13,8; ECyo = 136,7 mmol/L) etwa 6 % hoher as die ECsp teraiogen NCh 48 Stunden, fur die
ein Wert von 159,1 mmol/L berechnet wurde (R? = 0,969; b = 15,0; ECy0 = 130,8 mmol/L).
Um den Einfluld von 1-Methoxy-2-propanol auf das Langenwachstum zu ermitteln, wurden
die Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium tberfihrt und die Larven nach 120
Stunden untersucht. Die dabei festgestellten Effekte sind in Tab. 52 zusammengestellt.

Tab. 52: Zusammenstellung der Effekte von 1-Methoxy-2-propanol auf die Larval-
entwicklung von D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 66,6 93,2 130,5 182,7 255,8

koaguliert 2 120 — — 1 2 18 20
kein Blutkreidauf 120 - - - 6/18 12 T
Dotteroedem 120 - 1 - 7/18 12 t
Perikardoedem 120 - - - 7/18 2/2 T
Malformationen:

Chordadeformation (Schwanz) 120 - - - 3/18 - t
Schwanzdeformation 120 - - - 3/18 - t
deformierte Schwanzspitze 120 - - - 2/18 - t
Sébelschwanz 120 - - - - 12 t
S teratogen 120 0 0 0 6/18 1/2 t
S subleta 120 0 1 0 10/18 2/2 t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koagulierte und
nicht geschlipfte Embryonen zusammengefal3t

Nach 120 Stunden waren weitere Embryonen abgestorben. Die LCsy (120 h) betragt
154,4 mmol/L (R? = 0,999; b = 17,0; LCyo = 129,8 mmol/L) und liegt damit 15 % unter der
LCso (48 h). Nach Beendigung der Exposition ergab sich fur 1-Methoxy-2-propanol ein
Hinweise auf verzogert einsetzende letale Effekte. In die Berechnung dieser LCso gingen die
nicht geschlGipften Embryonen mit ein, da sie sich bereitsin Lyse befanden.

Fehlender Blutkreislauf und Oedeme an Dotter bzw. Perikard wurden als subletale Effekte an
den Larven festgestellt. Sechs Larven (33,3 %) in 130,5 mmol/L wiesen eine Deformation der
Chorda und des Schwanzes bzw. der Schwanzspitze auf. Der spezielle Effekt ,, Sbelschwanz*
wurde bei einer der beiden lebenden Larven in 182,7 mmol/L beobachtet. Die gesamte
Korperachse einschliefdlich des Schwanzes war nach dorsal gebogen. Fur diese teratogenen
Effekte nach 120 Stunden wurde eine ECsp teratogen VON 151,1 mmol/L berechnet (b = 9,7; ECyo
= 111,6 mmol/L). Werden die Schwanzldngen der Larven mit in die Betrachtungen
einbezogen, ergibt sich dasin Abb. 31 dargestellt Bild.
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Abb. 31: Wirkung von 1-Methoxy-2-propanol auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : dgnifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC reduierte sctwianzlange: 93,2 / 130,5 mmol/L

In 130,5 mmol/L ist die Schwanzldnge gegentber der Kontrolle signifikant reduziert (p =
0,05), alerdings streuten die Minimal- und Maximalwerte im Vergleich zu den anderen
Konzentrationen und der Kontrolle sehr weit.

Die berechneten LCsy, ECso und NOEC/ LOEC sind in Tab. 53 zusammengestellt. Abb. 32
veranschaulicht die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die teratogenen und die
letalen Effekte.

Tab. 53: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fr
1-Methoxy-2-propanol

Zeit (h) mmol/L

LCso 48 181,3(172,2-190,9)
LCso 120  154,4 (144,1 - 165,4)
ECso Biutkreisiauf 48 111,7 (104,0 — 119,9)
ECSO Oedeme 48 92,4 ( 84,3 - 101,3)
ECso subleta 48 92,4 ( 84,3-101,3)
ECSO teratogen 24 169,3 (154,8 - 185,1)
ECSO teratogen 48 159,1 (143,6 - 176,4)
ECoso teratogen 120 151,1 (132,4 —269,9)
NOEC / LOEC (eduzierte schwanziange 120 93,2/ 130,5

Tl 1,14
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Abb. 32: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von 1-Methoxy-2-propanol fir die
teratogenen und letalen Effekte

LCso (48 h): 181,3 mmol/L ; ECspteratogen (48 h): 159,1 mmol/L

Die Kurven verlaufen nicht paralel zueinander. Die Sigmoide fir die teratogenen Effekte
steigt etwas flacher an (b = 15,0) als die der |etalen Effekte (b = 25,5). Dadurch laufen beide
Kurven im obersten Bereich zusammen, im mittleren Bereich sind sie jedoch deutlich
voneinander getrennt. Teratogene Effekte wurden zu 20% in einer Konzentration
(130,5 mmol/L) verursacht, in der noch keine letalen Effekte auftraten. In dieser
Konzentration wurde auch eine signifikante (p = 0,05) Reduzierung des Langenwachstums
festgestellt. In der nédchst hoheren Konzentration waren bereits 60 % der Embryonen
abgestorben. Von den Uberlebenden Embryonen wiesen 75% zum Tell massive
Malformationen auf. Der Teratogenitdtsindex Tl von 1,14 verdeutlicht, in welchem engen
Konzentrationsfenster |etale und teratogene Effekte auftraten.

1-Methoxy-2-propanol verursacht im Tierversuch beim Sauger keine teratogenen Effekte.
Weder bei Ratte, noch bei Maus oder Kaninchen wurden fetotoxische oder teratogene Effekte
beobachtet, wenn 200 — 600 ppm (ihl.), bis zu 1.850 mg/kg/Tag (oral) und bis zu 740 mg/kg/
Tag (scu.) appliziert wurden (BUA 173, 1996). Hanley et al. (1984) exponierten Ratten (6. —
15. Gestationstag) und Kaninchen (6. — 18. Gestationstag) via Inhalation sechs Stunden
taglich gegenuber 500, 1.500 und 3.000 ppm 1-Methoxy-2-propanol. Es wurden weder
embryotoxische noch teratogene Effekte festgestellt.

In den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio traten teratogene Effekte und
Wachstumsreduzierung auf. Da letale Effekte und Maformationen in einem engen
Konzentrationsbereich auftraten und die meisten teratogenen Effekte in einer Konzentration
verursacht wurden, in der die letalen Effekte Uberwogen, kann davon ausgegangen werden,
dai3 1-Methoxy-2-propanol im DarT ein geringes teratogenes Potential zeigt.

Die eindeutig nicht teratogenen Befunde aus Untersuchungen mit Sdugetieren werden im
DarT nicht wiedergegeben.
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3.9 25-Hexandion

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurden folgende Konzentrationen untersucht:
10,5; 15,8; 23,7; 35,5 und 53,2 mmol/L. Sauerstoffsattigung, pH-Werte und Osmolaritét des
Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. Die
Mel3werte sind in Tab. A 15 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da in den
Kontrollen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 54 und Tab. 55).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 54 aufgefthrt. Die aus diesen Werten
mittels " Spearman-Karber" Methode berechnete L Cso nach 48 Stunden betréagt 40,9 mmol/L.

Tab. 54: Zusammenstellung der letalen Effekte von 2,5-Hexandion

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 10,5 15,8 23,7 35,5 53,2
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - 3 19
48 - - - - 3 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch 2,5-Hexandion verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 55 aufgefuhrt. Nach
2,5 Stunden wurden bei drei Embryonen der héchsten Konzentration Bléschen an den
Blastomeren festgestellt. 24 Stunden nach Expositionsbeginn waren in dieser Konzentration
95 % der Embryonen abgestorben. Der Uberlebende hatte bis zu diesem Zeitpunkt die
Gastrulation nicht beendet und koagulierte innerhalb der folgenden 24 Stunden. In
35,5mmol/L lie?en nach 24 Stunden 15 Embryonen (88,2 %) keine Spontanbewegung
erkennen. Mittels der Parameter ,Schwanz nicht abgelost® und ,diffuse bzw. keine
Augenanlage” 183 sich in 355 mmol/L bei 13 Embryonen (76,5 %) eine Entwicklungs-
verzogerung erkennen, wobel verschiedene Embryonen mehrere Effekte aufwiesen. In
23,7 mmol/L betraf das einen Embryo (5%). Eine Beeintréchtigung des Blutkreislaufes
wurde nach 48 Stunden in 35,5 mmol/L bei allen Embryonen und in 23,7 mmol/L bei 55 %
der Embryonen festgestellt. Die dafir berechnete ECsp (48 h) betragt 23,5 mmol/L
(R*=0,9996; b = 21,1; ECy = 20,5 mmol/L). Oedeme traten zu diesem Zeitpunkt in alen
Konzentrationen vermehrt auf, wobel in den beiden niedrigsten Konzentrationen nur
Dotteroedeme beobachtet wurden (jeweils 10 %). Die ECso oedeme (48 ) betragt 34,7 mmol/L
(R*=0,817; b = 2,7; ECy = 11,7 mmol/L). Diese Angabe muR kritisch betrachtet werden, da
Oedeme maximal zu 47,1 % auftraten (in 35,5 mmol/L). Die Bestimmung der ECso durch
Extrapolation ist nicht zuldssig, wenn weniger as 50 % Effekte auftraten. Eine Probitanalyse
wurde dennoch durchgefiihrt, da im Anpassungstest 7 gehalten wurde und trotz der jeweils
10 % Effekte in den beiden niedrigsten Konzentrationen, eine Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung Uber den Bereich aller vier Konzentrationen zu erkennen war. Wie der Tab. 56
entnommen werden kann, hat die ECsp oedeme alerdings einen weiten Vertrauensbereich.

In 35,5 mmol/L wiesen alle lebenden Embryonen eine bedeutend geringere Pigmentierung als
die Kontrollen auf. Fur alle subletalen Effekte nach 48 Stunden wurde mittels "Trimmed
Spearman-Karber" Methode eine ECsp von 21,0 mmol/L berechnet.
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Tab. 55: Zusammenstellung der subletalen Effekte von 2,5-Hexandion auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 10,5 15,8 23,7 35,5 53,2
Bléaschen abgeschniirt 25 - - - - - 3
Gastrulation nicht beendet 24 - - - - - 11
keine Spontanbewegung 24 - - - - 15/17 -
Schwanz nicht abgel st 24 - - - 1 7/17 -
48 - - - - 17 t
diffuse Augenanlage 24 - - - - 8/17 -
48 - - - - - t
keine Augenanlage 24 - - - - 3/17 -
48 - - - - - t
schwacher Blutkreidauf 48 - - - 1 - t
kein Blutkreidauf 48 - - - 10 17/17 T
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 17/17 T
Dotteroedem 48 - 2 2 7 7117 T
Perikardoedem 48 - - - 2 17 T
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 1 1/17 -
48 - - - 2 7117 t
Schwanzdeformation 24 - - - - 5/17 -
48 - - - - 5/17 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 1 - -
48 - - - 1 6/17 t
Spaltembryo 24 - - - - 2/17 -
48 - - - - 2/17 t
S teratogen 0 0 0 2 14/17 t
S subleta 0 2 2 14 17/17 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Nach 48 Stunden traten teratogene Effekte bei zwei Embryonen (10 %) in 23,7 mmol/L und
bei 14 Embryonen (82,4 %) in 355 mmol/L auf. Vor allem wurden Deformationen der
Schwanzspitze und der Chorda im Schwanzbereich beobachtet. Funf der in 35,5 mmol/L
exponierten Embryonen (29,4 %) wiesen eine starke Mif3ildung des gesamten Schwanzes
auf. Zwei dieser Embryonen (11,8 %) lief3en zudem eine offene Medianspalte erkennen. Sie
zeigten die fur ,, Spaltembryonen” typischen Symptome. Fir die ECsp teratogen (48 h) wurde ein
Wert von 30,0 mmol/L berechnet (R? = 0,999; b = 13,2; ECyo = 24,0 mmol/L). Es gab keinen
Hinwels auf Reduktion des L angenwachstums.

In Tab. 56 sind die berechneten L Csp und ECsy zusammengestellt. Abb. 33 zeigt den Verlauf
der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur die teratogenen Effekte. In die Darstellung
wurden auch die letalen Effekte eingeflgt.
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Tab. 56: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
2,5-Hexandion

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 40,9 (38,3 —-43,6)
ECso Blutkreisiauf 48 23,5 (22,2 - 25,0)
ECs0 0edeme 48 34,7 (22,9 -52,6)
ECso subletal 48 21,0(18,9-23,3)
ECSO teratogen 48 30,0 (27,3 - 32,9)
TI 1,36
100 —O—
80 1
- Malformation letal
S 601
% ____________________
E 40 1
20 1
0 ® ® ;
10 100

Konzentration (mmol/L)

Abb. 33: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von 2,5-Hexandion fir die teratogenen
Effekte und Lage der |letalen Effekte

LCso (48 h): 40,9 mmol/L; ECsp teratogen (48 h): 30,0 mmol/L

Teratogene und letale Effekte traten in einem relativ engen Konzentrationsfenster auf. ES ist
Zu beachten, dal? die Abszisse in der Abb. 33 nur eine Zehnerpotenz umfald. Nennenswerte
teratogene Effekte (u. a. Spaltembryonen) fanden sich erst in einer Konzentration, in der
bereits 15 % der Embryonen abgestorben waren. Dennoch Uberschneidet sich die Sigmoide
fur die Malformationen nicht mit dem angenommenen Konzentrations-Wirkungs-Verlauf der
letalen Effekte. FUr den Teratogenitatsindex Tl wurde ein Wert von 1,36 ermittelt.

Beim Sauger sind keine durch 2,5-Hexandion verursachten teratogenen Effekte bekannt.
Lewis (2000) stuft 2,5-Hexandion a's nicht siugerteratogen ein. Bei der Ratte wird n-Hexan
unter anderem zu 2,5-Hexandion metabolisiert (Shepard, 1992). Tréchtige Ratten wurden
vom Gestationstag acht bis 16 via Inhalation (6 h/Tag) gegeniber 1.000 ppm n-Hexan
exponiert. Weder die Anzahl der resorbierten noch der toten oder mif3gebildeten Feten war
erhoht. Die Konzentrationen von n-Hexan und 2,5-Hexandion in den Feten stimmten mit den
Konzentrationen im maternalen Blut Uberein (Bus et a., 1979).

Bel den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio verursacht 2,5-Hexandion teratogene
Effekte hauptsichlich in einem Konzentrationsbereich, der durch letale bzw. algemein
toxische Effekte charakterisiert ist. Andererseits deutet das Auftreten massiver Mif3bildungen
(z.B. Spatembryo) auf ein gewisses teratogenes Potential dieser Substanz hin. Die aus
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Untersuchungen mit Saugetieren bekannte Einordnung ,nicht teratogen® wurde im DarT
nicht deutlich wiedergegeben und stellt somit ein falsch positives Ergebnis dar. Aufgrund der
genannten Befunde wird das teratogene Potential als gering eingeschétzt.

3.10 Hydroxyhar nstoff

Aufgrund der Ergebnisse des V orversuches wurden folgende Konzentrationen untersucht: 9,2;
13,8; 20,7; 31,1 und 46,6 mmol/L. Sauerstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritdt des
Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. Die
Mef3werte sind der Tab. A 16 (Anhang A) zu entnehmen. Der Test erflillt die Validitats
kriterien, da die Kontrollembryonen keine Effekte aufwiesen (siehe Tab. 57 und Tab. 58).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 57 zusammengestellt. Zu erkennen ist die
konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der letalen Effekte. Eine deutliche
K onzentrations-Wirkungs-Beziehung ergab sich erst nach 48 Stunden. Die L Cs (48 h) betragt
30,4 mmol/L (R? = 0,985; b = 8,3; LCy = 21,3 mmol/L).

Tab. 57: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Hydroxyharnstoff

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 9,2 13,8 20,7 31,1 46,6
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - - 13
48 - - - 2 9 19

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 58 sind die durch Hydroxyharnstoff verursachten subletalen Effekte zusammen-
gestellt. Nach 24 Stunden hatten ein Embryo (5 %) in 20,7 mmol/L, in 31,1 mmol/L zwei
Embryonen (10 %) und in 46,6 mmol/L funf der noch lebenden Embryonen (71,4 %) die
Gastrulation nicht beendet. Die Storung dieser frihen Entwicklungsstadien wurde vermutlich
durch die Hemmung der DNA-Synthese verursacht (Scott et al., 1971). Das vermehrte
Absterben von Zellen fuhrte dazu, dal3 innerhalb der folgenden 24 Stunden diese Embryonen
koagulierten.

Eine Verzogerung bei der Entwicklung der Augen und bei der AblGsung des Schwanzes vom
Dotter lief3 sich nach 24 Stunden erkennen. Auch diese Effekte waren zeit- und
konzentrationsabhangig. In den drei geringsten Konzentrationen hatten sich die Embryonen
bis nach 48 Stunden normal entwickelt, wahrend in 31,1 mmol/L 63,6 % der Embryonen
davon betroffen waren. Die ECso enwickiungsverzogerung (24 h) betrégt 21,6 mmol/L (R? = 0,980; b
=7,1; ECyo = 14,3 mmol/L).

Als weitere Wirkung der Substanz wurde nach 48 Stunden eine Beeintrdchtigung des
Kreislaufsystems ersichtlich. In 13,8 mmol/L waren davon 30 % der Embryonen betroffen, in
20,7 mmol/L 88,9% und ab 31,1 mmol/L alle nicht koagulierten Embryonen. Fir die
Beeintrachtigung des Kreislaufsystems |&f3t sich nach 48 Stunden eine ECsp von 16,4 mmol/L
angeben (R*=0,988; b = 13,7; EC;, = 13,2 mmol/L). Weiterhin traten konzentrations-
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abhéngig Oedeme des Perikards und am Dotter auf. Die ECspoegeme (48 h) betrégt
13,9 mmol/L (R? = 0,970; b = 6,4; EC;o = 8,8 mmol/L).

In der hochsten Konzentration war der einzige lebende Embryo sehr stark geschadigt und
hatte neben verschiedenen Malformationen (siehe unten) keinen Herzschlag und ein stark
ausgepragtes Perikardoedem. Die ECs fUr die gesamten subletalen Effekte nach 48 Stunden
betragt 13,7 mmol/L (R? = 0,988; b = 6,4; ECyo = 8,7 mmol/L).

Tab. 58: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Hydroxyharnstoff auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 9,2 13,8 20,7 31,1 46,6
Gastrulation nicht beendet 24 - - - 1 2 5/7
keine Spontanbewegung 24 - - 1 11 17 207
Somiten nicht angelegt 24 - - - 2 7 17
48 - - - - 2/11 -
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - - 3 11 207
48 - - - - 3/11 11
diffuse Augenanlage 24 - - 1 3 7 -
48 - - - - 4/11 -
keine Augenanlage 24 - - 1 4 9 207
48 - - - - 3/11 11
kein Herzschlag 438 - - 2 11/18 8/11 11
schwacher Blutkreislauf 48 - - 1 - - -
kein Blutkreidauf 48 - - 5 16/18 11/11 1
Dotteroedem 48 - 5 15/18 6/11 -
Perikardoedem 48 - 3 6 14/18 10/11 1
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 6 2 -
48 - 1 4 16/18 7/11 11
Augendeformation 24 - - - - - -
48 - - 1 3/18 - -
Kopfdeformation 24 - - - 1 3 17
48 - - 1 3/18 4/11 -
Schwanzdeformation 24 - - 1 2 3 -
48 - - 2 7/18 9/11 11
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 5 1 -
48 - - 2 11/18 9/11 11
Herzdeformation 48 - 2 5 3/18 3/11 -
Otolithen nicht angelegt 48 - - - 4/18 6/11 11
S teratogen 0 3 8 16/18 11/11 11
S subletal 0 3 9 16/18 11/11 11

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Grobstrukturelle Maformationen wurden in alen Konzentrationen festgestellt. Es handelte
sich um Deformationen der Chorda und des Schwanzes und um Malformationen an Augen
und Kopf (Abb.34). In den beiden hochsten Konzentrationen durften die schweren
Schwanzdeformationen darauf zuriickzufthren sein, dal3 teilweise der Schwanz nicht vom
Dotter abgelost wurde. Bemerkenswert sind die Deformationen des Herzens. 10 bis 27,3 %
der Embryonen hatten ein schlauchférmiges Herz ausgebildet. Dieser Effekt fand sich immer
im Zusammenhang mit Oedemen des Perikards. In den drel hdchsten Konzentrationen, in
denen bereits Embryonen koaguliert waren, legten mehr als 22 % der Embryonen in den
Sacculi keine Otolithen an. Fir die teratogenen Effekte nach 48 Stunden betragt die
ECsoteratogen 13,9 mmol/L (R? = 0,970; b = 6,4; ECy0 = 8,8 mmol/L).

Zur Beurteilung der Substanzwirkung auf das Langenwachstum wurden die Embryonen nach
48 Stunden in unbelastetes Medium Uberfiihrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht.
Die dabel beobachteten Effekte sind in Tab. 59 zusammengestellt.

Abb. 34: Embryo nach 48stiindiger Exposition in 20,7 mmol/L Hydroxyharnstoff

Kopf- und Augendeformation, Schwanzdeformation, Otolithen nicht angelegt, Perikardoedem
(60fache Vergrél3erung)
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Tab. 59: Zusammenstellung der Effekte von Hydroxyharnstoff auf die Larvalentwicklung von

D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zeit Konzentration (mmol/L)

(h)

Kontrolle 9,2 13,8 20,7 31,1 46,6

koaguliert 120 - - 3 18 20 20
Dotteroedem 120 - 1 3/17 - t t
Perikardoedem 120 - 1 3/17 - t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 120 - 1 2/17 -
deformierte Schwanzspitze 120 - - 1/17 -
Sabel schwanz 120 - - 1/17 -
S teratogen 0 1 3/17 0 t t
S subleta 0 2 6/17 0 t t

Anzahl der Larven je ,Konzentration n = 20

nicht geschlipfte Embryonen zusammengefal3t

. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koagulierte und

Fiir die LCso nach 120 Stunden wurde ein Wert von 16,7 mmol/L berechnet (R? = 0,999; b =
14,0; LCyp = 13,6 mmol/L). Die nicht geschlipften Embryonen gingen mit in diese
Berechnung ein, da sie sich bereits in Lyse befanden.
Vor alem in der Konzentration 13,8 mmol/L traten neben Oedemen Deformationen des
Schwanzes und der Chorda an den Larven (17,6 %) auf. Werden die Schwanzléngen der
Larven mit in die Betrachtung einbezogen, ergibt sich dasin Abb. 35 dargestellte Bild.

1,75

1,65

1,55

Schwanzlange (mm)

1,45

1,35
Kontrolle

9,2

13,8

Konzentration (mmol/L)

I
—
u]

+Std. Dev.
+Std. Err.
Mean

Abb. 35: Wirkung von Hydroxyharnstoff auf die Langenentwicklung des Schwanzes
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In der mittleren Konzentration von 20,7 mmol/L waren nur zwei Larven geschllpft, so dal3
neben der Kontrolle nur die zwei niedrigsten Konzentrationen in die Auswertung der
Schwanzlénge eingehen konnten. Der Mittelwert in 9,2 mmol/L liegt Uber dem der
Kontrollen. Tendenziell ist der Wert in 13,8 mmol/L kleiner als der der Kontrollen, aber nicht
signifikant reduziert (p = 0,05).

Tab. 60 faldt die berechneten LCsy, ECsp und NOEC zusammen, in Abb. 36 sind die
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir teratogene und letale Effekte graphisch
dargestellt.

Tab. 60: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

Hydroxyharnstoff
Zeit (h) mmol/L
L Cso 48 30,4 (27,2 — 34,0)
L Cso 120 16,7 (15,4 — 18,2)
ECSO Entwicklungsverzégerung 24 21,6 (19,1 - 24,5)
ECso Blutkreisiauf 48 16,4 (15,0-17,9)
ECs0 0edeme 48 13,9 (12,2-15,9)
ECso suleta 48 13,7 (12,0 - 15,7)
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange 120 1318 /-
TI 2,19
100
80T
5 60 + Malformation
e  |l——
40t
Ll
20T
0 T T T T 1 T T T —T—TT
1 10 100

Konzentration (mmol/L)
Abb. 36: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Hydroxyharnstoff fir die teratogenen
und |etalen Effekte
LCso (48 h): 30,4 mmol/L; ECs, teratogen (48 h): 13,9 mmol/L

Die Sigmoiden fir die teratogenen und letalen Effekte sind deutlich voneinander getrennt und
verlaufen nahezu paralel. Die Kurve fir die letalen Effekte steigt etwas steiler an (b = 8,3) als
die fur die Maformationen (b = 6,4). Der Teratogenitatsindex Tl von 2,19 unterstreicht die
deutliche Trennung von LCsg und ECsperatogen UNd verdeutlicht das teratogene Potential von
Hydroxyharnstoff.
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Nach Lewis (2000) verursacht Hydroxyharnstoff in Untersuchungen mit Saugetieren
teratogene Effekte. Bei Ratten wurden nach ipr. Injektion von 500 mg/kg (11. Gestationstag)
Malformationen der GliedmalRen und des Schwanzes sowie Gaumenspalten verursacht.
98,8% der am 21. Gedtationstag lebenden Feten wiesen diese Effekte auf (Chaube &
Murphy, 1973). Scott et al. (1971) wiesen nach, dal3 Hydroxyharnstoff die DNA-Synthese in
Rattenembryonen hemmt. Der damit verbundene Zelltod in den Anlagen der Gliedmalien
fuhrte zu starken Malformationen. Beim Hamster verursachten 50 mg/kg (iv., 9. — 11.
Gestationstag) bei 44 — 75% der Embryonen Deformationen des Herzens und des
Neuralrohres (Ferm, 1966). Wilson et al. (1975) wiesen durch Hydroxyharnstoff verursachte
teratogene Effekte in der Ratte und in Rhesusaffen nach.

Aus Untersuchungen in vivo und in vitro mit der Maus (ipr.: 3,9 mmol/kg bzw. “Whole
Embryo Culture®: 3,9 mmol/L) sind Deformationen des Gesichtsschaddels und anormale
Entwicklung der Gliedmal3enanlagen bekannt (Warner et al., 1983). Bel diesen in vitro-
Untersuchungen traten die Effekte in einer Konzentration auf, die etwa 30 % der im DarT fir
die Malformationen ermittelten ECso teratogen ELIragt.

3.11 Isoniazid

Zur Erfassung letaler Effekte wurde Isoniazid in den Konzentrationen 160,4; 208,5; 271,3;
352,3 und 457,9 mmol/L untersucht. Sauerstoffséttigung und pH-Werte des Kontrollmediums
und der Testlosungen lagen in dem fur den Test zuléssigen Bereich. Da in alen funf
Konzentrationen Werte Gber 100 mOsmol/L ermittelt wurden, kdnnen osmotische Effekte an
den Embryonen nicht ausgeschlossen werden (Lange et al., 1995). Die Mef3werte sind in
Tab. A 18 (Anhang A) zusammengestellt.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 61 aufgefihrt. Der Test ist valide, da die
Kontrollembryonen keine Effekte aufwiesen. Letale Effekte traten erst relativ spdt im
Versuchsverlauf auf. In der hochsten Konzentration waren nach 36 Stunden sieben
Embryonen koaguliert (35%). Nach 48 Stunden waren in dieser Konzentration alle, in
352,3mmol/L 18 Embryonen (90%) und in 271,3mmol/L zwei Embryonen (10 %)
abgestorben. Die LCsp (48h) betragt 309,21 mmol/L (R®=0999; b = 21,9; LCyp =
270,0 mmol/L).

Tab. 61: Zusammenstellung der letalen Effekte von Isoniazid

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 160,4 208,5 2713 352,3 457,9

koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - - -
36 - - - - - 7
48 - - - 2 18 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

In einem weiteren Test wurde der subletale Konzentrationsbereich mit 72,9; 94,8; 123,2;
160,4 und 208,5 mmol/L untersucht. Auch bel diesem Test lagen alle Werte fur die
Sauerstoffsattigung und pH-Werte im zulassigen Bereich. Die Osmolaritét war in den drei
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hochsten Konzentrationen grofer als 100 mOsmol/L (siehe Tab. A 18, Anhang A). Die von
Isoniazid verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 62 zusammengestellt. Der Test erfillt
die Validitétskriterien, dain den Kontrollen nur 5 % Effekte auftraten.

Obwohl die Osmolaritét in den drei hochsten Konzentrationen tber 100 mOsmol/L lag,
wurden keine der von Lange et a. (1995) beschriebenen osmotischen Effekte in der friihen
Embryonalentwicklung beobachtet. Erste Effekte traten nach 24 Stunden auf. In alen
Konzentrationen fanden sich Embryonen, die keine Spontanbewegung aufwiesen. Bel der
Ablésung des Schwanzes vom Dotter und der Entwicklung der Augen 183 sich nach 24
Stunden eine Entwicklungsverzogerung erkennen. Fir diese Effekte wurde eine ECsp (24 h)
von 134,2 mmol/L ermittelt (b = 8,7; ECyp = 95,6 mmol/L). Effekte am Herz-Kreislaufsystem
(schwacher bzw. kein Blutkreislauf) traten nach 48 Stunden auf. In den beiden niedrigsten
Konzentrationen waren jeweils funf Embryonen (25 %) davon betroffen, in 123,2 mmol/L 18
Embryonen (90%) und in den beiden hochsten Konzentrationen ale Embryonen. Die
ECso Herz-kreisaut (48 h) betragt 95,9 mmol/L (b = 9,2; ECyo = 69,7 mmol/L). Eine verringerte
bzw. vollig fehlende Ausbildung von Melanocyten trat bei 15 Embryonen (75 %) in
72,9 mmol/L und bel 17 Embryonen (85%) in 94,8 mmol/L auf. In den drei hochsten
Konzentrationen waren alle Embryonen davon betroffen, wobei in 208,5 mmol/L samtliche
Embryonen keine Melanocyten gebildet hatten. Ein Kontrollembryo wies nach 48 Stunden ein
Dotteroedem auf. Bei den exponierten Embryonen bestand fir diesen Effekt keine
K onzentrations-Wirkungs-Beziehung.

Nach 48 Stunden wiesen in 72,9 mmol/L 17 Embryonen (85%), in 94,8 mmol/L 19
Embryonen (95 %) und ab 123,2 mmol/L ale Embryonen subletale Effekte auf. Aufgrund
dieser Datenlage ist es nicht zul&ssig eine ECsosuiera ZU berechnen. Zur Einschdtzung der
Effekte wurde dennoch mittels Probit-Verfahren ein Wert von 53,3 mmol/L kalkuliert (b =
7,1; ECyp = 352mmol/L). Ein Vertrauensbereich kann nicht angegeben werden (siehe
Tab. 63). Diese Angabe ist entsprechend kritisch zu bewerten.

Als teratogene Effekte traten Deformationen der Chorda, des Schwanzes und der
Schwanzspitze auf, wobel die beiden letzteren nur nach 48 Stunden beobachtet wurden. Eine
veradnderte Chordastruktur wurde bei den Embryonen festgestellt, die auch eine ,zickzack-
formige* Chordadeformation im Korperbereich zeigten. Zusétzlich hatten acht Embryonen
(40 %) in 123,2 mmol/L sowie ale Embryonen in den beiden hochsten Konzentrationen keine
Sacculi angelegt. Zusammengefaldt wiesen in 72,9 mmol/L 16 Embryonen (80 %), in
94,8 mmol/L 18 Embryonen (90 %) und ab 123,2 mmol/L alle Embryonen teratogene Effekte
auf. Wie bei den subletalen Effekten ist es auch in diesem Fall nicht zul&ssig, eine ECs teratogen
zu berechnen. Da aber 7 fiir die Homogenitét gehalten werden konnte, wurde zum Vergleich
der Effekte mittels Probit-Verfahren ein Wert von 55,9 mmol/L kalkuliert (b = 6,6; ECyo =
35,8 mmol/L). Die ECsoterangen 1St entsprechend der genannten Einschrankungen kritisch zu
bewerten, zumal der 95 %ige Vertrauensbereich von 5,9 bis 70,0 mmol/L reicht (siehe
Tab. 63).
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Tab. 62: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Isoniazid auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 72,9 94,8 123,2 160,4 208,5
keine Spontanbewegung 24 - 2 2 3 2 17
Schwanz unvollsténdig abgel 6st 24 - 1 - 7 13 19
48 - - - 2 - 6
diffuse Augenanlage 24 - - 1 - 5 9
48 - - - - - 2
keine Augenanlage 24 - - - - - 10
48 - - - - - -
kein Herzschlag 438 - - - - 1 11
schwacher Blutkreislauf 48 - 2 4 7 - -
kein Blutkreidauf 48 - 3 1 11 20 20
stark verringerte Pigmentierung 48 - 15 17 19 13 -
keine Pigmentierung 48 - - - 1 7 20
Dotteroedem 48 1 7 - 1 2 -
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - 7 5 5 8 19
48 - 12 14 13 15 19
Chordadeformation (K érper) 24 - 16 18 19 19 19
48 - 16 18 20 20 20
Schwanzdeformation 24 - - - - - -
48 - 1 4 1 4 15
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
48 - - 1 3 4 4
verénderte Chordastruktur 24 - 16 18 19 19 19
48 - 16 18 20 20 20
Sacculi nicht angelegt 48 - - - 8 20 20
S teratogen 0 16 18 20 20 20
S subleta 1 17 19 20 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Zur Beurteilung der Substanzwirkung auf das L angenwachstum, wurden die Embryonen nach
48 Stunden in unbelastetes Medium tberfuhrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. In
den Kontrollen lief3 die Larve, die als Embryo nach 48 Stunden ein Dotteroedem aufwies,
sowohl Dotter- as auch Perikardoedem erkennen und hatte keinen Blutkreislauf ausgebildet.
Von den exponierten Embryonen war bis 120 Stunden nur einer aus der geringsten
»Konzentration* geschlipft. Diese Larve wies neben einem Perikardoedem Deformationen
der Chorda und des Schwanzes auf. Alle Ubrigen Embryonen waren im Chorion koaguliert
und begannen zu lysieren. Teilweise waren die Korperstrukturen noch zu erkennen, so dal3 die
nach 48 Stunden beobachteten teratogenen Effekte bestétigt werden konnten.

Da in der geringsten ,, Konzentration* bereits 95 % der Embryonen abgestorben waren, liegt
die LCsp (120 h) unterhalb von 72,9 mmol/L. Durch die verlangerte Testzeit ergibt sich nach
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Beendigung der Exposition im Vergleich mit der LCso (48 h) ein Hinweis auf verzogert
einsetzende |etale Effekte von Isoniazid.

In Tab. 63 sind die berechneten LCsp bzw. ECsy zusammengestellt. Abb. 37 veranschaulicht
den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fir die letalen Effekte und die Lage der
beobachteten teratogenen Effekte.

Tab. 63: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

Isoniazid
Zeit (h) mmol/L
LCso 48 309,1 (293,0 — 326,1)
ECSO Entwicklungsverzdgerung 24 134,2 (122,6 - 147,3)
EC50 Herz-Kreislauf 48 95,9 (86,9 - 104,8)
ECso subletal 48 53,3°
ECSO teratogen 48 55,9 (5,9 - 70,0) a
TI 5,532

a: Wert beruht nicht auf valider Berechnung

100 > o
Malformationé
801 ° letal
S 60T
% _______________________________
£ 407 |
- |
20 1 |
|
0 : —i DA A E—
10 100 1.000

Konzentration (mmol/L)

Abb. 37: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Isoniazid fur die letalen Effekte und Lage
der teratogenen Effekte

LCso (48 h): 309,12 mmol/L

In Abb. 37 sind die teratogenen Effekte nur bis zur geringsten Konzentration mit 100 %
Malformationen eingetragen. Die von Isoniazid verursachten letalen Effekte weisen eine steile
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (b = 21,9) auf. Digjenige fur die teratogenen Effekte
kann nicht abgeschédtzt werden, da in der geringsten Konzentration bereits 80 % der
Embryonen Malformationen aufwiesen. Die ECsgieratogen VON 55,9 mmol/L ist entsprechend
kritisch zu betrachten (siehe oben). Die Malformationen und die letalen Effekte sind deutlich
voneinander getrennt. Der hohe Teratogenitétsindex Tl von 5,53 bestarkt die Aussage, dai3
mit DarT fur Isoniazid ein teratogenes Potential erkannt wurde.
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Aus Untersuchungen mit Sdugern liegen keine einheitlichen Ergebnisse vor. Lewis (2000)
stuft Isoniazid as Substanz ein, die im Tierexperiment teratogene Effekte verursacht (Maus,
oral, Gestationstag 1 — 21, TDLo: 1.848 mg/kg). Kalter (1972) applizierte Mé&usen 100 bis
300 mg/kg (Gestationtag 7 — 12) und fand ab 170 mg/kg eine stark erhthte maternale
Toxizitdt. Bel 100 bis 150 mg/kg wurden die Embryonen verstarkt resorbiert. Sdmtliche
lebende Nachkommen wiesen keine teratogenen Effekte auf. Geringere Dosen hatten keinen
Einfluld auf die Multtertiere bzw. Feten.

Shepard (1992) nennt verschiedene Studien, bei denen 10 bis 12 % der Neugeborenen von mit
Isoniazid behandelten Schwangeren Malformationen aufwiesen, ohne auf die Art der
Mif3ildungen einzugehen. In einer Studie werden Enzephalopathien beschrieben, nachdem
die Mtter wahrend der Schwangerschaft mit Isoniazid behandelt wurden.

3.12 Kupfer(I1)-sulfat-Pentahydrat

Kupfer(I1)-sulfat-Pentahydrat wurde in den Konzentrationen 0,6; 0,9; 1,4; 2,1 und 3,2 umol/L
untersucht. Sauerstoffsdttigung, Osmolaritét und pH-Werte des Kontrollmediums und der
Testlosungen lagen in dem fir den Test zuléssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab. A 19
(Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da nur bel einem Kontrollembryo (5 %)
nach 36 Stunden ein Effekt auftrat (siehe Tab. 64 und Tab. 65).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 64 aufgefuhrt. In der hochsten
Konzentration war bereits nach acht Stunden ein Embryo (5 %) abgestorben, nach 24 Stunden
waren alle koaguliert. Bis zum Mef3zeitpunkt nach 36 Stunden koagulierte in 1,4 pmol/L ein
(5%) und in 2,12 ymol/L zehn Embryonen (50 %). Bis zum Testende blieb deren Anzahl
konstant. Die L Cs (48 h) betragt 2,0 umol/L (b = 11,2; LCyo = 1,6 pmol/L).

Tab. 64: Zusammenstellung der letalen Effekte von Kupfer(l1)-sulfat-Pentahydrat

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 0,6 0,9 1,4 2,1 3,2
koaguliert 25 - - - - -
8 - - - - - 1
24 - - - 1 9 20
36 - - - 1 10 20
48 - - - 1 10 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab.65 sind die subletalen Effekte zusammengestellt. Kupfer(l1)-sulfat-Pentahydrat
verursachte bereits frihzeitig eine Storung der Embryonalentwicklung. Nach 2,5 Stunden
hatten in 1,4 und 2,1 pmol/L jewells zwei (10 %) sowie in 3,2 umol/L finf Embryonen
(25 %) keine hohe Blastula angelegt. Die Epibolie war nach acht Stunden ab 0,9 pmol/L
konzentrationsabhéngig bel funf bis 36,8 % der Embryonen gestért. In den folgenden 16
Stunden starben in den beiden hdchsten Konzentrationen alle Embryonen ab, die diese
Symptome aufwiesen. Ein Embryo in 1,4 pumol/L koagulierte ebenfalls bis zum Mef3zeitpunkt
nach 24 Stunden. In 1,4 und 2,1 umol/L wurde beim Endpunkt , Schwanzablésung vom
Dotter” eine Entwicklungsverzogerung deutlich. Zu diesem Zeitpunkt lief3en in 1,4 umol/L
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sechs (31,6 %) und in 2,1umol/L acht Embryonen (72,7 %) keine Spontanbewegung
erkennen. FUr diesen Endpunkt wurde eine ECso von 1,7 pmol/L berechnet (b = 7,9; ECyo =
1,2 pmol/L). Sowohl nach 36 als auch nach 48 Stunden waren Herzschlag und Blutkreislauf
beeintrachtigt. Die ECsonerzkresar (36 h) betrégt 1,8 pmol/L (R?=0,900; b = 3,8; ECy =
0,8 umol/L). Nach 48 Stunden wurden in alen Konzentrationen Oedeme beobachtet. Die
ECso Herz-kreisarr (48 h) entspricht der ECso subiea (48 h), alerdings liegen sie mit 2,5 pmol/L
Uber der LCso (48 h). Aufgrund der Datenlage konnten nach 48 Stunden keine plausiblen
Werte fir ECsonez-kregaf UNd ECsosibea berechnet werden. In Abb. 38 sind die
Herzschlagfrequenzen der Embryonen dargestellt. Eine Reduktion der Herzschlagfrequenz
wird bereits in der geringsten Konzentration von 0,6 umol/L deutlich. Eine signifikante
Reduktion wurde ab 1,4 umol/L nachgewiesen, wobei die Mediane von 2,1 und 1,4 pmol/L
gleich sind. In der Konzentration von 2,1 umol/L gingen nur sechs Embryonen in die
Auswertung ein, so dal3 diese Angabe kritisch zu bewerten ist.

