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Wageningen, 27 August, 2003
A message from SETAC Europe president to the GL Regional Branch

An important goal of SETAC is to promote research, education, communication and training
in environmental sciences, both at the global and regional level. Local branches are an
important vehicle in the implementation of our mission statement ‘Think globally and act
locally’.

First of all | wish all the participants gathered here a successful SETAC GLB annual meeting.
| hope you will enjoy both good science and a friendly atmosphere among colleagues.

| would like to ask your attention and co-operation for the following initiatives and ideas.

e In 2004, ten former Eastern European countries will join the EU. We consider this an
excellent opportunity to offer students an educational programme with a Pan-European
perspective and a Central European flavour. It is, therefore, my pleasure to inform you
about our new educational initiative, the first SETAC Europe Summer School (SESS),
that will take place in Prague (13-19 July, 2004). Several dedicated professionals will
offer students an interesting scientific and social programme (see the Europe section of
www.setac.org for more information)

e This year a SETAC Africa branch was initiated. Our society wants to fully support this
initiative. Achieving this goal, however, also needs your support. Those of you interested
in providing services or good ideas please contact our “Africa” co-ordinator Fred
Heimbach (E-mail: fred.heimbach@bayercropscience.com ). | also encourage those of
you who have research projects or direct contacts within Africa to inform Fred.

e Given the recent developments in European chemicals and ecosystem management
policy (e.g. White paper Strategy, Biocidal Products Directive, Water Framework
Directive) it seems wise to re-vitalise the SETAC Europe Advisory Group on Ecological
Risk Assessment. It might even be a good idea to form several working groups under its
umbrella that focus on the development and interpretation of tiered risk assessment
approaches for different types of chemicals (e.g. biocides, pharmaceuticals, metals).
Dear SETAC member, when interested in such a working group, don’t be shy, be pro-
active and organise a kick-off meeting, e.g. at the coming SETAC Europe Annual
Meeting in Prague (April 2004). Please also inform our Executive Director Bart Bosveld
(E-mail: bart.bosveld@setaceu.orq ) to co-ordinate these initiatives.

Sincerely Yours

Theo C.M. Brock
President of SETAC Europe
ALTERRA, Wageningen UR
The Netherlands

SETAC EUROPE
Av. de la Toison d'Or 67, B-1060 Brussels, Belgium; setac@setaceu.otg
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Jahrestagung der SETAC-GLB
21.- 24. September 2003 in Heidelberg

Programm und allgemeine Hinweise

Liebe Kollegen in der BRD, in Osterreich und Schweiz,

wir freuen uns, Thnen mitteilen zu konnen, dass die 8. deutschsprachige SETAC-Tagung in
Heidelberg auf sehr positive Resonanz gestoflen ist, die sich nicht zuletzt in der bisher
eingegangenen Zahl von iiber 140 Beitrdgen und bereits iiber 250 registrierten Teilnehmern
ausdriickt. Auf Grund der Vielzahl der Anmeldungen mussten leider einige Vortragswiinsche
zu Postern umgewidmet werden; wir machen aber zugleich darauf aufmerksam, dass die
Posterbeitridge bei der Tagung eine besondere Bedeutung haben werden, da sie wiahrend der
gesamten Tagung im Foyer préasentiert werden konnen. In néichster Nihe zu den
Posterwinden finden auch die Abendveranstaltung am ersten Abend mit dem Biifett und die
Kaffeepausen statt. Daher mochten wir die Posterautoren bitten, Thre Poster moglichst schon
vor Beginn der Abendveranstaltung am Sonntag aufzuhédngen.

Das erfreuliche Interesse an der Tagung verdeutlicht, dass die Tagungsthemen
»Nachwuchsférderung in der Okotoxikologie“ und ,,Vom Molekiil zum Okosystem“ in weiten
Kreisen als wissenschaftliche Herausforderung gesehen werden. Insbesondere das Interesse
von Studenten und Nachwuchswissenschaftlern an der Tagung ist mit derzeit iiber 90
Anmeldungen erfreulich gro. Obwohl fiir den Nachwuchsworkshop am Sonntag, den 21.9.
ein zweiter Kurs angeboten wurde, sind inzwischen alle 40 Plitze ausgebucht.

Aus diesem Programm konnen Sie entnehmen, ob lThre Vortragsanmeldung als Vortrag oder
Poster beriicksichtigt werden konnte. Die Redezeit fiir die Vortrage betrdgt 15 min plus 5 min
Diskussionszeit und sollte strikt eingehalten werden, um einen Wechsel zwischen den
Sessions zu ermoglichen. Als Medien stehen Thnen Computer mit LCD-Projektoren fiir
Powerpoint-Prisentationen, Dia- und Overhead-Projektoren zur Verfligung. Powerpoint-
Prisentationen sollten auf CD-ROM bis spétestens am Morgen des jeweiligen Prasentations-
tages im Tagungsbiiro abgegeben werden. Im Tagungsgebdude ist ein Preview-Raum mit
Diaprojektor und Beamer vorhanden. Fiir die Poster stehen Stellwénde zur Verfiigung. Poster
sollten mit einer Hohe von 120 cm und einer Breite von maximal 90 cm erstellt werden.

Nach einer Erdffnungsrede des Vizepridsidenten des Umweltbundesamtes, Dr. Thomas
Holzmann am Sonntag, den 21.9. wird Herr Dr. Andreas Gies (Umweltbundesamt, Leiter der
Abteilung Stoffbewertung und Gentechnik) einen Vortrag zur Ausbildungssituation in
Okotoxikologie halten, bei der erstmals auch die Ergebnisse einer diesbeziiglichen Umfrage
des Umweltbundesamtes vorgestellt werden.