Tab. 65: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Kupfer(l1)-sulfat-Pentahydrat auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 0,6 0,9 14 2,1 3,2
keine hohe Blastula 25 - - - 2 2 5
Bléaschen abgeschnirt 2,5 - - - 2 1 1
keine Gastrulation 8 - - - - 1 1/19
verzogerte Gastrulation 8 - - 1 2 3 6/19
keine Spontanbewegung 24 - - - 6/19 8/11 T
Schwanz unvollstandig abgel Ost 24 - - - 2/19 3/11 T
36 - - - 119 2/10 t
48 - - - - - t
schwacher Herzschlag 36 - - 1 119 - t
48 - - - - 2/10 t
kein Herzschlag 36 - - - - 3/10 t
48 - - - - /10 t
schwacher Blutkreidauf 36 1 1 1 2/19 3/10 t
48 — 1 — 1/19 3/10 T
kein Blutkreidauf 36 - - 1 2/19 4/10 t
48 - - - - /10 t
Dotteroedem 48 - 2 2 3/19 2/10 t
Perikardoedem 48 - 2 119 1/10 t
S teratogen 0 0 0 0 0 0
S subleta 0 2 3 4/19 5/10 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 38: Wirkung von Kupfer(Il)-sulfat-Pentahydrat auf die Herzschlagfrequenz

* . dignifikant reduziert (p = 0,05)

NOEC / LOEC redusierte Herzschiagrequenz: 0,9 / 1,4 pmol/L
Teratogene Effekte wurden nicht verursacht. Die Schwanzldngen der Larven wurden nicht
untersucht. Die berechneten ECsp, LCsp und NOEC/LOEC sind in Tab. 66 zusammen-
gestellt.

Tab. 66: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fr
Kupfer(I1)-sulfat-Pentahydrat

Zeit (h) pmol/L
L Cso 48 2,0(1,8-2,3)
ECSO Spontanbewegung 24 1,7 (1,5 - 2,1)
ECs0 Herz-Kreisiauf 36 1,8(1,3-25)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 0,9/ 1,4

Kupfer(l1)-sulfat-Pentahydrat zeigte im DarT kein teratogenes Potential. Die Substanz stérte
die frihen Phasen der Ontogenese von D. rerio und fuhrte somit zum Absterben der
Embryonen. Neben einer leichten Entwicklungsverzogerung wurde das Herz-Kreislaufsystem
relativ stark beeintréchtigt.

Bel Sadugetieren sind keine durch Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat verursachten teratogenen
Effekte bekannt (Lewis, 2000). Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Embryonen von D.
rerio geben hinsichtlich der Teratogenitét die Verhaltnisse beim Sauger wieder.

98



Ergebnisse und Diskussion

3.13 D-Mannitol

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurden folgende Konzentrationen untersucht:
109,8; 154,0; 214,6; 301,8 und 421,7 mmol/L. Im Kontrollmedium und in den Testldsungen
lagen Sauerstoffsittigung und pH-Werte in dem fir den Test zuldssigen Bereich. Die
ermittelten Werte fur die Osmolaritét lieffen Auswirkungen auf die Embryonen erwarten.
Darauf wird weiter unten im Zusammenhang mit den subletalen Effekten eingegangen. Die
Melwerte sind in Tab. A 20 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da in den
Kontrollen nicht mehr als 5 % der Embryonen Effekte aufwiesen (siehe Tab. 67 und Tab. 68).
Die wéhrend des Testzeitraumes koagulierten Embryonen sind in der Tab. 67 aufgefihrt. Nur
in der hdchsten Konzentration von 421,7 mmol/L traten 40 % tote Embryonen auf. Mit diesen
Daten war eine Berechnung der L Cso nicht méglich. Aus dem “range finder”-Versuch ist aber
bekannt, dal3 in 548,9 mmol/L bereits 100 % letale Effekte auftraten. Der Faktor zwischen
diesen beiden Konzentrationen betragt 1,3. Vor diesem Hintergrund wurde davon abgesehen,
die Datenlage durch einen weiteren Test zu verbessern. Mittels der "Trimmed Spearman-
Kérber" Methode wurde unter Berlicksichtigung der letalen Effekte des ,range finders® eine
LCso (48 h) von 426,9 mmol/L berechnet. Vernachlassigt wurde, dald3 zwischen den ersten
funf Konzentrationen ein Faktor von 1,4, zwischen der funften und ,, sechsten” Konzentration
(range finder) aber ein Faktor von 1,3 liegt.

Tab. 67: Zusammenstellung der |etalen Effekte von D-Mannitol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 109,8 154,0 214,6 301,8 421,7

koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - - 8
48 - - - - - 8

In 109,8 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 68 sind die subletalen Effekte aufgefihrt. Nach 2,5 Stunden hatten vor allem in der
hoéchsten Konzentration Embryonen Bléschen abgeschniirt (60 %). Die meisten dieser
Embryonen starben innerhalb der néchsten 20 Stunden ab. Die Blaschenbildung an Dotter und
Blastomeren beruht vermutlich auf der osmotischen Wirkung der Substanz. Langeet d.
(1995) geben fir eine Beeintrdchtigung der Embryonalentwicklung durch Harnstoff und
Natriumchlorid einen Wert von 100 mOsmol/L an. In dem vorliegenden Versuch wurden
auch in den vier geringeren Konzentrationen Osmolaritéten bestimmt, die Uber
100 mOsmol/L lagen. Bis auf einen Embryo in 301,8 mmol/L, der ebenfalls Blaschen
abgeschnuirt hatte, wurden jedoch keine weiteren osmotischen Effekte beobachtet.

Nach 24 Stunden wurden nur in der hochsten Konzentration Effekte beobachtet. Finf
Embryonen (41,7 %) hatten keine Somiten angelegt. Alle zwélf Iebenden Embryonen hatten
den Schwanz nicht abgeltst, lief3en keine Spontanbewegung erkennen und zeigten eine
gestorte Entwicklung der Augenanlage. In den folgenden 24 Stunden wurden diese
Fehlentwicklungen teilweise aufgehoben. Nach 48 Stunden konnte aber bel keinem der
Embryonen in 421,7 mmol/L Herzschlag festgestellt werden. Aufer in 154,0 mmol/L wurde
bei Embryonen aler Konzentrationen eine Storung des Herz-Kreislaufsystems mit der
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Ausprégung von Oedemen beobachtet. In den beiden geringsten Konzentrationen bestand
keine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und ein Kontrollembryo wies ein Dotteroedem
auf. Mittels "Trimmed Spearman-Ké&rber" Methode konnte fir die Storung des Herz-
Kreisaufsystems nach 48 Stunden eine ECsp von 288,1 mmol/L berechnet werden. Dieser
Wert entspricht der ECso supieta (48 h).

Tab. 68: Zusammenstellung der subletalen Effekte von D-Mannitol auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 109,8 154,0 214.,6 301,8 421,7
keine hohe Blastula 25 - - - - - 3
Blaschen abgeschniirt 25 - - - - 1 12
keine Spontanbewegung 24 - - - - - 12/12
Somiten nicht angelegt 24 - - - - - 5/12
48 - - - - - 5/12
Schwanz nicht abgel st 24 - - - - - 12/12
48 - - - - - 10/12
diffuse Augenanlage 24 - - - - - 7/12
48 - - - - - 6/12
keine Augenanlage 24 - - - - - 5/12
48 - - - - - -
kein Herzschlag 438 - - - - - 12/12
schwacher Blutkreislauf 48 - 1/19 - - - -
kein Blutkreidauf 48 - - - 1 13 12/12
Dotteroedem 48 1 1/19 - 1 2 7/12
Perikardoedem 48 - 2/19 - 1 - -
Malformationen:
Schwanzdeformation 48 - - - - - 4/12
deformierte Schwanzspitze 48 - - - - - 1/12
Sacculi nicht angelegt 48 - - - - - 1/12
S teratogen 0 0 0 0 0 5/12
S subletal 1 2/19 0 1 13 12/12
In 109,8 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. — : kein Embryo zeigte diesen

Effekt; T : alle Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte
zeigten

Teratogene Effekte traten nur in der hochsten Konzentration auf. Bel vier der zwolf |ebenden
Embryonen (33,3 %) dieser Konzentration wurden Deformationen des Schwanzes bzw. der
Schwanzspitze festgestellt. Ein Embryo (8,3 %) hatte keine Sacculi ausgebildet.

Danur in der hochsten Konzentration bei 41,7 % der Embryonen teratogene Effekte auftraten,
konnte keine L Cso teratogen Erechnet werden. Es bestand kein Hinweis auf eine Reduktion der
Schwanzlénge. Die berechneten L Cso bzw. ECso sind in Tab. 69 aufgefihrt.
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Tab. 69: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

D-Mannitol
Zeit (h) mmol/L
L Cso” 48  426,9 (399,8 — 455,8)
ECso Herz-kreisart 48  288,1(267,9-310,0)
ECso subletal 48 288,1 (267,9 —310,0)

a: berechnet aus der Anzahl koagulierter Embryonen zweier Teste

Malformationen und letale Effekte traten in 421,7 mmol/L zu vergleichbaren Anteilen auf
(41,7 bzw. 40 %). In der néchst geringeren Konzentration von 301,8 mmol/L wurden weder
letale noch teratogene Effekte festgestellt. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen
verlaufen steil, das heifl3t die entsprechenden Effekte treten nur in einem kleinen
Konzentrationsbereich auf. Zudem Uberlagern die letalen Effekte mdgliche Malformationen.
Inwieweit die hohen Konzentrationen toxikologisch und dkotoxikologisch relevant sind, mufd
in diesem Fall kritisch hinterfragt werden. Obwohl Malformationen bei Embryonen von D.
rerio beobachtet wurden, kann vor dem Hintergrund des sich ergebenden Bildes davon
ausgegangen werden, dal3 D-Mannitol kein teratogenes Potential besitzt.

Beim Sduger gibt es keine Hinweise auf durch D-Mannitol verursachte teratogene Effekte
(Lewis, 2000). Nach Shepard (1992) verursacht Mannitol beim Kaninchen eine Gewichts-
reduktion der Feten, ohne Malformationen zu verursachen.

3.14 3-Methyl-1-butanol

Nach zwei Vorversuchen wurden die Konzentrationen 4,4; 5,7; 7,4; 9,6 und 12,5 mmol/L
untersucht. Sauerstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritédt lagen sowohl im Kontrollmedium
als auch in den Testlosungen in dem fir den Test zul&ssigen Bereich. Die Mef3werte sind der
Tab. A 25 (Anhang A) zu entnehmen. Der Test ist valide, da nicht mehr als 5% der
Kontrollembryonen Effekte erkennen lief3en (siehe Tab. 70 und Tab. 71).

Die Anzahl der innerhalb von 48 Stunden koagulierten Embryonen ist in Tab. 70 aufgefihrt.
Nur in der hdchsten untersuchten Konzentration von 12,5 mmol/L wurden koagulierte
Embryonen festgestellt, wobel sich deren Anzahl nach 24 Stunden nur um 5 % erhohte. Die
LCso (48 h) betragt 12,2 mmol/L (Berechnung nach “Trimmed Spearman-Karber”).

Tab. 70: Zusammenstellung der |etalen Effekte von 3-Methyl-1-butanol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 4.4 57 7,4 9,6 12,5
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - - 10
36 - - - - - 10
48 - - - - - 11

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt
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In Tab. 71 sind die durch 3-Methyl-1-butanol verursachten subletalen Effekte zusammen-
gestellt. Nach 24 Stunden wurden konzentrationsabhangig Embryonen beobachtet, die keine
Spontanbewegung erkennen lief3en. Fir diese physiologische Storung betrdgt die ECso
4.5 mmol/L (R*=0,884; b = 3,5; EC;o = 1,9 mmol/L). Betrachtet man die Entwicklung der
Augenanlagen und die Abldsung des Schwanzes vom Dotter, 183 sich in den beiden hochsten
Konzentrationen eine Verzogerung der Entwicklung zwischen 24 und 48 Stunden erkennen.
Die Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems ist nach 36 Stunden in allen Konzentrationen bel
10% bis 100% der Iebenden Embryonen verzogert. Die aus der Storung des Herz-
Kreislaufsystems zu berechnende ECs betragt nach 36 Stunden 6,0 mmol/L (R? = 0,984; b =
10,1; ECyo = 4,4 mmol/L). Nach 48 Stunden &% sich dafir ein Wert von 6,5 mmol/L
berechnen (R*=0,999; b = 9,5; EC;o = 4,7 mmol/L). Im Zusammenhang mit der Beein-
trachtigung des Herzschlages steht vermutlich die Bildung von Oedemen am Dotter bzw. im
Bereich des Perikards. Die ECsp oedeme (48 h) betragt 5,0 mmol/L (R? = 0,991; b = 7,8; ECyo =
3,4 mmol/L) und entspricht der ECspsniea fUr die Summe der subletalen Effekte. In der
hochsten Konzentration wiesen 88,9 % der |ebenden Embryonen eine gestdrte Pigmentierung
auf. In 9,6 mmol/L zeigte nur ein Embryo (5%) eine stark verringerte Bildung von
Melanocyten.

Fur eine durch 3-Methyl-1-butanol verursachte Stérung des Herz-Kreislaufsystems spricht
ebenfalls die Reduktion der Herzschlagfrequenz (Abb. 39). Bereits ab 5,7 mmol/L &3 sich
eine Konzentrationsabhangigkeit erkennen. Ab 9,6 mmol/L war die Herzschlagfrequenz
signifikant reduzierte (p = 0,05). In dieser Konzentration zeigten sowohl nach 36 Stunden,
wie auch nach 48 Stunden alle Embryonen eine deutliche Stérung von Herzschlag und
Blutkreislauf in Zusammenhang mit der Ausbildung von Oedemen.

Tab. 71: Zusammenstellung der subletalen Effekte von 3-Methyl-1-butanol auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 4,4 57 7,4 9,6 12,5
keine Spontanbewegung 24 1 9 14 15 20 10/10
Somiten nicht angelegt 24 - - - - - 1/10
36 - - - - - 110
48 - - - - - -
Schwanz unvollsténdig abgel 6st 24 - - - - 3 4/10
36 - - - - 3 7/10
48 - - - - 1 3/9
Schwanz nicht abgel ost 24 - - - - - 5/10
36 - - - - - 2/10
48 - - - - - -
diffuse Augenanlage 24 - - - - - 4/10
36 - - - - - 5/10
48 - - - - - -
keine Augenanlage 24 - - - - - 2/10
36 - - - - - -
48 - - - - - -
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Fortsetzung Tab. 71

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 4,4 57 7,4 9,6 12,5
kein Herzschlag 36 - - - 2 8 10/10
48 - - - - 3 4/9
schwacher Blutkreislauf 36 - 1 1 2 1 -
48 - - 2 4 - -
kein Blutkreid auf 36 - 1 6 15 19 10/10
48 - 1 4 10 19 9/9
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 1 6/9
keine Pigmentierung 48 - - - - - 2/9
Dotteroedem 48 - 6 13 17 20 8/9
Perikardoedem 48 - 7 8 16 3/9
Malformationen:
keine Kopfanlage 24 - - - - - 1/10
36 - - - - - /10
48 - - - - - -
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - - 2/9
S teratogen 0 0 0 0 0 2/9
S subletal 0 6 14 18 20 9/9

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 39: Wirkung von 3-Methyl-1-butanol auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte Herzschlagirequenz: 7,4/ 9,6 mmol/L
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Im Verlauf des Testes hatte nach 24 und 36 Stunden in der hochsten Konzentration ein
Embryo keine Somiten und keine Kopfanlage ausgebildet und koagulierte bis nach 48
Stunden. Zu diesem Zeitpunkt wurden in dieser Konzentration, in der die letalen Effekte
Uberwogen, zwei Embryonen (22,2%) mit moderater Deformation der Schwanzspitze
beobachtet. Eine ECso teratogen KONNte bei dieser Datenlage nicht berechnet werden.

Da nicht eindeutig abzuschétzen war, ob eine mogliche Reduktion der Schwanzlange vorlag,
wurden die Embryonen in unbelastetes Medium tberfuhrt und nach 120 Stunden die Larven
untersucht. Die beobachteten Effekte sind in Tab. 72 aufgefuhrt.

Tab. 72: Zusammenstellung der Effekte von 3-Methyl-1-butanol auf die Larvalentwicklung
von D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 4.4 57 7,4 9,6 12,5
koaguliert 120 - - 1 1 2 14
kein Herzschlag 120 - - - - 3/18 2/6
kein Blutkreidauf 120 - 2 1/19 2/19 10/18 6/6
Dotteroedem 120 1 - - 2/19 5/18 -
Perikardoedem 120 - 3 1/19 2/19 10/18 6/6
Malformationen:
verkrimmter Schwanz 120 - - - - - 2/6
S teratogen 0 0 0 0 0 2/6
S subleta 1 3 1/19 2/19 10/18 6/6

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koagulierte und
nicht geschltipfte Embryonen zusammengefal3t

In 5,7 mmol/L war eéin Embryo nicht geschllpft, in 9,6 mmol/L zwel und in 12,5 mmol/L 3
Embryonen. Da diese Embryonen koaguliert waren und die Lyse eingesetzt hatte, gingen sie
mit in die Berechnung der LCso ein. Die LCso (120 h) betragt 11,6 mmol/L (R? = 0,993; b =
18,7; LCyo = 9,9 mmol/L) und liegt damit im Bereich der LCs; (48 h). Nach Beendigung der
Exposition ergaben sich bei 3-Methyl-1-butanol keine deutlichen Hinweise auf verzogert
auftretende letale Effekte.

In allen Konzentrationen traten Larven auf, die eine Stérung des Herz-Kreislaufsystems mit
Oedembildung aufwiesen. Ein Kontrollembryo hatte ein Dotteroedem ausgebildet. Fir die
gesamten subletalen Effekte nach 120 Stunden kann eine ECso von 9,5 mmol/L angegeben
werden (Berechnung nach “ Trimmed Spearman-K arber*).

Die Schwanzléngen der Larven waren nach 120 Stunden in keiner der auswertbaren
Konzentrationen signifikant (p = 0,05) reduziert (siehe Abb. 40). Zwei Larven der hochsten
Konzentration, die nach 48 Stunden den Schwanz nicht vollsténdig abgelost bzw. eine
deformierte Schwanzspitze hatten, liefien jetzt einen verkrimmten Schwanz erkennen.
Weltere teratogene Effekte traten nicht auf.
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Abb. 40: Wirkung von 3-Methyl-1-butanol auf die Langenentwicklung des Schwanzes
In Tab. 73 sind die berechneten LCsy, ECso und NOEC / LOEC zusammengestellt. Abb. 41

zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fir die letalen Effekte. In diese Abbildung sind
zusétzlich die teratogenen Effekte eingetragen.

Tab. 73: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fr
3-Methyl-1-butanol

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 12,2
L Cso 120 11,6 (10,9 — 12,3)
ECSOSpontanbaNegung 24 4,5( 3,3 — 6,1)
ECso Herz-Kreistauf 36 6,0( 55 — 6,5)
ECso Herz-Kreistauf 48 65(59 - 71)
ECSOOedeme 48 5,0( 4,5 - 5,6)
ECso subletal 48 50( 4,5 — 5,6)
ECso suvletal 120 9,5( 8,7-10,2)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschl agfrequenz 48 7,4/ 9,6
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange 120 9,6 / —
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Abb. 41: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von 3-Methyl-1-butanol fur die letalen Effekte
und Lage der teratogenen Effekte

LCs (48 h): 12,2 mmol/L

In Abb. 41 ist die Sigmoide fir die letalen Effekte im oberen Bereich gestrichelt dargestellt,
da in der hochsten untersuchten Konzentration nur 55 % letale Effekte auftraten und der
Kurvenverlauf zudem anhand von nur zwei Punkten erstellt wurde. Die eingetragene Lage der
Malformationen macht deutlich, dafi3 diese von der Letalitdt Gberdeckt werden. Mif3bildungen
traten nur in der hochsten Konzentration auf, in der letale Effekte Uberwogen. Ein Quotient
aus LCso und ,fiktiver* ECsoteraogen Ware kleiner as 1. Im DarT-System &% sich kein
Hinweis auf ein teratogenes Potential von 3-Methyl-1-butanol erkennen.

In der Literatur sind keine durch 3-Methyl-1-butanol beim Sduger verursachten teratogenen
Effekte bekannt.

3.15 Methylformamide und Metabolite

N,N-Dimethylformamid wird beim Sauger in der Leber durch mikrosomale Enzymsysteme
metabolisiert. Als Hauptmetabolit entsteht N-Hydroxymethyl-N-Methylformamid, als
weiterer Metabolit in geringerem Malle N-Methylformamid. Als intermedidre Spezies
entstehen Glutathion- und Cystein-Addukte, die bis hin zum N-Acetyl-(N-methyl-
carbamoyl)cystein metabolisiert werden. Diesen Uber den ,Glutathion-Pfad® entstehenden
Metaboliten kommt die eigentliche entwicklungstoxische Aktivitét zu (Klug et al., 1998). Die
Substanzen werden speziess und applikationsabhéngig Uberwiegend Uber den Urin
ausgeschieden; z.B. N-Acetyl-(N-methylcarbamoyl)cystein beim Menschen nach inhalativer
Exposition: 10 — 23% (BUA 84, 1992). Im DarT wurden N,N-Dimethylformamid, N-
Methylformamid, Methylcarbamoylglutathion und Methylcarbamoylcystein untersucht.

3.15.1 N,N-Dimethylformamid

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde N,N-Dimethylformamid in den
Konzentrationen 54,7; 71,1; 92,5; 120,2 und 156,3 mmol/L untersucht. Sauerstoffsattigung
und pH-Werte des Kontrollmediums sowie der Testlésungen lagen in dem fir den Test

106



Ergebnisse und Diskussion

zuldssigen Bereich. Die ermittelten Werte fur die Osmolaritét in den drei niedrigen
Konzentrationen lief3en keine Auswirkungen auf die Embryonen erwarten. In 120,2 und
156,3 mmol/L wurden Werte Uber der von Lange et a. (1995) angegebenen Grenze von
100 mOsmol/L gemessen. In diesen beiden Konzentrationen konnten osmotische Effekte auf
die Embryonen nicht ausgeschlossen werden. Die Werte sind in Tab. A 10 (Anhang A)
zusammengestellt. Der Test ist valide, da die Kontrollembryonen keine Effekte aufwiesen
(siehe Tab. 74 und Tab. 75).

Koagulierte Embryonen traten nur in der hdchsten untersuchten Konzentration auf (Tab. 74).
Die LCs (48 h) betragt 137,1 mmol/L (geometrisches Mittel).

Tab. 74: Zusammenstellung der letalen Effekte von N,N-Dimethylformamid

Effekt Zeit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 54,7 71,1 92,5 120,2  156,3

koaguliert 8 - - - - - -
24 - - - - - 1
48 - - - - - 20

In 54,7 mmol/L und in 92,5 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo
zeigte diesen Effekt

In Tab. 75 sind die subletalen Effekte zusammengestellt. Nach acht bzw. nach 24 Stunden
wurde bei Embryonen in den drei héchsten Konzentrationen eine Verzogerung der
Gastrulation festgestellt. Osmotische Effekte in Form von abgeschnirten Blaschen wurden
nicht beobachtet. Das Nichtabldsen des Schwanzes und eine gestérte Augenentwicklung vor
allem in 120,2 mmol/L sind ebenfalls Hinweise auf eine physiologische Stérung, die sich als
Entwicklungsverzogerung darstellt. Fir den nach 48 Stunden beobachteten Effekt ,kein
Blutkreislauf“ kann eine ECsp von 85,6 mmol/L errechnet werden (b = 14,6; ECyp =
69,9 mmol/L). Die bis 120,2 mmol/L in alen Konzentrationen beobachtete Ausbildung von
Oedemen stellt einen empfindlicheren Endpunkt dar. Die ECspoedeme betrégt 74,0 mmol/L
(R*=0,996; b = 9,9; EC;o = 54,9 mmol/L). Aus den gesamten subletalen Effekten errechnet
sich nach 48 Stunden eine ECsospea VON 69,6 mmol/L (R*=0,995; b = 12,6; ECyp =
55,1 mmol/L).
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Tab. 75: Zusammenstellung der subletalen Effekte von N,N-Dimethylformamid auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 54,7 71,1 92,5 120,2 156,3
verzogerte Gastrulation 8 - - - 119 6 16
Gastrulation nicht beendet 24 - - - - 2 19/19
keine Spontanbewegung 24 - - - - 14 -
Somiten nicht angelegt 24 - - - - - -
48 - - - - 2 t
Schwanz nicht abgel st 24 - - - - 3 -
48 - - - - 2 t
diffuse Augenanlage 24 - - - 1/19 12 -
48 - - - - 1 -
keine Augenanlage 24 - - - - 3 -
48 - - - - 1 t
kein Herzschlag 48 - - - - 1 T
kein Blutkreidauf 48 - - 3 12/19 20 t
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 17 T
Dotteroedem 48 - 2/19 8 13/19 20 t
Perikardoedem 48 - - 1 7/19 3 t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - 5 -
48 - - - 119 6 t
Chordadeformation (K érper) 24 - - 2 5/19 1 -
48 - - 2 6/19 2 t
keine Chorda angelegt 24 - - - - - -
48 - - - - 2 t
K opfdeformation 24 - - - - - -
48 - - - - 2 t
Schwanzdeformation 24 - - - 119 11 -
48 - - - 119 11 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 1/19 1 -
48 - - - 119 2 t
Spaltembryo 24 - - - 1/19 9 -
48 - - - 119 9 t
Sacculi nicht angelegt 48 - - - - 1
S teratogen 0 0 2 8/19 18 t
S subleta 0 2/19 10 18/19 20 t

In 54,7 mmol/L und in 92,5 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo
zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden
entsprechende Effekte zeigten

Teratogene Effekte wurden vor allem in 92,5 und 120,2 mmol/L beobachtet. Aber auch in
71,1 mmol/L wiesen 2 Embryonen (10 %) Deformationen der Chorda im Korperbereich auf.
Die ansonsten beobachteten Malformationen reichten von moderat ausgepréagten
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Deformationen der Schwanzspitze bis hin zu starken Effekten wie Kopfdeformationen und
die Auspragung einer Medianspalte (getrennte Langshdften des Korpers im Bereich des
Urmundes). Dieser as,, Spaltembryo” bezeichnete Effekt findet sich zu 5,3 % in 92,5 mmol/L
bzw. zu 45 % in 120,2 mmol/L. In dieser Konzentration hatten zwei Embryonen (10 %) keine
Somiten angelegt und demzufolge keine Chorda ausgebildet. Die ECsy (48 h) fur die
teratogenen Effekte betragt 93,8 mmol/L (R? = 0,992; b = 11,2; ECyo = 72,1 mmol/L).

In Tab. 76 sind die berechneten Werte zusammengestellt, Abb. 42 verdeutlicht die
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die teratogenen und die letalen Effekte.

Tab. 76: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
N,N-Dimethylformamid

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 137,1
ECso Biutkreisiauf 48 85,6 (79,6 —92,1)
ECs0 oedeme 48 74,0 (67,8 —80,8)
ECso subleta 48 69,6 (64,6 — 74,9)
ECSO teratogen 48 93,8 (86,7 - 101,4)
TI 1,46
100
80 T
= Malformation letal
S 60
% _______________________
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Abb. 42: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von N,N-Dimethylformamid fur die
teratogene und letalen Effekte

LCso (48 h): 137,12 mmol/L ; ECsoteratogen (48 h): 93,8 mmol/L

Die as Gerade dargestellte Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der letalen Effekte verlauft
steiler als die Sigmoide fur die Maformationen. Im mittleren Bereich (50 % Effekte) sind
Sigmoide bzw. Gerade deutlich voneinander getrennt und liegen relativ weit auseinander. Der
aus der LCsp und ECspierangen gebildete Quotient (Teratogenitdtsindex TI) von 1,46
verdeutlicht das. Teratogene Effekte wurden im subletalen Konzentrationsbereich verursacht,
und sind somit vom Bereich der letalen Wirkung deutlich getrennt. N,N-Dimethylformamid
zeigteim DarT ein teratogenes Potential. Die Daten aus Untersuchungen mit Saugetieren sind
in 3.15.5 (Seite 124) dargestellt.
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3.15.2 N-Methylformamid

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde N-Methylformamid in den
Konzentrationen 135,4; 189,6; 265,8; 372,4 und 519,7 mmol/L untersucht. Sauerstoff-
séttigung und pH-Werte des Kontrollmediums und der Testldsungen lagen zu Versuchsbeginn
in dem fur den Test zul&ssigen Bereich. In allen Konzentrationen wurden fur die Osmolaritét
Werte Uber der von Lange et al. (1995) genannten Grenze von 100 mOsmol/L ermittelt.
Osmotische Effekte konnten demzufolge nicht ausgeschlossen werden, obwohl weder an den
Blastomeren noch am Dotter Blaschenbildung beobachtet wurde. Die Mef3werte sind in
Tab. A 28 (Anhang A) zusammengestellt. Der ist Test valide, da die Kontrollembryonen
keine Effekte aufwiesen (siehe Tab. 77 und Tab. 78).

Innerhalb der 48-stlindigen Exposition sank der pH-Wert der Testlosungen stark ab. Bei der
Interpretation der Testergebnisse mufd beriicksichtigt werden, dal3 ein pH-Wert unter 4,5
schéadigende Wirkung auf die Embryonen haben kann (Schulte, 1997). Das betrifft die beiden
hochsten Konzentrationen. Ob das Absinken der pH-Werte durch den Metabolismus der
Substanz und damit verbundener Ansduerung des Mediums verursacht wurde, wurde nicht
untersucht.

In Tab. 77 ist die Anzahl der koagulierten Embryonen zusammengestellt. In den beiden
hochsten Konzentrationen war eine zeitabhangige Zunahme der letalen Effekte zu erkennen.
Die LCs (48 h) betragt 377,8 mmol/L (R? = 0,993; b = 25,5; LCyo = 336,6 mmol/L).

Tab. 77: Zusammenstellung der letalen Effekte von N-Methylformamid

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 135,44 189,6 265,8 3724 519,7

koaguliert 25 - - - - - -
8 — — — — — —

24 - - - - 5 17

48 - - - - 6 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 78 sind die subletalen Effekte aufgefiihrt. Bereits nach acht Stunden deutete sich in
den beiden hochsten Konzentrationen bel 55 % bzw. 95 % der Embryonen eine Stérung der
frihen Entwicklungsphasen an. Bis zum Mefizeitpunkt nach 24 Stunden starben in
372,4mmol/L 25 %, in 519,7 mmol/L 85 % der Embryonen ab. Bei einem Grofliteil der
lebenden Embryonen in diesen beiden Konzentrationen wurde keine Spontanbewegung
festgestellt. Die gestorte Entwicklung der Augen bzw. das Nichtablésen des Schwanzes vom
Dotter nach 24 Stunden weisen hier auf eine Entwicklungsverzégerung hin. Betrachtet man
die Endpunkte ,Herzschlag® und ,Blutkreidauf® wird nach 48 Stunden eine
konzentrationsabhangige Storung des Herz-Kreislaufsytems deutlich. Die ECsy fUr diese
Effekte betragt 195,0 mmol/L (R? = 0,978; b = 12,1; LCy = 152,9 mmol/L). Fir die in alen
Konzentrationen (auler 519,7 mmol/L) vermehrt aufgetretenen Oedeme 183 sich eine ECs
(48 h) von 160,8 mmol/L (b = 8,7; LCyo = 114,6 mmol/L) berechnen. Dieser Wert entspricht
der ECsp sunieta fUr die gesamten subletalen Effekte nach 48 Stunden.
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Tab. 78: Zusammenstellung der subletalen Effekte von N-Methylformamid auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1354 189,6 265,8 3724 519,7
keine Gastrulation 8 - - - - 2 15
verzogerte Gastrulation 8 - - - - 9 4
Gastrulation nicht beendet 24 - - - - - 13
keine Spontanbewegung 24 - - - - 14/15 2/3
Schwanz nicht abgel st 24 - - - - 5/15 2/3
48 - - - - 4/14 t
diffuse Augenanlage 24 - - - - 5/15 -
48 - - - - 4/14 t
keine Augenanlage 24 - - - - 3/15 2/3
48 - - - - 114 t
kein Herzschlag 48 - - - - 12/14 t
schwacher Blutkreislauf 48 - - 1 - - t
kein Blutkreid auf 48 - 1 6 18 14/14 t
Dotteroedem 48 - 4 9 17 13/14 t
Perikardoedem 48 - 5 12 11 7114 t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 2 - -
48 - - - 4 6/14 t
Kopfdeformation 24 - - - - - 2/3
48 - - - - - t
Schwanzdeformation 24 - - - - 6/15 -
48 - - - - 6/14 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
48 - - - 1 6/14 t
Spaltembryo 24 - - - - 4/15 1/3
48 - - - - 4/14 t
Sacculi nicht angelegt 48 - - - - 9/14
S teratogen 0 0 0 4 13/14 t
S subleta 0 6 13 20 14/14 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Im Verlaufe des Testes traten zum Tell massive Mifbildungen der Embryonen auf.
Teratogene Effekte wurden vor alem in 265,8 mmol/L und 372,4 mmol/L festgestellt. Es
fanden sich Embryonen mit Deformationen des Schwanzes, der Schwanzspitze und der
Chorda im Schwanzbereich, wie auch Embryonen mit offenem Medianspalt (Spaltembryo).
Zwei der nach 24 Stunden noch lebenden drei Embryonen der hochsten Konzentration hatten
eine deformierte Kopfanlage. Einer der beiden zeigte zusédtzlich die Symptome eines
Spaltembryo. Innerhalb der néchsten 24 Stunden koagulierten diese Embryonen. Nach 48
Stunden hatten 64,3% der Embryonen in 372,4 mmol/L weder Sacculi noch Otolithen
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ausgebildet. Fur die teratogenen Effekte wurde eine ECs (48 h) von 303,9 mmol/L errechnet
(R*=0,996; b = 17,7; ECy0 = 257,2 mmol/L).

Um die Wirkung der Substanz auf das Langenwachstum zu beurteilen, wurden die
Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium Uberfihrt und die Larven nach 120
Stunden untersucht. In Tab. 79 sind die dabel beobachteten Effekte zusammengestelt.

Tab. 79: Zusammenstellung der Effekte von N-Methylformamid auf die Larvalentwicklung
von D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 1354 189,6 265,8 372,4 519,7

koaguliert 120 - - - 4 20 20
Dotteroedem 120 - - 4 4/16 T t
Perikardoedem 120 - - 4 5/16 t t
Malformationen:

Chordadeformation (Schwanz) 120 - - - 5/16 t t
deformierte Schwanzspitze 120 - - - 4/16 T t
Sabel schwanz 120 - - - 4/16 T t
S teratogen 0 0 0 8/16 t t
S subletal 0 0 4 14/16 t t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koagulierte und
nicht geschltipfte Embryonen zusammengefal3t

Die Anzahl der toten Embryonen veranderte sich gegentiber dem Befund nach 48 Stunden. In
die Berechnung der LCs, gingen die Embryonen mit ein, die nicht geschlipften waren und
sich bereits in Lyse befanden. Die LCso (120 h) betragt 294,1 mmol/L (Berechnung nach
"Trimmed Spearman-Ké&rber") und liegt 22 % unterhalb der nach 48 Stunden ermittelten
LCso. Durch die Verlangerung der Testdauer ergaben sich nach Beendigung der Exposition
fur N-Methylformamid Hinweise auf verzogert auftretende |etale Effekte.

Oedeme wurden in 189,6 mmol/L bel 20% und in 372,4mmol/L bei 50% der Larven
festgestellt. Da in den beiden hdchsten Konzentrationen alle Embryonen abgestorben waren,
wurden teratogene Effekte nur noch in der Konzentration von 265,8 mmol/L beobachtet.
50 % der Larven wiesen Deformationen des Schwanzes bzw. der Schwanzspitze auf. Bel
25% der Larven wurde der Effekt ,Sdbelschwanz* festgestellt, wobei Schwanz bzw.
Korperachse nach dorsal gebogen waren. Mittels "Trimmed Spearman-Kérber" Methode
wurde nach 120 Stunden eine ECsperaogen VON 265,8 mmol/L berechnet, die der mittleren
gepruften Konzentration entspricht. Aufgrund der Datenlage konnte kein Vertrauensbereich
angegeben werden. In Abb. 43 sind die nach 120 Stunden gemessenen Schwanzlangen der
Larven dargestellt.
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Abb. 43: Wirkung von N-Methylformamid auf die Langenentwicklung des Schwanzes

In die Auswertung der Langenentwicklung gingen nur die Larven der Kontrollen und der
beiden niedrigsten Konzentrationen ein. Tendenziell nahm die Schwanzlénge mit steigender
Konzentration ab. Dies zeigt sich an den Medianen, aber auch an Minima- und
Maximalwerten, die alerdingsin 189,6 mmol/L weit streuen. Die Reduktion war jedoch nicht
signifikant (p = 0,05).

In Tab. 80 sind die berechneten LCsp, EC5p und NOEC / LOEC zusammengestellt. Abb. 44
veranschaulicht die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die teratogenen und die
letalen Effekte.

Tab. 80: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fr
N-Methylformamid

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 377,8 (357,5 —399,3)
LCso 120 294,1 (276,9 — 312,4)
ECs0 Herz-Kreisiauf 48 195,0 (179,6 — 211,7)
ECs0 edeme 48 1608 (140,4 — 178,6)
ECso subleta 48 160,8 (140,4 — 178,6)
ECSO teratogen 48 303,9 (281,7 - 327,9)
ECSO teratogen 120 265, 8
NOEC / LOEC (eduzierte schwanziange 120 189,6 / —
Tl 1,24
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Abb. 44: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von N-Methylformamid fur die teratogenen
und die |letalen Effekte

L Csp (48 h): 377,8 mMMOl/L ; ECsp erctogen (48 h): 303,9 mmol/L

Die Kurven fir die letalen und die teratogenen Effekte sind deutlich voneinander getrennt.
Die Sigmoide fur die letalen Effekte liegt alerdings relativ eng bei der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung fir die Maformationen. Der relativ kleine Wert fur den
Teratogenitétsindex Tl von 1,24 verdeutlicht die Nahe von LCsy und ECsp. Da die Sigmoide
fir die teratogenen Effekte etwas flacher ansteigt (b = 17,7) als die der letalen Effekte (b =
25,5), ndhern sich beide Kurven im oberen Bereich einander an, ohne sich jedoch zu
Uberschneiden. Mit den Embryonen von D. rerio wurden fir N-Methylformamid eindeutige
und zum Tell starke teratogene Effekte nachgewiesen. Die Daten aus Untersuchungen mit
Sdugetieren sind in 3.15.5 (Seite 124) dargestellt.

3.15.3 Methylcarbamoylcystein

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Methylcarbamoylcystein in den
Konzentrationen 859, 1.296, 1.930, 2.912 und 4.360 pumol/L untersucht. Sauerstoffséttigung,
pH-Werte und Osmolaritdt des Kontrollmediums und der TestlGsungen lagen in dem fir den
Test zuléssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab. A 26 (Anhang A) zusammengestellt. Der
Test ist valide, da nur ein Embryo (5%) subletale Effekte aufwies (siehe Tab. 81 und
Tab. 82).

In Tab. 81 ist die Anzahl der koagulierten Embryonen aufgefiihrt. Die ersten koagulierten
Embryonen traten nach 24 Stunden auf. Obwohl die Substanz erst relativ spédt in der
Embryonalentwicklung letale Effekte verursachte, lief3 sich eine konzentrations- und
zeitabhangige Zunahme erkennen. Die L Cs, (48 h) betragt 1.759 umol/L (R*=0,931; b=5,9;
LCio = 1.070 pmol/L).
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Tab. 81: Zusammenstellung der letalen Effekte von Methylcarbamoylcystein

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 859 1.296 1.930 2,912 4.360
koaguliert 25 - - - - -
12 - - - - - -
24 - - 2 3 2 4
36 - - 3 3 8 20
48 - 1 4 8 19 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab.82 sind die durch Methylcarbamoylcystein verursachten subletalen Effekte
zusammengestellt. Einzelne Embryonen hatten in den frihen Entwicklungsstadien Bl&schen
an den Blastomeren abgeschnurt. Nach zwdlf Stunden war bei sieben Embryonen (35 %) in
der héchsten Konzentration der Blastoporus noch nicht geschlossen. Dieser verzogerte Ablauf
der Gastrulationsbewegung fuhrte bel einem Embryo nach 24 Stunden zu einem offenen
Medianspalt (, Spaltembryo”) und bei vier dieser Embryonen zum unvollsténdigen Ablésen
des Schwanzes vom Dotter. Die Ubrigen zwei Embryonen waren nach 24 Stunden
abgestorben. Eine fehlende Spontanbewegung wurde in 2.912 pumol/L bei drei (16,7 %) und
in 4360 umol/L bei 13 Embryonen (81,2%) beobachtet. Ein Embryo (5,6 %) in
1.296 umol/L liel3 ebenfalls keine Spontanbewegung erkennen. Betrachtet man die
Schwanzabl sung vom Dotter und die Entwicklung der Augen nach 24 Stunden, wird in den
beiden htchsten Konzentrationen eine Entwicklungsverzogerung deutlich. Nach 36 Stunden
waren in der hdchsten Konzentration alle Embryonen koaguliert. In den anderen vier
Konzentrationen war sowohl nach 36 as auch nach 48 Stunden eine Stérung des Herz-
Kreidaufsystems zu erkennen. Einen schwachen Blutkreislauf und ein Dotteroedem wies
auch ein Kontrollembryo (5%) auf. Fir die ECsonezkresar (48 h) wurde ein Wert von
951 umol/L berechnet (b = 7,2; ECyp = 630 umol/L). Fur die in den drei niedrigen
Konzentrationen aufgetretenen Oedeme besteht keine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung.
Aufgrund der Datenlage kann fur die Summe der subletalen Effekte nach 48 Stunden keine
ECso berechnet werden. Da in der geringsten Konzentration bereits 78,9 % der Embryonen
subletale Effekte aufwiesen, liegt die ECso supiera Unterhalb 859 pmol/L.
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Tab. 82: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Methylcarbamoylcystein auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 859 1.296 1.930 2912 4.360
Blé&schen abgeschniirt 2,5 - - 1 - - -
12 - 1 - 3 1 2
24 - - - - - 116
36 - - - - - T
48 - - - - - t
Gastrulation nicht beendet 12 - - 1 - - 7
keine Spontanbewegung 24 - - 1/18 - 3/18 13/16
Somiten nicht angelegt 24 - - 1/18 - - -
36 - - - - - t
48 - - - - - t
Schwanz unvollsténdig abgel st 24 - - - - - 9/16
36 - - - - - T
48 - - - - - t
Schwanz nicht abgel st 24 - - - - 2/18 7/16
36 - - - - - T
48 - - - - - t
diffuse Augenanlage 24 - - - - 1/18 -
36 - - - - - T
48 - - - - - t
schwacher Herzschlag 36 - - - - 3/12 T
48 - 2/19 2/16 vi2 vl t
kein Herzschlag 36 - - 17 2/17 6/12 T
48 - - 116 6/12 - t
schwacher Blutkreislauf 36 1 1 4/17 v17 - t
48 1 - 116 V12 - t
kein Blutkreislauf 36 - 5 7/17 13/17 12/12 T
48 - 8/19 12/16 1112 vl t
Dotteroedem 48 1 12/19 1116 2/12 - t
Perikardoedem 48 - 3/19 3/16 2/12 - t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - 1/18 -
36 - - - - V12 t
48 - - - - 1
Schwanzdeformation 24 - - - - - 9/16
36 - - - v17 2/12 t
48 - - 116 3/12 vl t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
36 - - - v17 2/12 t
48 - - 4/16 4/12 11
Spaltembryo 24 - - - - - 116
36 - - - - - T
48 - - - - - t
Herzdeformation 24 - - - - - -
36 - - - - - T
48 - - - V12 - t
Verdnderung des Dotters 24 - - - 17 3/18 116
36 - 5 5/17 2/17 3/12 t
48 - 6/19 9/16 9/12 - t
S teratogen 0 6/19 13/16 10/12 1 t
S subletal 1 15/19 16/16 12/12 1 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Fir eine Beeintréchtigung des Herz-Kreislaufsystems spricht ebenfals die in einem
Vorversuch ermittelte NOEC / LOEC fur die Reduktion der Herzschlagfrequenz (Abb. 45).
Es wurden Konzentrationen von 168 bis 859 umol/L getestet. Ein deutlicher Trend in der
Verringerung der Herzschlaganzahl 183t sich bereits ab der geringsten Konzentration
erkennen. Ab 253 umol/L war die Herzschlagfrequenz im Vergleich zu den Kontrollen
signifikant reduziert (p = 0,05). In 168 und 859 umol/L streuen die Minimal- und
Maximalwerte am weitesten.
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Abb. 45: Wirkung von Methylcarbamoylcystein auf die Herzschlagfrequenz
* : dgnifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC redusierte Herzschiagfrequenz: 168 / 253 pmol/L

Teratogene Effekte traten bei Embryonen in allen Konzentrationen auf. Vor allem wurden
Deformationen des Schwanzes und der Schwanzspitze verursacht. In 2.912 pumol/L wies der
einzige lebende Embryo zudem noch eine Deformation der Chorda im Schwanzbereich auf. In
1.930 umol/L wurde bei einem Embryo (8,3%) ein schlauchformig ausgebildetes Herz
registriert. Eine Veranderung des Dotters (Abb. 46) trat nach 48 Stunden bel sechs
Embryonen (31,6 %) in 859 pmol/L, bei neun (56,2 %) in 1.296 pmol/L und bel neun (75 %)
in 1.930 umol/L auf. Die drei Embryonen (25 %), die diesen Effekt nach 36 Stunden in
2.912 pumol/L erkennen lief3en, waren nach 48 Stunden koaguliert. Fir die teratogenen Effekte
nach 48 Stunden betrégt die ECspreraogen 999 umol/L (R*=0,797, b = 4,1; ECy =
489 pmol/L).

In dem bereits oben erwahnten Vorversuch ergab sich nach 48 Stunden ein Hinwels auf die
Reduktion der Schwanzldnge. Um die Wirkung von Methylcarbamoylcystein auf die
Langenentwicklung einzuschétzen, wurden die Embryonen in unbelastetes Medium tberfihrt
und die Larven nach 120 Stunden untersucht. In Abb. 47 sind die Schwanzléngen dargestellt.
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Abb. 46: Embryo nach 48stiindiger Exposition in 859 umol/L Methylcarbamoylcystein
Verénderung des Dotters (deformiert), Perikardoedem (60fache Vergrof3erung)
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Abb. 47: Wirkung von Methylcarbamoylcystein auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : dgnifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC reduierte Sctwanzlange: —/ 168 pmol/L

Bereits in der geringsten untersuchten Konzentration von 168 pumol/L war die Schwanzléange
der Larven signifikant reduziert (p = 0,05). Der Median fur 253 umol/L liegt etwas Uber
denen von 168 und 382 umol/L. Die Minimal- und Maximalwerte streuen in 382 und
572 pmol/L weit. In 572 pmol/L umfal3t zudem die Spanne zwischen dem ersten und dritten
Quartil einen weiten Bereich.
Die berechneten LCsy, ECso und NOEC / LOEC sind in Tab. 83 zusammengestellt. Abb. 48
veranschaulicht den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die teratogenen
und letalen Effekte.
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Tab. 83: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir

M ethylcarbamoylcystein
Zeit (h) pmol/L
L Cso 48  1.759 (1.540 — 2.009)
ECso Herz-Kreistauf 48 951 (720-1.112)
ECSOteratogen 48 999 (787—1.269)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 168/ 253
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange 120 —/168
TI 1,76
100
80 T
= Malformation letal
S 607
% _________________________
= 40 1
20 1
100 1.000 10.000

Konzentration (umol/L)

Abb. 48: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Methylcarbamoylcystein fur die
teratogenen und die letalen Effekte

LCso (48 h): 1.759 pmol/L; ECso teratogen (48 h): 999 pmol/L

Die Konzentrations-Wirkungskurve fir die letaen Effekte ist steiler (b=5,9) ds die
Sigmoide fur die Maformationen (b = 4,1). Dadurch nahern sich beide Kurven im oberen
Verlauf an, Uberschneiden sich jedoch nicht. Die mittleren Bereiche der Sigmoiden sind
deutlich voneinander getrennt. Malformationen wurden in einem Konzentrationsbereich
beobachtet, in dem auch letale Effekte auftraten. Den empfindlichsten Endpunkt stellte die
Reduktion der Schwanzlénge nach 120 Stunden dar. Die LOEC mit 168 pmol/L liegt um den
Faktor 5 unterhalb der geringsten Konzentration (859 pmol/L), in der 5% letale Effekte
auftraten. Methylcarbamoylcystein hat demzufolge einen stark reduzierenden Einfluf3 auf das
Wachstum der Embryonen von D. rerio.

Im DarT zeigte Methylcarbamoylcystein ein teratogenes Potential. Der Teratogenitatsindex
TI von 1,76 bekré&ftigt diese Einschétzung. Einschrénkend muf3 bemerkt werden, dal3 trotz der
deutlichen Trennung von LCsp und ECsoteraogen Malformationen nur in Konzentrationen
beobachtet wurden, in denen auch |etale Effekte auftraten.

Die Daten aus Untersuchungen mit Sdugetieren sind in 3.15.5 (Seite 124) dargestellt.
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3.15.4 Methylcarbamoylglutathion

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Methylcarbamoylglutathion in folgenden
Konzentrationen untersucht: 412, 618, 928, 1.391 und 2.089 pumol/L. Die Sauerstoffséttigung
und Osmolaritdt des Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test
zuldssigen Bereich. In den Konzentrationen 1.391 und 2.089 pmol/L wurden zu Beginn des
Testes pH-Werte gemessen, die kleiner as 4,5 waren, so dal3 pH-Wert-bedingte Effekte an
den Embryonen nicht ausgeschlossen werden kénnen (Schulte, 1997). In den drei anderen
Konzentrationen und im Kontrollmedium lagen die pH-Werte in dem fir den Test zuléssigen
Bereich. Die Mel3werte konnen der Tab. A 27 (Anhang A) entnommen werden. Der Test ist
valide, da die Kontrollembryonen keine Effekte aufwiesen (siehe Tab. 84 und Tab. 85).

In Tab. 84 ist die Anzahl der koagulierten Embryonen zusammengestellt. In den beiden
hochsten Konzentrationen waren nach 24 Stunden alle Embryonen abgestorben.
Moglicherweise waren die Effekte durch den niedrigen pH-Wert mit bedingt. In 928 pumol/L
waren nach 24 Stunden zwdlf Embryonen (63,2 %) koaguliert, alle weiteren Embryonen
starben in den folgenden 24 Stunden ebenfalls ab. In dieser Konzentration kann ein Einfluf3
des pH-Wertes ausgeschlossen werden. In den beiden niedrigsten Konzentrationen traten
keine letalen Effekte auf. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fir diese Effekte verlauft
sehr steil. Durch Bildung des geometrischen Mittelwertes wurde eine LCsp (48 h) von
757 umol/L berechnet.

Tab. 84: Zusammenstellung der letalen Effekte von Methylcarbamoylglutathion

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 412 618 928 1.391 2.089
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - 12/19 20 20
36 - - - 18/19 20 20
48 - - - 19/19 20 20

In 928 pumol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 85 sind die subletalen Effekte aufgefthrt. In den drel niedrigen Konzentrationen
zeigte sich nach 24 Stunden eine konzentrationsabhangige Stérung der Spontanbewegung.
Fiir diesen physiologischen Effekt betragt die ECsy (24 h) 643 umol/L (R*=0,999; b = 6,7;
ECio = 413 pmol/L). Bel der Abldsung des Schwanzes vom Dotter und bel der Entwicklung
der Augen lief?en in 928 umol/L alle noch Iebenden Embryonen nach 24 Stunden eine
Entwicklungsverzogerung erkennen. Nach 48 Stunden wurde bel 8 Embryonen (40 %) in
618 umol/L eine Stérung von Herzschlag und Blutkreislauf beobachtet. Fir eine
Beeintrdchtigung des Herz-Kreislaufsystems spricht ebenfalls die Reduktion der
Herzschlagfrequenz. Wie der Abb. 49 zu entnehmen ist, war diese bereits in der niedrigsten
Konzentration signifikant reduziert (p = 0,05). Oedeme traten bei neun Embryonen (45 %) in
618 pmol/L auf. Mittels "Trimmed Spearman-Kérber" Methode wurde fur die Summe der
subletalen Effekte eine ECsp (48 h) von 578 pmol/L berechnet.
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Tab. 85: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Methylcarbamoylglutathion auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 412 618 928 1.391 2.089
keine Spontanbewegung 24 - 2 9 6/7 t t
Schwanz unvollstandig abgel ost 24 - - - 217 t t
36 - - - - t t
48 - - - T t t
Schwanz nicht abgel ost 24 - - - 5/7 t t
36 - - - - t t
48 - - - T t t
diffuse Augenanlage 24 - - - 6/7 t t
36 - - - - t t
48 - - - T t t
schwacher Herzschlag 36 - - - vl t t
48 - - 2 T t t
schwacher Blutkreid auf 36 - - 5 - t t
48 - - 3 T t t
kein Blutkrei dauf 36 - - 4 11 T t
48 - - 5 T t t
Dotteroedem 48 - - 7 t t t
Perikardoedem 48 - - 3 t t
Malformationen:
Verédnderung des Dotters 24 - - - - t t
36 - - 4 - T t
48 - - 3 T t t
S teratogen 0 0 3 t t t
S subletal 0 0 12 T T t

In 928 umol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T
: alle Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 49: Wirkung von Methylcarbamoylglutathion auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte Herzschiagfrequenz: —/ 412 pmol/L

Die einzigen aufgetretenen Malformationen betrafen den Dotter. In 618 pmol/L wurde dieser
Effekt nach 36 bzw. 48 Stunden bei vier (20 %) bzw. bei drei Embryonen (15 %) beobachtet,
eine ECsp konnte nicht berechnet werden. Da es nach 48 Stunden einen Hinweis auf die
Reduktion der Schwanzlénge gab, wurden die Embryonen in unbelastetes Medium tberfhrt
und die Larven nach 120 Stunden untersucht. Die Effekte sind in Tab. 86 zusammengefalit.

Tab. 86: Zusammenstellung der Effekte von Methylcarbamoylglutathion auf die Larval-
entwicklung von D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

Kontrolle 412 618 928 1.391 2.089
koaguliert 120 - - 2 19/19 20 20
schwacher Herzschlag 120 - - 2/18 T t t
kein Herzschlag 120 - - /18 T t t
kein Blutkreid auf 120 - - 7/18 T t t
Perikardoedem 120 - - 7/18 T t t
Malformationen:
Herzdeformation 120 - - 3/18 T t t
Sabel schwanz 120 - - 118 t
Verénderung des Dotters 120 - - 7/18
S teratogen 0 0 7118 t t t
S subletal 0 0 7/18 + t +

Anzahl der Larvenin 928 pmol/L n = 19, sonst je ,Konzentration* n = 20. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt;
T : dle Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten,;
a: koagulierte und nicht geschlUpfte Embryonen zusammengefaldt
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In 618 umol/L waren zwei Embryonen nicht geschlUpft und koaguliert. Mittels " Spearman-
Kérber" Methode wurde nach 120 Stunden eine LCso von 727 pumol/L berechnet. Dieser Wert
liegt nur etwas unterhalb der LCsp (48 h). Durch die Verlangerung des Testzeitraumes ergab
sich bei Methylcarbamoylglutathion kein deutlicher Hinweis auf verzogert einsetzende letale
Effekte.

Subletale Effekte traten nur in 618 pmol/L bei sieben Larven (38,9 %) auf. Diese wiesen ein
Perikardeodem auf, lief¥en keinen Blutkreislauf erkennen und hatten zum Teil keinen bzw.
einen schwachen Herzschlag. Bel drei dieser Larven (16,7 %) war das Herz nur als ,, dinner
Schlauch® in einem ,,aufgeblahten® Perikard zu erkennen. Eine Larve (5,6 %) wies einen nach
dorsal gebogenen Schwanz auf (, S8belschwanz*). Bei alen sieben Larven (38,9 %) war der
Dotter verandert. Weder fur die teratogenen noch fir die Summe der subletalen Effekte
konnte eine ECsy berechnet werden. In Abb. 50 sind die nach 120 Stunden gemessenen
Schwanzlangen dargestellt.
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Abb. 50: Wirkung von Methylcarbamoylglutathion auf die Langenentwicklung des
Schwanzes

* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte sewanzange: —/ 412 pmol/L

Obwohl nur zwei Konzentrationen in die Auswertung eingingen, wird eine konzentrations-
abhangige Verklrzung der Schwanzlénge deutlich. Bereits in der geringsten Konzentration
von 412 ymol/L war die Schwanzldnge signifikant reduziert (p=0,05). In 618 pumol/L
streuen die Minimal- und Maximalwerte relativ weit.

Die berechneten ECs, LCso und NOEC / LOEC sind in Tab. 87 zusammengefalit.
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Tab. 87: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
Methylcarbamoylglutathion

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 757
L Cso 120 727 (689 — 768)
ECSO Spontanbewegung 24 643 (550 — 752)
ECso subletal 48 578
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 —1412
NOEC / LOEC reduzierte schwanzlange 120 —/412

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fir die von Methylcarbamoylglutathion ver-
ursachten letalen Effekte verlauft sehr steil. Das gilt auch fir die subletalen Effekte, da diese
trotz einer Abstufung von Faktor 1,5 nur in einer Konzentration (618 pmol/L) auftraten. Im
subletalen Konzentrationsbereich wurden nach 48 Stunden nur leichte Deformationen des
Dotters festgestellt. Nach 120 Stunden wiesen einzelne Larven in 618 umol/L Deformationen
des Herzens und des Schwanzes auf. Eine grof3ere Anzahl von Larven (38,9 %) lief3 einen
deformierten Dotter erkennen. Als empfindlichster Endpunkt erwies sich die Reduktion der
Schwanzlénge. Diese war bereits in 412 ymol/L gegeniber den Kontrollen signifikant
reduziert (p = 0,05).

Bel den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio wurden neben einer reduzierenden
Wirkung auf das Wachstum nur einzelne Malformationen nachgewiesen. Methylcarbamoyl-
glutathion 18t im DarT kein starkes teratogenes Potential erkennen. Die Daten aus
Untersuchungen mit Saugetieren sind in 3.15.5 dargestel|t.

3.15.5 Methylformamide und M etabolite — zusammenfassende Betrachtung

N,N-Dimethylformamid verursacht im Tierversuch teratogene Effekte. Lewis (2000) gibt fir
die Ausl6sung teratogener Effekte bei der Ratte eéine TCLo von 4 mg/m?® (ihl., 4 h taglich, 1. —
19. Gestationstag) an. Mif3bildungen an Rippen und der Wirbelsdule wurden bei Kaninchen
(400 mg/kg, dermal), Mausen (944 mg/kg, ipr.) und Ratten (94 mg/kg, dermal) verursacht,
ohne dal3 maternaltoxische Effekte auftraten (Hellwig et al, 1991). Beim Kaninchen traten
weiterhin Anomalien des Brustbeins und Hydrocephalus sowie das Fehlen der Gallenblase
auf. Bei Mausen wurden Gaumenspalte und Exenzephalie verursacht (BUA 84, 1992).

Lewis (2000) bezeichnet N-Methylformamid als Substanz, die im Tierversuch teratogene
Effekte verursacht. Allerdings hat sie ein geringeres teratogenes Potential als N,N-
Dimethylformamid. Zum Ausidsen von Mifbildungen werden hohere Konzentrationen
bendtigt. In Untersuchungen mit Ratten verursachten 200 - 600 mg/kg (dermal, 9.
Gestationstag) massiv  Enzephalozele (Stula & Kraus, 1977). Gaumenspalte und
Skelettmalformationen traten bel der Ratte auf, nachdem am 13. Gestationstag 500 mg/kg oral
appliziert worden waren (Roll & Bar, 1967).

Klug et al. (1998) untersuchten Methylcarbamoylcystein und Methylcarbamoylglutathion im
»,Mouse Limb Bud Assay‘. Das Cysteinaddukt verursachte in einer Konzentration von
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100 mg/L anormale Entwicklung der Gliedmal3enanlagen; 300 mg/L hemmten fast
vollstéandig deren morphogenetische Differenzierung.

100 mg/L Methylcarbamoylglutathion fihrten zu leichten Retardierungen der Anlagen und
300 mg/L verursachten eine deutliche Entwicklungsstérung. Die Autoren kommen zu dem
Schlu, dal3 Methylcarbamoylglutathion in geringerem Ausmald die Entwicklung der
Gliedmal3enanlagen beeintréchtigt (Klug et al., 1998). Fur Methylcarbamoylglutathion (0,25 —
2 mM) wiesen Guest et al. (1992) an Mausembryonen Anzeichen von Entwicklungstoxizitét,
MiRbildungen der Wirbelséule, abweichende Entwicklung der Somiten sowie embryotoxische
Effekte nach. In Tab.88 sind Daten aus sdugertoxikologischen Untersuchungen
zusammengestellt, wobei die Angaben in mmol/kg bzw. mmol/L umgerechnet wurden.

Tab. 88: Vergleich der geringsten wirksamen Konzentration bel Untersuchungen mit der
Ratte und im ,,Mouse Limb Bud Assay*

DMF NMF MCC MCG
(mmol/kg) (mmol/kg) (mmol/L) (mmol/L)
Ratte (dermal) 1,29 3,39
Ratte (ora) 2,27 8,46
»Mouse Limb 0,561 0,823
Bud Assay*

DMF : N,N-Dimethylformamid; NMF : N-Methylformamid; MCC : Methylcarbamoylcystein; MCG :
Methyl carbamoylglutathion

Beim Vergleich dieser aus unterschiedlichen Studien (Klug et al., 1998; Hellwig et a, 1991,
Stula & Kraus, 1977; Roll & Bér, 1967) zusammengestellten Daten wird deutlich, dal? N,N-
Dimethylformamid bei der Ratte ab bedeutend geringeren Dosen teratogene Effekte auslGst
als N-Methylformamid. Im ,,Mouse Limb Bud Assay* beeintrachtigt Methylcarbamoylcystein
die Entwicklung der Gliedmal3enanlagen stérker als Methylcarbamoylglutathion.

In Tab.89 sind die im DarT verursachten teratogenen Effekte zusammengestellt
(ph&nomenol ogisch).
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Tab. 89: Phdnomenologische Zusammenfassung der im DarT beobachteten teratogenen

Effekte
Effekt DMF NMF MCC MCG
Chordadeformation ® ) )
Schwanzdeformation () [ ° o’
Schwanzspitze ° ° ° o
Kopfdeformation ° e°
Spaltembryo ° [
Herzdeformation ° o’
Sacculi nicht angelegt ° o
Dotterdeformation ) )
reduzierte Schwanzlénge o o

DMF : N,N-Dimethylformamid; NMF : N-Methylformamid; MCC : Methylcarbamoylcystein; MCG :
Methylcarbamoylglutathion; a: Effekt nach 24 h aufgetreten; b : Effekt nach 120 h aufgetreten

Im DarT verursachten sowohl N,N-Dimethylformamid as auch N-Methylformamid
Deformationen der Chorda, des Schwanzes und des Kopfes sowie Spaltembryonen und
fehlende Sacculi. Bei N-Methylformamid exponierten Embryonen wurde die
Kopfdeformation nur nach 24 Stunden beobachtet, da die Embryonen danach abgestorben
waren. Methylcarbamoylcystein verursachte ebenso Deformationen der Chorda und des
Schwanzes. Letztere wurden auch bei Methylcarbamoylglutathion beobachtet, allerdings erst
nach 120 Stunden an den geschlipften Larven. Dotter- und Herzdeformationen wurden nur
von Methylcarbamoylcystein  und Methylcarbamoylglutathion verursacht, wobel die
Herzdeformation bei Methylcarbamoylglutathion wiederum erst an den Larven auftrat. Eine
Reduzierung des Langenwachstums wurde ebenfalls nur fir Methylcarbamoylcystein und
Methylcarbamoylglutathion nachgewiesen. Spaltembryonen und fehlende Sacculi traten nur
bei in N,N-Dimethylformamid und N-Methylformamid exponierten Embryonen auf. In
Tab. 90 sind dieim DarT berechneten Wirkkonzentrationen zusammengestellt.

ECSO teratogen LOEC reduzierte Schwanzlénge
(mmol/L) (umol/L)
N,N-Dimethylformamid 93,8 -
N-Methylformamid 303,9 -
M ethylcarbamoylcystein 1,0° 168
Methylcarbamoylglutathion - 412

—: nicht berechnet, a: Wert gerundet

Der Vergleich der im DarT berechneten ECsoieaogen z€igt, dal3 N,N-Dimethylformamid
vergleichbare teratogene Effekte in Konzentrationen verursacht, die um den Faktor 3 unter
denen von N-Methylformamid liegen.

Methylcarbamoylcystein zeigt ein bedeutend hoheres teratogenes Potential. Fir diese
Substanz ist die ECsp teratogen NOChmals um einen Faktor von etwa 90 kleiner als die von N,N-
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Dimethylformamid. Fir Methylcarbamoylglutathion konnte keine ECsoterangen berechnet
werden. Da aber sowohl bel dieser Substanz als auch bei Methylcarbamoylcystein eine
Reduktion der Schwanzlénge beobachtet wurde, bietet sich ein Vergleich der fir diesen
Endpunkt berechneten LOECs an. Fir Methylcarbamoylcystein liegt diese etwa um den
Faktor 2,5 unter der von Methylcarbamoylglutathion.

Das aus Untersuchungen mit Saugetieren bekannte Verhdtnis im teratogenen Potential der
Substanzen wird gut wiedergegeben. N,N-Dimethylformamid zeigt sowohl bel
Untersuchungen mit Ratten as auch im DarT ein hoheres teratogenes Potential als N-
Methylformamid. Die im DarT ermittelte ECso teraiogen fUr Methylcarbamoylcystein liegt noch
um Grofenordnungen unter der fir die beiden erst genannten Substanzen. Ein Vergleich mit
der Wirkung von Methylcarbamoylglutathion ist Uber die LOEC reduzierte Schwanziange MOglich.
Auch hier wirkt Methylcarbamoylcystein in niedrigeren Konzentrationen als das
Glutathionaddukt. Dies entspricht den Ergebnissen aus Untersuchungen mit dem ,Mouse
Limb Bud Assay“. Beim Sduger wirken die Substanzen nach metabolischer Aktivierung
teratogen. Da im Embryotest eindeutige und zum Teil sehr starke teratogene Effekte
(Spaltembryonen, Kopfmif3bildungen) nachgewiesen wurden, 183 sich schluf¥folgern, dal3 die
Embryonen von Danio rerio in der Lage sind, diese Substanz in einem gewissen Grad zu
metabolisieren. Untersuchungen von Groth et al. (1994) bestétigen diese Befunde.

3.16 Methylquecksilberchlorid

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde Methylquecksilberchlorid in folgenden
Konzentrationen untersucht: 0,139; 0,239; 0,438; 0,757 und 1,195 pmol/L. Sauerstoff-
séttigung, pH-Werte und Osmolaritét des Kontrollmediums und der TestlGsungen lagen in
dem fur den Test zuldssigen Bereich. Die Mel3werte sind in Tab. A29 (Anhang A)
zusammengestellt. Der Test ist valide, da nur ein Kontrollembryo (5,6 %) Effekte aufwies
(siehe Tab. 91 und Tab. 92).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 91 aufgefihrt. Nach 24 Stunden waren in
den beiden hochsten Konzentrationen bereits alle Embryonen koaguliert. Bis zum Ende des
Testes starben keine weiteren Embryonen ab. Fir die letalen Effekte besteht eine steile
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Durch Bildung des geometrischen Mittelwertes wurde
eine LCsp (48 h) von 0,576 pmol/L errechnet.

Tab. 91: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Methylquecksilberchlorid

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 0,139 0,239 0,438 0,757 1,195

koaguliert 25 - - - - - -
8 - - - - - 1
24 - - - - 20 20
36 - - - - 20 20
48 - - - - 20 20

In der Kontrolle wurden 18 Embryonen eingesetzt, in 0,139 umol/L und 0,438 pumol/L 19; sonst je 20. —: kein
Embryo zeigte diesen Effekt
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In Tab.92 sind die von Methylquecksilberchlorid verursachten subletalen Effekte
zusammengestellt. Nach acht Stunden wurden bei einem Embryo (5,3 %) in 0,438 pmol/L,
bei ef (55 %) in 0,757 pumol/L und bei 16 Embryonen (84,2 %) in 1,195 pumol/L Blaschen an
den Blastomeren festgestellt. Vermutlich verursachte die starke allgemeine Toxizitdt von
Methylquecksilberchlorid diese friihen Effekte, da osmotische Effekte nicht zu erwarten
waren (siehe oben). Dafur spricht ebenfalls, daf3 sechs Embryonen (31,6 %) in 1,195 pmol/L
bereits nach acht Stunden ihre Entwicklung einstellten und keine Epibolie durchfihrten, und
dai3 diese in den folgenden 16 Stunden abstarben. Fir die frihen Stérungen der Ontogenese
betragt die ECs (8 h) 0,755 pmol/L (R®=0,995; b = 6,6; ECio = 0,483 pmol/L). Drei
Embryonen (15,8 %) in 0,438 umol/L hatten nach 24 Stunden den Schwanz noch nicht
vollstandig vom Dotter abgelost, und zehn Embryonen (52,6 %) lieRen keine
Spontanbewegung erkennen. Eine Beeintréchtigung des Herz-Kreislaufsystems (schwacher
bzw. kein Blutkreisauf nach 36 und 48 Stunden) wurde vor alem in 0,438 umol/L
festgestellt. In Abb. 51 ist die Herzschlagfrequenz nach 48 Stunden dargestellt.
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Abb. 51: Wirkung von Methylquecksilberchlorid auf die Herzschlagfrequenz
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte Herzschiagfrequenz: 0,139 / 0,239 umol/L

Eine Veringerung der Herzschlagfrequenz zeigte sich bereits in der geringsten
Konzentration, ab 0,239 umol/L war sie gegeniber den Kontrollen signifikant reduziert
(p = 0,05). Eine starke Reduktion zeigte sich in der Konzentration von 0,438 pmol/L, in der
noch keine letalen Effekte auftraten. Diese massive Verringerung der Herzschlagfrequenz ist
durch die starke allgemeine Schadigung der Embryonen in 0,438 umol/L bedingt.

Nach 48 Stunden traten vermehrt Oedeme auf, wobel bel einem Kontrollembryo en
Perikardoedem festgestellt wurde. Die mittels "Trimmed Spearman-Kérber" Methode
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berechnete ECsp oegeme betragt 0,32 umol/L. 1n 0,438 umol/L waren funf Embryonen (26,3 %)
nicht pigmentiert. Fir die Summe der subletalen Effekte nach 48 Stunden berechnet sich eine
ECso suiea VON 0,149 pmol/L (R* = 0,982; b = 7,6; ECy = 0,101 pmol/L).

Tab. 92: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Methylquecksilberchlorid auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 0,139 0,239 0,438 0,757 1,195
Bléaschen abgeschnirt 25 - - - - - -
8 - - — 1/19 11 16/19
keine Gastrulation 8 - - - - - 6/19
keine Spontanbewegung 24 - - - 10/19 T t
Schwanz unvollstandig abgel ost 24 - - - 3/19 t t
36 - - - - T T
48 - - - - T T
kein Herzschlag 36 - - 1 - t t
48 - - - - T T
schwacher Blutkreislauf 36 - 1/19 1 3/19 T T
48 - - 1 - T T
kein Blutkrei d auf 36 - - 1 12/19 T T
48 - - 1 19/19 T T
keine Pigmentierung 48 - - - 5/19 t t
Dotteroedem 48 - 1/19 1 13/19 T T
Perikardoedem 48 1/18 1/19 1 9/19 T T
Malfor mationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - 7 9/19 t T
36 - 1/19 9 10/19 T T
48 — 3/19 13 10/19 T T
Chordadeformation (K 6rper) 24 - - 5 8/19 t t
36 - 2/19 5 8/19 T T
48 — 6/19 8 8/19 T T
deformierte Schwanzspitze 24 - - - -
36 - - - -
48 — - - 18/19 T T
deformierte Sacculi 48 - - - 1/19 T T
deformiertes Dotter 2 48 — — — 1/19 T T
Rundriicken @ 48 — — 1 - T T
Sabelschwanz 2 48 — — 2 - T T
S teratogen (ohne ?) 0 9/19 17 18/19 T T
S subletd 1/18 9/19 18 19/19 T T

In der Kontrolle wurden 18 Embryonen eingesetzt, in 0,139 pmol/L und 0,438 pumol/L 19; sonst je 20. — : kein
Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden
entsprechende Effekte zeigten; a: am entchorionierten Embryo beobachtet
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In den beiden héchsten Konzentrationen waren nach 48 Stunden alle Embryonen koaguliert.
In den drei Ubrigen Konzentrationen wurden bei einer Vielzahl der Embryonen
Deformationen der Chorda verursacht. In 0,139 pmol/L waren neun Embryonen (47,4 %), in
0,239 umol/L 17 Embryonen (85 %) und in 0,438 umol/L elf Embryonen (57,9 %) betroffen.
Zum Teil war bei den Embryonen die Chorda sowohl im Schwanzbereich als auch im Bereich
des Korpers deformiert. In 0,438 umol/L wiesen 18 Embryonen (94,7 %) eine stark
deformierte Schwanzspitze und einer (5,3 %) eine Deformation der Sacculi auf.

Um die Wirkung von Methylquecksilberchlorid auf das L&ngenwachstum zu beurteilen,
wurden die Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Testmedium Uberfihrt und
mechanisch entchorioniert. Diese Praparation ist zeitaufwendig und birgt Gefahr, dal3
Embryonen beschédigt werden. Aufgrund dieser Befunde wurde in allen folgenden Testen die
Schwanzlénge nach dem nattrlichen Schlupf gemessen (siehe 2.4.8, Seite 15).

Bel vier Embryonen wurden nach dem Entfernen des Chorions zusétzlich Effekte beobachtet,
die vorher nicht festgestellt werden konnten. Einer der freipraparierten Embryonen (5,3 %)
aus 0,438 umol/L hatte einen deformierten Dotter. Bel zwel Embryonen (10 %) aus
0,239 umol/L war der Schwanz nach dorsal gebogen (,Sébelschwanz®) und bei einem
weiteren (5 %) war die gesamte K 6rperachse nach ventral gekrimmt (,, Rundricken*). Um die
Vergleichbarkeit der Daten aller Untersuchungen zu gewéhrleisten gingen diese Befunde
nicht in die Berechnung der ECspteratogen €iN. Die ECsoteratogen (48 h) betrégt 0,135 pmol/L
(R* = 0,957; b = 3,4; EC10 = 0,056 pmol/L).

Die ermittelten Schwanzlangen der Embryonen sind in Abb. 52 dargestellt.
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Abb. 52: Wirkung von Methylquecksilberchlorid auf die Langenentwicklung des Schwanzes
nach 48 Stunden

* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte sewanzange: —/ 0,139 pmol/L
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Obwohl neben der Kontrolle nur zwei Konzentrationen ausgewertet werden konnten, wird die
konzentrationsabhangige Reduktion der Schwanzléange deutlich. Die Mediane beider
Konzentrationen liegen unterhalb des Medians der Kontrollen. Die Minimal- und Maximal-
werte in 0,239 umol/L streuen relativ weit. Ab 0,139 umol/L war die Schwanzlange der
Embryonen signifikant reduziert (p = 0,05). Beim Vergleich mit anderen Substanzen ist zu
beachten, dal? bel diesem Test die Schwanzlange bereits nach 48 Stunden gemessen wurde
und nicht wie in den Ubrigen Untersuchungen nach dem nattrlichen Schlupf (120 h).

In Tab. 93 sind die berechneten ECso, LCso und NOEC / LOEC zusammengestellt. Abb. 53
zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die letalen und die teratogenen Effekte.

Tab. 93: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
Methylquecksilberchlorid

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 0,576
ECSO Ontogenese 8 0,755 (0,656 - 0,869)
ECs0 oedeme 48 0,32 (0,31 -0,34)
ECso subleta 48 0,149 (0,127 —0,173)
ECSO teratogen 48 0,135 (0,093 - 0,196)
NOEC/LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 0,139 / 0,239
NOEC / LOEC reduzierte Schwanzlénge 48 -/ 0!139
T 4,27
100
80 1
— Malformation letal
S 60T
§ ________________________
£ 401
LLl
20t
0 — — —
0,01 0,1 1 10

Konzentration (umol/L)
Abb. 53: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Methylquecksilberchlorid fur die
teratogenen und letalen Effekte
LCso (48 h): 0,576 pmol/L; ECsp teraiogen (48 ): 0,135 pmol/L

Die Sigmoide fir die teratogenen Effekte und die Gerade der letalen Effekte sind deutlich
voneinander getrennt. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fir die letalen Effekte
verlauft sehr steil, wahrend sich die Sigmoide fir die teratogenen Effekte Uber nahezu zwel
Grofenordnungen erstreckt. Malformationen und die Reduktion der Schwanzlange wurden im
eindeutig nicht letalen Konzentrationsbereich verursacht. Im DarT zeigte sich fur Methyl-
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guecksilberchlorid ein teratogenes Potential. Der Teratogenitdtsindex Tl von 4,27 bestarkt
diese Aussage.

Methylquecksilberchlorid verursacht sowohl beim Menschen als auch im Tierversuch
teratogene Effekte. Smith et al. (1983) ordnen es als stark positives Teratogen bei Maus und
Ratte ein. Danach verursacht eine oral verabreichte Dosis von 30 bzw. 35 mg/kg
Malformationen und Wachstumsretardierungen. Harris et al. (1972) applizierten Hamstern
taglich 2 mg/kg (ipr., Gestationstag 1 — 14). Als Effekte traten die Erhthung der maternalen
Letalitdt und der Resorptionsrate sowie Maformationen an den lebenden Feten auf. 8 mg/kg
(ipr., an 5., 8. oder 9. Gestationstag) verursachten eine starke Resorption der Feten sowie eine
hohe Malformationsrate an den Iebenden Neugeborenen. Als Mif3bildungen traten vor alem
Effekte der Fule (,Klumpfu®*) und Hydrocephalus auf. Lewis (2000) gibt as geringste
teratogen wirksame Dosis TDLo bei der Maus 10 mg/kg an (oral, Gestationstag 12), ohne
naher auf die Effekte einzugehen.