Auf Anregung von Nachwuchswissenschaftlern haben wir uns entschlossen, gleich bei der
Abendveranstaltung am Sonntag, den 21.9., in ungezwungener Atmosphére zunéchst in
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kleinen Gruppen Gespriachsrunden zum Thema Nachwuchsférderung in verschiedenen
Bereichen der Okotoxikologie zu initiieren, wobei Universititen, GroBforschungs-
einrichtungen, nationale und internationale Behdrden sowie Consulting-Unternehmen und
Industrie gleichermafBlen beteiligt sein sollen. Hier soll jungen Wissenschaftlern und Studenten
die Moglichkeit geboten werden, mit etablierten Vertretern der genannten Bereiche in
Kontakt zu kommen und Aspekte wie Berufsbilder, Karrierechancen, Anforderungen an
Bewerber etc. zu erortern. Fiir die kleinen Gesprachsrunden werden von einer
Nachwuchsinitiative der SETAC-GLB Thesenpapiere zur Verfligung gestellt werden. Wir
wirden uns daher freuen, wenn bereits bei der Abendveranstaltung viele etablierte
Wissenschaftler anwesend wiéren und fiir diese Gesprachsrunden zur Verfligung stehen
wiirden. Wihrend der Abendveranstaltung wird live Hintergrundmusik von Phlegmatics
gespielt, und im Anschluss kann das Tanzbein zu Musik von DJ Strict geschwungen werden.
Wir mochten auch noch darauf aufmerksam machen, dass die Abendveranstaltung fiir 15 €
auch ohne weitere Teilnahme an der Tagung besucht werden kann.

Zum Tagungsdinner am 22.9. im Haus Buhl hat das einigen bereits von der SETAC-GLB-
Tagung 2000 und der SETAC-Europe-Tagung 2003 in Hamburg bekannte — SETAC-Duo
musikalische Untermalung mit Klavier (Dr. Sebastian Hoss) und Saxophon (Dr. Ralph
Hensel) zugesagt.

Am Dienstag, den 23.9., wird ab 16.30 eine Plenarsitzung stattfinden, bei der die
Nachwuchspreise verlichen werden, und im Anschluss eine Podiumsdiskussion stattfindet
zum Thema ,Nachwuchsforderung in der Okotoxikologie - Wie kann die Berliner
Erklirung zur Okotoxikologie umgesetzt werden?* Bei dieser Podiumsdiskussion werden
Vertreter aus den Bereichen Universititen (Prof. Dr. Jorg Oehlmann, Universitit Frankfurt),
Grof3forschungseinrichtungen (Prof. Dr. Gerrit Schiilirmann, Umweltforschungszentrum
Leipzig) Behorden (Dr. Andreas Gies, Umweltbundesamt; Dr. Klaus Dietrich Sturm,
Ministerium fiir Umwelt, Natur und Landwirtschaft, Schleswig-Holstein), Industrie (Dr.
Wolf-Riidiger Bias, BASF), Forschungsforderung (PD Dr. Bode, Deutsche
Forschungsgemeinschaft; Dr. Volker Wachendorfer, Deutsche Bundesstiftung Umwelt;
BMBF, NN.) sowie Vertreter des wissenschaftlichen Nachwuchses (Dipl. Biol. Maike
Schaefer, Bremen) teilnehmen und auch auf Thesen eingehen, die anlésslich der
Abendveranstaltung am 21.9.erarbeitet wurden. Zu dieser Podiumsdiskussion werden auch
Vertreter der Presse eingeladen.

Fiir eine begrenzte Anzahl von Prédsentationen besteht die Moglichkeit der Publikation als
Originalarbeit in Umweltwissenschaften und Schadstoffforschung (UWSF), im Journal of
Soils and Sediments, im Journal Environmental Science and Pollution Research (ESPR) bzw.
in der Fachzeitschrift UmweltWirtschaftsForum. Die Manuskripte sollten bis zum 15.11.2003
vorliegen und durchlaufen ein normales Review-Verfahren. Die Autorenrichtlinien stehen auf
der Tagungs-Homepage zum Download bereit. Falls Sie ein Manuskript einreichen mochten,
bitten wir fiir die Planung um eine kurze Riickmeldung per email an henner.hollert@urz.uni-
heidelberg.de.

Hinweisen mochten wir schlie8lich darauf, dass zahlreiche Preise fiir die besten
Prisentationen von Nachwuchswissenschaftlern verliehen werden: Die SETAC-GLB verleiht
Preisgelder von 150 €, 100 € und 50 € fiir die besten Prasentationen, der Ecomed-Verlag 5
Jahresabonnements fiir die Zeitschrift Umwelt- und Schadstoffforschung, und auch der
Thieme-Verlag belohnt gute Prasentationen mit weiteren Buchpreisen.
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Im unmittelbaren Anschluss an die Tagung wird am 24.9. eine ganztigige Exkursion zur
BASF  (Okotoxikologisches Labor, Kliranlage, Pflanzenschutzentwicklung und
Umweltpriifung) und zur Rheingiitestation Worms (Gewissergiiteentwicklung des Rheins,
IKSR) ohne zusitzliche Kosten angeboten. Die Exkursion ist bereits ausgebucht.

Wir mochten Sie darauf hinweisen, dass unter http://www.setac-glb.org/tagung/ ausfiihrliche
Informationen zur Tagung und zum Nachwuchsworkshop zu finden sind. Die Anmeldung zur
Jahrestagung  kann  ausschlieBlich  online  unter  http://www.setac-glb.org/tagung
/Anmeldung.htm durchgefiihrt werden! Auf der Homepage finden Sie auch ausfiihrliche
Informationen zu Ubernachtungsméglichkeiten und Anfahrt.

Das Tagungsbiiro befindet sich im Horsaalkomplex und ist am Sonntag von 8:30 bis 20.00
Uhr sowie am Montag und Dienstag von 7:30 bis 18:00 Uhr gedffnet. Das Tagungsbiiro ist in
dieser Zeit telefonisch unter 06221-545511 zu erreichen. Tagungsanmeldungen kénnen auch
dort noch durchgefiihrt werden. Um einen reibungslosen Ablauf zu gewihrleisten mochten
wir Sie aber bitten, eine Online-Anmeldung unter www.setac-glb.org durchzufiihren. Im
Tagungsbiiro konnen leider keine Kreditkarten akzeptiert werden.

Mit diesem Schreiben mochten wir Sie weiterhin bitten, die Informationen zu dieser Tagung
an Threm Institut bzw. ihrer Institution an interessierte Kollegen und Nachwuchswissen-
schaftler weiterzuleiten.

Wir wiinschen Thnen heute schon eine angenehme Anfahrt nach Heidelberg und freuen uns
darauf, Sie im September am Neckar begriilen zu diirfen,

im Namen des Organisationskomitee

Dr. Henner Hollert PD Dr. Thomas Braunbeck
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Anreise

Mit dem Auto nach Heidelberg: Von der Autobahn A 5 aus Siiden/Norden am Autobahnkreuz
Heidelberg oder von der Autobahn A 6 aus Siiden/Norden am Autobahnkreuz Mannheim auf die
A 656 in Richtung Heidelberg wechseln.

Bahnverbindungen Heidelberg Hauptbahnhof: Heidelberg ist an das Intercity-Netz der Deutschen
Bahn angeschlossen.
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Anreise Neuenheimer Feld

Mit dem Auto in das Neuenheimer Feld: Von der Autobahn kommend: Am Autobahnende links in
Richtung ,,Chirurgie* einbiegen, auf der Ernst-Walz-Briicke den Neckar iiberqueren, dann auf Hohe
der Monchhofstrale (Shell-Tankstelle auf der rechten Seite) nach links und gleich wieder rechts
abbiegen. Parkmoglichkeiten gibt es direkt vor dem Institut fiir Zoologie (INF 230). Von dort ist die
Tagung ausgeschildert und mit ca. 100 m FuBweg zu erreichen.

Mit Offentlichem Nahverkehr vom Hauptbahnhof in das Neuenheimer Feld: Mit dem Bus der
Linie 33 oder den Straenbahnlinien 1 und 4 bis zur Haltestelle Bunsengymnasium (auf dem
Detailplan des Neuenheimer Feldes ist die Haltestelle mit einem H auf Hohe der Mdnchhofstrale
markiert). Von dort ist die Tagung ausgeschildert und mit ca. 200 m Fulweg zu erreichen.
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Tagungsort ist der Horsaalkomplex des Chemischen Institutes der Universitiit Heidelberg (siche
Markierung im Plan unten)
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Altstadt

Lagekarte des Hauses Buhl, in dem das Tagungsbankett am Montag (22.09.2003) stattfindet.
Haus Buhl, Gesellschaftshaus der Universitiit, Hauptstrafie 232/34, 69117 Heidelberg

Anfahrt zum Haus Buhl mit 6ffentlichen Verkehrsmitteln

17:48 ab Heidelberg, Marstallstr. (") ca. 11 Minuten

17:59 an HauptstraBe 234 ﬂ ca. 0.7 km

17:45 ab ‘l;lveeus(:nheim, Bunsen-Gymnas. ﬁ Bus HSB12

17:58 an Heidelberg, Marstallstr. - Universitatsplatz
Fahrzeug behindertengerecht

17:58 ab Heidelberg, Marstallstr. (") ca. 11 Minuten

18:09 an HauptstraRe 234 ﬁ ca. 0.7 km

18:05 ab ‘l;lveeus(:nheim, Bunsen-Gymnas. ﬁ Bus HSB12

18:18 an Heidelberg, Marstallstr. - Universitatsplatz
Fahrzeug behindertengerecht

18:18 ab Heidelberg, Marstallstr. ('-) ca. 11 Minuten

18:29 an HauptstraRe 234 ﬁ ca. 0.7 km
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Sonntag, 21.09.2003

9.30 - 16.30 Uhr

17.00 Uhr

18.15 Uhr

Workshop fiir Nachwuchswissenschaftler ,,Okotoxikologische Testmethoden*
(mit Snack)

Tagungseréffnung und Abendveranstaltung ,,New Blood in Ecotoxicology*
Begriilung durch das lokale Organisationskomitee, den Prasidenten der SETAC-
GLB (Dr. Ralf Petto), den Biirgermeister der Stadt Heidelberg (OB Beate Weber /
Dr. Eckart Wiirzner), den Vizeprisident der SETAC-Europe Dr. Wolfgang Ahlf.

Rede des Vizeprisidenten des Umweltbundesamtes, Dr. Thomas Holzmann.

Vortrag zur Ausbildungssituation in Okotoxikologie und der Auswertung einer
Umfrage des Umweltbundesamtes (Dr. Andreas Gies, Umweltbundesamt).