Der Verzehr von Methylquecksilber kontaminiertem Fisch flhrte in Japan zu Symptomen, die
as ,Minamata-Krankheit* beschrieben wurden. Aufgrund der guten Fettléslichkeit von
organischen Quecksilberverbindungen wurden vor allem schwere Nervenschédigungen (ZNS)
verursacht. Bei Neugeborenen, die einer fetalen Exposition ausgesetzt waren, kam es in
geringem Mal3 zu abnormer Zahnentwicklung und zum Auftreten von Mikrozephalie (28 %).
Im Gegensatz dazu wurden massiv neurologische Veranderungen induziert, wie spastische
Zerebralparese und Verhaltensanderungen. Das fetale Gehirn mit seiner nahezu vollstandig
entwickelten Architektur ist besonders empfindlich gegentiber Alkylquecksilberverbindungen
(Shepard, 1992; Marquardt & Schéafer, 1994).
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3.17 Penicillin G-Natriumsalz

Nach einem Vorversuch wurden folgende Konzentrationen untersucht: 5,5; 8,3; 12,5; 18,7
und 28,0 mmol/L. Sauerstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritét lagen sowohl im
Kontrollmedium als auch in den Testlésungen in dem fur den Test zuldssigen Bereich. Nach
Beendigung des Testes waren die pH-Werte in allen Konzentrationen stark gesunken. Die
Werte sind in Tab. A 30 (Anhang A) zusammengestellt. Penicillin G wird unter anderem zu
Penicillsdure metabolisiert (HSDB, 2001). Eine Anreicherung von Metaboliten im
Testmedium konnte das Absinken des pH-Wertes verursacht haben. Inwieweit die
Embryonen in der Lage sind die Substanz zu metabolisierten, wurde nicht untersucht. In den
vier hdchsten Konzentrationen sank der pH-Wert unter 4,5. Da in 8,3 und 12,5 mmol/L nur
ein bzw. zwei Embryonen koaguliert waren, in 18,7 und 28,0 mmol/L jedoch 18 bzw. ale
Embryonen, wird davon ausgegangen, dal3 die Effekte nicht durch den niedrigen pH-Wert
verursacht wurden.

Der Test ist valide, da bel den Kontrollen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 94 und Tab. 95).
Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 94 zusammengestellt. Erst nach 24
Stunden wurden letale Effekte festgestellt. Nach 48 Stunden betrégt die LCso 15,3 mmol/L
(R*=0,999; b = 14,2; LCy = 12,4 mmol/L).

Tab. 94: Zusammenstellung der letalen Effekte von Penicillin G-Natriumsalz

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 55 8,3 12,5 18,7 28,0
koaguliert 25 - - - - - -
8 — — — — — —
24 - - 1 2 14 20
48 - - 1 2 18 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab.95 sind die durch Penicillin G-Natriumsalz verursachten subletalen Effekte
zusammengestellt. In der zweithochsten Konzentration zeigten nach 24 Stunden funf der
sechs lebenden Embryonen (83,3 %) eine deutliche Entwicklungsverzogerung beim Abldsen
des Schwanzes. Vier dieser Embryonen koagulierten innerhab der néchsten 24 Stunden. In
den drei niedrigsten Konzentrationen hatten 11,1 % bis 15,8 % der Embryonen Dotteroedeme.
Eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung war nicht zu erkennen. Die ECs, fUr die subletalen
Effekte nach 48 Stunden betrdgt 13,2 mmol/L (Berechnung nach "Trimmed Spearman-
Kérber"). Wie in Abb. 54 zu erkennen ist, wurde durch Penicillin G-Natriumsalz bel den
Uberlebenden Embryonen bis 12,5 mmol/L die Herzschlagfrequenz nicht signifikant verandert
(p =0,05).
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Tab. 95: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Penicillin G-Natriumsalz auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 5,5 8,3 12,5 18,7 28,0
keine Spontanbewegung 24 - - - 1/18 2/6 t
Schwanz unvollstandig abgel Ost 24 - - - - 3/6 t
48 - - - - - t
Schwangz nicht abgel 6st 24 - - - - 2/6 t
48 - - - - - t
keine Augenanlage 24 - - - - 2/6 t
48 - - - - - t
schwacher bzw. unvollstandiger 48 - - 119 - 12 T
Blutkreislauf
starkes Zucken 48 - - - 3/18 - t
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 2/2
Dotteroedem 48 - 3 3/19 2/18 - t
Malformationen:
Chordadeformation (K 6rper) 24 - - - - 1/6 t
48 - - - - - t
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - 2/6 t
48 - - - - - t
keine Kopfanlage 24 - - - - 2/6 t
48 - - - - - t
S teratogen 0 0 0 0 0 t
S subleta 0 3 3/19 6/18 2/2 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 54: Wirkung von Penicillin G-Natriumsalz auf die Herzschlagfrequenz
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In der zweithtchsten Konzentration zeigten nach 24 Stunden drei von den sechs Iebenden
Embryonen Malformationen der Chorda und des Schwanzes bzw. hatten keinen Kopf
angelegt. Innerhalb der folgenden 24 Stunden starben diese Embryonen. Nach 48 Stunden
konnten keine weiteren teratogenen Effekte beobachtet werden. Es gab keinen Hinweis auf
eine Reduktion der Schwanzlange. In Tab. 96 sind die berechneten L Cso und ECso zusammen-
gestellt.

Tab. 96: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fir
Penicillin G-Natriumsalz

Zeit (h) mmol/L
L Cso 48 15,3 (14,1 - 16,6)
ECso subletal 48 13,2 (11,2 - 15,6)

In der zweithtchsten untersuchten Konzentration waren nach 24 Stunden bereits 70 % der
Embryonen koaguliert. In diesem letalen Konzentrationsbereich wiesen drei der noch
lebenden Embryonen (50 %) Mifbildungen auf, bevor auch sie in den folgenden 24 Stunden
abstarben. Bei den Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio wurden Malformationen
durch die letale Wirkung der Substanz tberdeckt. Im DarT ergab sich kein Hinwels auf ein
teratogenes Potential von Penicillin G-Natriumsal z.

Aus der Literatur sind keine durch Penicillin G-Natriumsalz beim Sduger verursachten
teratogenen Effekte bekannt. Weder bei der Maus noch beim Kaninchen ergaben sich
Hinweise auf ein teratogenes Potential von Penicillin (Shepard, 1992). Courtney & Valerio
(1968) fanden keine durch Penicillin G verursachten teratogenen Effekte bei Macaca mulatta.
Shepard (1992) fuhrt vielfdltige Studien an, bel denen die Frauen wéahrend der
Schwangerschaft mit Penicillin behandelt worden waren. Es wurden keine Effekte an den
Neugeborenen festgestelt.

3.18 2-Propanal

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde 2-Propanol in folgenden Konzentrationen
untersucht: 52,1; 72,5; 101,8; 142,6 und 199,5 mmol/L. Sauerstoffsdttigung und pH-Werte
des Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. Fir
die Osmolaritét wurden in den drei hochsten Konzentrationen Werte tber 100 mOsmol/L
gemessen, so dal3 osmotische Effekte nicht ausgeschlossen werden kénnen. Die Mel3werte
sind der Tab. A 31 (Anhang A) zu entnehmen. Der Test ist valide, da nicht mehr als 5 % der
Kontrollembryonen Effekte aufwiesen (siehe Tab. 97 und Tab. 98).

Die letalen Effekte sind in Tab. 97 zusammengestellt. In der Kontrolle war nach 36 Stunden
ein Embryo koaguliert. Bel den exponierten Embryonen traten ab 24 Stunden in
199,5 mmol/L letale Effekte auf. Bis zum Mef3zeitpunkt nach 48 Stunden koagulierten alle
Embryonen in dieser Konzentration. Da die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung sehr steil
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verlauft, wurde durch geometrische Mittelwertbildung eine LCs, (48 h) von 168,7 mmol/L
errechnet.

Tab. 97: Zusammenstellung der letalen Effekte von 2-Propanol

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 52,1 72,5 101,8 142,6 199,5
koaguliert 25 - - -
8 — — — — — —
24 - - - - - 5
36 1 - - - - 15
48 1 - - - - 20

In 142,6 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die subletalen Effekte sind in Tab. 98 aufgefihrt. 2-Propanol bewirkt eine starke Stérung der
fruhen Embryonalentwicklung. Vor alem in den beiden hdchsten Konzentrationen
entwickelten zahlreiche Embryonen bis 2,5 Stunden nach Testbeginn keine hohe Blastula
Nach acht Stunden waren die Vorgange wéahrend der Epibolie stark verzogert. Fur die
Verzogerung der frihen Embryonalentwicklung betrégt die ECso (8 h) 85,5 mmol/L
(R®=0,993; b = 16,6; EC;p = 71,5 mmol/L). In der héchsten Konzentration manifestierten
sich diese Effekte nach 24 Stunden bel sieben Embryonen (46,7 %) in einem Entwicklungs-
stop noch vor dem Schlief3en des Blastoporus. Die Ubrigen noch lebenden Embryonen dieser
Konzentration hatten keine Somiten angelegt, lieffen weder Kopf- noch Augenanlage
erkennen und koagulierten bis zum Mef3zeitpunkt nach 48 Stunden.

Obwohl in den drel hochsten Konzentrationen Werte von Uber 100 mOsmol/L bestimmt
worden waren, lief¥en sich keine wie von Lange et a. (1995) beschriebenen, osmotischen
Effekte beobachten.

Betrachtet man nach 24 Stunden die Schwanzablosung vom Dotter bzw. den
Entwicklungsstand der Augen, wird auch bei vier Embryonen (20 %) in 101,8 mmol/L und
bei zwolf Embryonen (63,2%) in 142,6 mmol/L eine Verzdgerung der Embryonal-
entwicklung deutlich. Als ECsoenwickiungsverzogerung (24 h) errechnet sich ein Wert von
129,5 mmol/L (b = 9,2; ECyo = 93,9 mmol/L). Herzschlag und Blutkreislauf waren sowohl
nach 36 als auch nach 48 Stunden beeintrachtigt. Oedeme wurden nach 48 Stunden in alen
Konzentrationen vermehrt festgestellt. Die ECso Herz-kreisaut (48 h) betragt 82,3 mmol/L (b =
11,5; ECy = 63,6 mmol/L). Auf eine Beeintrachtigung des Herz-Kreislaufsystems weist auch
die Reduktion der Herzschlagfrequenz hin (Abb. 55). Bereits ab 72,5 mmol/L &3 sich eine
Verringerung der Herzschlage pro Minute erkennen. Eine signifikante Reduktion (p = 0,05)
wurde ab 101,8 mmol/L nachgewiesen. Allerdings streuen die Minimal- und Maximawerte in
101,8 und 142,6 mmol/L am weitesten. In 142,6 mmol/L war bei sechs Embryonen (31,6 %)
die Pigmentierung gegentiber den Kontrollen stark reduziert. Fur die Summe der subletalen
Effekte nach 48 Stunden betragt die ECsosuiea 85,3 mmol/L (R*=0,999; b = 16,9; ECyo =
71,6 mmol/L).
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Tab. 98: Zusammenstellung der subletalen Effekte von 2-Propanol auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 52,1 72,5 101,8 142,6 199,5
keine hohe Blastula 25 - - - 1 11/19 18
verzogerte Gastrulation 8 - - 4 17 19/19 20
Gastrulation nicht beendet 24 1 - - - - 7/15
keine Spontanbewegung 24 - - - - 4/19 8/15
Somiten nicht angel egt 24 - - - - - 7/15
36 - - - - - 3/5
48 - - - - - T
Schwanz unvollsténdig abgel Ost 24 - - - 2 12/19 -
36 - - - 2 12/19 -
48 - - - - - t
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - - - - 7/15
36 - - - - - 4/5
48 - - - - - T
diffuse Augenanlage 24 - - - 3 7/19 115
36 - - - 3 7/19 -
48 - - - - - T
keine Augenanlage 24 - - - - - 7/15
36 - - - - - 4/5
48 - - - - - T
schwacher Herzschlag 36 - - - - - -
48 - - - 3 /19 t
kein Herzschlag 36 - - - 3 10/19 5/5
48 - - - - 7/19 t
schwacher bzw. unvollstandiger 36 - 1 - - - -
Blutkreislauf 48 - - - 1 - t
kein Blutkreid auf 36 - - 11 20 19/19 5/5
48 - - 2 9 16/16 t
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 6/19 t
Dotteroedem 48 - - 2 13 19/19 t
Perikardoedem 48 - 1 1 14 13/19 t

137



Ergebnisse und Diskussion

Fortsetzung Tab. 98

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 52,1 72,5 101,8 142,6 199,5
Malformationen: 24 - - - - 119 -
Chordadeformation (Schwanz) 36 - - - - 119 -
48 - - - - 2/19 t
keine Kopf- und Schwanzanlage 24 - - - - - 4/15
36 - - - - - 1/5
48 - - - - - T
K opfdeformation 24 - - - - - 3/15
36 - - - - - 2/5
48 - - - - - T
Schwanzdeformation 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - 4/19 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
36 - - - - - -
48 - - - - /19 t
Spaltembryo 24 - - - - - 4/15
36 - - - - - 3/5
48 - - - - - t
Herzdeformation 36 - - - - - -
48 - - - - 4/19 t
S teratogen 0 0 0 0 8/19 t
S subletal 0 1 3 18 19/19 t
In 142,6 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. — : kein Embryo zeigte diesen
Effekt; T : ale Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte
zeigten
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Abb. 55: Wirkung von 2-Propanol auf die Herzschlagfrequenz
* . signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC reqierte Herzschiagfrequenz: 72,5/ 101,8 mmol/L
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Nach 24 Stunden wiesen in der héchsten Konzentration acht der noch lebenden Embryonen
(53,3 %) schwere MifRbildungen auf. Sie hatten zum Teil keine Somiten angelegt und weder
Kopf noch Schwanz entwickelt. Bei denjenigen, die einen Kopf angelegt hatten, war er
deformiert. Bei vier Embryonen (26,7 %) wurden die Symptome eines Spaltembryos
beobachtet. Alle diese Embryonen waren so stark geschéadigt, dal3 sie bis zum Mef3zeitpunkt
nach 48 Stunden abstarben. In 142,6 mmol/L, eine Konzentration, bel der keine letalen
Effekte auftraten, wurden dagegen nach 48 Stunden bei insgesamt acht Embryonen (42,1 %)
teratogene Effekte festgestellt. Sie wiesen Deformationen der Chorda (10,5 %), des
Schwanzes (21,1 %) sowie der Schwanzspitze (5,3 %) auf. Vier Embryonen (21,1 %) hatten
ein schlauchférmiges Herz in einem ,aufgebldhten” Perikard entwickelt. In den anderen
Konzentrationen traten keine Mif3bildungen auf. Eine ECs, fir diese Effekte kann aufgrund
der Datenlage nicht berechnet werden.

Um einen mdglichen Einflufd von 2-Propanol auf das Langenwachstum zu erfassen, wurden
die Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium tberfihrt und die Larven nach 120
Stunden untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 99 zusammengestel|t.

Tab. 99: Zusammenstellung der Effekte von 2-Propanol auf die Larvalentwicklung von D.
rerio nach 120 Stunden

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 52,1 72,5 101,8 142,6 199,5

koaguliert 2 120 1 - - - 8/19 20
kein Herzschlag 120 - - 1 3 3/11 T
kein Blutkreidauf 120 - - 1 10 7/11 T
Dotteroedem 120 - - - 6 2/11 T
Perikardoedem 120 - - 1 6 6/11 T
Malformationen:

Chordadeformation (Schwanz) 120 - - - - 11 T
Schwanzdeformation 120 - - 1 8 6/11 T
Veranderung des Dotters 120 - - 1 8 4/11 T
S teratogen 0 0 1 8 6/11 t
S subleta 0 0 1 10 9/11 t

Anzahl der Larven in 142,6 mmol/L n = 19, songt je ,Konzentration“ n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen
Effekt; T : ale Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte
zeigten; a: koagulierte und nicht geschltipfte Embryonen zusammengefal3t

In 142,6 mmol/L waren acht Embryonen (42,1 %) nicht geschlUpft und koaguliert. Die LCso
(120 h) betragt 143,4 mmol/L (R®=0,999; b = 255; LCyy = 127,7 mmol/L). Nach 120
Stunden ist die LCso damit 15 % kleiner als die LCs (48 h). Durch die verlangerte Testdauer
ergibt sich bei 2-Propanol ein Hinweis auf verzégert einsetzende letale Effekte.
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Larven, deren Herz-Kreislaufsystem beeintrachtigt war, traten ab 72,5 mmol/L auf. Diese
Larven lief¥en zudem Oedeme an Dotter bzw. Perikard erkennen. Als ECso Herz-kreisiast (120 h)
|4t sich ein Wert von 108,5 mmol/L berechnen (R?=0,974; b = 8,7; ECyo = 77,3 mmol/L)
und entspricht damit der ECsp sunieta (120 h) fUr die Summe der subletalen Effekte nach 120
Stunden.

Diese durch allgemein toxische Effekte geschédigten Larven wiesen zudem Malformationen
auf. In 142,6 mmol/L war die Chorda einer Larve (9,1 %) deformiert. Eine Deformation des
Schwanzes und des Dotters wurde in 72,5 mmol/L bel einer Larve (5 %), in 101,8 mmol/L bei
acht Larven (40 %) und in 142,6 mmol/L bei sechs (54,5 %), respektive bel vier (36,4 %)
Larven beobachtet. Nach 120 Stunden betrégt die ECsoteratogen 127,8 mmol/L (R? = 0,901; b =
6,0; ECio = 78,1 mmol/L). In Abb. 56 sind die nach 120 Stunden gemessenen Schwanzlangen
der Larven dargestellt.

1,66

1,62 R

1,58 [a)

1,54 : i : o

Schwanzlange (mm)
a

1,50

—T— +Std. Dev.
3 +std. Err.
o

Mean

1,46
Kontrolle 52,1 72,5 101,8

Konzentration (mmol/L)

Abb. 56: Wirkung von 2-Propanol auf die Léngenentwicklung des Schwanzes

Mit zunehmender Konzentration |&/3t sich eine Tendenz in der Reduktion der Schwanzlénge
erkennen. Bereits in 52,1 mmol/L ist der Mittelwert niedriger als der der Kontrollen. Da in
101,8 mmol/L nur zehn Larven ohne Effekte in die Auswertung einbezogen werden konnten,
umfaldt der Standardfehler und die Standardabweichung einen entsprechend weiten Bereich.
In keiner Konzentration war die Schwanzlange signifikant reduziert (p = 0,05).

Die berechneten ECsp, LCso und NOEC / LOEC sind in Tab. 100 zusammengefal3t.
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Tab. 100: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur

2-Propanol

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 168,7
L Cso 120 1434 (136,1—151,1)
ECSO Entwicklungsverzégerung 8 85,5 ( 79,5 — 91,9)
ECSO Entwicklungsverzégerung 24 129,5 (116,5 - 152,6)
ECs0 Herz-Kreisiauf 48 82,3( 751— 90,2
ECso Herz-Kreisiauf 120 108,5( 96,8 -121,7)
ECso subleta 48 853 ( 79,5— 91,6
ECso subleta 120 108,5( 96,8 -121,7)
ECSO teratogen 120 127,8 (104,1 - 156,8)
NOEC/ LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 72,5 / 101,8
NOEC / LOEC eduzierte schwanzlange 120 101,8/ -
TI 120 1,12

Sowohl nach 48 as auch nach 120 Stunden wurden von 2-Propanol verursachte
Malformationen beobachtet. Zu beiden Zeiten betraf das Embryonen bzw. Larven, die
offensichtlich durch die allgemein toxische Wirkung der Substanz geschadigt waren. Fir die
teratogenen Effekte nach 48 Stunden kann keine ECsoterangen UNd  folglich  kein
Teratogenitétsindex Tl berechnet werden. Fur 120 Stunden ist ein Vergleich der letalen und
der teratogenen Wirkung moglich. Allerdings werden hier die teratogenen Effekte teilweise
von den letalen Effekten Uberdeckt. Der nach 120 Stunden ermittelte TI von 1,12 spiegelt den
geringen Abstand zwischen ECsg teratogen UNd L Cso Wider. Dennoch wurden sowohl nach 48 als
auch nach 120 Stunden teratogene Effekte in Konzentrationen verursacht, in denen keine
letalen Effekte auftraten. 2-Propanol liefim DarT ein teratogenes Potential erkennen.

In der Literatur liegen keine Untersuchungen mit Saugetieren vor, die fir 2-Propanol ein
eindeutig teratogenes Potential nachweisen. In Untersuchungen an Ratten Uberwogen die
embryoletalen Effekte. Trachtigen Tieren wurden 0,018 — 1.008 mg/kg appliziert. Das fuhrte
bei 31 % der Embryonen zum Tod und bei 14 % zu Malformationen (Shepard, 1992).

3.19 Retinoide

3.19.1 all-trans-Retinol

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde all-trans-Retinol in den Konzentrationen
0,042; 0,129; 0,384; 1,152 und 3,491 pmol/L untersucht. DM SO wurde als L dsungsvermittler
eingesetzt (14,1 mmol/L). Im Kontrollmedium, der L&sungsvermittlerkontrolle und den
Testlosungen lagen Sauerstoffsdttigung, pH-Werte und Osmolaritét in dem fir den Test
zuldssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab. A 32 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test
ist valide, da bei nicht mehr als 5 % der Kontrollembryonen Effekte auftraten (siehe Tab. 101
und Tab. 102).
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Nur in der hdchsten untersuchten Konzentration koagulierten Embryonen (Tab. 101). Die
mittels "Trimmed Spearman-Karber" Methode berechnete L Csy (48 h) betragt 2,13 umol/L.

Tab. 101: Zusammenstellung der |etalen Effekte von all-trans-Retinol

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

K DMSO 0,042 0,129 0,384 1,152 3,491
koaguliert 25 - -
8 - - - - - - 15
24 - - - - - - 18
36 - - - - - - 18
48 - - - - - - 18

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt; K : Kontrolle; DMSO
. Lésungsvermittlerkontrolle mit 14,1 mmol/L Dimethylsulfoxid

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tab. 102 aufgefiihrt. Nach achtstindiger
Exposition hatten alle fiinf noch lebenden Embryonen in 3,491 umol/L an den Blastomeren
Blaschen abgeschnirt. In 1,152 pmol/L zeigten zwei Embryonen (10 %) diesen Effekt und in
0,384 umol/L ein Embryo (5 %). Es ist unwahrscheinlich, dal3 es sich dabel um osmotische
Effekte handelt.

In der hdchsten Konzentration lebten nach 24 Stunden nur noch zwei Embryonen. Beide
hatten den Schwanz nicht vom Dotter abgeldst, lief?en keine Spontanbewegung und keine
Augenanlage erkennen. Einer dieser beiden hatte zudem keine Somiten. Interessanterweise
entwickelte er aber innerhab der folgenden 24 Stunden schemenhafte Augen. Werden die
Beeintrachtigung des Blutkreislaufes und die Entwicklung von Oedemen nach 48 Stunden
zusammen betrachtet, ergibt sich fur die drei hdchsten Konzentrationen eine Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung. Fur diese Effekte wurde mittels "Trimmed Spearman-Kéarber" Methode
eine ECs (48 h) von 1,24 umol/L errechnet. Da nach 48 Stunden keine weiteren Embryonen
subletale Effekte aufwiesen, entspricht dieser Wert auch der ECso sunlea (48 h).

Teratogene Effekte traten an einzelnen Embryonen in den beiden héchsten Konzentrationen
auf. Dabei handelte es sich um moderate Deformationen der Chorda bzw. der Schwanzspitze.
In 1,152 pmol/L lief}en zwel Embryonen (10 %) und in 3,491 pmol/L die beiden lebenden
Embryonen (100 %) diese Effekte erkennen. Einer dieser beiden hatte zudem keine Sacculi
angelegt. Aufgrund der Datenlage wurde die ECsg teratogen (48 h) wiederum mittels "Trimmed
Spearman-Karber" Methode berechnet. Es ergab sich ein Wert von 1,80 pmol/L.
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Tab. 102: Zusammenstellung der subletalen Effekte von all-trans-Retinol auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (umol/L)
K DMSO 0,042 0,129 0,384 1,152 3,491
Bléaschen abgeschniirt 25 - - - - - - 1
8 - - - - 1 2 5/5
keine Spontanbewegung 24 - - - - - - 2/2
Somiten nicht angel egt 24 - - - - - - 12
36 - - - - - - 12
48 - - - - - - 12
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - - - - - 2/2
36 - - - - - - 2/2
48 - - - - - - 2/2
diffuse Augenanlage 24 - - - - - - -
36 - - - - - - 12
48 - - - - - - 12
keine Augenanlage 24 - - - - - - 22
36 - - - - - - 12
48 - - - - - - 12
schwacher Blutkreislauf 36 - - 1 1 - 1 -
48 - - - - 1 2 -
kein Blutkreidauf 36 1 - - - - 1 22
48 - - - - - 2 2/2
Dotteroedem 48 - - 1 - 1 8 -
Perikardoedem 48 - - - - - 1 2/2
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - - 1 -
36 - - - - - 1 -
48 - - - - - 2 12
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - - -
36 - - - - - - -
48 - - - - - 1 12
Sacculi nicht angelegt 48 - - - - - - 1/2
S teratogen 0 0 0 0 0 2 2/2
S subleta 0 0 1 0 1 8 2/2

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; S : Anzahl der
Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; K :  Kontrolle;, DMSO
Ldsungsvermittlerkontrolle mit 14,1 mmol/L Dimethylsulfoxid

Da es nach 48 Stunden Hinweise auf eine Reduktion des Langenwachstums gab, wurden die
Embryonen in unbelastetes Medium Uberfihrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht.
In der hdchsten untersuchten Konzentration waren ale Embryonen koaguliert. Weitere
Effekte traten nicht auf. In Abb. 57 sind die Schwanzlangen der Larven dargestellt.
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Abb. 57: Wirkung von all-trans-Retinol auf die Langenentwicklung des Schwanzes
DMSO : Losungsvermittlerkontrolle mit 14,1 mmol/L Dimethylsulfoxid

Kontrolle und Lésungsvermittlerkontrolle haben den gleichen Medianwert von 1,63 mm.
Maximalwert, unteres und oberes Quartil der Kontrolle umfassen gegentiber der Losungs-
vermittlerkontrolle einen etwas weiteren Bereich. Eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
bei der Reduktion der Schwanzldnge ist ab 0,042 umol/L deutlich zu erkennen. Ab
0,384 pumol/L ist die Schwanzlange der Larven gegentber der Ldsungsvermittlerkontrolle und
der Kontrolle signifikant reduziert (p = 0,05).

In Tab. 103 sind die berechneten L Csp, ECso und NOEC / LOEC zusammengestellt.

Tab. 103: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur
al-trans-Retinol

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 2,13
ECso Blutkreisiauf + Oedeme 48 1,24 (0,94 — 1,65)
ECso subleta 48 1,24 (0,94 — 1,65)
ECSO teratogen 48 1,80 (1,55 - 2,08)
NOEC / LOEC eduzierte schwanziange 120 0,129/ 0,384
Tl 1,18

All-trans-Retinol verursachte bei den Embryonen von D. rerio nur in 1,152 und 3,491 pmol/L
Deformationen im Bereich des Schwanzes bzw. an den Sacculi. In der Konzentration von
3,491 umol/L tberwogen die letalen Effekte. In welchem engen Konzentrationsfenster letale
Effekte und diese Deformationen zusammen liegen, verdeutlicht der Teratogenitétsindex TI
von 1,18. Anders stellt sich die Situation bei der Reduktion der Schwanzlange (120 h) dar. Sie
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war bereits in der niedrigsten untersuchten Konzentration verringert und ab 0,384 pumol/L
signifikant reduziert (p = 0,05), d.h. in Konzentrationen, in denen sonst keine nennenswerten
subletalen Effekte aufgetreten sind. Aufgrund dieser Befunde zeigte sich im DarT far al-
trans-Retinol ein relativ geringes teratogenes Potential. Die Daten aus Untersuchungen mit
Saugetieren sind in 3.19.3 (Seite 148) dargestellt.

3.19.2 Vitamin A-Saure

Zur Ermittlung einer LCso wurde Vitamin A-Sdure in folgenden Konzentrationen untersucht:
2,080; 4,161; 8,321; 16,642 und 33,285umol/L. Bedingt durch die sehr schlechte
Wasserlgslichkeit kam DMSO as Losungsvermittler (14,1 mmol/L) zum Einsatz.
Sauverstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritdt lagen im Kontrollmedium, in der
L 6sungsvermittlerkontrolle und in den TestlGsungen in dem fur den Test zuldssigen Bereich.
Die Mef3werte sind in Tab. A 38 (Anhang A) zusammengestelIt.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 104 aufgefihrt. Der Test ist valide, da
weder in der Kontrolle noch in der Losungsvermittlerkontrolle letale Effekte auftraten.
Vitamin A-Sdure wirkte bereits nach kurzer Expositionsdauer akut toxisch. In den beiden
hochsten Konzentrationen war nach 2,5 Stunden je ein Embryo (5 %) koaguliert. Bis zum
Mefl3zeitpunkt nach 48 Stunden zeigte sich eine konzentrations- und zeitabhangige Zunahme
der letaen Effekte. Fir die LCso (48 h) wurde ein Wert von 3,629 pmol/L errechnet
(R*=0,939; b= 2,6; LCy0 = 1,158 pmol/L).

Tab. 104: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Vitamin A-Séure

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
K DMSO 2,080 4,161 8,321 16,642 33,285
koaguliert 25 - - - - - 1 1
8 - - - 6 3 6 6
24 - - 2 10 9 10 14
36 - - 2 10 12 15 18
48 - - 4 14 16 19 20

In Kontrolle und DM SO je 22 Embryonen eingesetzt, sonst je 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte
diesen Effekt; K : Kontrolle; DM SO : Lésungsvermittlerkontrolle mit 14,1 mmol/L Dimethylsulfoxid

Aufgrund der ausgepragten letalen Wirkung konnten subletale Effekte nicht ausreichend
erfald werden. Aus diesem Grund wurden in einem weiteren Test die bedeutend niedrigeren
Konzentrationen 0,004; 0,008; 0,013; 0,023 und 0,033 umol/L untersucht. Als
L 6sungsvermittler wurde wiederum DM SO (14,1 mmol/L) eingesetzt. Auch bei diesem Test
lagen Sauerstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritét des Kontrollmediums, der Losungs-
vermittlerkontrolle und der TestlGsungen im zulassigen Bereich. Die Mel3werte sind der
Tab. A 38 (Anhang A) zu entnehmen.

In Tab. 105 sind die subletalen Effekte zusammengestellt. Da nach 48 Stunden nur ein
Kontrollembryo (4,5 %) ein Dotteroedem aufwies, ist der Test valide. Nach 2,5 und acht
Stunden wurden keine Effekte beobachtet. In den drei hdchsten Konzentrationen traten die
ersten Effekte nach 24 Stunden auf. Eine gestorte bzw. verzogerte Entwicklung der Augen
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wurde zu diesem Zeitpunkt bel zwei Embryonen (10 %) in 0,013 pmol/L, bei 16 Embryonen
(80 %) in 0,023 pmol/L und bei 19 Embryonen (95 %) in 0,033 pumol/L festgestellt. Fir diese
Effekte betrégt die ECso (24 h) 0,020 pmol/L (R? = 0,987; b = 8,6; ECy = 0,014 pmol/L). In
0,013 und 0,023 umol/L entwickelten sich die diffusen Augenanlagen innerhalb der
folgenden 24 Stunden zu normalen Augen. In 0,033 umol/L blieb die Augenanlage jedoch
diffus und 60 % der Embryonen entwickelten Giberhaupt keine Augen.

Sehr empfindlich reagierten die Embryonen mit der Beeintréchtigung des Herz-
Kreisaufsystems. Diese funktionale Storung wurde in allen Konzentrationen beobachtet. Fir
den fehlenden Blutkreislauf nach 36 Stunden ergibt sich eine ECs von 0,005 pumol/L (b = 4,3;
ECi0 = 0,002 pmol/L). Fir die Beeintrachtigung des Blutkreislaufes und aufgetretene Oedeme
betragt die ECsp (48 h) 0,006 umol/L (b = 5,6; ECyo = 0,003 pmol/L) und entspricht damit
zugleich der ECsp suniera fUr die Summe der subletalen Effekte nach 48 Stunden (b = 5,2; ECyp
= 0,003 pmol/L).

Tab. 105: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Vitamin A-Saure auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
K DMSO 0,004 0,008 0,013 0,023 0,033
keine Spontanbewegung 24 - - - - - - 1
diffuse Augenanlage 24 - - - - 1 5 6
36 - - - - - 6 5
48 - - - - - - 6
keine Augenanlage 24 - - - - 1 11 13
36 - - - - 1 10 13
48 - - - - 1 10 12
kein Herzschlag 36 - - - 1 - 14 16
48 - - - - - 17 18
schwacher Blutkreislauf 36 - - 2 1 - - -
48 - - 1 2 - - -
kein Blutkreidauf 36 - - 7 13 20 20 20
48 - - 2 9 20 20 20
Dotteroedem 48 1/22 - 5 11 12 4 2
Perikardoedem 48 - - 1 2 6 7 2
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - 3 11 10
36 - - - - 10 1 4
48 - - 1 1 13 1 3
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - 10 17
36 - - - 2 5 19 19
48 - - — 1 4 19 18
S teratogen 0 0 1 2 17 19 20
S subletal 122 0 7 14 20 20 20

In Kontrolle und DM SO je 22 Embryonen eingesetzt, sonst je 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte
diesen Effekt; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; K : Kontrollg;
DMSO : Losungsvermittlerkontrolle mit 14,1 mmol/L Dimethylsulfoxid
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Teratogene Effekte wurden nach 48 Stunden in allen Konzentrationen festgestellt. Vitamin A-
Séure verursachte Deformationen der Chorda und der Schwanzspitze. Zusétzlich hatten in
0,013 umol/L ein Embryo (5%), in 0,023 umol/L zehn Embryonen (50%) und in
0,033 umol/L zwdlf Embryonen (60 %) keine Augen entwickelt. Aus den teratogenen
Effekten 183t sich eine ECsp teratogen (48 h) von 0,010 pmol/L berechnen (R=0,910; b = 5,0;
ECi0 = 0,006 pmol/L).

Die berechneten LCsp und ECso sind in Tab. 106 zusammengestellt. Abb. 58 veranschaulicht
die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir die letalen und die teratogenen Effekte.

Tab. 106: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur
Vitamin A-Saure

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 3,629 (2,672 — 4,928)
ECSO Augenentwicklung 24 0,020 (0,018 - 0,022)
ECso Biutkreisiauf 36 0,005 (0,003 — 0,006)
ECso slutkreisiauf + Oedeme 48 0,006 (0,005 — 0,007)
ECso suvletal 48 0,006 (0,004 — 0,007)
ECSO teratogen 48 0,010 (0,009 - 0,012)
Tl 362,90
100
80 T Malformation.
S 607
% _____________________________
£ 40 T !
- |
201 |
|
0,001 0,01 0,1 1 10 100

Konzentration (umol/L)

Abb. 58: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Vitamin A-Saure fur die teratogenen
und die letalen Effekte

LCso (48 h): 3,629 pmol/L; ECsp teraogen (48 ): 0,010 pmol/L

Die Abszisse in Abb. 58 umfal¥t finf GrofRenordnungen. Die Konzentrations-Wirkungskurve
fur die Malformationen (b=5,0) verlauft steiler als die fur die letalen Effekte (b= 2,6).
Teratogene Effekte manifestierten sich im eindeutig subletalen Konzentrationsbereich, der
Uber zwei GrofRenordnungen unter dem der letalen Effekte lag. Der Teratogenitétsindex TI
von 362,90 belegt, dal’ das aus Untersuchungen mit Saugetieren bekannte teratogene Potential
dieser Substanz auch im Test mit Embryonen von D. rerio nachgewiesen werden kann. Die
Daten aus Untersuchungen mit Saugetieren sind in 3.19.3 dargestel|t.
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3.19.3 Retinoide — zusammenfassende Betrachtung

Vitamin A-Mangel verursacht bei Ratten und Kaninchen vielfdtige kongenitale
MiRbildungen wie z.B. Anomalien der Augen, des Urogenital systems und des Herzens. Beim
Kaninchen tritt zusdtzlich Hydrocephalus als Effekt auf (Shepard, 1992). Teratogene Effekte
werden auch durch Exposition gegentiber hohen Dosen von all-trans-Retinol und Vitamin A-
Séure verursacht.

All-trans-Retinol wird zu Vitamin A-Saure metabolisiert, die als das eigentliche Teratogen
gilt und der ein etwa 20fach hoheres teratogenes Potential zukommt als all-trans-Retinol
(Kochhar et al., 1988). Nach Creech Kraft et a. (1989) zeigt cis-Vitamin A-Sdure ein
erheblich geringeres teratogenes Potentia als die trans-Form. Klug et a. (1989) bestatigten
diese Einschdzung nach Untersuchungen mit ,Whole Embryo Culture® von
Rattenembryonen. Sie wiesen nach, da3 die Teratogenitdt der cis-Form durch die
Isomerisierung zur al-trans-Form verursacht worden war.

Als moglicher Wirkmechanismus von Vitamin A-Saure kommt eine Bindung an spezifische
Retinoidrezeptoren in  Frage. Durch diese Interaktion kann ene Kaskade von
Regulationsvorgangen ausgel0st werden, mit dem Resultat der Aktivierung spezifischer
Gengruppen (z.B.: Hoxgene). Bel der Musterbildung wéhrend der Organogenese kommit
Vitamin A-Saure eine wesentliche Bedeutung zu, beispielsweise bel der Entwicklung von
Wirbelsaule und Extremitéten. Verzogerte oder zeitlich falsche Aktivierung dieser Gene kann
eine abnorme Entwicklung induzieren (Marquardt & Schéfer, 1994). Des weiteren wird die
Hemmung der Knorpelentwicklung und eine Beeintrdchtigung der Bildung von Knochen-
Gewebe-Verbindungen diskutiert (Biesalski, 1989).

Im Tierversuch wurden durch all-trans-Retinol teratogene Effekte wie Malformationen des
Neuralrohres und der Extremitéten, Miflbildungen der Augen sowie Gaumenspalten
verursacht (Biesalski, 1989). Nach Lewis (2000) sind beim Menschen durch all-trans-Retinol
verursachte kraniofaziale Anomalien und Mif3bildungen des Urogenital systems bekannt.
Hendrickx et al. (1980) beschreiben vor alem Malformationen des Gesichtsschadels bei
Primaten (Macaca mulatta) nach einer Applikation von 20 bzw. 40 mg/kg Vitamin A-Sdure
zwischen dem 24. und 35. Gestationstag. In einer Studie mit Macaca nemestrina verursachten
10 mg/kg/Tag Vitamin A-Séaure (20. — 44. Gestationstag) Malformationen des Skelett- und
Urogenitalsystems sowie Gaumenspalte, deformierte Ohren und weitere kraniofaziale
Mif3bildungen (Newell-Morris et a., 1980). Wird Vitamin A-Séaure in einer frihen Phase der
Tréchtigkeit appliziert, sind vor allem Kopf und sensorische Organe betroffen. Die Exposition
zu einem spéteren Zeitpunkt verursacht hauptséchlich Maformationen der Extremitdten und
des Urogenital systems.

Kraniofaziale Mif3bildungen wurden an Rattenembryonen in ,,Whole Embryo Culture” durch
0,14 mmol/L al-trans-Retinol verursacht. Vitamin A-Saure dagegen hemmt in vitro die
Knorpelentwicklung von isolierten Zellen der Gliedmal3enanlage bereits ab 0,3 pmol/L. In
einem weliteren in vitro-Model mit Gewebekulturen des Gaumens hemmten 2,5 pmol/L al-
trans-Retinol bzw. 1 pumol/L Vitamin A-Saure das Verwachsen der Gaumenbdgen. Vitamin
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A-Séaure zeigt demnach ein bedeutend hoheres teratogenes Potential als all-trans-Retinol
(Biesalski, 1989).

Im DarT verursachte Vitamin A-Sdure vergleichbare Effekte wie all-trans-Retinol:
Deformationen der Chorda und der Schwanzspitze (Tab. 107).

Tab. 107: Phéanomenol ogische Zusammenfassung der im DarT beobachteten teratogenen

Effekte
Effekt al-trans-Retinol Vitamin-A-Séure
Chordadeformation ° [
Schwanzspitze ° o
Sacculi nicht angelegt L
reduzierte Schwanzlénge L nicht bestimmt

Eine gestorte Entwicklung der Sacculi bzw. Otolithen wurde nur von al-trans-Retinol
verursacht. Im Unterschied zu all-trans-Retinol wurden bel den Untersuchungen mit Vitamin
A-Saure nicht nur einzelne Embryonen mit Malformationen beobachtet. Wie der Tab. 108 zu
entnehmen ist, liegt die ECso teratogen bl Vitamin A-Sdure um zwei Grofdenordnungen unter der
von all-trans-Retinol. Die Reduktion der Schwanzlange wurde nur bei all-trans-Retinol
bestimmt. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio spiegelin die
Einordnung dieser beiden Substanzen beim Sauger wider.

ECSO teratogen NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange
(umol/L) (umol/L)
al-trans-Retinol 1,80 0,129/ 0,384
Vitamin A-Saure 0,01 nicht bestimmt

Herrmann (1995) untersuchte verschiedene Retinoide mit Embryonen von D. rerio. Danach
verursachte Retinol in einer Konzentration von 10 pmol/L die Reduktion der Schwanzlénge,
Kopfdeformationen (inklusive Otolithen) sowie Mif3bildungen des Schwanzes. Vitamin A-
Saure reduzierte die Schwanzlange bereits ab 0,03 umol/L und verursachte ab 0,01 pmol/L
Gehirn- und Schwanzdeformationen. Die beobachteten Effekte und die Konzentrationen, in
denen diese ausgel 6st wurden, stimmen gut mit den Ergebnissen aus Dar T Uberein.

3.20 Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat

Aufgrund der Ergebnisse mehrerer VVorversuche wurden letztlich folgende Konzentrationen
untersucht: 46,5; 60,2; 78,4; 102,2 und 132,7 mmol/L. Sowohl im Kontrollmedium als auch
in den Testldsungen lagen Sauerstoffsattigung und pH-Werte in dem fir den Test zulassigen
Bereich. Ab 60,2 mmol/L wurden fir die Osmolaritét Werte zwischen 110 und
231 mOsmol/L bestimmt. Bis auf in der geringsten Konzentration kénnen osmotische Effekte
nicht ausgeschlossen werden. Die Mef3werte sind in Tab. A 33 (Anhang A) zusammengestel It.
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Der Test ist valide, da nur ein Kontrollembryo (5 %) nach 48 Stunden ein Dotteroedem
aufwies (siehe Tab. 109 und Tab. 110).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 109 zusammengestellt. Bereits nach 12
Stunden waren in 784mmol/L ein (5%), in 102,2mmol/L acht (42,1%) und in
132,7 mmol/L 19 Embryonen (95 %) abgestorben. Nach weiteren zwolf Stunden waren in der
hochsten Konzentration alle Embryonen koaguliert. In den Ubrigen Konzentrationen traten
keine weiteren letalen Effekte auf. Die LCs (48 h) betrégt 102,1 mmol/L (b = 17,2; LCyp =
86,0 mmol/L).

Tab. 109: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Saccharin-Natriumsal z-Dihydrat

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 46,5 60,2 78,4 102,2 132,7
koaguliert 25 - - - - - -
12 - - - 1 8/19 19
24 - - - 1 8/19 20
48 - - - 1 8/19 20

In 46,5 mmol/L und in 102,2 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo
zeigte diesen Effekt

In Tab. 110 sind die subletalen Effekte zusammengestellt. Im Bereich der letalen Wirkung der
Substanz wurde bereits frihzeitig ein Entwicklungsstop festgestellt. In 102,2 mmol/L bildeten
sieben Embryonen (36,8 %) und in 132,7 mmol/L ale Embryonen keine hohe Blastula aus. In
den folgenden zehn Stunden starben diese Embryonen ab. Nur einer in 132,7 mmol/L hatte
mit der Gastrulation begonnen, war aber nach 24 Stunden ebenfalls koaguliert. Fir die
Storung der frihen Ontogenese 183 sich eine ECsy (2,5 h) von 102,9 mmol/L errechnen
(R? =0,997; b = 32,6; ECy0 = 94,0 mmol/L).

Obwohl die Osmolaritét ab der Konzentration von 60,2 mmol/L tber dem von Lange et al.
(1995) genannten Grenzwert von 100 mOsmol lag, fanden sich keine abgeschnirte Blaschen
an den Blastomeren oder am Dottermaterial. Im weiteren Testverlauf traten kaum Effekte auf.
Nach 48 Stunden wurden vereinzelt Dotteroedeme beobachtet. Wie der Abb. 59 zu
entnehmen ist, waren die Herzschlagfrequenzen nicht signifikant verandert (p = 0,05).
Auffélig ist, dald die Werte in 46,5, 60,2 und 102,2 mmol/L sehr stark streuen. Die Mediane
sind jedoch nahezu identisch.
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Tab. 110: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat auf
die Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 46,5 60,2 78,4 102,2 132,7

keine hohe Blastula 25 - - - - 7/19 20
Gastrulation nicht beendet 12 - - - - - 11
keine Spontanbewegung 24 - - 1 - - -
Dotteroedem 48 1 - 1 2/19 - t

S teratogen 0 0 0 0 0 t

S subleta 1 0 1 2/19 0 t

In 46,5 mmol/L und in 102,2 mmol/L wurden 19 Embryonen exponiert, sonst je 20 Embryonen. —: kein Embryo
zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden
entsprechende Effekte zeigten
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Kontrolle 46,5 60,2 78,4 102,2 8 Median value

Konzentration (mmol/L)

Abb. 59: Wirkung von Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat auf die Herzschlagfrequenz

Malformationen traten weder im letalen noch im subletalen Konzentrationsbereich auf. Um
einen moglichen Einflud der Substanz auf das Langenwachstum zu erfassen, wurden die
Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes Medium Gberfihrt und die Larven nach 120
Stunden untersucht.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen énderte sich im Vergleich zu 48 Stunden nicht. Die
Verlangerung der Testdauer ergab nach Beendigung der Exposition keinen Hinweis auf
verzogert einsetzende letale Effekte. In 102,2 mmol/L war bel einem Embryo (9,1 %) en
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Dotteroedem ausgebildet. Weitere subletale Effekte wurden nicht festgestellt. In Abb. 60 sind
die Schwanzléngen der Larven nach 120 Stunden dargestelt.

1,75

1,65

160 - =) u]

1,55

Schwanzlange (mm)

1,50

1,45

T Min-Max
1.40 ) 25%-75%
Kontrolle 46,5 60,2 78,4 102,2 8 Median value

Konzentration (mmol/L)

Abb. 60: Wirkung von Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat auf die Langenentwicklung des
Schwanzes

Nach 120 Stunden waren die Schwanzldngen gegeniber den Kontrollen nicht signifikant
reduziert (p=0,05). Es falt auf, dal3 die Minimal- und Maximalwerte weit streuen. In
Tab. 111 sind die berechneten L Csp, ECso und NOEC / LOEC zusammengestellt.

Tab. 111: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur
Saccharin-Natriumsal z-Dihydrat

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 102,1 (95,3 — 109,4)
EC50 friihe Ontogenese 2,5 102,9 (98,7 - 107,3)
NOEC / LOEC reduzierte Herzschlagfrequenz 48 10212 /-

Lorke (1969) testete Saccharin (CAS: 81-07-2) an trachtigen Mé&usen. Er applizierte vom 6.
bis 15. Gestationstag taglich 25 mg/kg und erhielt kein Hinweis auf teratogenen Effekte. In
einer Langzeitstudie an Mausen ging von Saccharin kein teratogenes Potential aus (Kroes et
al., 1977). Nach Shepard (1992) wurden auch am Modellorganismus Ratte keine durch
Saccharin verursachten teratogenen Effekte nachgewiesen.

Diese als nicht sdugerteratogen eingestufte Substanz (Shepard, 1992) verursachte in den
Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio ebenfalls keine teratogenen Effekte.
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3.21 Salicylate

3.21.1 Acetylsalicylsaure

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Acetylsalicylsdure in den Konzentrationen
111, 155, 216, 305 und 427 umol/L untersucht. Sauerstoffséttigung, Osmolaritét und pH-
Werte des Kontrollmediums und der Testlosungen lagen in dem fir den Test zuléssigen
Bereich. Nur in 305 und 427 umol/L lagen die pH-Werte zu Beginn des Testes unter 4,5,
weshalb eine Beeintréchtigung der Embryonen durch den niedrigen pH-Wert nicht
ausgeschlossen werden kann. Die Mef3werte sind in Tab. A 3 (Anhang A) zusammengestellt.
Der Test ist valide, da bei den Kontrollembryonen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 112 und
Tab. 113).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 112 aufgefuihrt. Die letalen Effekte
nahmen konzentrations- und zeitabhdngig zu. Die LCsy (48 h) betragt 296 pmol/L
(R*=0,984; b = 11,1; LCy = 227 pmol/L).

Tab. 112: Zusammenstellung der letalen Effekte von Acetylsalicylsaure

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 111 155 216 305 427
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - 2 18
48 - - - 1 13 19

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die durch Acetylsalicylsdure verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 113 zusammen-
gestellt. Nennenswerte Effekte traten erst nach 48 Stunden auf. Das Herz-Kreislaufsystem war
ab 155 pmol/L beeintrachtigt. Werden die Effekte bei den Endpunkten ,Herzschlag® und
»Blutkreislauf* zusammengefaldt, waren in 155 pumol/L zwel (10 %), in 216 pmol/L 16
(84,2 %) und in 305 pumol/L alle sieben lebenden Embryonen (100 %) betroffen. Fur diese
Effekte wurde eine ECso (48 h) von 185 pmol/L berechnet (R*=0,999; b = 16,8; ECy =
155 pmol/L). In den beiden hdchsten Konzentrationen wiesen alle lebenden Embryonen nach
48 Stunden im Vergleich zu den Kontrollen eine stark reduzierte Pigmentierung auf. Die fur
die Summe der subletalen Effekte berechnete ECsosiea (48 h) betrégt 176 pmol/L
(R* = 0,983; b = 16,6; ECyo = 147 pmol/L).
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Tab. 113: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Acetylsalicylsdaure auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

Kontrolle 111 155 216 305 427
keine Spontanbewegung 24 - - - - 1 -
kein Herzschlag 438 - - - 4/19 77 11
schwacher Blutkreislauf 48 - - 2 - - -
kein Blutkreidauf 48 - - - 16/19 717 11
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 77 11
Dotteroedem 48 - - 5 14/19 17 -
Perikardoedem 48 - - 3 11/19 217 -
Malformationen:

Chordadeformation (Schwanz) 24 - - 1 - - -
48 - - 1 - 7 -
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - -
48 - - - - 7 -
Sacculi nicht angelegt 48 - - - - - 11
S teratogen 0 0 1 0 207 11
S subleta 0 0 7 18/19 717 11

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Malformationen wurden nur an einzelnen Embryonen beobachtet. Eine Deformation der
Chorda trat bei einem Embryo (5%) in 155 umol/L und bei einem Embryo (14,3 %) in
305 umol/L auf. Bel einem weiteren Embryo (14,3 %) dieser Konzentration war die
Schwanzspitze deformiert. Der einzige nach 48 Stunden noch lebende Embryo in der
hochsten Konzentration hatte keine Sacculi angelegt. Aus diesen Daten wurde mittels
"Spearman-Karber" Methode eine ECsp teratogen VON 322 pmol/L berechnet, die damit Uber der
LCso (48 h) liegt. Da es nach 48 Stunden ein Hinweis auf Wachstumsreduzierung gab, wurden
die Embryonen in unbelastetes Medium Uberfuhrt und die Larven nach 120 Stunden
untersucht. Die beobachteten Effekte sind in Tab. 114 zusammengestellt.

In der hochsten Konzentration waren ale und in 305 pumol/L 14 Embryonen (70 %)
koaguliert. Die LCso (120 h) betragt 267 umol/L (R? = 0,988; b = 16,7; LCyo = 224 pmol/L)
und liegt damit 10 % unter der LCso (48 h). Durch die Verlangerung des Testzeitraumes ergab
sich fir Acetylsaicylsdure nach Beendigung der Exposition ein Hinwels auf verzogert
einsetzende letale Effekte.

Funf Larven (26,3 %) in 216 umol/L und drei Larven (50 %) in 305 pumol/L lieflen keinen
Blutkreislauf erkennen. Oedeme wurden in 155 pmol/L bel vier (20 %), in 216 pmol/L bel
sieben (36,8 %) und in 305 pmol/L bei vier Larven (66,7 %) festgestellt. Die ECsooedeme
entspricht zugleich der ECspsubiera (120 h) von 248 pmol/L (R*=0,988; b = 4,3; ECyo =
125 pmol/L). In 155 und 305 pmol/L wurden die Deformationen der Chorda bzw. der
Schwanzspitze bel den Larven bestédtigt, die diese Effekte bereits nach 48 Stunden als
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Embryonen aufwiesen. Die nach 120 Stunden gemessenen Schwanzldngen sind in Abb. 61
dargestellt.

Tab. 114: Zusammenstellung der Effekte von Acetylsalicylsdure auf die Larvaentwicklung
von D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

Kontrolle 111 155 216 305 427
koaguliert 120 - - - 1 14 20
kein Blutkreid auf 120 - - - 5/19 3/6
Dotteroedem 120 - - 2 7/19 4/6
Perikardoedem 120 - - 2 119 16
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 120 - - 1 - 16 t
deformierte Schwanzspitze 120 - - - - 16 t
S teratogen 0 0 1 0 2/6 t
S subleta 0 0 4 7/19 4/6 t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 61: Wirkung von Acetylsalicylsaure auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : dgnifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC redierte schwanzlange: 155 / 216 pmol/L

Ab 155 umol/L zeigt sich eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Schwanzlange, die
jedoch erst in 216 pmol/L signifikant ist (p = 0,05). In 216 pmol/L gingen nur zwolf Larven
in die Auswertung ein, da die anderen sieben Larven subletale Effekte aufwiesen. Die Werte
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streuen in allen Konzentrationen deutlich starker als in der Kontrolle. In Tab. 115 sind die
berechneten ECsp, LCso und NOEC / LOEC zusammengestellt.

Tab. 115: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur
Acetylsalicylsdure

Zeit (h) pmol/L

LCso 48 296 (271 - 323)
LCso 120 267 (249 — 287)
ECso Herz-Kreistauf 48 185 (173 —199)
ECso subletal 48 176 (164 — 189)
ECso subletal 120 248 (186 — 329)
ECso teratogen 48 322 (285 - 363)
NOEC / LOEC (eduzierte schwanziange 120 155/ 216

Tl 0,92

Bel den Untersuchungen verursachte Acetylsalicylsaure nur einzelne und leicht ausgepragte
Malformationen an den Embryonen von D. rerio. Bis auf eine Ausnahme (155 pmol/L: 5 %
Chordadeformation) traten diese Effekte in Konzentrationen auf, in denen letale Effekte
Uberwogen. Wird nach 48 Stunden die LCs und die ECs, fir die teratogenen Effekte ins
Verhdtnis gesetzt, ergibt sich ein Teratogenitétsindex Tl von 0,92. Diese Maformationen
werden durch die Letalitdt Uberdeckt. Einen empfindlicheren Endpunkt stellte die Reduktion
der Schwanzlange dar. Diese war in der Konzentration von 216 pmol/L, in der auch 5%
letale Effekte auftraten, signifikant reduziert (p = 0,05).

Obwohl teratogene Effekte verursacht wurden, lie3 Acetylsalicylsaure im DarT kein
deutliches teratogenes Potential erkennen. Die Daten aus Untersuchungen mit Sdugetieren
sind in 3.21.3 (Seite 160) dargestellt.

3.21.2 Salicylsaure

Aufgrund der Ergebnisse mehrerer Vorversuche wurde Salicylséure letztlich in folgenden
Konzentrationen untersucht: 105; 126; 151; 181 und 217 umol/L. Sauerstoffséttigung und
Osmolaritét des Kontrollmediums und der Testldsungen lag in dem fir den Test zulassigen
Bereich. Zu Testbeginn lag in der htchsten Konzentration der pH-Wert mit 4,28 unter der fur
die Embryonen zu tolerierenden Grenze, stieg bis zum Testende aber auf 5,51 an (siehe
Tab. A 34 im Anhang A). Bei der Interpretation der Ergebnisse muf3 berticksichtigt werden,
dal’ zumindest in der héchsten untersuchten Konzentration letale Effekte durch den niedrigen
pH-Wert mit beeinfluld sein konnten. Der Test ist valide, da bei den Kontrollembryonen
keine Effekte auftraten (siehe Tab. 116 und Tab. 117).

Die Anzahl der innerhalb 48 Stunden koagulierten Embryonen ist in Tab. 116 zusammen-
gestellt. In der hochsten Konzentration waren nach 24 Stunden alle Embryonen, in
181 pumol/L 65 % der Embryonen koaguliert. In den folgenden 24 Stunden erhohte sich der
Anteill der abgestorbenen Embryonen in dieser Konzentration auf 80 %. Offensichtlich
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wurden die letalen Effekte durch den niedrigen pH-Wert mit beeinfluf®t. Nach 48 Stunden
betragt die LCsp 178 pmol/L (R* = 0,984; b = 46,8; LCy = 168 pmol/L).

Tab. 116: Zusammenstellung der letalen Effekte von Salicylsaure

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 105 126 151 181 217
koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - - 13 20
48 - - - - 16 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die subletalen Effekte sind in Tab. 117 aufgefuhrt. Sie traten hauptsachlich in 181 pmol/L
auf. Zwei Embryonen (28,6 %) hatten nach 24 Stunden den Schwanz nicht abgel0st, lief3en
keine Spontanbewegung erkennen, und einer hatte zusétzlich keine Augen entwickelt. Beide
Embryonen starben innerhalb der folgenden 24 Stunden ab. Ein dritter Embryo, der nach 24
Stunden keine Spontanbewegung erkennen lief3, kogulierte ebenfalls bis zum Testende. Nach
48 Stunden wurde bel den vier lebenden Embryonen in 181 pmol/L kein Blutkreislauf
festgestellt. Einer (25 %) hatte keinen Herzschlag, die drei anderen (75 %) nur einen sehr
schwachen. Alle vier Embryonen hatten kaum Melanocyten ausgebildet und wiesen Oedeme
an Dotter bzw. Perikard auf. Die mittels "Trimmed Spearman-Kéarber" Methode nach 48
Stunden ermittelte ECso subleta betragt 164 pmol/L.

Tab. 117: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Salicylsdure auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 105 126 151 181 217

Bléaschen abgeschnirt 25 - - - - - 1
keine Spontanbewegung 24 - - - - 37 t
Schwangz nicht abgel 6st 24 - - - - 217 t

48 - - - - - t
keine Augenanlage 24 - - - - 7 t

48 - - - - - t
schwacher Herzschlag 48 - - - - 3/4 t
kein Herzschlag 48 — - _ _ 14 +
kein Blutkreidauf 48 - - - - 4/4 T
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - - 4/4 T
Dotteroedem 48 - - - 1 2/14 t
Perikardoedem 48 - - - - 2/14 t
Malformationen:
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - 7 t

48 - - - - 14 t
S teratogen 0 0 0 0 14 t
S subleta 0 0 0 1 4/4 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Da nur ein Embryo in 181 pmol/L nach 24 und 48 Stunden eine deformierte Schwanzspitze
aufwies, konnte eine ECso teratogen NiCht berechnet werden. Um eine moégliche Auswirkung auf
das Langenwachstums zu erfassen, wurden die Embryonen nach 48 Stunden in unbelastetes
Medium Uberfuhrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. Die dabel beobachteten
Effekte sind in Tab. 118 zusammengestellt.

Tab. 118: Zusammenstellung der Effekte von Salicylsdure auf die Larvalentwicklung von D.
rerio nach 120 Stunden

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

Kontrolle 105 126 151 181 217
koaguliert 120 - - 1 - 20 20
Dotteroedem 120 - - - 1 t t
Perikardoedem 120 - - - 1 t t
Malformationen:
Sabel schwanz 120 - - - 1
deformierte Schwanzspitze 120 - - 1/19 -
S teratogen 0 0 119 1 t t
S subleta 0 0 119 1 t t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Die nach 48 Stunden in 181 umol/L lebenden vier Embryonen waren nicht geschltipft und
koaguliert. In 126 pmol/L befand sich eine tote Larve. Als LCsy (120 h) kann ein Wert von
165 pmol/L angegeben werden (geometrisches Mittel). Da dieser Wert 9 % unter der LCs
(48 h) liegt, ergibt sich bel Salicylsdure ein Hinwels auf verzogert auftretende letale Effekte.
In 126 pmol/L hatte eine Larve (5,3 %) eine deformierte Schwanzspitze, und in 151 pmol/L
wies eine Larve (5 %) einen nach dorsal gebogenen Schwanz (,, S&belschwanz*) und jewells
ein Oedem im Bereich des Dotters und des Perikards auf. Aus den vorliegenden Daten konnte
keine ECs, berechnet werden. In Abb. 62 sind die Schwanzlangen der Larven dargestellt.
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Abb. 62: Wirkung von Salicylsdure auf die Langenentwicklung des Schwanzes

Die Schwanzlénge der Larven war in keiner Konzentrationen gegeniber den Kontrollen
signifikant veréandert (p = 0,05). Die Mediane haben alle einen Wert von 1,58 mm. Auffallig
ist die weite Streuung der Werte. Am weitesten streuen sie in der Kontrolle, obwohl auch hier
keine Larven mit subletalen Effekten in die Auswertung eingingen. Die berechneten L Csy,
ECso und NOEC / LOEC sind in Tab. 119 aufgefihrt.

Tab. 119: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur

Salicylsaure
Zeit (h) pmol/L
LCso 48 178 (172 — 185)
LCso 120 165
ECso subletal 48 164 (161 — 166)
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange 120 151/ -

Durch Salicylsiure verursachte Effekte traten in einem engen Konzentrationsbereich auf. Die
steil verlaufende Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wird bel den letalen Effekten nach 48
Stunden deutlich: 0% bei 151 pmol/L und 80 % bei 181 pumol/L. Der Faktor zwischen den
Konzentrationen betragt 1,2; folglich war ein weiterer Test mit engerer Konzentrations-
abstufung nicht sinnvoll.

Teratogene Effekte traten nur bei einzelnen Embryonen auf. Nach 48 Stunden wurden die
Malformationen von den letalen Effekten Uberdeckt. Die Schwanzlénge der Larven war nach
120 Stunden nicht signifikant reduziert (p = 0,05). Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon
ausgegangen werden, dal3 Salicylsdureim DarT kein teratogenes Potential erkennen |&03t.
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3.21.3 Salicylate — zusammenfassende Betr achtung

Smith et a. (1983) ordnen Acetylsalicylsdure als starkes Teratogen im Tierversuch ein.
Sowohl bei Maus (oral, 800 mg/kg), Ratte (oral, 100 — 150 mg/kg) und Affe (oral, 100 — 150
mg/kg) wurden teratogene Effekte verursacht. 50 mg/kg/Tag (oral, Gestationstag 10 - 15)
fuhren bei der Katze zu vermehrtem Auftreten von Anomalien, ohne dal3 spezifische
Malformationen dominieren (Khera, 1976).

Salicylsdure verursacht im Tierversuch teratogene Effekte. Nach Lewis (2000) betragt die
TDLo bel der Ratte 350 mg/kg (oral, 8. — 14. Gestationstag). 60 bis 180 mg/kg Natrium-
Salicylat verursachen bel der Ratte (iv., 10. — 11. Gestationstag) u. a. Exenzephalie, Gaumen-
spalte, Augendefekte und Mif3bildungen der Rippen und Wirbel (Warkany & Takacs, 1959).
Bel der Maus wurden SkelettmifRbildungen und Exenzephalie durch 10 mg/kg Natrium-
Salicylat verursacht (Shepard, 1992).

Acetylsalicylsaure verursachte im DarT nur einzelne Malformationen, hatte aber einen
reduzierenden Einfluld auf das Langenwachstum der Embryonen. Das aus
saugertoxikologischen Untersuchungen bekannte starke teratogene Potential dieser Substanz
konnteim DarT allerdings nicht gezeigt werden.

Im Unterschied zu den Befunden an verschiedenen Sdugerspezies verursachte Salicylsaure an
den Embryonen von D. rerio keine teratogenen Effekte. DarT liefert demzufolge fir
Salicylsaure ein falsch negatives Ergebnis.

3.22 Thalidomid und EM 12

3.22.1 Thalidomid

Thalidomid wurde in den Konzentrationen 19,4; 38,7; 77,4, 154,9 und 309,8 umol/L
untersucht. Sauerstoffsédttigung und pH-Werte des Kontrollmediums und der Testlésungen
lagen in dem fir den Test zuldssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab A 35 (Anhang A)
zusammengestellt. Die Osmolaritdt der Konzentrationen wurde nicht bestimmt. In der
hochsten untersuchten Konzentration von 309,8 umol/L war bereits nach 2,5 Stunden eine
unbestimmte Menge Substanz ausgefallen. Diese Konzentrationsangabe ist somit kritisch zu
bewerten.

Waéhrend des Testes wurden keine letalen Effekte beobachtet. Als subletale Effekte traten
nach 48 Stunden einzelne Dotteroedem auf (siehe Tab. 120). Da ein Kontrollembryo ebenfalls
ein Dotteroedem aufwies, lagen diese Effekte im Bereich der biologischen Variabilitét.
Weitere Effekte traten nicht auf. Es gab keinen Hinwels auf eine mogliche Wachstums-
reduzierung.
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Tab. 120: Im Test mit Thalidomid beobachtete subletale Effekte an den Embryonen von

D.rerio
Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 19,4 38,7 77,4 154,9 309,8
Dotteroedem 48 1 1 - 1 - -
S teratogen 0 0 0 0 0 0
S subletal 1 1 0 1 0 0

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; S : Anzahl der
Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Thalidomid hat eine sehr geringe Wasserlddlichkeit. Jonsson (1972) gibt 155 pmol/L an. Nach
Neubert & Neubert (1997) lassen sich etwa 387 umol/L l6sen. Eigene Untersuchungen
zeigten, dal3 nur weniger als 310 pumol/L gelést werden konnten. Selbst bei Verwendung von
14,1 mmol/L DMSO (= 0,1 % v/v) as Losungsvermittler konnte nicht mehr Thalidomid in
Losung gebracht werden. Fort et al. (2000) 16sten maximal 1.162 pumol/L Thalidomid unter
Verwendung von 1 % v/v DMSO. Eine solche hohe DM SO-Konzentration kommt im DarT
nicht zum Einsatz, da eine schadigende Wirkung auf die Embryonen von D. rerio nicht
ausgeschlossen werden kann (Maiwald, 1997).

Thalidomid hydrolysiert im neutralen Milieu sehr schnell (Halbwertszeit, 37°C: 2,5 — 5 h),
und es entstehen bis zu zwolf Hydrolyseprodukte. Das Thalidomid-Derivat aEM 12 ist
besser wasserl6slich und hydrolysiert in weit geringerem Ausmal? als Thalidomid (Neubert &
Neubert, 1997). Aus diesem Grund wurden weitere Untersuchungen mit dem Thalidomid-
Derivat a-EM 12 (folgend als EM 12 bezeichnet) durchgefihrt.

3.22.2 EM 12

EM 12 wurde in folgenden Konzentrationen untersucht: 25,9; 51,8; 103,6; 207,3 und
414.5 pmol/L. Sauerstoffséttigung, pH-Werte und Osmolaritét des Kontrollmediums und der
Testldsungen lagen in dem fir den Test zuléssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab. A 11
(Anhang A) zusammengestellt.

Es traten keine |letalen Effekte auf. Die subletalen Effekte sind in Tab. 121 zusammengestellt.
Der Test ist valide, da nicht mehr als 5 % der Kontrollembryonen Effekte aufwiesen. Nach 24
Stunden hatte in 103,6 pmol/L ein Embryo (5 %) den Schwanz nicht vollstdndig vom Dotter
abgelost. Er lief? keine Spontanbewegung erkennen und wies eine Deformation des Kopfes
und des Schwanzes sowie der Chorda und des Dotters auf. Nach 48 Stunden hatte er
zusétzlich keinen Blutkreislauf ausgebildet und lief} ein Perikardoedem erkennen. In 51,8,
103,6 und 207,3 umol/L traten zu diesem Zeitpunkt einzelne Embryonen (5 — 15 %) mit
folgenden Effekten auf: kein Blutkreislauf, stark verringerte Pigmentierung, Dotter- bzw.
Perikardoedem. Bel einem Kontrollembryo (5 %) wurde ein Dotteroedem festgestellt. Es gab
keinen Hinweis auf eine mogliche Reduzierung des Langenwachstums. Fir die nur bel
einzelnen Embryonen aufgetretenen subletalen Effekte besteht keine Konzentrations-
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Wirkungs-Beziehung. Weder fur die Maformationen, noch fur die Summe der subletalen
Effekte konnte eine ECsy berechnet werden.

Tab. 121: Zusammenstellung der subletalen Effekte an EM 12-exponierten Embryonen von

D.rerio
Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)

Kontrolle 25,9 51,8 103,6 207,3 414,5
keine Spontanbewegung 24 - - - 1 - -
Schwanz unvollsténdig abgel 6st 24 - - - 1 - -

48 - - - 1 - -
kein Blutkreislauf 48 - - 1 1 - -
stark verringerte Pigmentierung 48 - - - 1 - -
Dotteroedem 48 1 - 1 2 2 -
Perikardoedem 48 - - - 2 - -
Malformationen: 24 - - - 1 - -
Chordadeformation (Schwanz) 48 - - - 1 - -
Kopfdeformation 24 - - - 1 - -

48 - - - 1 - -
Schwanzdeformation 24 - - - 1 - -

48 - - - 1 - -
Veranderung des Dotters 24 - - - 1 - -

48 - - - 1 - -
S teratogen 0 0 0 0 0
S subleta 1 0 1 3 2 0

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

3.22.3 Welitere Untersuchungen mit EM 12

Nach Dumpert & Zietz (1984) betrégt die Halbwertszeit von EM 12 in Aquarienwasser etwa
zwolf bis 24 Stunden. Deshalb wurde in weiteren Experimenten die Testldsung mit der
maximal l6slichen Menge EM 12 nach zehn Stunden erneuert. Eigene Untersuchungen
zeigten, dald sich hochstens 1.658 umol EM 12/L Testmedium losen lassen. Es wurde
ebenfalls gepruft, ob das Chorion eine Barriere fur die Substanz darstellt.

3.22.3.1 Mechanisches Entchorionieren der Embryonen

Das enzymatische Entfernen des Chorions ist beispielsweise fir Eier von Oryzas latipes
beschrieben (Villalobos et al., 2000). Da Wechselwirkungen zwischen verbleibenden
Enzymresten und der Testsubstanz ausgeschlossen werden sollten, wurde bel den
Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio das Chorion mechanisch entfernt. I1gel (2002)
wies zudem nach, dal3 es bei den Pronase-behandelten dechorionierten Embryonen zu
massiven Entwicklungsstérungen kommen kann. In VVorversuchen wurde geklart, ab welchem
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Zeitpunkt ein mechanisches Entchorionieren der Embryonen erfolgen kann, ohne diese in der
Ontogenese zu beeintréchtigen. Aufgrund dieser Untersuchungen wurde nach dem Abschluf3
der Gastrulation (zwdlf Stunden nach Befruchtung) das Chorion praparativ entfernt. Zu einem
friheren Zeitpunkt ist der Dotter sehr empfindlich und wird durch die Préparation oft zerstort.

3.22.3.2 Pulsunter suchungen

Die verwendeten Ansétze sind in Tab. 122 dargestellt. Erstmalig wurden die Embryonen zum
Zeitpunkt to in 1.658 umol/L EM 12 exponiert. Nach zehn Stunden erfolgte eine erneute
Exposition. Dazu wurde die Testlosung aus den Wells mittels Pipette entfernt und
unverziglich neue Losung eingebracht, damit die Embryonen nicht trocken lagen.
Entsprechend wurde mit den Kontrollen verfahren.

Tab. 122: Ansétze der Pulsuntersuchungen mit EM 12

Testbeginn to nach 10 Stunden
Kontrolle mit Chorion / ohne Substanz mit Chorion / ohne Substanz
Ansatz 1 mit Chorion / mit Substanz mit Chorion / mit Substanz
Ansatz 2 mit Chorion / mit Substanz mit Chorion / ohne Substanz
Ansatz 3 mit Chorion / ohne Substanz ohne Chorion / mit Substanz
Ansatz 4 mit Chorion / ohne Substanz ohne Chorion / ohne Substanz

Sauerstoffsattigung, pH-Werte und Osmolaritét des Kontrollmediums und der Testlésungen
lagen in dem fir den Test zulédssigen Bereich. Die Mel3werte sind in Tab. 123
zusammengestel|t.

Tab. 123: pH-Wert, Sauerstoffséttigung und Osmolaritét von Kontrollmedium und Testlésung
(1.658 pmol/L EM 12)

pH-Wert pH-Wert Sauerstoffsattigung  Osmolaritét
Testbeginn Testende (%) (mOsmol/L)
Kontrolle (to) 7,41 93,9 n.n.
Ansatz 1 - 4 (to) 7,12 93,4 n.n.
Kontrolle (10 h) 7,33 7,03 95,5 n.n.
Ansatz 1 - 4 (10 h) 7,28 Ansatz 1: 6,49 94,1 n.n.
Ansatz 2: 6,63
Ansatz 3: 6,56
Ansatz 4: 6,89

n.n. : nicht nachweisbar

Die beobachteten subletalen Effekte sind in Tab. 124 zusammengestellt. Letale Effekte
wurden nicht verursacht. Da bei den Kontrollen keine Effekte auftraten, erflllt der Test die
Validitatskriterien.

163



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 124: Zusammenstellung der subletalen Effekte von 1.658 umol/L EM 12 auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeét (h) | Kontrolle  Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz3  Ansatz 4
Bléaschen abgeschniirt 12 1/20 - 4/10 19 2/15
keine Spontanbewegung 24 - - - 1/9 -
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - 1/9 -

48 - - - 19 -
Rundriicken 24 - - 1/10 - -

48 - - 110 - -
S teratogen 0 0 1/10 1/9 0
S subletal 0 0 1/10 1/9 0

In der Kontrolle wurden 16, im Ansatz1 19, im Ansatz2 zehn, im Ansatz 3 neun und im Ansatz4 15

Embryonen eingesetzt. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden
entsprechende Effekte zeigten

Erste Effekte traten nach zwolf Stunden auf. Im Ansatz 2 hatten vier Embryonen (40 %), im
Ansatz 3 ein Embryo (11,1 %) und im Ansatz 4 zwei Embryonen (13,3 %) im Bereich der
Schwanzknospe Bléschen abgeschniirt. Dieser Effekt wurde auch bei einem Kontrollembryo
beobachtet. Ein Embryo (11,1%) des dritten Ansatzes liel3 nach 24 Stunden keine
Spontanbewegung erkennen. Dieser Embryo wies zusétzlich eine Deformation der Chorda
auf. Im Ansatz 2 hatte ein Embryo (10 %) ab 24 Stunden einen ,, Rundriicken” ausgebildet.
Weitere Effekte traten nicht auf.

Um eine Wirkung auf das Langenwachstum zu erfassen, wurden die Embryonen nach 48
Stunden in unbelastetes Medium Uberfihrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. Als
einziger Effekt wurde der , Rundriicken* der Larve aus Ansatz 2 bestétigt. In Abb. 63 sind die
Schwanzléngen der Larven nach 120 Stunden dargestellt.
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Abb. 63: Wirkung von EM 12 auf die Langenentwicklung des Schwanzes
A 1l:Ansatz 1, A 2, 3, 4 —entsprechend; ** : gegeniiber A 4 signifikant reduziert (p = 0,05)

Tendenziell sind die Schwanzléngen der in EM 12 exponierten Embryonen (nach 120
Stunden als Larven) in Ansatz 1 bis 3 reduziert. Allerdings konnte gegentiber den Kontrollen
keine signifikante Reduktion (p = 0,05) nachgewiesen werden. Weliterhin féllt auf, dal3 die
Schwanzléngen der Larven aus Ansatz 4 (,,dechorionierte Kontrollen®) grof3er sind als die der
natlrlich geschlupften Kontrollen. Es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,05)
und die Werte streuen im Ansatz 4 am weitesten. Ein signifikanter Unterschied (p = 0,05) zu
Ansatz4 wurde in Ansatiz1l und Ansatz 3 nachgewiesen. Zusammenfassend |83t sich
feststellen, da® EM 12 in ener Konzentration von 1.658 umol/L eine leichte
Wachstumsreduktion verursacht. Die Daten sind allerdings kritisch zu bewerten, da
gegenuber den (unbehandelten) Kontrollen keine signifikante Reduktion der Schwanzlange
festgestellt werden konnte. Ein Einflu® des Chorions auf die Wirkung der Substanz wurde
nicht nachgewiesen.

Thalidomid stellt eines der bekanntesten menschlichen Teratogene dar. Als Wirkstoff in
Schlaf- und Beruhigungsmitteln kam es Ende der 1950er Jahre bis 1962 in grofem Umfang
auf den Markt. Es verflgt Uber eine sehr geringe akute Toxizitét und wurde unter anderem
auch schwangeren Frauen verschrieben (Marquardt & Schéafer, 1994).

Thalidomid zeigt eine ausgepragte Speziesspezifitét. Esist hoch wirksam beim Menschen und
Primaten. Typische Mifdildungen sind Phokomelie und Amelie der Gliedmalien,
Deformation  von Humerus und Radius, Maformationen des Beckengirtels,
Ohrdeformationen, Abnormitéten des Herzens (Fallot'sche Tetralogie) und des Intestinal-
traktes (Neubert & Neubert, 1997; Marquardt & Schéfer, 1994). Bel Untersuchungen mit
»Nagern (z.B. Ratte) hingegen lassen sich selbst bei hoher Dosierung keine entsprechenden
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Fehlbildungen ausldsen. Parkhie & Webb (1983) injizierten trachtigen Ratten 45 mg/kg
Thalidomid (Gestationstag 10 — 12) und beobachteten Wirbel- und Rippendeformationen. Die
» primaten-typischen” Mif3bildungen der Gliedmal3en wurden nicht verursacht, 11 — 24 % der
Feten waren resorbiert bzw. abgestorben. Des weiteren wurde Dimethylformamid als
Losungsmittel verwendet, was selbst nicht unerheblich Malformationen auddste. Beim
Kaninchen wurden nach hohen Dosen (50 mg/kg) Mifbildungen in geringem Prozentsatz
beobachtet. Die vergleichbare teratogene Dosis beim Primaten betrégt 1 mg/kg (Shepard,
1992).

Schumacher et a. (1972) verabreichten Rhesusaffen (26. bzw. 28. Gestationstag), Kaninchen
und Ratten (taglich vom 8. — 11. Gestationstag) orale Dosen von 25 — 250 mg/kg EM 12.
Wahrend bei Rhesusaffe und Kaninchen Mi3bildungen der Gliedmal3en sowie des Schwanzes
und der Wirbelsdule auftraten, wurde an den Rattenfeten keine signifikante Erhdhung der
MiRbildungsrate festgestellt. Die intravendse Injektion von 10 mg/kg verursachte bel den
Rattenfeten Mifbildungen von Sternum, unterer Wirbelsdule und Schwanz. , Thalidomid-
typische“ Deformationen traten nicht auf.

Ein weiteres Charakteristikum von Thalidomid ist, dal3 sich entsprechende Fehlbildungen nur
in einem schmalen Zeitfenster auslésen lassen. Die empfindliche Phase beim Menschen liegt
etwa zwischen dem 20. und 36. Schwangerschaftstag, bei nichtmenschlichen Primaten etwa
zwischen dem 24. und 33. Gestationstag. Dies entspricht einem sehr frihen Stadium der
Entstehung der Extremitdtenanlagen, das noch deutlich vor Ansdtzen der Knorpelbildung liegt
(Marquardt & Schéfer, 1994; Shepard, 1992). Weiterhin zeigte sich, da3 von den
Enantiomeren des Thalidomid-Derivates EM 12 die S(-)-Form ein deutlich stérkeres
teratogenes Potential besitzt als die R(+)-Form.