Kleine Diskussionsgruppen zu aktuellen Themen (Nachwuchsforderung etc.) und
Biifett an den Postern. Musikprogramm mit Livemusik & DJ CMB

Montag, 22.09.2003

8.00 — 9:00 Uhr
9.00 - 10.00 Uhr

10.00 - 10.30 Uhr
10.30 - 12.30 Uhr
12.30 - 14.00 Uhr
14.00 - 16.00 Uhr
16.00 - 17.00 Uhr
17.00 - 18.00 Uhr

Parallelsessions 1 (Biotests) und 2 (Endokrin)

Plenarvortrag Prof. Dr. Patricia Holm (Leitung des Fischnetzes CH, EAWAG): 5
Jahre Projekt Fischnetz Schweiz

Kaffeepause, Postersession

Parallelsessions 1 (Biotests) und 2 (Endokrin)

Mittagspause (Chili con carne bzw. Kartoffelsuppe)

Parallelsessions 3 (Sedimente) und 4 (Gentoxizitit / Immunotoxizitit)
Kaffeepause, Postersession

Mitgliederversammlung SETAC-GLB

ab 19.00 Uhr Tagungsbankett im Haus Buhl mit dem SETAC-Duo

Dienstag, 23.09.2003

8.00 — 9:00 Uhr Parallelsessions 5 (Aussagekraft von Testverfahren) und 6 (Problemstofte)

9.00 - 10.00 Uhr Plenarvortrag Dr. Bjorn G. Hansen (European Chemicals Bureau, European

10.00 - 10.30 Uhr
10.30 - 12.30 Uhr
12.30 - 14.00 Uhr
14.00 - 16.00 Uhr
16.00 - 16.30 Uhr

Commission): New EU Chemicals Policy - Report on Current State
Kaffeepause, Postersession

Parallelsessions 5 (Aussagekraft von Testverfahren) und 6 (Problemstoffe)
Mittagspause (Fleischkése und gebackener Schafskise mit Kartoffelsalat)
Parallelsessions 7 (Umweltokonomie) und 8 (Modellierung)

Kaffeepause, Postersession

ab 16.30 Uhr Verleihung der Nachwuchspreise und Podiumsdiskussion ,,Nachwuchsforderung
in der Okotoxikologie - Wie kann die Berliner Erklarung zur Okotoxikologie
umgesetzt werden*

Mittwoch, 24.09.2003

8.30 - 16.00 Uhr

Exkursion BASF, Rheingiitestation Worms
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Organisationskomitee:

e Dr. Henner Hollert, PD Dr. Thomas Braunbeck, Prof. Dr. Volker Storch (Institut fiir
Zoologie, INF 230, 69120 Heidelberg)

E-Mail: Henner.Hollert@urz.uni-heidelberg.de; Tel.:0 62 21-54 56 50, Fax.: 54 -14 10 ;
E-Mail: Braunbeck@urz.uni-heidelberg.de; Tel.: 0 62 21-54 56 58

e Dr. Lothar Erdinger (Hygiene-Institut, Universitit Heidelberg)

e PD Dr. Wolfgang Ahlf und Dr. Susanne Heise (Technische Universitdt, Hamburg-
Harburg)

e Dr. Rolf Altenburger (Umweltforschungszentrum, Leipzig)

e Dr. Peter Dohmen und Prof. Dr. Kiinast (BASF, Ludwigshafen)

e Matthias Diirr (Institut fiir Hygiene, Universitéit Halle)

e PD Dr. Patricia Holm (EAWAG, Diibendorf, Schweiz)

e Dr. Carola Kussatz und Dr. Andreas Gies (Umweltbundesamt, Berlin)

e Vanessa Ladewig (Technische Universitét, Dresden)

e Dr. Peter Heininger und PD Dr. Werner Manz (Bundesanstalt fiir Gewidsserkunde,
Koblenz)

e Prof. Dr. Helmut Segner (FiWi, Universitit Bern, Schweiz)

e Dr. Peter Schmezer (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg)

e PD Dr. Ralf Schulz (Syngenta, Jealott's Hill, UK)

e Dr. Siegfried Strack (Forschungszentrum Karlsruhe)

o Dipl. Biol. Maike Schaefer (Universitdt Bremen)

e Prof. Dr. Malte Faber und Martin Quaas (Interdisziplinéres Institut fiir
Umweltokonomie, Heidelberg)
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RIFWCON

Riffel BiecConsult

RIFCON is an independent consulting company located in Hirschberg close to Heidelberg,
southwestern Germany. Our fifteen scientists provide in-site regulatory support for chemicals
in the fields of ecotoxicology, environmental fate, data-base management and quality
assurance. Additionally we are specialised in scientific literature surveys.

Ecotoxicology
= Data analysis
= Report writing

= Dossier preparation

* Risk assessments

Documentation
= Data base maintenance

= Data incorporation into
client-specific data-
bases

Wildlife

= Ecological field studies
on birds and mammals

= Radiotelemetry

= Expertise on flora and
fauna

Literature Surveys
= Scientific literature searches

= Compilation of scientific data on
various aspects of biology and
chemistry

= Design of specific data-bases

Environmental Fate
= PEC-Modelling

= Report-writing on the
environmental fate of
chemicals in soil, water
and air

Quality Assurance

* Inspection of study reports
in the field of ecotoxicology,
environmental fate and
product chemistry relevant
for regulatory processes

Regulatory Support |nf0broking Faunistics & Consulting

Dr. Michael Riffel | RIFCON | Breslauer Str. 7 | D-69493 Hirschberg | phone + 49 (0) 6201/879777 | email: info@rifcon.de | www.rifcon.de
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Arbeitsfelder

@ Biologische Abbaubarkeit
. z.B. Zahn-Wellens-Test, Anaerober Abbau
® Okotoxizitat
z.B. Algen-, Daphnien-, Fischei-Test
@® Gentoxizitat
z.B. Ames-, umu-Test, Comet Assay

@ Prifungen im Rahmen von
Zulassungsverfahren
(ChemG, BiozidVO, PSG etc..)
Abwasseriiberwachung
Umweltzeichenvergabe

® Literatur- und Datenbankrecherchen

@ Auftragsforschung fiir Industrie und
Offentliche Hand (EU, BMBF, UBA...)

Umfangreiche Informationen zu den in unserem Labor
etablierten Testverfahren und Forschungsprojekten

Hydro t'gc

==

HYDROTOX —— -
LABOR FUR

OKOTOXIKOLOGIE UND
GEWASSERSCHUTZ GMBH

Qualitatssicherung

@ Seit mehr als 10 Jahren

Anerkennung der “Guten Laborpraxis” (GLP)

@ Sachverstédndigenstelle in der Wasserwirtschaft,

Teilbereich “Biotests” in Baden-Wurttemberg

Nutzen Sie unsere Erfahrungen fiir Ihre
Fragestellungen

lhre Ansprechpartner:

Stefan Gartiser, Dr. Christoph Hafner

finden Sie auf unserer homepage www.hydrotox.de

Hydrotox GmbH Botzinger StraRe 29 79111 Freiburg i.Br.

Tel: 0761/45512-0 E-mail: Info@Hydrotox.de
Fax: 0761/45512-34 www.hydrotox.de

PRASENTATIONS-SYSTEME

AT AN DA B

';ﬁg R

Tagung der GDCH und SETAC
6.-8. Okt. 2004, Aachen

Grenzen finden, Grenzen Uberwinden - molekulare
Mechanismen und ékosystemare Prozesse

Geha compact 211 plus
Der kompakte Allirounder
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8. Jahrestagung der SETAC-GLB
Heidelberg 21. — 24.09.2003

Abstracts der Vortrage und Poster
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Vortrage bei der SETAC-GLB-Tagung 2003

Montag, 22.09.2003

Horsaal Ost Horsaal West

Session 1: Biotests und Bioindikation in Session 2: Endokrine Schadstoffe

aquatischen und terrestrischen Systemen

Leitung: Ralf Schulz, Carola Kussatz, Christoph Leitung: Vanessa Ladewig, Jean Bachmann,
Kiinast Thomas Braunbeck
8  P.Diehl 8" B. Allner, N. Nikutowski, A. Schaat,
/ Rheingiitestation Worms / P. Stahlschmidt-Allner
8% Frihwarnsysteme zur Gewasseriiber- g+ GOBIO GmbH, Hohenstein
wachung - die Rolle kontinuierlicher Ergebnisse des Forschungsvorhaben
Biotests ,Untersuchungen zur  Geschlechts-
differenzierung einheimischer
8% K. Knauer Fischpopulationen*
/ Syngenta Crop Protection, Basel Vorstellung der Projektidee durch Prof.
g% Development of methods to assess the Dr. F. Nader
toxicity of herbicides to submersed
macrophytes
8 E. Luschiitzky 8" P. Hohenblum, O. Gans, W. Moche,
/ Universitit Wien / S. Scharf, G. Lorbeer
9 Untersuchungen zur  Schwermetall- 9% Umweltbundesamt Wien

belastung von Dreissena polymorpha
(Pallas, 1771) an zwei FlieBgewésser-
Standorten in Osterreich und ihre
Bedeutung als Bioindikatororganismus

Grof3er Horsaal: Plenarvortrag 1

9% Prof. Dr. Patricia Holm
/ EAWAG, Diibendorf (CH)
10 5 Jahre Projekt Fischnetz Schweiz

10% — 10 Postersession im Foyer, Kaffeepause
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Monitoring auf ausgewihlte Steroid-
hormone und Xenohormone im Rahmen
des Projektes Arcem



Vortrage bei der SETAC-GLB-Tagung 2003

Horsaal Ost

Session 1: Biotests und Bioindikation in
aquatischen und terrestrischen Systemen

10 F. Thielenl, S. Zimmermannl, F.

/ Baska®, H. Taraschewski', B. Sures'

10°° "Universitit Karlsruhe; *University

Budapest, Hungary

Pomphorhynchus laevis as a
bioindicator for metal pollution in
aquatic biotopes: analyses of 21 metals
in the parasites as compared with
different tissues of its host barbel
(Barbus barbus) from the Danube River,
Hungary

10° M. RoB-Nickoll', G. Lennartz*

/ '"RWTH Aachen; pro terra, Aachen

11" Terrestrische Lebensgemeinschaften als
Bioindikatoren in der Agrarlandschaft

11" K. Reichert, N. Saul, R. Menzel

/ Freie Universitiit Berlin

11*°  Entwicklung und Validierung eines
Biomonitor-Tests auf Grundlage der
schadstoffinduzierbaren Genexpression
von Caenorhabditis elegans - Der
Celegans Toxchip

11°°  R. Ritzenthaler, M. Vervliet-

/ Scheebaum, E. Wagner

11°°  Universitiit F reiburg
Biomonitoring and risk assessment of
environmental pollutants: A  micro-
perfusion system to monitor the effect of
pollutants on various trophic levels

11°° M. Giilden, H. Seibert

/ Universititsklinikum, Kiel

12" Bioverfiigbarkeit von Chemikalien in
vitro und ihre Bedeutung fiir toxische
Potenzen und in vitro - in vivo
Extrapolationen