Als moglicher Mechanismus fir die teratogene Wirkung kommt eine Interaktion von Zell-
Zell- bzw. Zell-Extrazellularmatrix-Interaktionen in Frage. Diese Zellinteraktionen stellen
typische Mechanismen der Embryonaentwicklung dar. Weiterhin diskutierte Wirk-
mechanismen sind z.B.: Interaktion mit Nukleinsauren, Induktion von Zellnekrose und
Hemmung der Zellteilung oder Interaktion mit Adhasionsrezeptoren der Zelloberfldchen
(Neubert & Neubert, 1997).

Thalidomid und das Thalidomid-Derivat EM 12 zeigten im DarT kein teratogenes Potential.
Eine hohe Konzentration von EM 12 (1.659 pmol/L) verursachte bei den Embryonen von D.
rerio eine leichte Wachstumsreduktion. Diese Ergebnisse sind durch die ausgeprégte
Speziesspezifitdt von Thalidomid und EM 12 erklarbar.
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3.23 Valpronsaure und Strukturanaloga

3.23.1 Valpronsaure

Aufgrund der Ergebnisse von Vorversuchen wurde Valpronsaure in den Konzentrationen 56,
73, 94, 123 und 159 pmol/L untersucht. Sauerstoffgehalt, pH-Werte und Osmolaritét des
Kontrollmediums und der Testldsungen lagen in dem fir den Test zulassigen Bereich. Die
Mel3werte sind in Tab. A 37 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, da bel den
Kontrollen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 125 und Tab. 126).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 125 zusammengestellt. Letale Effekte
traten spa auf. Im Zeitraum zwischen 24 und 48 Stunden starben in der hdchsten
Konzentration 95 % der Embryonen ab. In 73 pmol/L war ein Embryo (5 %) koaguliert. Die
L Cso nach 48 Stunden betragt 140 umol/L (geometrisches Mittel).

Tab. 125: Zusammenstellung der letalen Effekte von Valpronsdure

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 56 73 94 123 159
koaguliert 25 - - - - - -
8 — — — — — —
24 - - - - - 1
48 - - 1 - - 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 126 sind die durch Valpronsaure verursachten subletalen Effekte aufgefuhrt. Nach 24
Stunden hatten in der héchsten Konzentration ale lebenden Embryonen die Gastrulation noch
nicht beendet. Diese Embryonen starben innerhalb der folgenden 24 Stunden ab. Ebenfalls
nach 24 Stunden wurde eine Stérung der Bewegungsaktivitét beobachtet. In den beiden
geringsten Konzentrationen lief3en je 10 %, in 94 und 123 umol/L ale Embryonen keine
Spontanbewegung erkennen. Betrachtet man die Schwanzablésung vom Dotter und die
Entwicklung der Augen, 1813 sich nach 24 Stunden eine Entwicklungsverzogerung erkennen.
Die dafir berechnete ECso (24 h) betragt 55 umol/L (b = 11,0; ECyp = 42 pmol/L). Aus der
konzentrationsabhangigen Stérung des Herz-Kreislaufsystems nach 48 Stunden berechnet
sich eine ECso von 82 umol/L (R? = 0,995; b = 22,0; ECyo = 71 pmol/L). Des weiteren traten
nach 48 Stunden vermehrt Oedeme auf, woraus sich eine ECso oegeme (48 h) von 80 umol/L
berechnet (R*=0,802; b = 5,3; ECy = 46 umol/L). 40 % der Embryonen in 123 pmol/L
hatten keine Melanocyten ausgebildet. Mittels "Trimmed Spearman-Kérber" Methode |af3t
sich fur die Summe der subletalen Effekte nach 48 Stunden eine ECso supleta VON 79 pmol/L
berechnen.
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Tab. 126: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Valpronsdure auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 56 73 94 123 159
Gastrulation nicht beendet 24 - - - - - 19/19
keine Spontanbewegung 24 - 2 2 20 20 -
Schwanz unvollsténdig abgel 6st 24 - - - 20 - -
48 - - - - 11 t
Schwanz nicht abgel Ost 24 - - 1 - 20 -
48 - - - - - t
diffuse Augenanlage 24 - 11 18 20 18 -
48 - - - - 3 t
keine Augenanlage 24 - - - - -
48 - - - - t
kein Herzschlag 48 - - - 3 20 t
kein Blutkreid auf 48 - - 3/19 19 20 t
keine Pigmentierung 48 - - - - 8 t
Dotteroedem 48 - 5 5/19 6 13 t
Perikardoedem 48 - 1 - 11 8 t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - 1 - - -
48 - - - 3 13 t
Schwanzdeformation 24 - - - - - -
48 - - - - 7 t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - 1 - -
48 - - - 3 12 t
Spaltembryo 24 - - - - 3 -
48 - - - - 1 t
Herzdeformation 48 - - - - 2 t
Otolithen nicht angelegt 48 - - - - 13 t
S teratogen 0 0 0 5 20 t
S subleta 0 5 5/19 19 20 t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Teratogene Effekte traten vor allem in den Konzentrationen 94 und 123 pmol/L auf.
Valpronsdure verursachte Deformationen der Chorda und des Schwanzes bzw. der Schwanz-
spitze. Nach 48 Stunden waren davon 25 % der Embryonen in 94 umol/L und 85 % in
123 pmol/L betroffen. Die Symptome eines Spaltembryos wiesen nach 24 Stunden drei
Embryonen (15 %) in 123 pmol/L auf, nach 48 Stunden wurde nur noch ein Embryo (5 %)
mit offener Medianspalte erkannt. Dieses Phanomen wird auch von Sander & Baumann
(1983) beschrieben. Die dorsal getrennten Langshdften des Koérpers konnen demzufolge in
der weiteren Entwicklung zusammengezogen werden ohne miteinander zu verwachsen. Sie
sind dann nicht mehr als offene Medianspalte zu erkennen. Zwel weitere Embryonen (10 %)
in dieser Konzentration lief3en ein deformiertes Herz erkennen, und 13 Embryonen (65 %)
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hatten in den Sacculi keine Otolithen angelegt. Fur die ECs teraiogen (48 h) wurde ein Wert von
96 pmol/L berechnet (R* = 0,993; b = 32,9; ECyo = 88 pmol/L).

Die Schwanzlange der Larven nach 120 Stunden wurde in einem friheren Test untersucht
(55, 72, 94, 122 und 158 mmol/L). Dabei ergab sich eine erhebliche und schon ab der
niedrigsten Konzentration signifikante Reduktion (p = 0,05). Die LOEC betragt somit
55umol/L, eine NOEC kann nicht angegeben werden. In Abb.64 ist die
konzentrationsabhdngige Reduktion der Schwanzldnge dargestellt. Es gingen nur zwel
Konzentrationen in die Bewertung en, da die Larven in den anderen Konzentrationen
Deformationen des Schwanzes und der Chorda zeigten, die die Messung der Schwanzlénge
verfalscht hétten. In 72 pmol/L gingen zudem nur neun Larven in die Auswertung ein.

1,80

1,60

1400 .

Schwanzlange (mm)

S

T Min-Max
1.00 ) 25%-75%
' Kontrolle 55* 72% 8 Median value

Konzentration (pumol/L)

Abb. 64: Wirkung von Valpronsaure auf die Léngenentwicklung des Schwanzes
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte sewanziange: —/ 55 pmol/L
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Tab. 127 faldt die berechneten LCsy, ECso und NOEC / LOEC zusammen. In Abb. 65 sind
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fur die letalen und teratogenen Effekte dargestellt.

Tab. 127: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich)
fur Vapronsaure

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 140
ECSO Entwicklungsverzégerung 24 55 (43 - 60)
ECso Herz-kreisiauf 48 82 (77 — 86)
ECSO Oedeme 48 80 (70 - 91)
ECso subletal 48 79 (71-89)
ECSO teratogen 48 96 (91 - 101)
NOEC / L OEC reduzierte Schwanz|énge 120 - / 55
T 1,46
100
80 1
= Malformation letal
S 60T
% _______________________
£ 401 |
- |
20 | i
|
0 —t ' - ———
10 100 1.000

Konzentration (umol/L)
Abb. 65: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Valpronsdure fur die teratogenen und
die letalen Effekte
LCso (48 h): 140 pmol/L; ECsg teratogen (48 h): 96 pmol/L

Sowohl die Sigmoide fur die Malformationen as auch die Gerade fir die letalen Effekte ist
sehr steil. Beide Graphen sind im gesamten Verlauf deutlich voneinander getrennt.
Teratogene Effekte traten nur im subletalen Konzentrationsbereich auf und wurden nicht von
letalen Effekten Gberdeckt. FUr den Teratogenitétsindex Tl berechnet sich ein Wert von 1,46.
Im DarT lie3 Vapronsaure ein teratogenes Potential erkennen. Die Daten aus
Untersuchungen mit Saugetieren sind in 3.23.4 (Seite 179) dargestelit.

3.23.2 Valpromid

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuches wurde Vapromid in den Konzentrationen 3,6;
5,1; 7,1; 10,0 und 14,0 mmol/L untersucht. Sauerstoffsattigung, pH-Werte und Osmolaritét
lagen im Kontrollmedium und in den TestlGsungen in dem fur den Test zulassigen Bereich.
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Die Mef3werte sind in Tab A 36 (Anhang A) zusammengestellt. Der Test ist valide, dain den
Kontrollen keine Effekte auftraten (siehe Tab. 128 und Tab. 129).

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 128 zusammengestellt. Eine zeit- und
konzentrationsabhangige Zunahme der letalen Effekte ist zu erkennen. Aus den nach 48
Stunden koagulierten Embryonen 183t sich eine LCso von 7,9 mmol/L errechnen (Berechnung
nach "Trimmed Spearman-Karber").

Tab. 128: Zusammenstellung der letalen Effekte von Vapromid

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 3,6 51 7,1 10,0 14,0
koaguliert 5 - - - - - 4
16 - - - - 1 19
24 - - - - 12 20
48 - - - 4 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. —: kein Embryo zeigte diesen Effekt

In Tab. 129 sind die durch Vapromid verursachten subletalen Effekte an den Embryonen
aufgefuhrt. Bereits nach 16 Stunden wurde in den beiden hochsten Konzentrationen eine
Entwicklungsstérung deutlich. Die lebenden Embryonen schlossen die Gastrulation nicht ab,
bzw. entwickelten sich, nachdem der Blastoporus geschlossen wurde, nicht weiter. Im
weiteren Verlauf des Testes starben alle diese Embryonen ab.

Da im Vorversuch der Hinwels auftrat, dal3 die Entwicklung der Somiten verzogert sein
konnte, wurden nach 16 Stunden die gebildeten Somitenpaare ausgezéhlt. In Abb. 66 sind die
Ergebnisse dargestellt. Ab 3,6 mmol/L war die Anzahl reduziert und ab 5,1 mmol/L wurde
eine signifikante Verringerung nachgewiesen (p = 0,05).

Embryonen, die nach 24 Stunden keine Spontanbewegung erkennen lief3en, traten in 3,6 bis
10,0 mmol/L auf. Betrachtet man die Schwanzabl6sung vom Dotter und die Entwicklung der
Augenanlage, wird nach 24 Stunden ab 5,1mmol/L eine konzentrationsabhangige
Entwicklungsverzogerung deutlich. Die ECsy enwickiungsverzogerung (24 h) betrégt 5,7 mmol/L
(Berechnung nach "Trimmed Spearman-Karber").

In den drei niedrigsten Konzentrationen wurden nach 48 Stunden Effekte beim Herzschlag
und Blutkreislauf deutlich. Fir die Beeintrachtigung des Blutkreislaufes nach 48 Stunden
kann eine ECso von 3,7 mmol/L ermittelt werden (R? = 0,995; b = 12,8; ECyo = 2,9 mmol/L).
In 7,1mmol/L waren bei keinem Embryo Melanocyten ausgebildet, und in der
darunterliegenden Konzentration zeigten zwei Embryonen (10 %) eine stark verringerte
Pigmentierung. Oedeme traten vermehrt bei den noch lebenden Embryonen aller
Konzentrationen auf (37,5 — 90 %), lief}en aber keine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
erkennen. In 7,1 mmol/L war die Storung des Herz-Kreislaufsytems vermutlich so stark, daf3
bei einem Teil der Embryonen keine Oedeme ausbildet wurden. Fir die Gesamtheit der
subletalen Effekte 143t sich die ECso (48 h) von 2,8 mmol/L berechnen (R? = 0,855; b = 8,4;
ECi0 = 1,9 mmoal/L).
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Tab. 129: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Vapromid auf die Embryonal-
entwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 3,6 51 7,1 10,0 14,0
Gastrulation nicht beendet 16 - - - - 3/19 11
keine Spontanbewegung 24 - 3 20 20 5/8 t
Somiten nicht angelegt 16 - - - - 15/19 -
24 - - - - 5/8 t
48 - - - - t t
Schwanz unvollstandig abgel Ost 24 - - - 17 - t
438 - - - 1/16 T t
Schwangz nicht abgel 6st 24 - - - 3 5/8 t
48 - - - - t t
diffuse Augenanlage 24 - - 3 14 1/8 t
48 - - - - t t
keine Augenanlage 24 - - - 3 2/8 t
48 - - - - t t
schwacher Herzschlag 48 - - 1 - t t
kein Herzschlag 48 - - - 16/16 T t
schwacher Blutkreislauf 48 - - 1 - t t
kein Blutkreidauf 43 - 10 18 16/16 T t
stark verringerte Pigmentierung 48 - - 2 - t t
keine Pigmentierung 48 - - - 16/16 T t
Dotteroedem 48 - 18 17 6/16 t t
Perikardoedem 48 - - 1 - t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - - t
438 - - - 3/16 T t
K opfdeformation 24 - - - - - t
438 - - - 2/16 T t
Schwanzdeformation 24 - - - - - t
438 - - - 5/16 T t
deformierte Schwanzspitze 24 - - - - - t
48 - - - 4/16 t t
veranderte Chordastruktur 24 - - - - - t
438 - - - 2/16 T t
Sacculi nicht angelegt 48 - - - 16/16 T t
S teratogen 0 0 0 16/16 t t
S subleta 0 18 19 16/16 T t

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten
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Abb. 66: Wirkung von Valpromid auf die Somitenbildung
* . gignifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC egzierte somitenanzani: 3,6 / 5,1 mmol/L

Malformationen wurden nur in 7,1 mmol/L festgestellt. Zwei Embryonen (12,5 %) wiesen
schwere Deformationen des Kopfes und des Schwanzes auf. Bei drei weiteren (18,8 %)
wurden Malformationen des Schwanzes und der Schwanzspitze bzw. der Chorda im
Schwanzbereich festgestellt. Zwei Embryonen (12,5%) lief3en eine Verdnderung der
Chordastruktur  erkennen, ohne ansonsten schwerere Malformationen aufzuweisen.
Bemerkenswert ist, da3 bel allen in 7,1 mmol/L Uberlebenden Embryonen keine Sacculi
nachgewiesen werden konnten. FUr die teratogenen Effekte wurde durch Bildung des
geometrischen Mittelwertes aus 5,1 und 7,1 mmol/L eine ECsy (48 h) von 6,0 mmol/L
errechnet.

Da es einen Hinwels auf Reduktion des Langenwachstums gab, wurden die Embryonen nach
48 Stunden in unbel astetes Medium tberfuhrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. In
Tab. 130 sind die Effekte aufgefuhrt.
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Tab. 130: Zusammenstellung der Effekte von Valpromid auf die Larvalentwicklung von
D. rerio nach 120 Stunden

Effekt Zéit (h) Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 3,6 51 7,1 10,0 14,0
koaguliert 120 - - - 12 20 20
Dotteroedem 120 - 2 3 -
Perikardoedem 120 - 2 3 5/8 t t
Malformationen:
Chordadeformation (Schwanz) 120 - - - 3/8 t t
deformierte Schwanzspitze 120 - - - 18 t t
Sabel schwanz 120 - - 2 2/8 t t
Augendeformation 120 0 0 2 5/8 t t
S teratogen 0 0 4 6/8 t t
S subletal 0 2 6 7/8 t t

Anzahl der Larven je ,Konzentration® n = 20. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : ale Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten; a : koaguliert und
nicht geschltipft Embryonen zusammengefalt

In der mittleren Konzentration erhéhte sich der Anteil der toten Embryonen auf 60 %. Die
nicht geschllpften Embryonen wurden als tot gewertet, da sie sich bereits in Lyse befanden.
Die LCso (120 h) betragt 7,1 mmol/L (R*=0,998; b = 25,6; LCy = 6,3 mmol/L) und liegt
damit 10 % unter der LCso (48 h). Durch die Verlangerung der Testdauer ergab sich fir
Valpromid nach Beendigung der Exposition ein Hinwels auf verzogert einsetzende letale
Effekte.

Ein konzentrationsabhangiges Auftreten von Oedemen wurde ebenso beobachtet, wie
verschiedene Malformationen im Schwanzbereich. Interessanterweise wurden in 5,1 und
7,1 mmol/L bel 10 % bzw. 62,5 % der Larven Augendeformationen beobachtet, die nach 48
Stunden nicht festgestellt wurden. Fur die teratogenen Effekte nach 120 Stunden 183 sich eine
ECs von 6,2mmol/L berechnen (R*=0,971; b = 151; ECy = 51 mmol/L). Diese
unterscheidet sich wenig von der ECsg teraogen NaCh 48 Stunden, ergibt sich aber qualitativ aus
zum Teil anderen Effekten.

In Abb. 67 ist die Schwanzlénge der Larven nach 120 Stunden dargestellt. Bereits in der
geringsten untersuchten Konzentration war die Schwanzlénge der Larven nach 120 Stunden
im Vergleich zu den Kontrollen signifikant reduziert (p = 0,05). Die Larven in 7,1 mmol/L
gingen in diese Betrachtung nicht mit ein, weil nur eine einzige Larve keine subletalen
Effekte aufwies. Bel den anderen konnten durch die ausgepragten Malformationen und
Oedeme die Schwanzléngen nicht bzw. nicht fehlerfrei gemessen werden.

In Tab. 131 sind die berechneten L Csp, ECso und NOEC / LOEC zusammengestellt.
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Abb. 67: Wirkung von Valpromid auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC reduzierte scwanziange: —/ 3,6 mmol/L

Tab. 131: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich)

fur Valpromid

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 7,9 (7,4—8,4)
L Cso 120 7,1(6,7—7,4)
ECSO Entwicklungsverzégerung 24 5,7 (5,4 — 6,1)
ECso Biutkreisiauf 48 3,7(34-4,1)
ECso subleta 48 28(18-423)
ECSO teratogen 48 6,0
ECSO teratogen 120 6,2 (5,6 - 6,9)
NOEC/LOEC reduzierte Somitenanzahl 16 3,6 / 5,1
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange 120 -/ 3,6
T 1,32

Aufgrund der Berechnungsmethoden fur die LCso und die ECsp teratogen Nach 48 Stunden ist es
nicht moglich, den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen mittels Sigmoiden zu
verdeutlichen. Da teratogene Effekte in einer Konzentration auftraten, in der 20 % der
Embryonen tot waren, kommt es vermutlich zu einer Uberschneidung beider Bereiche. Fir
den Teratogenitétsindex Tl wurde ein Wert von 1,32 berechnet. Einen empfindlichen
Endpunkt stellt die Reduktion des Langenwachstums dar. Die LOEC equzierte schwanzlange DEtrégt
3,6 mmol/L.

Vapromid lield im DarT ein teratogenes Potential erkennen. Die Daten aus Untersuchungen
mit Saugetieren sind in 3.23.4 (Seite 179) dargestelit.
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3.23.3 Isobutyl-ethyl-Valpronsaure

Vorversuche mit Isobutyl-ethyl-Vapronsaure (nachfolgend als Isobutyl-ethyl-VPA
bezeichnet) ergaben ein starkes Absenken der pH-Werte unter den Grenzwert von 4,5. Die
exponierten Embryonen starben innerhalb von zwolf Stunden ab. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde in allen Untersuchungen der pH-Wert zu Versuchsbeginn mittels NaOH (0,1 mol/L)
auf neutrale Werte eingestellt. Wenn es sich bei Isobutyl-ethyl-VPA um eine schwache Saure
handelt (pKs-Wert liegt nicht vor — Nau, personliche Mitteilung, 2002), dann héite diese
Malnahme einen Einflul auf die Bioverfugbarkeit. Entsprechend der Gleichung von
Henderson-Hasselbalch und in Abhangigkeit vom pKs-Wert sind fir schwache Sauren die
Voraussetzungen fir eine Diffusion durch Membranen im sauren Milieu gegeben.

Isobutyl-ethyl-VPA wurde in den Konzentrationen 2.059, 2.885, 4.036, 5.665 und
7.926 pumol/L untersucht. Im Kontrollmedium und in den Testldsungen lagen Sauerstoff-
sittigung und Osmolaritdt in dem fir den Test zuldssigen Bereich. Die pH-Werte der
Testlosung betrugen 3,44 bis 3,83 und wurden auf neutrale Werte eingestellt. Die Mef3werte
sind der Tab. A 17 (Anhang A) zu entnehmen.

Die Anzahl der koagulierten Embryonen ist in Tab. 132 zusammengefaldt. Der Test ist valide,
da bei den Kontrollen keine Effekte auftraten. In den beiden héchsten Konzentrationen waren
nach 24 Stunden bereits alle Embryonen koaguliert und in 4.036 pmol/L 45 %. In den
folgenden 24 Stunden erhdhte sich in dieser Konzentration der Anteil der abgestorbenen
Embryonen auf 60 %. Die LCso (48 h) betragt 4.010 pmol/L (R*=0,998; b = 25.4; LCyo =
3.569 pmol/L).

Tab. 132: Zusammenstellung der |etalen Effekte von Isobutyl-ethyl-VPA

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 2.059 2.885 4.036 5.665 7.926

koaguliert 25 - - - - - -
24 - - - 9 20 20
36 - - - 12 20 20
48 - - - 12 20 20

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt

Die lebenden Embryonen in den drel niedrigen Konzentrationen waren durch allgemein
toxische Effekte stark geschadigt. Sie wiesen Dotter- bzw. Perikardoedeme auf, hatten keinen
Blutkreislauf und teilweise keinen Herzschlag. Allen Embryonen fehlten die Otolithen in den
Sacculi. Bei einzelnen Embryonen wurde eine Deformation des Schwanzes bzw. der
Schwanzspitze beobachtet.

Deshalb wurde ein weiterer Test mit niedrigeren Konzentrationen durchgefuhrt. In den
Konzentrationen 381, 534, 749, 1.047 und 1.470 umol/L lagen die pH-Werte zwischen 4,00
und 4,63 und wurden auch hier mittels NaOH auf einen neutralen Bereich eingestellt. Im
Kontrollmedium und den Testldsungen lagen Sauerstoffséttigung und Osmolaritét in dem fir
den Test zul&ssigen Bereich. Die Mef3werte sind in Tab. A 17 (Anhang A) zusammengestellt.
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Die von Isobutyl-ethyl-VPA verursachten subletalen Effekte sind in Tab. 133
zusammengestellt. Letale Effekte traten nicht auf. Auch bei diesem Test wiesen die
Kontrollembryonen keine Effekte auf; er ist somit valide. Die ersten nennenswerten
subletalen Effekte wurden nach 48 Stunden beobachtet. Vor alem in den beiden hdchsten
Konzentrationen kam es zu einer Beeintrachtigung des Blutkreislaufes. In 1.470 pmol/L
waren davon acht Embryonen (40 %) betroffen, in 1.047 umol/L drei Embryonen (15 %) und
in 749 und 534 umol/L je ein Embryo (5 %). In allen Konzentrationen, aul3er der geringsten,
traten vermehrt Oedeme auf. Fur diese Effekte wurde eine ECsyoegeme (48 h) von
1.480 pmol/L berechnet (R?=0,720; b = 2,4; ECyo = 424 umol/L). Fir die Summe aler
subletalen Effekte nach 48 Stunden betragt die ECsosupiea 962 pmol/L (R?=0,885; b = 4,2;
ECio =478 pmol/L).

Tab. 133: Zusammenstellung der subletalen Effekte von Isobutyl-ethyl-VPA auf die
Embryonalentwicklung von D. rerio

Effekt Zeit (h) Konzentration (umol/L)
Kontrolle 381 534 749 1.047 1.470
diffuse Augenanlage 24 - - - - - 1
48 - - - - - -
schwacher bzw. unvoll- 438 - - 1 1 - 2

sténdiger Blutkreislauf

kein Blutkreid auf 48 - - - - 3 6
Dotteroedem 48 - - 4 4 5 12
Perikardoedem 48 - - 1 1 1 4

Mal for mationen:
Chordadeformation (Schwanz) 24 - - - - - -

48 - - - - - 3
Chordadeformation (Kérper) 24 - - - - - -
48 - - - - 2 3
Otolithen nicht angelegt 48 - - - 1 6 15
S teratogen 0 0 0 1 7 16
S subleta 0 0 4 5 9 17

Pro Konzentration wurden 20 Embryonen exponiert. — : kein Embryo zeigte diesen Effekt; T : alle Embryonen
koaguliert; S : Anzahl der Embryonen, die nach 48 Stunden entsprechende Effekte zeigten

Deformationen der Chorda fanden sich in 1470 pmol/L bel sechs (30%) und in
1.047 umol/L bei zwei Embryonen (10 %). Die Effekte traten nicht schon nach 24, sondern
erst nach 48 Stunden auf. In den drei hdchsten Konzentrationen wurden Embryonen
beobachtet, bei denen die Sacculi angelegt, aber keine Otolithen ausgebildet waren. Dieser
Effekt fand sich bel 15 Embryonen (75 %) in 1.470 pmol/L, bei sechs Embryonen (30 %) in
1.047 pmol/L und bei einem Embryo (5 %) in 749 pmol/L. Die ECsgterangen (48 h) betrégt
1.167 pmol/L (R* = 0,999; b = 8,5; ECy = 825 umol/L).
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Nach 48 Stunden lagen keine eindeutigen Hinwels auf eine mogliche Reduktion des
Langenwachstums vor. Um die Daten mit der von Valpronsdure und Valpromid bekannten
Reduktion des Langenwachstums zu vergleichen, wurden die Embryonen in unbelastetes
Medium Uberfihrt und die Larven nach 120 Stunden untersucht. In 1.470 pmol/L waren
sieben Embryonen (35 %) nicht geschlipft und koaguliert, in 1.047 und 381 pumol/L je einer
(5 %). Obwohl aufgrund der Datenlage keine LCsy (120 h) berechnet werden konnte, ergibt
sich daraus ein Hinweis auf verzogert auftretende | etale Effekte.

Ein Oedem wurde bei einer Larve (5 %) in 749 umol/L und bei zwel Larven (15,4 %) in
1.470 umol/L beobachtet. Diesen beiden Larven fehlte zudem der Blutkreislauf, und ihr
Schwanz war nach dorsal gebogen (,S8belschwanz*). Bei einer dieser Larven und einer
weiteren trat eine Deformation der Chorda im Schwanzbereich auf. In Abb. 68 sind die nach
120 Stunden gemessenen Schwanzlangen der Larven dargestellt.
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Konzentration (pumol/L)

Abb. 68: Wirkung von Isobutyl-ethyl-VPA auf die Langenentwicklung des Schwanzes
* : signifikant reduziert (p = 0,05); NOEC / LOEC requzierte scwanzange: 749 / 1.047 pmol/L

In der geringsten untersuchten Konzentration unterscheidet sich der Median nicht von dem
der Kontrollen. Ab 534 pumol/L ist ene konzentrationsabhéngige Reduktion der
Schwanzlénge zu erkennen. Dieseist ab 1.047 umol/L signifikant (p = 0,05). In Tab. 134 sind
die berechneten ECsp, LCso und NOEC / LOEC zusammengestellt, Abb. 69 veranschaulicht
den Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die letalen und die teratogenen
Effekte.
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Tab. 134: Zusammenfassung der berechneten Werte (95 %iger Vertrauensbereich) fur
| sobutyl-ethyl-V PA

Zeit (h) pmol/L
LCso 48 4.010 (3.810 — 4.220)
ECs0 oedeme 48 1480 (933-2.349)
ECso subletal 48 962 (815-1.136)
TI 3,44
100 o
80 T
< Malformation letal
S 60+
E ________________________________
£ 40+ |
L |
204 i
|
0 : : ——— O } —
100 1.000 10.000

Konzentration (umol/L)

Abb. 69: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von Isobutyl-ethyl-VPA fir die teratogenen
und letalen Effekte

LCso (48 h): 4.010 pmol/L; ECso teratogen (48 ): 1.167 pmol/L

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur die letalen Effekte verlauft sehr steil (b = 25,4).
Obwohl die Kurve fir die Malformationen durch einen bedeutend geringeren Anstieg (b =
8,5) gekennzeichnet ist und entsprechend flacher verlauft, sind beide Sigmoiden deutlich
voneinander getrennt. Die teratogenen Effekte traten in Konzentrationen auf, die um den
Faktor 3 bis 5 unterhalb der LCsp lagen. Das trifft auch fur die Reduktion der Schwanzlénge
nach 120 Stunden zu.

Mit DarT wurde fir Isobutyl-ethyl-VPA ein teratogenes Potential nachgewiesen. Der
Teratogenitdtsindex T1 von 3,44 bekraftigt diese Aussage. Die Daten aus Untersuchungen mit
Saugetieren sind in 3.23.4 dargestellt.

3.23.4 Valpronsaure und Strukturanaloga — zusammenfassende Betrachtung

Nach Lewis (2000) verursacht Valpronsdure teratogene Effekte sowohl beim Menschen, as
auch im Tierexperiment. Dazu z&hlen eine anormale Entwicklung des Zentral nervensystems
sowie der Augen. OhrmifRbildungen wurden bel Neugeborenen beschrieben, nachdem die
Mutter wahrend der Schwangerschaft mit Valpronsaure behandelt worden waren. Verursacht
wurden ebenfals Mifbildungen von Herz, Skelett und Gesichtsschadel sowie Spina bifida
(Shepard, 1992).
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Skelettmi(3bildungen und Gaumenspalte traten bel Maus, Ratte und Kaninchen auf (Shepard,
1992). Weiterhin wurde bei der Maus eine anormale Entwicklungen des Neuralrohres
beschrieben (Trotz et a., 1987). Hendrickx et al. (1988) untersuchten die Wirkung von
Valpronsdure bei Rhesusaffen. Bei oraler Applikation von 20 bis 600 mg/kg zwischen dem
20. und 50. Gestationstag traten Mif3bildungen des Skelettsystems und des Gesichtsschédels
auf. Finnell et a. (1997) kommen nach der Auswertung zahlreicher Studien zu dem Schluf3,
dad Valpronsaure vor alem Neurarohrdefekte verursacht. Der Wirkmechanismus von
Valpronsdure ist jedoch noch nicht aufgeklart. Nach Nau & Scott (1987) reichert sich die
Substanz wahrend der Phase der Neurarohrentwicklung im Embryo an. Trotz et al. (1987)
vertreten die Hypothese, dal3 Valpronsdure den Folsauremetabolismus stort. Sie applizierten
Méausen zusétzlich Folsdure und reduzierten somit bei den Feten die Anzahl der durch
Valpronsaure verursachten Neuralrohrdefekte. Hishida & Nau (1998) machen einen durch
Valpronsiure induzierten Methioninmangel und davon ausgehende Anderungen im
Glutathionmetabolismus fir die Neuralrohrdefekte verantwortlich.

Valpromid verursacht im Tierversuch bei der Maus teratogene Effekte (Lewis, 2000). Nau &
Scott (1986) untersuchten die Wirkung von Valpronsaure und Vapromid bei Méausen. Die
Ergebnisse sind in Tab. 135 zusammengestellt.

Tab. 135: Zusammenstellung der Effekte (%) aus Untersuchungen mit Mausen (Nau & Scott,
1986), Dosisangaben wurden in mmol/kg umgerechnet

Effekt Natrium-Valproat Vapromid
3,61 mmol/kg 4,19 mmol/kg

Exenzephalie 61 1

Resorption 45 25

Tréchtigen Mausen wurden am 8. Gestationstag 3,61 mmol/kg (ipr.) Natrium-Valproat bzw.
4,19 mmol/kg Vapromid appliziert. Nach zehn Tagen wurden die Feten auf Exenzephalie hin
untersucht. Natrium-Valproat verursachte bei 61 % der lebenden Feten Exenzephalie, wobel
die Resorptionsrate 45 % betrug. Die Mif3bildungsrate bei den Iebenden Feten der Valpromid
exponierten Tiere betrug demgegeniiber nur 1 %. Die Resorptionsrate lag in diesem Fall bei
25%. Vapromid verursachte in einer 16% hoheren Dosis bedeutend weniger
embryotoxische bzw. teratogene Effekte. Die Autoren (Nau & Scott, 1986) kommen zu dem
Schluf3, dal3 Vapromid im Vergleich zur Valpronsdure ein geringeres teratogenes Potential
hat.

Die im DarT aufgetretenen Effekte sind in Tab. 136 zusammengestellt (ph&nomenologisch).
Valpronsdure und Valpromid verursachten bei den Embryonen von D. rerio vergleichbare
Effekte. Betroffen waren vor allem Chorda und Schwanz sowie die Sacculi bzw. Otolithen.
Eine Verénderung der Chordastruktur und die Deformation des Kopfes wurde nur bel
Valpromid-exponierten Embryonen beobachtet; die Larven lief3en nach 120 Stunden eine
Deformation der Augen erkennen. Dagegen verursachte Valpronsdure bei einzelnen
Embryonen eine Deformation des Herzens und Symptome eines Spaltembryos. Mif3bildungen
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des Herzens und das Auftreten von Spina bifida werden als Effekte beim Menschen
beschrieben. Spina bifida-ahnliche MifRbildungen wurden ebenfalls bei Untersuchungen mit
Saugetieren beobachtet.

| sobutyl-ethyl-VPA verursachte wie die beiden anderen Substanzen im DarT Deformationen
der Chorda, Effekte an den Otolithen und die Reduktion der Schwanzlange.

Tab. 136: Phanomenologische Zusammenfassung der im DarT beobachteten teratogenen

Effekte
Effekt Valpronséaure Valpromid | sobutyl-ethyl-V PA
Chordadeformation ° o [
Schwanzdeformation L o
Schwanzspitze ° [
Chordastruktur o
Kopfdeformation [
Augendeformation ® [
Herzdeformation [
Spaltembryo [
Sacculi/Otolithen ° o [
reduzierte Schwanzlange ° o [

a: nach 120 h aufgetreten

In Tab. 137 sind dieim DarT ermittelten Wirkkonzentrationen zusammengestelIt.

ECSO teratogen LOEC reduzierte Schwanzlénge
(umol/L) (umol/L)
Valpronsaure 96 55
Valpromid 6.000 3.600
|sobutyl-ethyl-VPA 1.167 1.047

Fur Valpronsaure liegen sowohl die ECsp teratogen @'s aich die LOEC yeduzierte schwanziange UM mehr
als den Faktor 60 unter den Wirkkonzentrationen von Valpromid. Des weiteren verursachte
Valpronsdure teratogene Effekte im subletalen Konzentrationsbereich, wahrend bei
Valpromid die Maformationen in einer Konzentration auftraten, in der auch 20 % letae
Effekte beobachtet wurden. Valpronsdure zeigt im DarT ein bedeutend stérkeres teratogenes
Potential als Vapromid. Die Embryonen von D. rerio spiegeln somit fir Vapronsaure und
Valpromid das aus Untersuchungen mit Saugetieren bekannte Verhédltnis gut wider.

Nach Bojic et a. (1996) verursacht Isobutyl-ethyl-VPA bis 3 mmol/kg keine teratogenen
Effekte bei der Maus. Eine zunehmende Verzweigung der Valpronsdureanaloga fuhrt zur
Reduktion des teratogenen Potentials der Substanz. Isobutyl-ethyl-VPA as nicht
sdugerteratogene Substanz stellt eine ,Negativkontrolle® dar (Ellerbeck, personliche
Mitteilung, 1998). Dieim DarT berechneten Wirkkonzentrationen liegen zwischen denen von
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Valpronsdure und Valpromid (Tab. 137). Isobutyl-ethyl-VPA verursachte teratogene Effekte
im eindeutig subletalen Konzentrationsbereich. Fir Isobutyl-ethyl-VPA wurde bei den
Untersuchungen mit Embryonen von D. rerio ein falsch positives Ergebnis erzielt.

3.24 Erweiterung der Datenbasis nicht sdugerteratogener Substanzen

Im Vergleich zu 21 sdugerteratogenen Substanzen wurden nur 13 nicht sdugerteratogene
untersucht. Um diese Datenbasis zu erweitern, wurden vier Substanzen in die Betrachtung
einbezogen, die bereits in friheren Studien im Embryotest mit D. rerio untersucht worden
waren. In Tab. 138 sind diese aufgefihrt.

Tab. 138: Substanzen ohne saugerteratogenes Potential aus friheren Studien mit Embryonen

von D. rerio
Name CAS Verwendungsbeispiele Quelle

Benzoesaure 65-85-0 | Konservierungsmittel, Herstellung von Schulte, 1997
Alkyd- und Epoxidharzen

Ethylendiamin 107-15-3 | Bestandteil von Pharmaka, Frostschutzmittel, | Bachmann, 1996
Zwischenprodukt fur Farb- und Klebstoffe

Harnstoff 57-13-6 | DUngemittel, Futtermittelzusatz, Lange, 1993
Zwischenprodukt Kleb- und Kunststoffe

1-Octanol 111-87-5 |L6sungsmittel Schulte, 1997

CAS : chemica abstract service number

Nachfolgend werden die bei den Untersuchungen ermittelten Ergebnisse kurz zusammen-
gefalt.

3.24.1 Benzoesaure

Benzoesdure wurde in Konzentrationen von 0,13 bis 0,64 mmol/L untersucht. Benzoesdure
verursachte massive Stérungen der frihen Embryonalentwicklung. Nach 12 und 24 Stunden
wurden Entwicklungsverzégerung und fehlende Spontanbewegung festgestellt. Nach 48
Stunden fanden sich konzentrationsabhangig Embryonen ohne Herzaktivitét und vermehrt
ausgebildete Oedeme. Vereinzelt traten Deformationen auf, die jedoch von den letalen
Effekten Uberdeckt wurden. Teratogene Effekte wie Chordadeformation oder Deformation
des Kopfes wurden nicht beobachtet. Die berechneten Werte sind in Tab. 139 aufgefuhrt.

Tab. 139: Zusammenfassung der berechneten Werte fir Benzoesdure

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 0,16
ECSO Oedeme 48 01 14
ECso Herz-Kreigaf 48 0,14
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Fir Benzoesdure sind keine an Sdugern verursachten teratogenen Effekte bekannt (Lewis,
2000).

3.24.2 Ethylendiamin

Ethylendiamin wurde in Konzentrationen von 4,4 bis 12,5 mmol/L untersucht. Es verursachte
eine Storung der frihen Phasen der Embryonalentwicklung, die zum Absterben der
Embryonen fihrte. Nach 36stindiger Exposition war das Herz-Kreislaufsystem
beeintréchtigt. Teratogene Effekte traten weder im subletalen noch im letalen
Konzentrationsbereich auf. In Tab. 140 sind die berechneten Werte aufgefihrt.

Tab. 140: Zusammenfassung der berechneten Werte fir Ethylendiamin

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 6,6
ECso Herz-Kreigaf 36 6,1

Fur Ethylendiamin sind keine am Sauger verursachten teratogenen Effekte bekannt (Lewis,
2000; Shepard, 1992

3.24.3 Harnstoff

Harnstoff wurde in Konzentrationen von 83,2 bis 416,2 mmol/L untersucht. In der hdchsten
Konzentrationen traten osmotische Effekte auf, die zum Absterben der Embryonen fihrten.
Nach 36 Stunden war konzentrationsabhangig bei Embryonen kein Blutkreislauf ausgebildet.
Bis zum Mefizeitpunkt nach 48 Stunden hatten sich diese Embryonen aber normal entwickelt.
Teratogene Effekte wurden weder im letalen, noch im subletalen Konzentrationsbereich
beobachtet. Die berechneten Werte sind in Tab. 141 aufgefihrt.