19

Horsaal West

Session 2: Endokrine Schadstoffe

/

1050

1110

1110

1130

1130

1150

1150

1210

A. Rastall

Universitiit Heidelberg

A Biomimetic Approach to the
Identification of Waterborne
Anthropogenic Xenoestrogens

L. Tennhardt, M. Gehring, D.

Vogel, D. Weltin, B. Bilitewski

TU Dresden

Emissionen an Xenoestrogenen durch
die  kommunale  Abwasser- und
Klarschlammbehandlung

D. Vogel, L. Tennhardt, M. Gehring,
D. Weltin und B. Bilitewski

TU Dresden

Elimination endokrin wirksamer
Substanzen mittels verschiedener
Klarschlammbehandlungsverfahren

M. Hoffmann, L. Karbe

Universitit Hamburg

Okotoxikologische Relevanz von
Storungen im endokrinen System. -
Erkenntnisse aus Untersuchungen zur
Geschlechtsdifferenzierung und
Gonadenentwicklung bei entlang der
Elbe untersuchten Brassen (Abramis
brama [L.])-

S. Pawlowski', A. Sauer’, G. Riley?,
C.R. Tyler?, T. Braunbeck'

"Universitit Heidelberg; *University of Exeter
Effects of the synthetic androgen 17a-
methyltestosterone in the fathead
minnow (Pimephales promelas) gonadal
recrudescence assay



Vortrage bei der SETAC-GLB-Tagung 2003

12! C.Donat; J. Fritz, R. Braun
/ Institut fiir Agrarbiotechnologie, Tulln (A)

12 Mikrobielle  Gemeinschaftsstrukturen
untersucht mit molekularbiologischen
Methoden (T-RFLP) als Bioindikation
fir das aktuelle toxische Potential in
Altablagerungen

12%° - 14% Mittagspause

Horsaal Ost

Session 3: Fortschritte in der Sediment- und
Bodentoxikologie

Leitung: Wolfgang Ahlf, Henner Hollert, Peter
Heininger

14  P. Filzek, C. Brinkmann, A.

/ Eisentriger
14 RWTH Aachen
Quantifizierung des walrig

extrahierbaren Okotoxikologischen und
genotoxikologischen  Potenzials  zur

schnellen Qualitatskontrolle von
kontaminierten Bdden in der Vor-Ort-
Analytik

14* M. Simon, T. Lukow und K. Hund-
/ Rinke

14*  Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und
Angewandte Okologie, Schmallenberg
Auswirkungen von Tetracyclin auf
Bodenmikroorganismen (Funktion,
Diversitét, Resistenzen)

14 M. Schaefer

/ Universitiit Bremen

15  Deponierung von TBT-kontaminiertem
Hafenschlick auf Spiilfeldern - Ein
Risiko fiir die Bodenfauna?

15 M. Oetken', J. Gerasymzyk', U.
/ Schulte-Oehlmann’, B. Stachel?,
15 J. Oehlmann'

"Universitit Frankfurt, “Wassergiitestelle
Elbe, Hamburg

Okotoxikologische =~ Bewertung  von
Sedimenten des Elbehochwassers 2002

20

12" . Bachmann, M. Hasenbank,

/ U. Schulte-Oehlmann, J. Oehlmann

1230 Universitit Frankfurt
Endokrine Disruption bei Vorderkiemer-
schnecken — neue Untersuchungen und
Ergebnisse

Horsaal West

Session 4: Gen- und Immunotoxizitit

Leitung: Lothar Erdinger, Peter Schmezer,
Matthias Diirr

14  B.IL Escher, A. Harder, P. Landini, C.
/ Niederer, N. Tobler, R.P.

14%° Schwarzenbach
EAWAG, Diibendorf (CH)

Bewertung des Risikopotentials
reaktiver Chemikalien mit multiplen
Wirkmechanismen

14 G. Reifferscheid

/ AMMUG, Universitit Mainz

14*  Reportergen-gekoppelter Nachweis von
Mutagenitét. Ein neues Testkonzept zur
schnellen Erfassung mutagener Effekte
in Umweltproben

14*  T. Grummt

/ Umweltbundesamt, Bad Elster

15 Effects of genotoxic substances on
aquatic  systems: implications for
biomonitoring and ecotoxikology

15  T.Kosmehl', J. Woélz', V. Garke', F.
/ Krebs?, L. Erdinger’, T. Braunbeck',
15 H. Hollert!

"Universitit Heidelberg; ’Bundesanstalt fiir
Gewiisserkunde, Koblenz; *Hygiene-Institut,
Heidelberg

Vergleichende  gentoxische  Unter-
suchungen von Sedimenten des Rheins
mit RTG-2- und RTL-WI1-Zellen mit
Hilfe des Comet-Assays
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L. Erdinger
Hygiene-Institut, Heidelberg
Genotoxische Aktivitét partikel-

gebundener Luftschadstoffe

A.J. Alija', N. Bresgen', O.
Sommerburg?, W. Siems®, P.M. Eckl'

"University of Salzburg, Austria., “University
of Ulm, Germany., *Herzog-Julius Hospital
Bad Harzburg, Germany

Cytotoxic and genotoxic effects of B3-
carotene breakdown products on
primary rat hepatocytes

15 S.Keiter', T. Kosmehl', L. Dunne', A. 15%
/ Rastall’, K. Aféldi’, L. Erdinger?, /
15* K. Wurm’®, T. Braunbeck', H. Hollert' 15%
"Universitit Heidelberg; 2Hygiene Institut,
Heidelberg; *Gewiisser-okologisches Labor,
S"tarzach.. . 1 540
Okotoxikologische Untersuchungen von /
Sediment-, Schwebstoff- und 16%
Wasserproben zur  Erklarung  des
Fischriickgangs in der Donau
15 M.-P. Beck und L. Karbe
/ Universitit Hamburg
16"  Kombination unterschiedlicher
Wirkungen auf Zellsysteme und
pleiotropen  Antworten:  Storfaktoren
oder Kofaktoren bei der Bestimmung
Ostrogener Potentiale
16 -17"  Postersession im Foyer, Kaffeepause
17 -18"  Mitgliederversammlung SETAC-GLB im Horsaal Ost
ab 19%

Tagungsbankett im Haus Buhl, mit SETAC-Duo, Klavier und Saxophon
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Vortrage bei der SETAC-GLB-Tagung 2003

Dienstag, 23.09.2003

Horsaal Ost

Session 5: Aussagekraft von dkotox.
Testverfahren auf Umwelteffekte und
okologische Fragestellungen

Leitung: Peter Dohmen, Werner Manz, Patrizia

Holm

g0
/
g20

S. Hahn, K. Michel, C. Brinkmann,
W. Dott, A. Eisentriger
Universititsklinikum Aachen
Kombinationseffekte bei der 06ko-
logischen Bewertung umweltvertrag-
licher Schmierfluide

T. Juffernholz

Universitit Bremen
Kombinationswirkungen in  terrest-
rischen Okosystemen: Effekte einer
neuen Klasse von Losungsmitteln
(Ionische Fliissigkeiten) und Schwer-
metalle auf  Collembolen  und
Enchytraeiden

E. Erlacher', K. Aichberger,' C.
Donat', J. Fritz', W. Waitzbauer?, R.

Braun', A. P. Loibner'

! Institut fiir Agrarbiotechnologie, Tulln(A);
2Universitit Wien

Etablierung eines Verhaltenstests mit
Dendrobaena hortensis zur Bestimmung
der Toxizitit roholkontaminierter
Bdden

Grof3er Horsaal: Plenarvortrag 2

o0
/
10%

10% — 10 Postersession im Foyer, Kaffeepause

Dr. Bjorn G. Hansen

Horsaal West

Session 6: Neue Problemstoffe

Leitung: Helmut Segner, Siegfried Strack

g% C. Heif}, E. Becker

/ Umweltbundesamt, Berlin

8% Risikobewertung und Risikominderung
im Rahmen des EU Chemikalienrechtes
an ausgewihlten Problemstoffen

8% S. Wursthorn

/ Forschungszentrum Karlsruhe

g Bewertung neuer Problemstoffe aus der
Stoffgruppe der persistenten
bioakkumulativen Schadstoffe anhand
eines praxisnahen Bewertungssystems

g% S. Zimmermann, B. Sures

/ Universitiit Karlsruhe

9% Welche Bedeutung haben Platinmetalle
aus Autoabgaskatalysatoren fiir
Umwelt?

European Commission, DG Environment, Chemicals Unit
New EU Chemicals Policy - report on current status
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Horsaal Ost

Session 5: Aussagekraft von dkotox.
Testverfahren auf Umwelteffekte und
okologische Fragestellungen

/
10°°

1050

1110

1110

1130

1130

1150

1150

1210

1210

1230

1230 -

J. Fritz, C. Donat, R. Braun

Institut fiir Agrarbiotechnologie, Tulln(A)
Aufnahme von Okotoxizititstests in das
Bewertungsschema fiir Altablagerungen

K. Broeg, A. Koehler
Alfred-Wegener-Institut, Bremerhaven

The "Health Assessment Index" as a
promising tool for the estimation of
Baltic Sea environmental quality?

R. Alexy, A. Schéll, T. Kiimpel und K.
Kiimmerer

Universititsklinikum Freiburg
Identifizierung und Charakterisierung
der mit dem Eintrag von Antibiotika in
die aquatische Umwelt verbundenen
Risikofelder

R. Meene, G. Schiiiirmann, H. A.
Walter, R. Altenburger

Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle
GmbH
pH-abhéingige
Phenolderivaten

Algentoxizitit  von

M. Teigeler', A. Wenzel?, C.
Schiifers?, A. Schiiffer!
'RWTH Aachen

“Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie
und Angewandte Oekologie, Schmallenberg

Endpunkte sexualendokriner Wirkung
beim Zebrabirbling (Danio rerio) —
Bestimmbarkeit und Indikationswert

Susanne Heise', Sebastian Hoss’,

Wolfgang Ahlf'
'TU Hamburg Harburg; 2ECOSSA, Miinchen
Hatte das  Elbehochwasser 2002

Auswirkungen auf das Miindungsgebiet?
Die Diskrepanz zwischen chemischen
und 6kotoxikologischen Daten

14% Mittagspause
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Horsaal West

1030

10%°

1050

1110

1110

1130

1130

1150

1150

1210

1210

1230

Session 6: Neue Problemstoffe

C. Singer, S. Zimmermann, B. Sures
Universitiit Karlsruhe

Untersuchungen zur Induktion von
Hitzeschockproteinen und Metallo-
thioneinen durch Platingruppenelemente
in der Dreikantmuschel (Dreissena
polymorpha)

G. Nentwig, M. Oetken und J.
Oechlmann
Universitit Frankfurt a.M.

Effekte von Pharmaka bei umwelt-
relevanten Konzentrationen auf
aquatische Invertebraten

M. Cleuvers

RWTH Aachen

Aquatische  Okotoxizitit von Anti-
phlogistika ~ und  beta-Rezeptoren-

blockern gegeniiber Daphnien, Algen
und Lemnaceen unter Beriicksichtigung
der Mischungstoxizitét

E. Hassold

Universitit Bremen

Vom Shampoo zum Schiffsanstrich: Ist
das neue Antifoulingbiozid Zink-
pyrithion der ideale Ersatz fiir TBT?