Tab. 141: Zusammenfassung der berechneten Werte fir Harnstoff

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 372,3
ECso Blutkreisiauf 36 323,0

Aus Untersuchungen mit Sdugetieren sind keine durch Harnstoff verursachten teratogenen
Effekte bekannt (Lewis, 2000). Eine oral applizierte Dosis von 33,3 mmol/kg verursachte
weder bel Ratten (Gestationstag 12) noch bei Mausen (Gestationstag 10) eine Erhéhung der
MiRbildungs- bzw. Resorptionsrate (Shepard, 1992).
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3.24.4 1-Octanol

1-Octanol wurde in Konzentrationen von 0,05 bis 0,26 mmol/L untersucht. Die in den drei
hohen Konzentrationen exponierten Embryonen stellten ihre Entwicklung bereits frihzeitig
ein und waren nach acht Stunden koaguliert. 1-Octanol wirkte auf die frihen
Differenzierungsvorgange und beeintréchtigte den Ablauf der Gastrulation. Es traten
Embryonen mit Retardierungen, Oedemen und reduziertem Herzschlag auf. Schulte (1997)
erwdhnt Deformationen, ohne anzugeben um welche es sich handelt. Die Daten lassen die
Interpretation zu, dald es sich dabei um den nicht vollstandig vom Dotter abgeldsten Schwanz
handelt. Dies wirde auch mit den ewahnten Retardierungen Ubereinstimmen. Die
berechneten Werte sind in Tab. 142 zusammengestel|t.

Tab. 142: Zusammenfassung der berechneten Werte fir 1-Octanol

Zeit (h) mmol/L
LCso 48 0,12
ECSO Oedeme 48 0, 10
ECSO Entwicklungsverzégerung 48 0, 10

Fur 1-Octanol sind keine an Sdugetieren verursachten teratogenen Effekte bekannt (Lewis,
2000).

Fur die zusdtzlich in die Auswertung aufgenommenen Substanzen Benzoesiure,
Ethylendiamin, Harnstoff und 1-Octanol zeigten sich bei den Testen mit Embryonen von D.
rerio keine teratogenen Effekte. Diese Befunde stimmen somit mit der sdugertoxikologischen
Einordnung tberein.
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4  Abschliel3ende Betrachtung

Ziel der Arbeit war es zu kléren, ob sich mit Embryonen des Zebrabarblings (D. rerio) ein
teratogenes Potential von Substanzen erkennen 183t. Dazu wurde der Embryotest nach Schulte
& Nagel (1994) um teratogene Endpunkte erweitert und DarT as Teratogenitdts-Screening
Test entwickelt. Anhand von exakt definierten toxikologischen Endpunkten werden sowohl
die letalen als auch die subletalen Wirkungen von Substanzen bestimmt. Dartber hinaus
werden anhand von teratogenen Endpunkten speziell Malformationen erfaldt. Der Vergleich
der beobachteten Effekte und der daraus berechneten Wirkkonzentrationen gestattet eine
Einschétzung des teratogenen Potentials von Substanzen.

4.1 Methodenkritik

Bel dem Teratogenitéts-Screening Test (DarT) handelt es sich um ein aquatisches Testsystem.
Spezifische Eigenschaften der Substanzen bedingen Einschrankungen, die allgemein fir
aquatische Testmodelle gelten.

4.1.1 Dampfdruck

Substanzen mit sehr hohem Dampfdruck konnen nicht getestet werden, da sie aus dem
System entweichen. Ein Beispiel hierfir ist Schwefelkohlenstoff mit einem Dampfdruck von
390 hPa bei 20°C (Rippen, 1990). Diese Substanz stand zur Auswahl, konnte aber bereits in
der Testvorbereitung nicht gehandhabt werden und wurde im DarT nicht untersucht.

4.1.2 Wasserlodichkeit

Eine geringe Wasserlodlichkeit schrankt die Moglichkeit ein, entsprechende Substanzen im
DarT, wie auch in anderen aquatischen Testsystemen, zu untersuchen. Viele Blei-
verbindungen sind z.B. sehr schlecht wasserléslich und demzufolge nur begrenzt zu
untersuchen. Blei(ll)-acetat-Trihydrat verfugt Uber eine gute Wasserlodlichkeit (1,08 mol/L
bei 20°C; nach Merck-Sicherheitsdatenblatt ,Blei(ll)-acetat-Trihydrat zur Analyse ACS,
1997) und wurde als Prifsubstanz im DarT getestet (siehe 3.2, Seite 28).

Bereits nach einer Testdauer von 2,5 Stunden war in alen Konzentrationen eine unbestimmte
Substanzmenge, vermutlich Blei(ll)-carbonat (PbCOs), ausgefalen. Es konnen keine
korrekten Konzentrationen angegeben werden, so dal3 die Effekte nur qualitativ zu betrachten
sind. Blei(ll)-acetat-Trihydrat ist ein Beispiel fur eine Substanz, deren Testung im DarT nur
eingeschrankt moglich ist. Dennoch kann durch eine qualitative Betrachtung eine
Einschétzung des teratogenen Potentials der Substanz vorgenommen werden.
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4.2 Vergleich der Substanzen

Nachfolgend sind die in den Untersuchungen mit DarT gewonnenen Ergebnisse
zusammengestellt. Die ermittelten Wirkkonzentrationen und die verursachten Effekte werden
miteinander verglichen. Die Méglichkeit zur Quantifizierung des teratogenen Potentials wird
diskutiert.

4.2.1 Vergleich der berechneten Wirkkonzentrationen

In Tab. 143 sind fur 40 der 41 Testsubstanzen die LCso (48 h), ECsoteratogen (48 h) und
NOEC / LOEC reduzierte schwanziange (120 h) —aufgefiihrt.  Blei(ll)-acetat-Trihydrat ist nicht
aufgefihrt, da nur eine qualitative Einschétzung der Effekte moglich war.

Es wird deutlich, in welchem weiten Bereich die ermittelten Wirkkonzentrationen liegen. Fir
EM 12 und Thalidomid konnten weder LCsy noch ECsoteaogen berechnet werden.
Methylquecksilberchlorid hat mit 0,0006 mmol/L  (gerundet) die geringste LCs.
Demgegentiber betrégt die LCso fur Diethylenglykol 478,7 mmol/L. Diethylenglykol stellt
somit von den untersuchten Substanzen die gegentiber Embryonen von D. rerio am wenigsten
toxische dar. Zwischen diesen beiden Werten liegt ein Faktor von ca. 8*10°.

Die mit der LCso ermittelten Reihenfolge der Substanzen spiegelt sich auch in der
Reihenfolge der ECsoeratogen Wider. Eine aufféllige Ausnahme findet sich bei Vitamin A-
Saure. Fur diese Substanz liegt die ECspterangen NOCh €ine GrofRenordnung unter der von
Methylquecksilberchlorid. Weiterhin ordnet sich auch die ECsp teratogen VON Hydroxyharnstoff
und Isoniazid nicht in die Reihenfolge der letalen Wirkkonzentrationen ein. Eine
vergleichbare Ubereinstimmung ergibt sich bei der Reihenfolge der Konzentrationen, die eine
signifikante Reduktion der Schwanzlénge verursachen (p = 0,05). Ausnahmen sind hier
Methoxyessigsaure und Methylcarbamoylcystein. Fur beide Substanzen wurde eine stark
reduzierende Wirkung auf das L éngenwachstum der Embryonen nachgewiesen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen verschiedener Substanzen (z.B.: Glykolether-
verbindungen, Methylformamide) lassen den Schlul? zu, dal3 die Embryonen von D. rerio in
der Lage sind, diese Stoffe in gewissem Umfang zu metabolisieren.
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Tab. 143: Zusammenstellung der fur die Substanzen ermittelten LCsy, ECsoteraogen UNd
NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlénge (mmOI/L)

Substanz LCSO ECSOterangen NOEC/LOEC reduzierte Schwanzlange
EM 12 - - 1,658°
Thalidomid - - -

M ethylquecksilberchlorid 0,0006 0,0001 —/0,0001
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 0,002 - -
all-trans-Retinol # 0,0021 0,0018 0,0001/0,0004
Vitamin A-Saure 0,0036 0,00001 -
Cycloheximid 0,0052 0,0037 0,0018/0,0036
Colcemid 0,0092 - 0,0092/—
M ethoxyessigsaure sopropylester 0,076 0,036 -
1-Octanol 0,12 - -
Valpronsaure 0,140 0,096 —/0,055
Benzoeséure 0,16 - -
Sdlicylsaure 0,178 - 0,151/-
Acetylsalicylsdure 0,296 0,322 0,155/0,216
M ethoxyessigsdure 0,596 - 0,074/0,111
Methylcarbamoylglutathion 0,757 - —-/0,412
Methylcarbamoylcystein 1,759 0,999 /0,168

| sobutyl-ethyl-Valpronsdure 4,010 1,167 0,749/1,047
Ethylendiamin 6,6 - -
Butyldiglykol 7,9 - 8,1/-
Vapromid 7,9 6,0 —/3,6
3-Methyl-1-butanol 12,2 - 9,6/—
Penicillin G-Natriumsalz 15,3 - -
Ethylacetat 21,1 236° -
Hydroxyharnstoff 30,4 13,9 13,8/
2,5-Hexandion 40,9 30,0 -
Diethylenglykol dimethylether 82,4 73,8 36,6/62,2
Saccharin-Natriumsal z-Dihydrat 102,1 - 102,2/—
N,N-Dimethylformamid 137,1 93,8 —
2-Propanal 168,7 127,8°¢ 101,8/-
1-Methoxy-2-propanol 181,3 159,1 93,2/130,5
Aceton 2254 177,2 -
Ethanol 260,3 2455 -
|soniazid 309,1 55,9° —
2-Methoxyethanol 313,2 267,2 —/131,4
Harnstoff 372,3 - -
N-Methylformamid 377,8 303,9 189,6/-
D-Mannitol 426,9 - -
a-D-Glucose 427.8 340,1 -
Diethylenglykol 478,7 366,8 -

—: nicht berechnet; a: Werte gerundet; b : keine valide Berechnung; ¢ : Wert nach 120 h
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In Tab. 144 sind die im DarT beobachteten teratogenen Effekte bei den , sdugerteratogenen”
Substanzen zusammengestellt. Die Voraussetzung fur eine vergleichende qualitative und
guantitative Betrachtung ist, dal3 die Embryonen bei allen Substanzen der gleichen Dosis
exponiert waren. Da dies bel den vorliegenden Untersuchungen nicht gegeben ist, kann nur
eine phadnomenologische Betrachtung vorgenommen werden. Eine Applikation mittels
Mikroinjektion ware ein moglicher Losungsansatz um Untersuchungen mit vergleichbaren
Dosen durchzuftihren. Dieses Verfahren eignet sich alerdings nicht fir den Einsatz im
Screening-Test (Igel, 2002). Die Verwendung von radioaktiv markierten Substanzen ist fur
spezielle Fragestellungen anzuwenden, und wirde im Rahmen eines Screening-Verfahrens
ebenfalls einen zu grofen Aufwand erfordern.

Tab. 144: Phanomenol ogische Zusammenfassung der teratogenen Effekte

o &
38 |« |28 g |& |u |z |B
52 |8 gz |2 B |B |z |B
£ £ < = @ =
O ™
) S & 5
Diethylenglykoldimethylether | * @ * @ * @ * @
2-Methoxyethanol * @ * @b * @
Methoxyessigsiure . ) e’ |*e@
MAA-isopropylester [ (e [ ]
N,N-Dimethylformamid * @ * @ ® [
N-Methylformamid * @ L { (]
Methylcarbamoylglutathion * @¢C e°| o |*e@
Methylcarbamoylcystein [ o° [ e (*eo
all-trans-Retinol * @ [ [ ]
Vitamin-A-Séure * @
Valpronsaure * @ * @ * @ * @ [
Valpromid [ ) [ ) [ ) ®° [ )
Acetylsalicylsiure [ [ [ ]
Cycloheximid * @ e o o * @
Ethanol * @ ® |0 [ ]
Hydroxyharnstoff * @ e *e [ * @
Methylquecksilberchlorid * @ ° o’ |~

® : Effekt beobachtet; a: nach 2,5 und 8 h beobachtet; b : nach 24 h beobachtet; ¢ : nach 120 h beobachtet;
d : Chorion préparativ entfernt (48 h); e : Chorda und Schwanz betreffende Deformationen zusammengefal;
* . vergleichbare Effekte aus Untersuchungen mit Sdugetieren
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Bel der Betrachtung der Effekte fallt auf, dald alle 17 Substanzen Deformationen des
Schwanzes bzw. der Chorda verursachten. Elf Substanzen reduzierten die Schwanzlénge. Eine
Beeinflussung der Schwanzlénge durch Deformationen des Schwanzes oder der Chorda kann
ausgeschlossen werden, da nur die Embryonen vermessen wurden, die keine weiteren Effekte
aufwiesen. N-Methylformamid und Hydroxyharnstoff verursachten bis zur hdchsten
auswertbaren Konzentration keine Reduktion der Schwanzlange. Beim Test mit
M ethoxyessigsaurei sopropylester waren die Embryonen nach 48 Stunden so stark geschéadigt,
das der Versuch nicht auf 120 Stunden verlangert wurde. Bel den Testen mit N,N-
Dimethylformamid, Vitamin A-Saure und Ethanol waren die Schwanzléngen nicht gemessen
worden.

Effekte an den Sacculi bzw. Otolithen wurden durch elf Substanzen verursacht. Acht
Substanzen  riefen  Effekte  im  Bereich des Kopfes hervor. Bis  auf
Diethylenglykoldimethylether finden sich bei allen auch Effekte an den Sacculi bzw.
Otolithen. Offensichtlich beeinflussen die Substanzen, die MifRbildungen im Kopfbereich
verursachen auch die Anlage der Sacculi und Otolithen.

Bel sieben Substanzen traten Spaltembryonen auf. Selten auftgetretene und damit vermutlich
spezifischere Effekte betreffen die Augen und das Herz. Augendeformationen wurden
hauptsachlich an den Larven nach 120 Stunden beobachtet (Valpromid, Cycloheximid). Auch
wenn zum Teil sehr massive Verformungen des Dotters beobachtet worden waren (z.B.:
Methylcarbamoylcystein), ist die Einordnung dieser Effekte schwierig, da sich der Dotter as
Reservematerial im Laufe der Embryonal- und Larvalentwicklung natirlicherwei se verandert.
Zusammenfassend lassen sich zwel Gruppen unterschiedlicher Effekte erkennen. Zum einen
finden sich haufig auftretende Effekte, die somit mdglicherweise ein generelles Wirkmuster
darstellen. Dazu gehdren Deformationen der Chorda und des Schwanzes, Effekte im Bereich
des Kopfes, einschliefdlich der Sacculi und Otolithen, und eine Reduktion des
Langenwachstums bei Embryonen, die sonst keine weiteren Effekte aufweisen. Eine zweite
Gruppe umfalét Effekte, die selten auftreten und offensichtlich auf spezifische Wirkungen
zurickzufthren sind. Dazu gehdren Deformationen der Augen und des Herzens.
Spaltembryonen wurden relativ haufig von unterschiedlichsten Substanzen verursacht.
Aufgrund der sehr speziellen Ausprégung dieses massiven Effektes wird dieser der zweiten
Gruppe zugeordnet.

Um abzuschétzen, ob die Testsubstanzen im DarT ein vergleichbares Effektbild verursachen
wie in sdugertoxikologischen Studien, sind diese in Tab. 144 durch ,** gekennzeichnet. Da
fir die Untersuchungen mit Sdugetieren keine homogene Datenbasis vorliegt, ist dieser
Vergleich kritisch zu bewerten. Stellt man vor dem Hintergrund der genannten
Einschrankungen dennoch eine phéanomenologische Betrachtung an, ergeben sich zum Teil
beachtliche Ubereinstimmungen. Fir 13 der Testsubstanzen, die im DarT Deformationen der
Chorda und des Schwanzes verursachen, sind auch bei Sdugetieren Effekte am Skelettsystem
im weitesten Sinne beschrieben. Fur diese Substanzen bildet DarT auch das algemeine
Effektmuster ab.
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Diethylenglykoldimethylether, 2-Methoxyethanol und vor allem Valpronsaure verursachen
bei Saugetieren Neuralrohrdefekte. Bel diesen Substanzen wurden bei Embryonen von D.
rerio die Symptome eines Spaltembryos beobachtet. Dies zeigt, da3 auch spezifischere
Effekte im DarT abgebildet werden.

4.2.2 Quantifizieren desteratogenen Potentials

Die Berechnung eines Indexes dient zur Charakterisierung des teratogenen Potentials der
Testsubstanzen. Der Teratogenitétsindex T1 ist wie folgt definiert:

LC,,
EC

50 teratogen

Tl =

Unter Umstanden treten bei einem Test keine qualitativ auswertbaren Effekte auf. Eine
Substanz kann zum Beispiel nur eine Reduktion der Schwanzlénge und keine grob-
strukturellen Malformationen verursachen. In einem solchen Fall ist es moglich, einen Index
flr die Wachstumsreduzierung T1* zu berechnen:

LC,,

* —

" LOEC

reduzierte Schwanzange

In Tab. 145 sind die Werte fur Tl und TI* der untersuchten Substanzen aufgefihrt. Bel den
sdugerteratogenen Substanzen, fur die im DarT en teratogenes Potentia erkannt wurde,
liegen die TI Werte zwischen 0,92 und 362,9. Fir Acetylsalicylsdure wurde ein Tl von 0,92
berechnet. Ein Tl <1 deutet darauf hin, dal3 teraogene von letalen Effekten Uberdeckt
werden. Acetylsalicylsdure hat alerdings einen deutlich reduzierenden Einflul3 auf das
L angenwachstum der Embryonen.

Bel zehn dieser Substanzen lag der T1 zwischen 1,06 und 1,76. Fur vier Substanzen ergab sich
ein deutlich hoherer Index >2 (Vitamin A-Saure, Methylquecksilberchlorid, Hydroxy-
harnstoff und Methoxyessigsaureisopropylester). Fur Methoxyessigsaure und Methyl-
carbamoylglutathion konnte aufgrund der Datenlage kein Index ermittelt werden.
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Tab. 145: Zusammenfassung der kalkulierten TI- und TI*-Werte zur Abschédtzung des terato-
genen Potentials und Vergleich der Bewertung bei Saugetieren und DarT

Substanz Séauger DarT TI TI*
Acetylsalicylsdure + + 0,92 1,37
Blei(ll)-acetat-Trihydrat # + + nb nb
Cycloheximid + + 1,41 1,44
Diethylenglykol dimethylether + + 1,12 1,32
N,N-Dimethylformamid + + 1,46 nb
EM 12 + - nb nb
Ethanol + + 1,06 nb
Hydroxyharnstoff + + 2,19 nb
Methoxyessigsaure + + nb 5,37
M ethoxyessigsaure sopropylester + + 211 nb
2-Methoxyethanol + + 1,17 2,38
Methylcarbamoylcystein + + 1,76 10,5
Methyl carbamoylglutathion + + nb 1,84
N-Methylformamid + + 1,24 nb
Methylquecksilberchlorid + + 4,27 4,14
all-trans-Retinol + + 1,18 5,55
Salicylsdure + - nb nb
Thalidomid + - nb nb
Vapromid + + 1,32 2,19
Valpronsaure + + 1,46 2,55
Vitamin A-Saure + + 362,90 nb
Aceton — + 1,27 nb
Benzoesdure - - nb nb
Butyldiglykol - - nb nb
Diethylenglykol - - 1,31 nb
Ethylacetat - - 0,89° nb
Ethylendiamin - - nb nb
a-D-Glucose - - 1,26 nb
Harnstoff - - nb nb
2,5-Hexandion - + 1,36 nb
| sobutyl-ethyl-Valpronsdure - + 3,44 3,83
Kupfer(I1)-sulfat-Pentahydrat - - nb nb
D-Mannitol - - nb nb
1-Methoxy-2-propanol - + 1,14 1,39
3-Methyl-1-butanol - - nb nb
1-Octanal - - nb nb
Penicillin G-Natriumsalz - - nb nb
Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat - - nb nb
Colcemid +— +— nb nb
|soniazid +— + 5,53° nb
2-Propanol +— + 1,12°¢ nb

+ : teratogenes Potential; — : kein teratogenes Potential; + — : unklare Zuordnung; nb : nicht berechnet; a : nur
qualitative Bewertung der Effekte; b : keine valide Berechnung; ¢ : berechnet nach 120 h
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Durch den Vergleich der LCsp mit einer Wirkkonzentration, die eine Reduktion des
Wachstums wiedergibt, kann auf eine wachstumshemmende Wirkung einer Substanz
geschlossen werden. Als moglicher Parameter bietet sich die Reduktion der Schwanzlange an,
fiur die ene LOEC berechnet werden kann. TI* as Quotient von LCs, und
LOEC reduzierte schwanziange KONNte nur bei 13 Substanzen berechnet werden. Die Werte lagen
zwischen 1,32 und 10,5. Bis auf Methylquecksilberchlorid sind die TI*-Werte in alen Félen
grof3er a's die entsprechenden TI-Werte. Dabei ist jedoch zu beachten, dal3 bei dieser Substanz
bereits nach 48 Stunden das Chorion mechanisch entfernt und die Schwanzlange der
Embryonen gemessen wurde. Das Langenwachstum wird in Konzentrationen reduziert, die
unterhalb der ECsoterangen liegen. Die Reduktion der Schwanzlénge stellt einen sehr
empfindlichen Endpunkt dar.

Es a3t sich zusammenfassen, dal3 die Ermittlung eines Teratogenitéatsindexes Tl als Quotient
von LCsp und ECso teratogen €iN€ erste Einschétzung des teratogenen Potentials von Substanzen
erlaubt. Dabei geben Werte Uber 2 einen deutlichen Hinweis auf ein im DarT erkanntes
teratogenes Potential. Beispiele hierfir sind Vitamin A-Saure mit einem T1 von Uber 360 oder
Methylquecksilberchlorid mit einem TI von Uber 4. Fur die meisten im DarT untersuchten
teratogenen Substanzen wurden Werte zwischen 1 und 2 ermittelt. In diesem Bereich liegt
auch der Tl von Diethylenglykol und D-Glucose. Fir beide Substanzen wurde aufgrund des
Gesamtbildes der Befunde geschlossen, dal3 sieim DarT kein teratogenes Potential erkennen
lassen.

Der Teratogenitétsindex als rein mathematisch berechnete ,, Grofe” berticksichtigt weder den
Verlauf von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen noch das Verhdtnis von letalen und
teratogenen Effekte, wenn sie in einer Konzentration auftreten. Tl und TI* konnen als erste
Einschétzung eines moglichen teratogenen Potentials dienen. Fir die letztendliche Bewertung
einer Substanz missen jedoch die Art und Schwere der Effekte und die Verlaufe der
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir letale und teratogene Effekte berticksichtigt
werden.

Insgesamt wurden 41 Substanzen untersucht. Davon verursachen 21 Substanzen beim
Menschen bzw. bei Untersuchungen mit Saugetieren teratogene Effekte. 17 Substanzen
werden as ,nicht sdugerteratogen eingestuft, und fur drei Substanzen liegt keine klare
Zuordnung vor. In Tab. 145 (Seite 191) sind diese zusammengestel|t.

Beim Vergleich der Bewertung fallt auf, daf3 die im DarT erzielten Befunde gut mit der
sdugertoxikologischen Einordnung dbereinstimmen. Fir drei der ,saugerteratogenen”
Substanzen wurde im DarT ein falsch negativer Befund ermittelt. Das betrifft Salicylsaure
sowie Thalidomid bzw. das Thalidomid-Derivat EM 12.

Bel Thalidomid und EM 12 erklart die ausgepragte Speziesspezifitdt der Substanzen diese
falschen Ergebnisse. Beide sind hoch potent teratogen beim Menschen und bel nicht
menschlichen Primaten, wdahrend die Ratte als ein Standard-Modellorganismus der
Toxikologie keine vergleichbaren teratogenen Effekte erkennen |&/%. Die mittels DarT
erhaltenen Befunde sind somit gegentiber Primaten falsch negativ, entsprechen aber durchaus
den von anderen Untersuchungen mit Saugetieren bekannten Erwartungen. Im Unterschied zu
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den Befunden an verschiedenen Saugerspezies verursachte Salicylsaure an den Embryonen
von D. rerio keine teratogenen Effekte und liefert demzufolge im DarT ein falsch negatives
Ergebnis.

Von den 17 , nicht sdugerteratogenen” Substanzen zeigten vier bei den Untersuchungen mit
Embryonen von D. rerio en falsch positives Ergebnis. Das betrifft Aceton, 2,5-Hexandion,
| sobutyl-ethyl-Valpronsaure und 1-M ethoxy-2-propanal.

Fur Colcemid, Isoniazid und 2-Propanol liegt hinsichtlich des teratogenen Potentials keine
klare Einordnung bei Siugetieren vor. Die mittels DarT erzielten Ergebnisse fur Colcemid
lassen ebenfalls keine klare Einordnung zu. Fur Isoniazid und 2-Propanol ergab sich im DarT
ein teratogenes Potential.

Far funf der 41 untersuchten Substanzen wurde im DarT das teratogene Potential falsch
bewertet. FUr vier Substanzen wurde das teratogene Potential zu hoch eingeschétzt und bel
einer Substanz wurde es unterschétzt. Abb. 70 veranschaulicht diese Befunde.

B=
2%

|+

._

Abb. 70: Darstellung der im DarT erhaltenen Befunde im Vergleich zu Untersuchungen
mit Sugetieren
= : Ubereingtimmung Dar T/Séuger; + : falsch positiv in DarT; —: falsch negativ in DarT

Mit dem Testsystem ,Danio rerio Teratogenicity Assay — DarT” ist ein Vergleich von
Substanzen hinsichtlich ihres teratogenen und allgemein toxischen Potentials moglich. In
einem Modedl konnen Wirkkonzentrationen und Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
ermittelt und direkt verglichen werden.

Die aus Untersuchungen mit Saugetieren bekannten Zuordnungen der teratogenen Potentiale
von Substanzen werden gut wiedergegeben. Mit DarT kann eine grofe Anzahl von
Substanzen zeit- und kostengtinstig untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu kléren, ob sich mit den Embryonen von Danio rerio
ein teratogenes Potential von Substanzen erkennen und quantifizieren 1&(3.

Der Embryotest nach Schulte & Nagel (1994) wurde modifiziert und um teratogene
Endpunkte erweitert. Es wurde DarT (,Danio rerio Teratogenicity Assay“) as
Teratogenitéts-Screening Test entwickelt.

Embryonen von D. rerio wurden unter definierten Bedingungen 48 Stunden gegeniber
verschiedenen Testsubstanzen exponiert. Zu bestimmten Mef3zeitpunkten wurden anhand von
toxikologischen Endpunkten sowohl letale as auch subletale Wirkungen von Substanzen
bestimmt. Dartber hinaus wurden anhand von teratogenen Endpunkten speziell
Maformationen erfaldt, wie z.B. Deformationen der Chorda, des Schwanzes sowie des
Kopfbereiches. Ergaben sich im Testverlauf Hinweise auf eine Wachstumsreduzierung, wurde
nach 120 Stunden als weiterer Endpunkt die Schwanzlangen der Larven bestimmt.

Der Vergleich der beobachteten Effekte und der daraus berechneten Wirkkonzentrationen
erlaubt eine Einschdtzung des teratogenen Potentials von Substanzen. Die im DarT erzielten
Ergebnisse wurden mit der bekannten Zuordnung des ,sdugerteratogenen Potentials
verglichen.

Zur Quantifizierung eines teratogenen Potentials kann die Berechnung eines Indexes
beitragen. Der Teratogenitatsindex T1 wurde al's Quotient aus L Csp und ECsg teratogen definiert.
Durch den Vergleich der LCsy mit einer Wirkkonzentration, die eine Reduktion des
Wachstums wiedergibt, kann auf eine wachstumshemmende Wirkung einer Substanz
geschlossen werden. Dafur wurde der TI* als Quotient aus LCsp und LOEC reduzierte Schwanzlange
berechnet.

Der Vergleich der im DarT ermittelten TI-Werte fuhrt zu dem Schluf3, dal? dieser Index eine
erste Einschdtzung des teratogenen Potentials von Substanzen erlaubt. TI-Werte Uber 2, wie
z.B. fur Methylquecksilberchlorid oder Vitamin A-Sdure, liefern einen deutlichen Hinweis
auf ein im DarT erkanntes teratogenes Potential. Fir eine letztendliche Bewertung ist es
jedoch notwendig, die Art und Schwere der Effekte sowie die Verlaufe der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen fir letale und teratogene Effekte zu berticksichtigt.

TI* konnte nur fir 13 Substanzen berechnet werden. Bei zwolf Substanzen war er jedoch
groker as der entsprechende TI-Wert. Daraus kann geschlul3folgert werden, dald3 das
Langenwachstum in Konzentrationen reduziert wurde, die unterhalb der ECso teratogen |ageN.
Die Reduktion der Schwanzlénge stellt somit einen sehr empfindlichen Endpunkt dar.
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In der vorliegenden Arbeit wurden 21 Substanzen getestet, die beim Menschen bzw. bei
Untersuchungen mit Saugetieren teratogene Effekte verursachen. Weitere 17 Stoffe sind as
»nicht sdugerteratogen” eingestuft. Eine dritte Gruppe umfaldt drei Substanzen, fur die
hinsichtlich der Teratogenitét keine klare Zuordnung vorliegt. Fir 88 % der getesteten
Substanzen gibt DarT die aus saugertoxikologischen Untersuchungen bekannten
Einordnungen hinsichtlich des teratogenen Potentials wieder. Fir 10 % der Testsubstanzen
wurde das teratogene Potential zu hoch, fur 2 % zu niedrig eingeschétzt.

Dieim DarT beobachteten Effekte lassen sich in zwel Gruppen einteilen. Haufig aufgetretene
Effekte beinhalten Deformationen der Chorda, des Schwanzes und des Kopfbereiches sowie
die Reduktion des Langenwachstums. Sie stellen somit mdglicherweise ein generelles
Wirkmuster dar.

Deformationen der Augen und des Herzens sowie Spaltembryonen traten seltener auf und
sind offensichtlich auf spezifischere Wirkungen zurtickzuftihren.

Bel einem phanomenologischen Vergleich von Effekten aus DarT und Untersuchungen mit
Sdugetieren zeigt sich, dal3 DarT auch allgemeine Effektmuster abbildet. So wurden fur 13
Testsubstanzen, die bei Sdugetieren Effekte am Skelettsystem im weitesten Sinne
hervorrufen, im DarT Deformationen der Chorda und des Schwanzes gefunden.

Andererseits werden auch spezifischere Effekte abgebildet. Beispielsweise verursacht
Valpronsdure bei Sdugetieren Neuralrohrdefekte, bei Embryonen von D. rerio Symptome
eines Spaltembryos.

Mit dem Testsystem ,Danio rerio Teratogenicity Assay — DarT” ist ein Vergleich von
Substanzen hinsichtlich ihres teratogenen und allgemein toxischen Potentials moglich. In
einem Model konnen Wirkkonzentrationen und Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
ermittelt und direkt verglichen werden.

Mit DarT kann eine grof3e Anzahl von Substanzen zeit- und kostengiinstig untersucht werden.
Die aus Untersuchungen mit Saugetieren bekannten Zuordnungen der teratogenen Potentiale
von Substanzen wird gut wiedergegeben.
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6 Abkurzungsverzeichnis

CAS
DarT
DMSO
ECso
EDso
FAS
FETAX
ihl.

ipr.

iv.

LCSO
LDso
LOEC
MS 222

NaOH

NOEC
ppm
Qoz2s
Qo5

Scu.
TCLo

TDLo

Tl

X

Z
ZNS

Chemica Abstract Service (-Number)

D. rerio Teratogenicity Assay

Dimethylsulfoxid, zur Analyse, CAS: 67-68-5, Merck Darmstadt, Deutschland
effective (effect) concentration (50 %)

effective (effect) dose (50 %)

Fetales Alkoholsyndrom

Frog Embryo Teratogenesis Assay - Xenopus

inhalativ

intraperitoneal

intravends

lethal concentration (50 %)

lethal dose (50 %)

lowest observed effect concentration

3-Aminobenzoesaureethylester Methansulfonat, 98 %, CAS: 886-86-2, Aldrich
Chem. Co. (Milwaukee, USA)

Natriumhydroxid, zur Anayse, CAS:. 1310-73-2, Merck Darmstadt,
Deutschland

no observed effect concentration

parts per million

unteres Quartil

oberes Quartil

Korrelationskoeffizient

Standardabweichung

subcutan

» Toxic Concentration Low"; geringste Konzentration, die inhalativ verabreicht
in einer bestimmten Zeitspanne einen bestimmten Effekt beim Menschen oder
Versuchstier verursacht

» Toxic Dose Low"; geringste Dosis, die in einer bestimmten Zeitspanne einen
bestimmten Effekt beim Menschen oder Versuchstier verursacht
Teratogenitétsindex

Mittelwert

Median

Zentralnervensystem

in Abbildungen wurden folgende Bezeichnungen verwendet:

25 %-75 %
Median value
Min-Max

Bereich zwischen unterem und oberen Quartil
Median
Bereich der Minimal- und Maximalwerte
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Tab. A 1: CAS-Nummer, Reinheitsgrad und Bezugsguelle der Testsubstanzen

Substanz CAS Reinheitsgrad Bezugsquelle
Aceton 67-64-1 p.a Merck (Darmstadt, Deutschland)
Acetylsalicylsiure 50-78-2 =99 % Fluka (Neu-UIm, Deutschland)
Blei(I)-acetat-Trihydrat 6080-56-4 p. a Merck (Darmstadt, Deutschland)
Butyldiglykol 112-34-5 k. A.(Reinablauf) BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland
Colcemid 477-30-5 98 % Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, USA)
Cycloheximid 66-81-9 98 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Diethylenglykol 111-46-6 99 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Diethylenglykoldimethyl ether 111-96-6 99 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
N,N-Dimethylformamid 68-12-2 99,8 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
EM 12 Prof. Dr. Neubert (FU Berlin,
Deutschland)
Ethanol (absolut) 64-17-5 p.a Merck (Darmstadt, Deutschland)
Ethylacetat 141-78-6  zur Spurenanalyse  Merck (Darmstadt, Deutschland)
a-D-Glucose 492-62-6 96 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
2,5-Hexandion 110-13-4 > 98 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Hydroxyharnstoff 127-07-1 =98 % Merck (Darmstadt, Deutschland)
| sobutyl-ethyl-Valpronséure k. A. Prof. Dr. Nau, Tierérztliche Hochschule
Hannover, Deutschland
Isoniazid 54-85-3 =99 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 7758-99-8 p. a Merck (Darmstadt, Deutschland)
D-Mannitol 69-65-8 > 99 % Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, USA)
M ethoxyessigsdure 625-45-6 98 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Methoxyessigsaure- 17640-21-0 k. A. BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland
isopropylester
2-Methoxyethanol 109-86-4 > 99% Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, USA)
1-Methoxy-2-propanol 107-98-2 98 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
3-Methyl-1-butanol 123-51-3 k. A. BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland
Methylcarbamoylcystein k. A. BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland
Methylcarbamoyl glutathion k. A. BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland
N-Methylformamid 123-39-7 99 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Methylquecksilberchlorid 115-09-3 99 % Riedel-de Haén (Seelze, Deutschland
Penicillin G-Natriumsalz 69-57-8 k.A. Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
2-Propanal 67-63-0 technisches Produkt BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland
all-trans-Retinol 68-26-8 > 98 % Merck (Darmstadt, Deutschland)
Saccharin-Natriumsal z- 82385-42-0 99 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Dihydrat
Salicylsdure 69-72-7 p.a Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)
Thalidomid 50-35-1 k.A. Prof. Dr. Neubert (FU Berlin,
Deutschland)
Vapromid 2430-27-5 k. A. Prof. Dr. Nau, Tierérztliche Hochschule
Hannover, Deutschland
Valpronsaure 99-66-1 =98 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Vitamin A-Saure 302-79-4 98 % Aldrich Chem. Co. (Milwaukee, USA)

p. a : proanays; k. A. : keine Angabe
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In Tab.A 2 bis Tab. A 38 sind pH-Werte, Sauerstoffsdttigung und Osmolaritdt der
alphabetisch geordneten Testlésungen zusammengestel | t.

Tab. A 2: Aceton

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 n.n.

111,9 zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 110
134,3 zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 133
161,8 zwischen 6,5 und 7,5 nicht bestimmt >90 161
192,8 zwischen 6,5 und 7,5 nicht bestimmt >90 188
232,4 zwischen 6,5 und 7,5 nicht bestimmt >90 227

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 3: Acetylsalicylsdure

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,16 6,99 97,7 n.n.

111 6,85 6,53 97,6 n.n.
155 6,15 5,69 98,2 n.n.
216 5,45 5,29 97,3 n.n.
305 4,45 5,05 97,4 n.n.
427 3,87 3,98 96,3 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 4: Blei(l1)-acetat-Trihydrat

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,14 6,94 91,8 nicht bestimmt

0,1 6,20 6,29 93,6 nicht bestimmt
0,3 5,97 5,79 93,7 nicht bestimmt
1,6 5,68 5,65 93,2 nicht bestimmt
79 5,94 5,84 93,1 nicht bestimmt
39,5 6,07 5,99 93,5 nicht bestimmt

Tab. A 5: Butyldiglykol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,27 6,99 95,1 n.n.

37 7,37 6,92 95,1 8
4.8 7,37 6,93 93,5 8
6,2 7,38 6,97 92,4 12
81 7,35 6,96 91,1 12
10,5 7,37 6,91 90,3 16

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 6: Colcemid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,23 7,07 94,4 nicht ermittelt

32 7,28 7,02 94,0 nicht ermittelt
54 7,34 7,04 935 nicht ermittelt
9,2 7,39 7,06 92,8 nicht ermittelt
15,6 7,44 6,91 92,9 nicht ermittelt

26,7 7,46 6,95 91,2 nicht ermittelt
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Tab. A 7: Cycloheximid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,20 6,86 96,3 n.n.

1,8 7,28 6,94 95,1 n.n.
36 7,31 7,02 94,9 n.n.
71 7,32 6,85 94,9 n.n.
14,2 7,32 6,80 95,0 n.n.
28,4 7,33 6,79 94,9 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 8: Diethylenglykol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,07 6,91 94,8 n.n.

362,4 7,17 7,06 93,8 1.141
471,2 7,19 7,03 92,4 1.486
612,5 7,22 7,03 92,3 1.929
796,3 7,23 7,10 89,7 2.498
1.035,1 7,27 7,13 90,6 3.263
Kontrolle 7,30 7,12 99,8 n.n.
2144 7,27 7,12 97,0 678
278,7 7,31 7,05 95,2 878
362,3 7,29 7,04 95,5 1.141
471,0 7,29 6,96 96,4 1.486

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 9: Diethylenglykoldimethylether

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,23 6,92 99,5 n.n.

29,8 7,37 6,93 98,5 31
21,7 7,33 6,92 98,9 47
58,4 7,30 6,87 99,2 63
81,8 7,29 6,85 99,5 86
114,5 7,29 6,75 97,7 122

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 10: N,N-Dimethylformamid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,25 6,97 95,1 n.n.

54,7 7,26 6,86 95,9 55
71,1 7,26 6,92 96,4 71
92,5 7,29 6,90 93,7 94
120,2 7,28 6,96 94,7 122
156,3 7,24 6,90 93,5 157

n.n. : nicht nachweisbar
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Tab. A 11: EM 12

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,36 6,94 97,7 n.n.

25,9 7,39 6,91 97,4 n.n.
51,8 7,37 6,95 96,5 n.n.
103,6 7,31 6,98 96,3 n.n.
207,3 7,34 6,95 95,3 n.n.
4145 7,25 6,93 93,7 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 12: Ethanol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 n.n.

1411 zwischen 6,5 und 7,5 nicht bestimmt >90 141
169,3 zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 169
204,0 zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 200
243,1 zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 239
293,0 zwischen 6,5und 7,5 nicht bestimmt >90 290

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 13: Ethylacetat

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,31 7,14 94,9 n.n.

12,5 7,32 7,09 95,1 16
18,6 7,35 7,02 94,3 24
27,9 7,29 6,98 93,7 31
42,0 7,39 6,93 94,2 39
63,1 7,31 6,77 94,2 63

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 14: a-D-Glucose

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,23 7,02 97,6 n.n.

222,0 7,23 6,96 96,2 227
288,6 7,31 6,87 94,9 294
375,2 7,26 7,01 95,1 392
487,8 7,23 6,09 93,2 510
634,1 7,19 6,02 93,3 690

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 15: 2,5-Hexandion

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,12 7,15 96,4 n.n.

10,5 7,17 6,95 94,6 12
15,8 7,06 6,91 94,7 16
23,7 7,00 6,91 92,3 24
355 6,79 6,81 93,7 31
53,2 6,56 6,74 92,1 47

n.n. : nicht nachweisbar
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Tab. A 16: Hydr oxyhar nstoff

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,19 7,03 95,9 n.n.

9,2 7,25 7,04 96,3 8
138 7,31 6,99 93,9 12
20,7 7,25 7,07 95,8 20
31,1 7,22 7,08 95,8 27
46,6 7,17 7,08 95,1 43

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 17: 1 sobutyl-ethyl-VPA

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (eingestellt) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,20 6,86 99,7 n.n.

2.059 6,70 6,89 96,2 4

2.885 7,02 6,95 96,4 4

4.036 7,08 7,08 96,7 8
5.665 6,79 7,06 95,0 12
7.926 6,88 7,15 92,3 16
Kontrolle 7,35 6,97 98,4 n.n.
381 7,03 6,87 98,3 n.n.
534 7,35 6,90 95,9 n.n.
749 7,41 7,01 95,5 n.n.
1.047 7,09 6,95 95,1 n.n.
1.470 7,08 7,15 94,4 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 18: I soniazid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,33 7,00 96,8 n.n.

160,4 7,13 6,96 97,0 149
208,5 7,09 6,93 96,7 184
2713 7,06 6,98 97,3 227
352,3 7,08 6,93 97,7 290
4579 7,05 6,90 95,7 361
Kontrolle 7,17 7,04 97,8 n.n.
72,9 7,25 7,10 98,0 71
94,8 7,20 7,03 97,2 94
123,2 7,17 7,06 97,6 118
160,4 7,16 7,05 96,6 149
208,5 7,13 7,07 96,2 184

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 19: Kupfer (I1)-sulfat-Pentahydr at

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,28 7,12 98,1 n.n.

0,6 7,19 7,16 95,0 n.n.
0,9 7,16 7,13 94,3 n.n.
14 7,23 7,09 94,4 n.n.
21 7,23 6,98 93,7 n.n.
3,2 7,19 7,08 93,5 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar
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Tab. A 20;: D-Mannitol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,21 7,07 96,1 n.n.

109,8 7,24 6,87 97,6 110
154,0 7,22 6,84 96,9 157
2146 7,21 6,87 96,2 220
301,8 7,20 6,84 97,0 306
4217 7,17 6,77 96,3 447

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 21: Methoxyessigsaure

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,59 7,34 99,1 n.n.

111 6,82 7,03 99,3 n.n.
189 5,63 5,88 98,7 n.n.
321 4,50 5,45 97,9 n.n.
545 4,13 5,22 95,9 n.n.
927 3,89 4,92 96,6 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 22: M ethoxyessigsaur eisopr opylester

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,35 7,17 99,3 n.n.

35 7,37 7,12 97,6 n.n.
49 7,38 7,11 97,9 n.n.
69 7,38 7,12 96,7 n.n.
97 7,38 7,12 97,1 n.n.
135 7,38 7,03 97,7 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 23: 2-M ethoxyethanol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,30 7,07 97,3 n.n.

1314 7,35 6,97 96,9 145
184,0 7,36 7,05 95,5 200
257,6 7,38 7,06 96,4 278
360,6 7,39 7,02 97,1 392
504,8 7,40 7,03 97,1 549

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 24: 1-M ethoxy-2-propanol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,16 7,07 93,5 n.n.

66,6 7,21 6,87 94,1 67
93,2 7,25 6,91 93,5 94
130,5 7,24 6,99 94,3 133
182,7 7,31 6,96 94,4 184
255,8 7,28 7,01 93,7 259

n.n. : nicht nachweisbar

VI
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Tab. A 25: 3-Methyl-1-butanal

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,21 6,91 98,1 n.n.

4.4 7,22 6,88 99,0 n.n.
57 7,24 6,94 98,5 n.n.
74 7,24 6,97 98,2 n.n.
9,6 7,26 7,05 98,0 8
12,5 7,23 7,06 98,3 8

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 26: M ethylcar bamoylcystein

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,51 7,18 97,3 n.n.

859 7,18 6,98 89,7 n.n.
1.296 7,11 6,89 88,0 n.n.
1.930 7,03 6,82 86,4 n.n.
2.912 6,95 6,88 86,2 n.n.
4.360 6,86 6,61 85,5 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 27: Methylcar bamoylglutathion

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,13 6,87 95,3 n.n.

412 5,09 5,29 94,0 n.n.
618 4,80 5,23 94,8 n.n.
928 4,62 514 96,1 n.n.
1.391 4,48 4,85 93,9 n.n.
2.089 4,38 4,68 94,4 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 28: N-Methylformamid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,33 7,14 97,9 n.n.

1354 7,09 573 96,5 137
189,6 6,92 5,40 95,7 188
265,8 6,79 5,32 96,2 267
3724 6,64 4,30 96,1 373
519,7 6,49 3,79 96,1 518

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 29: Methylquecksilberchlorid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,47 7,23 92,2 n.n.

0,139 7,76 7,32 94,6 n.n.
0,239 7,81 7,32 93,9 n.n.
0,438 7,80 7,15 93,9 n.n.
0,757 7,79 7,24 93,6 n.n.
1,195 7,80 7,18 93,6 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

VI
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Tab. A 30: Penicillin G-Natriumsalz

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,28 7,01 97,6 n.n.

55 7,01 5,06 95,4 16
83 6,90 4,37 93,4 20
12,5 6,67 4,17 93,2 31
18,7 6,40 4,10 92,2 43
28,0 6,08 4,09 92,2 59

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 31: 2-Propanol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,37 7,11 97,4 n.n.

52,1 7,27 6,93 96,3 55
72,5 7,27 7,00 95,2 78
101,8 7,29 7,03 94,2 102
142,6 7,30 7,14 93,4 145
199,5 7,29 7,12 92,5 196

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 32: all-trans-Retinol

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,66 6,98 97,9 n.n.

DMSO 7,68 7,05 96,2 n.n.
0,042 7,69 7,05 96,6 n.n.
0,129 7,72 7,08 96,0 n.n.
0,384 7,69 7,13 95,8 n.n.
1,152 7,70 7,15 95,4 n.n.
3,491 7,68 7,12 93,3 n.n.

DMSO : Losungsvermittlerkontrolle, Dimethylsulfoxid (14,1 mmol/L); n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 33: Saccharin-Natriumsalz-Dihydr at

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,47 6,96 95,1 n.n.

46,5 7,36 6,92 96,8 82
60,2 7,36 6,92 95,7 110
784 7,33 6,95 96,4 141
102,2 7,31 7,03 95,9 180
132,7 7,28 7,10 96,1 231

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 34: Salicylsaure

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,17 6,95 97,5 n.n.

105 6,17 6,47 96,6 n.n.
126 5,85 6,20 94,9 n.n.
151 5,32 5,50 95,2 n.n.
181 4,59 591 94,9 n.n.
217 4,28 551 93,6 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar
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Tab. A 35: Thalidomid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,23 7,25 97,8 nicht bestimmt

19,4 6,84 6,72 97,7 nicht bestimmt
38,7 6,86 6,61 95,9 nicht bestimmt
77,4 6,79 6,36 97,0 nicht bestimmt
154,9 6,81 6,51 96,1 nicht bestimmt
309,8 6,69 6,30 95,1 nicht bestimmt

Tab. A 36: Valpromid

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(mmol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,16 7,05 103,8 n.n.

3,6 7,18 7,00 106,5 n.n.
51 7,19 7,04 104,1 n.n.
71 7,18 7,12 104,7 n.n.
10,0 7,16 7,08 101,8 n.n.
14,0 7,13 7,10 100,1 8

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 37: Valpronsaure

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmol/L)
Kontrolle 7,16 7,00 98,1 n.n.

56 6,95 6,77 96,6 n.n.
73 6,87 6,69 96,1 n.n.
94 6,68 6,60 93,9 n.n.
123 6,40 6,44 95,5 n.n.
159 5,89 6,03 95,9 n.n.

n.n. : nicht nachweisbar

Tab. A 38: Vitamin A-Saure

Konzentration pH-Wert Testbeginn pH-Wert Testende Sauer stoffséttigung Osmolaritat
(umol/L) (%) (mOsmoal/L)
Kontrolle 7,20 6,81 93,0 n.n.

DMSO 7,31 6,92 95,1 n.n.
2,080 7,29 6,86 95,5 n.n.
4,161 7,29 6,72 95,4 n.n.
8,321 7,27 6,74 94,6 n.n.
16,642 7,23 6,78 94,0 4
33,285 7,19 6,76 93,7 8
Kontrolle 7,65 7,36 95,7 n.n.
DMSO 7,71 7,41 94,6 n.n.
0,004 7,70 7,44 93,5 n.n.
0,008 7,73 7,53 93,3 n.n.
0,013 7,72 7,53 92,9 n.n.
0,023 7,75 7,59 91,4 n.n.
0,033 7,76 7,57 91,1 n.n.

DMSO : Losungsvermittlerkontrolle, Dimethylsulfoxid (14,1 mmol/L); n.n. : nicht nachweisbar
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11 AnhangB

Die ermittelten Daten zur Somitenzahl (16 h), Herzschlagfrequenz (48 h) und Schwanzlénge
(120 h) sind fir die aphabetisch geordneten Testsubstanzen aufgefihrt.

Aceton Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 111,9 134,3 161,8 192,8
156 156 144 152 136
148 148 148 140 80
152 148 140 136 84
160 144 148 132 128
156 132 136 152 120
160 156 148 108 92
156 132 148 116 100
152 148 144 100 96
152 156 148 136 112
160 152 136 100 104
156 148 148 88 80
160 148 144 140 104
144 156 132 140 72
152 152 156 124 96
160 132 144 124 148
152 136 160 108
148 120 144 116
156 144 136 128
148 140 124
152 144 148
Median Z 154 148 144 126 100
Qozs 152 139 139 110 88
Qos 157 152 148 139 116

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Acetylsalicylsur e Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 111 155 216
1,63 1,58 1,56 1,53
1,65 1,58 1,60 1,43
1,65 1,56 1,48 1,31
1,58 1,51 1,53 1,53
1,58 1,63 1,60 1,51
1,65 1,58 1,53 1,43
1,53 1,65 1,58 1,56
1,58 1,63 1,58 1,56
1,53 1,65 1,53 1,48
1,60 1,56 1,48 1,51
1,60 1,56 1,63 1,51
1,56 1,58 1,58 1,58
1,65 1,48 1,53
1,56 1,53 1,53
1,53 1,60 1,60
1,58 1,58 1,43
1,65 1,60
1,65 1,53
1,58 1,58
1,53 1,43
Median Z 1,58 1,58 1,55 1,51
Qozs 1,56 1,55 1,53 1,47
Qo 1,65 1,60 1,59 1,54

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Butyldiglykol Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 3,7 4.8 6,2 8,1
176 176 172 184 160
172 180 184 180 172
180 176 176 192 172
188 176 180 184 168
184 184 172 168 180
176 172 200 196 164
180 176 160 172 168
168 184 168 168 152
188 180 176 172 144
176 172 168 184 168
180 176 176 176 172
188 180 180 172 164
172 176 184 172
172 172 180 172
176 184 184 172
176 176 176 172
180 172 172 180
176 176 168
192 180 164
176 180 180
Median Z 176 176 176 172 168
Qozs 176 176 171 172 163
Qors 181 180 180 184 172
Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
Butyldiglykol Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden
Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 3,7 4.8 6,2 8,1
1,51 1,60 1,60 1,58 1,60
1,60 1,60 1,60 1,56 1,53
1,58 1,60 1,51 1,53 1,60
1,56 1,58 1,58 1,60 1,53
1,53 1,58 1,53 1,58 1,56
1,63 1,51 1,51 1,56 1,56
1,51 1,58 1,65 1,46 1,60
1,58 1,53 1,58 1,56 1,51
1,63 1,51 1,53 1,63 1,53
1,60 1,53 1,65 1,48 1,51
1,58 1,68 1,58 1,53 1,51
1,60 1,56 1,63 1,60 1,60
1,58 1,58 1,51 1,56
1,56 1,58 1,56 1,60
1,58 1,58 1,56 1,58
1,56 1,63 1,53 1,51
1,48 1,56 1,56 1,56
1,60 1,56 1,53
1,56 1,53 1,56
1,60 1,56 1,58
Median Z 1,58 1,58 1,56 1,56 1,55
Qozs 1,56 1,55 1,53 1,53 1,53
Qo7s 1,60 1,59 1,59 1,58 1,60

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Colcemid Schwanzlange (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 3,2 54 9,2
1,56 1,48 1,53 1,53
1,56 1,58 1,46 1,58
1,53 1,63 1,56 1,38
1,63 1,53 1,58 1,46
1,43 1,70 1,60 1,48
1,56 1,48 1,60 1,58
1,48 1,53 1,56
1,48 1,63 1,48
1,58 1,53 1,51
1,56 1,56 1,48
1,58 1,56 1,51
1,65 1,48 1,51
1,65 1,51 1,48
1,63 1,56 1,56
1,58 1,58 1,58
1,56 1,48 1,65
1,48 1,58 1,58
1,60 1,53 1,53
1,65 1,53 1,58
1,58 1,60
Median Z 1,56 1,55 1,56 1,51
Qozs 1,55 1,53 1,51 1,47
Qo 1,62 1,58 1,58 1,57

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Cycloheximid Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 1,8 3,6
1,58 1,63 1,53
1,68 1,60 1,56
1,56 1,63 1,46
1,60 1,73 1,51
1,51 1,53 1,46
1,58 1,56 1,48
1,63 1,60 1,53
1,60 1,63 1,65
1,53 1,60 1,56
1,53 1,48 1,51
1,56 1,53 1,58
1,63 1,53 1,60
1,63 1,63
1,60 1,68
1,68 1,53
1,58 1,65
1,70 1,60
1,63 1,58
1,60 1,51
1,68 1,63

Mittelwert 1,60 1,59 1,54
s 0,05 0,06 0,06

s : Standardabweichung
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Diethylenglykol Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 2144 278,7 362,3
180 156 172 100
176 164 168 160
176 172 180 152
176 180 180 144
188 176 172 148
168 164 180 140
172 172 160 156
160 176 168 112
176 180 156 180
168 164 176 152
168 184 176 96
180 164 116 80
176 152 132
168 172 168
172 140 172
180 172 96
160 168
164 164
168 156
172
Median Z 176 170 168 146
Qozs 168 164 158 109
Qo 177 173 174 153

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Diethylenglykoldimethylether Schwanzl&nge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 75 12,7 21,5 36,6 62,2
1,60 1,68 1,65 1,56 1,63 1,58
1,60 1,63 1,58 1,68 1,65 1,31
1,63 1,65 1,68 1,51 1,41 1,60
1,56 1,68 1,58 1,60 1,58 1,43
1,63 1,58 1,68 1,58 1,58 1,51
1,58 1,68 1,56 1,65 1,53 1,48
1,60 1,60 1,53 1,48 1,53 1,51
1,58 1,65 1,63 1,51 1,63 1,53
1,65 1,56 1,53 1,63 1,56 1,60
1,58 1,65 1,60 1,60 1,60 1,48
1,65 1,70 1,70 1,68 1,65 1,60
1,63 1,65 1,58 1,56 1,58 1,58
1,63 1,60 1,58 1,56 1,63 1,43
1,65 1,58 1,53 1,65 1,58
1,65 1,63 1,65 1,58 1,53
1,56 1,68 1,68 1,60 1,53
1,63 1,65 1,56 1,63 1,56
1,58 1,60 1,65 1,60 1,60
1,70 1,60 1,48 1,53 1,53
1,63 1,53 1,60 1,63 1,60
Median Z 1,63 1,64 1,59 1,60 1,58 1,51
Qozs 1,58 1,60 1,56 1,56 1,53 1,48
Qo 1,64 1,66 1,65 1,63 1,61 1,58

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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EM 12 Schwanzlange (mm) nach 120 Stunden

EM 12 (1.658 umol/L)

Kontrolle Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4
1,68 1,63 1,65 1,58 1,65
1,63 1,60 1,63 1,56 1,63
1,56 1,65 1,56 1,63 1,73
1,63 1,58 1,56 1,58 1,68
1,70 1,48 1,68 1,60 1,60
1,63 1,58 1,56 1,60 1,48
1,60 1,58 1,58 1,53 1,65
1,63 1,56 1,63 1,65 1,63
1,56 1,60 1,60 1,53 1,65
1,68 1,63 1,63
1,65 1,58 1,68
1,70 1,58 1,60
1,60 1,63 1,70
1,60 1,63 1,68
1,68 1,60 1,70
1,63 1,53
1,63
1,58
1,68
Median Z 1,63 1,60 1,60 1,58 1,65
Qozs 1,60 1,58 1,56 1,56 1,63
Qo7s 1,68 1,63 1,63 1,60 1,68
Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
Ethanol Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden
Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 141,1 169,3 204,0 243,1 293,0
156 156 160 160 160 64
152 152 160 160 120 104
148 148 128 148 120 60
144 148 156 160 108 112
148 144 152 136 152
148 156 160 156 124
160 156 128 144 124
160 156 160 140 96
152 152 156 144 156
148 164 148 88 152
156 160 144 152 120
148 148 160 132 148
160 144 168 144
160 160 140 144
164 160 140 140
156 160 140 116
156 148 160 164
156 160 160 160
160 148 156 156
156 156 140
Median Z 156 156 156 144 124 84
Qozs 148 148 140 140 120 63
Qo7s 160 160 160 158 152 106

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Glucose Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 222,0 288,6 375,2

192 188 176 60
176 172 184 100
180 176 172 136
184 192 184 48
176 204 188 88
192 176 168 124
172 188 168 44
180 176 172 108
156 172 184 56
176 172 164 136
172 188 172 116
176 180 180 116
192 168 168 92
176 176 172 140
200 192 148 56
176 184 144 120
192 164 168 140
192 172 176 136
172 180 108
160

Median Z 176 176 172 108

Qozs 175 172 168 74

Qo 192 188 179 130

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Hydr oxyhar nstoff Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 9,2 13,8
1,48 1,56 1,65
1,58 1,63 1,58
1,60 1,58 1,60
1,63 1,65 1,26
1,60 1,65 1,73
1,58 1,68 1,41
1,65 1,70 1,53
1,68 1,75 1,65
1,53 1,63 1,48
1,63 1,78 1,56
1,56 1,41 1,58
1,51 1,73
1,53 1,53
1,51 1,60
1,58 1,53
1,48 1,68
1,63
1,60

Mittelwert x 1,58 1,63 1,55
s 0,06 0,09 0,13

s : Standardabweichung
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| sobutyl-ethyl-VPA Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 381 534 749 1.047 1.470
1,53 1,51 1,46 1,43 1,36 1,26
1,60 1,48 1,48 1,51 1,43 1,41
1,48 1,56 1,56 1,41 1,16 1,28
1,65 1,51 1,58 1,53 1,36 1,31
1,43 1,65 1,43 1,51 1,31 1,43
1,48 1,58 1,36 1,48 1,26 1,33
1,56 1,65 1,58 1,48 1,41 1,36
1,63 1,46 1,48 1,48 1,26 1,28
1,58 1,51 1,56 1,28 1,14 1,21
1,56 1,56 1,56 1,41 1,41 1,31
1,48 1,56 1,51 1,53 1,31 1,33
1,53 1,51 1,46 1,58 1,36
1,65 1,48 1,51 1,53 1,04
1,53 1,48 1,46 1,48 1,43
1,56 1,51 1,58 1,63 1,43
1,58 1,58 1,53 1,46 1,36
1,53 1,60 1,53 1,43 1,43
1,73 1,56 1,48 1,41 1,33
1,63 1,56 1,43 1,53 1,31
1,58 1,51
Median Z 1,56 1,56 1,51 1,48 1,36 1,31
Qozs 1,53 1,51 1,46 1,43 1,29 1,28
Qos 1,61 1,57 1,56 1,53 1,41 1,35
Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
Kupfer (I1)-sulfat-Pentahydrat Herzschlage (1/min) nach 48 Stunden
Konzentration (umol/L)
Kontrolle 0,6 0,9 14 21
172 172 172 172 152
172 164 176 176 152
188 176 176 160 172
188 168 172 172 168
188 176 172 172 172
192 172 168 168 160
172 172 172 160
176 188 184 152
184 172 168 156
196 172 172 160
184 188 168 156
188 172 176 168
160 176 180 164
192 188 184 160
172 184 180 164
184 188 176 168
172 176 180 172
188 176 172 160
168 184 176 156
188 192 176
Median Z 184 176 176 164 164
Qozs 172 172 172 160 154
Qors 188 185 177 170 171

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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M ethoxyessigsaur e Schwanzlange (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 33 50 74 111 167
1,58 1,60 1,58 1,58 1,56 1,63
1,75 1,65 1,65 1,56 1,58 1,60
1,58 1,60 1,60 1,58 1,68 1,56
1,63 1,60 1,65 1,63 1,58 1,60
1,63 1,60 1,58 1,63 1,53 1,56
1,60 1,63 1,56 1,63 1,56 1,53
1,65 1,63 1,58 1,60 1,60 1,53
1,65 1,63 1,60 1,58 1,53 1,58
1,65 1,58 1,56 1,63 1,58 1,58
1,65 1,63 1,58 1,60 1,58 1,58
1,60 1,65 1,63 1,58 1,60 1,56
1,65 1,65 1,68 1,53 1,65 1,63
1,65 1,68 1,60 1,58 1,53 1,51
1,56 1,65 1,75 1,63 1,51 1,56
1,65 1,60 1,56 1,60 1,56 1,58
1,63 1,58 1,58 1,58 1,65 1,53
1,63 1,68 1,65 1,60 1,60 1,56
1,60 1,73 1,68 1,58 1,58 1,53
1,58 1,58 1,60 1,56 1,56 1,51
1,58 1,65 1,63 1,60 1,58 1,53
Median Z 1,63 1,63 1,60 1,59 1,58 1,56
Qozs 1,60 1,60 1,58 1,58 1,56 1,53
Qors 1,65 1,65 1,65 1,61 1,60 1,58
Q0,25 : unteres Quartil; Q 0,75 : oberes Quartil
2-Methoxyethanol Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden
Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 131,4 184,0 257,6
164 164 152 120
176 168 148 84
172 176 148 60
168 152 132 116
184 172 156 64
176 160 156 96
180 156 152 88
192 172 148 52
160 160 148 96
176 176 152 96
176 156 144 116
180 148 164 84
192 148 144 108
176 152 160 116
176 156 156 88
172 164 148 104
200 164 132 88
176 148 148
184 156 152
172 164 124
Median Z 176 160 148 96
Qozs 172 155 147 84
Qors 181 165 153 108

Q0,25 : unteres Quartil; Q 0,75 : oberes Quartil
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2-Methoxyethanol Schwanzlénge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 131,4 184,0 257,6

1,68 1,48 1,38 0,86

1,63 1,38 1,48 1,16

1,65 1,43 1,43 1,19

1,65 1,58 1,46 1,09

1,75 1,46 1,41 1,16

1,70 1,51 1,43

1,65 1,53 1,48

1,65 1,48 1,43

1,60 1,51 1,41

1,58 1,60 1,21

1,63 1,48 1,48

1,53 1,51 1,51

1,60 1,51 1,51

1,65 1,53 1,53

1,60 1,48 1,53

1,63 1,56 1,43

1,60 1,41 1,46

1,56 1,68 1,31

1,58 1,48

1,58
Median Z 1,63 1,51 1,45 1,16
Qozs 1,60 1,48 1,42 1,09
Qo 1,65 1,53 1,48 1,16

Qo5 : unteres Quartil; Q75 : oberes Quartil

1-M ethoxy-2-propanol Schwanzlénge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 66,6 93,2 130,5
1,51 1,63 1,56 1,38
1,48 1,56 1,63 1,53
1,58 1,60 1,60 1,48
1,51 1,53 1,58 1,60
1,56 1,56 1,48 1,51
1,53 1,53 1,53 1,04
1,63 1,48 1,51 1,48
1,56 1,58 1,63 1,48
1,58 1,53 1,46
1,65 1,63 1,60
1,53 1,60 1,53
1,63 1,53 1,43
1,56 1,51 1,48
1,58 1,63 1,46
1,56 1,58 1,53
1,63 1,63 1,51
1,53 1,60 1,53
1,58 1,58 1,48
1,58 1,53
Median Z 1,56 1,58 1,53 1,48
Qozs 1,53 1,53 1,48 1,46
Qos 1,58 1,60 1,58 1,52

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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3-Methyl-1-butanol Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 4.4 57 74 9,6 12,5
188 184 184 184 124 104
192 192 184 188 96 76
188 200 188 184 124 104
192 192 192 160 156 100
192 168 180 188 140 100
200 200 176 172 132
184 184 188 180 96
188 180 192 152 160
192 172 188 152 140
184 172 176 180 140
188 184 168 168 96
188 196 184 180 132
192 188 184 200 168
188 184 180 184 164
176 188 196 184 124
204 196 188 192 164
168 192 184 172 136
184 192 172 172
184 188 180 144
180 184 148 176
Median Z 188 188 184 180 136 100
Qozs 184 184 179 171 124 100
Qos 192 192 188 184 156 104
Qo5 : unteres Quartil; Qg 75 : oberes Quartil
3-Methyl-1-butanol Schwanzlédnge (mm) nach 120 Stunden
Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 4.4 57 74 9,6
1,58 1,58 1,60 1,53 1,60
1,60 1,65 1,58 1,58 1,56
1,58 1,60 1,56 1,60 1,58
1,58 1,65 1,60 1,60 1,65
1,65 1,63 1,63 1,60 1,56
1,60 1,58 1,53 1,58 1,63
1,56 1,53 1,60 1,53 1,53
1,58 1,63 1,58 1,63 1,65
1,58 1,60 1,63 1,58
1,60 1,58 1,58 1,63
1,56 1,65 1,58 1,65
1,58 1,56 1,60 1,56
1,65 1,63 1,56 1,60
1,63 1,56 1,65 1,60
1,58 1,58 1,58 1,56
1,63 1,56 1,63 1,58
1,68 1,65 1,58 1,56
1,63 1,56
1,66
Median Z 1,60 1,60 1,58 1,58 1,59
Qozs 1,58 1,58 1,58 1,56 1,56
Qos 1,63 1,63 1,60 1,60 1,64

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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M ethylcar bamoylcystein Herzschlége (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 168 253 382 572 859
192 172 156 148 144 120
176 132 156 144 144 72
188 164 152 172 152 124
172 184 164 128 128 84
168 164 156 144 128 84
188 160 156 144 140 112
184 176 152 152 144 108
180 164 164 152 116 108
176 156 160 152 132 120
192 180 164 160 136 120
188 176 144 132 148 108
200 136 160 136 136 116
184 156 160 164 124 116
196 148 164 152 136 128
188 172 156 148 128 120
184 172 156 136 136 108
184 164 144 132 124 112
176 168 160 136 144 96
180 144 140 104
140
Median Z 184 164 156 144 136 112
Qozs 178 157 156 136 128 106
Qors 188 172 160 152 144 120
Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
M ethylcar bamoylcystein Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden
Konzentration (umol/L)
Kontrolle 168 253 382 572
1,53 1,48 1,58 1,51 1,60
1,58 1,46 1,56 1,48 1,58
1,60 1,51 1,58 1,51 1,56
1,65 1,53 1,53 1,48 1,51
1,60 1,48 1,51 1,53 1,33
1,63 1,43 1,60 1,56 1,51
1,65 1,48 1,60 1,58 1,41
1,63 1,58 1,48 1,36 1,58
1,58 1,51 1,56 1,46 1,46
1,68 1,53 1,48 1,60 1,58
1,56 1,56 1,56 1,36 1,38
1,58 1,58 1,43 1,60 1,46
1,56 1,48 1,53 1,58 1,38
1,58 1,51 1,51 1,48 1,41
1,58 1,51 1,46 1,56 1,38
1,58 1,53 1,48 1,58 1,48
1,63 1,53 1,51 1,48
1,56 1,51 1,51
1,51
1,48
Median Z 1,58 1,51 1,52 1,51 1,47
Qozs 1,58 1,48 1,49 1,48 1,40
Qors 1,63 1,53 1,56 1,57 1,57

Q0,25 : unteres Quartil; Q 0,75 : oberes Quartil
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Anhang B

M ethylcar bamoylglutathion Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 412 618
184 164 140
184 148 116
172 152 152
180 152 116
180 160 136
200 164 140
192 144 148
188 148 144
172 148 140
172 148 132
176 136 120
192 144 156
184 156 136
200 184 140
192 156 144
184 180 100
172 176 96
164 172 136
184 164
172 136
Median Z 184 154 138
Qozs 172 148 123
Qo7 189 164 143

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

M ethylcar bamoylglutathion Schwanzlénge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 412 618
1,58 1,46 1,58
1,56 1,48 1,41
1,53 1,51 1,51
1,60 1,53 1,46
1,58 1,56 1,53
1,53 1,46 1,51
1,56 1,51 1,48
1,63 1,48 1,36
1,53 1,56 1,41
1,53 1,56 1,51
1,53 1,58 1,41
1,56 1,51
1,60 1,51
1,58 1,60
1,65 1,48
1,56 1,51
1,63 1,53
1,53 1,48
1,58 1,58
1,53 1,53
Median Z 1,56 1,51 1,48
Qozs 1,53 1,48 1,41
Qo 1,59 1,56 1,51

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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N-M ethylformamid Schwanzlange (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 135,4 189,6
1,58 1,58 1,56
1,58 1,70 1,36
1,63 1,68 1,60
1,70 1,65 1,60
1,70 1,58 1,68
1,63 1,53 1,56
1,73 1,63 1,63
1,63 1,63 1,63
1,56 1,60 1,65
1,63 1,68 1,33
1,58 1,56 1,53
1,60 1,56 1,58
1,65 1,65 1,68
1,58 1,63 1,51
1,58 1,60 1,68
1,73 1,58
1,70 1,60
1,60 1,65
1,63
1,60
Median Z 1,63 1,62 1,60
Qozs 1,58 1,58 1,55
Qo 1,66 1,65 1,64

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Methylquecksilber chlorid Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 0,139 0,239 0,438
156 160 144 104
164 164 148 72
168 156 140 60
168 160 136 44
164 152 152 48
156 156 136 68
160 156 160 52
160 152 148 48
164 156 160 57
168 168 152 96
168 152 156 84
164 152 148 44
168 156 144 108
164 152 156 80
164 152 152
160 152 160
152 156 156
176 168 160
132 136
152
Median Z 164 156 152 64
Qozs 160 152 144 49
Qo 168 158 156 83

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Methylquecksilber chlorid Schwanzlénge (mm) nach 48 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 0,139 0,239

1,27 0,95 0,85

1,18 1,16 0,91

1,21 1,16 0,91

1,22 1,06 0,75

1,22 1,18 1,00

1,26 1,19 0,91

1,26 1,16 1,03

1,18 1,08 0,86

1,32 1,22 1,09

1,27 1,18 1,03

1,18 1,16 1,11

1,21 1,11 0,64

1,24 1,24 1,11

1,21 1,21 1,01

1,19 1,08 0,93

1,19 1,09 0,85

1,21 1,13 1,03

1,16 1,04

0,98 1,22

0,98

Median Z 1,21 1,16 0,99
Qozs 1,19 1,09 0,90
Qo 1,26 1,18 1,03

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Penicillin G-Natriumsalz Herzschlége (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 55 8,3 12,5
160 200 192 144
172 164 172 140
168 176 176 184
188 168 168 168
160 176 172 172
172 172 168 176
172 188 172 176
172 176 164 164
184 168 156 172
196 172 184 152
184 172 152 172
188 188 168 168
188 172 164 164
172 168 176 176
172 172 180 168
176 188 180 176
152 176 172 172
156 184 164 160
172 176 184
152 184
Median Z 172 176 172 170
Qozs 166 172 166 164
Qos 184 184 178 175

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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2-Propanol Herzschldge (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 52,1 72,5 101,8 142,6
172 176 172 176 100
176 172 164 184 96
188 184 168 172 100
172 184 176 156 132
172 184 176 160 100
184 164 188 188 88
168 172 176 112 136
192 196 176 172 112
172 176 176 144 100
192 172 168 144 108
184 188 172 172 104
180 184 188 172 104
168 180 192 148
188 172 172 120
188 180 184 164
176 176 168 176
184 188 184 132
176 184 172 148
184 172 180 128
180 176 168
Median Z 180 180 176 162 102
Qozs 172 172 172 144 100
Qors 186 184 181 172 109
Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
2-Propanol Schwanzlénge (mm) nach 120 Stunden
Konzentration (mmol/L)
Kontrolle 52,1 72,5 101,8
1,53 1,56 1,51 1,63
1,60 1,58 1,53 1,53
1,53 1,63 1,53 1,51
1,56 1,53 1,56 1,58
1,48 1,63 1,56 1,43
1,60 1,58 1,53 1,46
1,56 1,58 1,53 1,56
1,56 1,53 1,58 1,60
1,60 1,53 1,53 1,56
1,56 1,56 1,60 1,53
1,60 1,56 1,58
1,58 1,58 1,60
1,63 1,56 1,60
1,60 1,56 1,53
1,56 1,60 1,63
1,58 1,65 1,60
1,68 1,63 1,56
1,63 1,48 1,48
1,56 1,53 1,51
1,58
Mittelwert 1,58 1,57 1,56 1,54
s 0,04 0,04 0,04 0,06

s : Standardabweichung
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all-trans-Retinol Schwanzldnge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle DMSO 0,042 0,129 0,384 1,152
1,63 1,58 1,58 1,56 1,63 1,53
1,56 1,63 1,65 1,60 1,53 1,56
1,63 1,58 1,60 1,58 1,58 1,58
1,63 1,65 1,60 1,60 1,56 1,53
1,63 1,60 1,70 1,65 1,60 1,53
1,68 1,63 1,58 1,56 1,51 1,56
1,56 1,68 1,63 1,65 1,56 1,51
1,68 1,63 1,65 1,60 1,58 1,60
1,68 1,63 1,60 1,65 1,56 1,60
1,70 1,65 1,65 1,63 1,60 1,58
1,60 1,58 1,63 1,58 1,53 1,53
1,68 1,68 1,60 1,56 1,60 1,53
1,58 1,65 1,58 1,63 1,53 1,58
1,56 1,65 1,65 1,63 1,48 1,65
1,63 1,60 1,63 1,58 1,60 1,60
1,68 1,56 1,58 1,60 1,51 1,51
1,65 1,65 1,63 1,63 1,60 1,46
1,58 1,60 1,60 1,60 1,65 1,53
1,65 1,60 1,63 1,56 1,60 1,48
1,58 1,63 1,58 1,56 1,58 1,58
1,58 1,63
1,65 1,68
Median Z 1,63 1,63 1,62 1,60 1,58 1,55
Qozs 1,58 1,60 1,60 1,58 1,53 1,53
Qo 1,67 1,65 1,64 1,63 1,60 1,58

DMSO : Lésungsvermittlerkontrolle, Dimethylsulfoxid (14,1 mmol/L); Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat Herzschlége (1/min) nach 48 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 46,5 60,2 78,4 102,2
160 172 200 172 172
180 188 180 168 188
172 184 180 180 172
172 164 160 180 180
176 172 184 200 176
164 172 176 180 184
180 192 164 180 188
172 176 172 180 100
180 184 176 172 184
172 180 164 188 176
180 184 168 180 172
176 192 180 184
164 172 176 172
188 176 184 168
180 176 180 172
184 108 164 180
184 108 176 180
188 172 176 176
176 172 176 164
188 96
Median Z 178 176 176 180 176
Qozs 172 172 167 172 172
Qo 181 184 180 180 184

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Saccharin-Natriumsalz-Dihydrat Schwanzlange (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 46,5 60,2 78,4 102,2
1,60 1,53 1,65 1,60 1,58
1,53 1,58 1,48 1,51 1,58
1,51 1,60 1,58 1,65 1,68
1,56 1,58 1,65 1,63 1,63
1,68 1,58 1,63 1,68 1,63
1,63 1,68 1,58 1,53 1,56
1,53 1,53 1,63 1,60 1,51
1,51 1,53 1,53 1,53 1,58
1,70 1,56 1,63 1,58 1,43
1,58 1,58 1,63 1,51 1,58
1,63 1,56 1,58 1,56
1,58 1,58 1,63 1,43
1,68 1,56 1,68 1,63
1,63 1,63 1,56 1,70
1,56 1,60 1,58 1,70
1,51 1,48 1,58 1,53
1,63 1,51 1,43 1,58
1,60 1,48 1,51 1,60
1,63 1,58 1,60 1,65
1,65 1,63
Median Z 1,60 1,58 1,59 1,60 1,58
Qozs 1,55 1,53 1,58 1,53 1,57
Qors 1,63 1,58 1,63 1,64 1,62
Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
Salicylsaur e Schwanzlange (mm) nach 120 Stunden
Konzentration (umol/L)
Kontrolle 105 126 150
1,63 1,56 1,56 1,63
1,56 1,58 1,53 1,60
1,65 1,51 1,56 1,48
1,58 1,58 1,53 1,63
1,58 1,63 1,58 1,58
1,68 1,63 1,58 1,60
1,60 1,65 1,60 1,60
1,53 1,53 1,60 1,56
1,58 1,53 1,68 1,56
1,56 1,58 1,68 1,63
1,68 1,58 1,60 1,56
1,60 1,48 1,65 1,53
1,58 1,60 1,53 1,63
1,53 1,51 1,60 1,56
1,56 1,58 1,51 1,53
1,53 1,53 1,53 1,56
1,48 1,60 1,58 1,60
1,58 1,58 1,60 1,60
1,65 1,58 1,53
1,58 1,53
Median Z 1,58 1,58 1,58 1,58
Qozs 1,56 1,53 1,54 1,56
Qo7 1,61 1,59 1,60 1,60

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Valpromid Somitenanzahl nach 16 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 3,6 51 71
11 8 8 7
11 9 7 6
12 10 9 6
12 10 7 7
11 9 8 8
10 9 10 6
10 8 8 5
11 9 7 6
10 9 8 5
10 8 8 5
11 10 6 6
11 8 7 6
9 9 8 5
10 9 6 5
9 9 6
10 9 10
9 9 7
8 8 8
8 9
9 10
Median Z 10 9 8 6
Qozs 9 9 7 5
Qo 11 9 8 6

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil

Valpromid Schwanzlénge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (mmol/L)

Kontrolle 3,6 51
1,63 1,38 1,41
1,78 1,53 1,41
1,65 1,46 1,41
1,63 1,53 1,53
1,60 1,63 1,38
1,58 1,53 1,38
1,63 1,51 1,43
1,58 1,41 1,46
1,60 1,48 1,48
1,73 1,46 1,48
1,68 1,28 1,53
1,58 1,60 1,43
1,56 1,38 1,46
1,53 1,43 1,38
1,65 1,48
1,58 1,58
1,43 1,51
1,63 1,58
1,63
1,63
Median Z 1,63 1,50 1,43
Qozs 1,58 1,44 1,41
Qors 1,64 1,53 1,48

Qo5 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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Valpronsdur e Schwanzlénge (mm) nach 120 Stunden

Konzentration (umol/L)

Kontrolle 55 72
1,58 1,41 1,23
1,65 1,19 1,23
1,68 1,41 1,19
1,75 1,56 1,21
1,65 1,38 1,16
1,58 1,43 1,38
1,56 1,38 1,26
1,63 1,48 1,21
1,78 1,41 1,21
1,68 1,43
1,60 1,43
1,65 1,38
1,63 1,19
1,63 1,38
1,65 1,43
1,68 1,26
1,65 1,33
1,63 1,33
1,56 1,41
1,68
Median Z 1,65 1,41 1,21
Qo2s 1,62 1,36 1,21
Qo7 1,68 1,43 1,23

Qo225 : unteres Quartil; Qo 75 : oberes Quartil
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