F. Kirsch, L. Erdinger und H. G.
Sonntag

Hygiene Institut, Heidelberg
Desinfektionsnebenprodukte in
Schwimmbaidern und ihre Eigenschaften

R. Kreuzigl, S. Hiiltgel, A. Eickhoff,

J. Brunotte’, H. Heppelmann',

N. Berenzen', J. Wogram', R. Schulz'
'TU Braunschweig, “Institute for Production

Engineering and Building Research,
Braunschweig

Test Plot Studies on Runoff of
Sulfonamides from Manured Soils After
Sprinkler Irrigation
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Horsaal Ost

Session 7: Risikobewusstsein und
Umweltokonomie

Leitung: Malte Faber, Martin Quaas, Susanne
Heise

14° J. Filser, E. Hassold, T. Juffernholz,

/ K. Molter, M. Schaefer

14*°  Universitiit Bremen
Okosysteme und Okotoxikologie: was
ist wirklich wichtig?

14*  A. Diiker, R. Kubiak

/ Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt,

14"  Neustadt
Rebschutz in Problemlagen — Stamm-
applikation  als  umweltschonende
Alternative

14* M. Diirr', S. Stiiber', C. Jung’, Th.

/ Braunbeck?, H. Hollert?, O. Bederski*,
15 R. Miiller’, G. Daeschlein’®, M.
Borneff-Lipp'

"Universitit Halle-Wittenberg; *Universitit
Heidelberg; *Universitit Greifswald; ‘Umwelt-
forschungszentrum Leipzig-Halle GmbH
Optimierung der Abwasserbehandlung
durch bepflanzte Bodenfilter — eine
Methode zur nachhaltigen Sicherung
von Bewisserungswasser in
Entwicklungsldndern

15 F. Hofmeister

/ Interdisziplinires Institut fiir

15 Umweltskonomie, Heidelberg
Der Wert von Feuchtgebieten aus
Perspektive der Umweltokonomik

15  R. Winkler

/ Interdiszipliniires Institut fiir

15" Umweltskonomie, Heidelberg
Valuation of Ecosystem Services — an
Integrated Dynamic Approach

15 S. Hellweg, K. Hungerbiihler

/ ETH, Ziirich

16"  Sollten zukiinftige Schiden an der
Umwelt diskontiert werden?
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Horsaal West

Session 8: Modellierung in der Okotoxikologie

Leitung: Mattias Grote, Rolf Altenburger

14%
/
14%

14%°

14%

1440

1500

1500

15%

1520

1540

1540

1600

H. T. Ratte

RWTH Aachen

Unerwartete Uberraschungen -
Modellierung von Biotests

Z. Schreiber'?, B.I. Escher’, R.P.
Schwarzenbach'?

'"EAWAG, Diibendorf (CH); 2ETH, Ziirich
Modellierung als Verbindung zwischen
in vitro und in vivo Toxizitétstests

J. Schmidt, R. Nagel

TU Dresden

GamMod - Ein individuenbasiertes
Reproduktionsmodell fiir Gammarus
fossarum  in  FlieBgewisser-Mikro-
kosmen

J. Wogram', T. Hartung?, J.
Hélscher?, R. Schulz'

'TU Braunschweig, “Bezirksregierung
Braunschweig

Messung, Modell und MaBnahme -
Integrierte Planung von Strategien zur
Reduzierung von Pflanzenschutzmittel-
Eintrigen in FlieBgewisser

T. Strauss, H. T. Ratte

RWTH Aachen

Individuenbasierte Modellierung in der
Okotoxikologie — eine Fallstudie

M. Schmitt-Jansen, R. Altenburger
Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle
Modellierung von species-sensitivity-
distributions - repréisentieren sie
natiirliche Lebensgemeinschaften?
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16" -16  Postersession im Foyer, Kaffeepause
ab 16° Plenarsitzung:
- Verleihung der Nachwuchspreise
- Podiumsdiskussion: "Nachwuchsforderung in der Okotoxikologie - Wie
kann die Berliner Erklirung zur Okotoxikologie umgesetzt werden"

Mittwoch, 24.09.2003

83— 16" Exkursion BASF, Rheingiitestation Worms
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Poster bei der SETAC-GLB-Tagung 2003

Posterbeitriage

Session 1: Biotests und Bioindikation in aquatischen und terrestrischen Systemen

S. Back, K. Schaudt, K. Weilimiiller

Universitit Heidelberg

Embryotoxikologie - Hauptpraktikum Alternativmethoden in der Okotoxikologie bei Th. Braunbeck &
H. Hollert, Teil 3

N. Bushati', S. Nikcevic?, F. Mascher?, F. Bushati’
University of Shkodra, Albania, > University of Montenegro. * Institute of Hygiene Graz, Austria.
Microbiological investigation of Shkodra Lake

U. Feiler, P. Heininger
Bundesanstalt fiir Gewéisserkunde, Koblenz
Ein pflanzlicher Sedimentkontakttest fiir Gewéssersedimente

C. Haiduk', N. C. Bols?, K. Schirmer'

"Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle; *University of Waterloo, Canada
Charakterisierung einer Zellinie aus dem Darm der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss):
Etablierung eines in vitro Modelsystems in der Okotoxikologie

M. Hammers-Wirtz, H.T. Ratte

RWTH Aachen

Daphnia Multi Generation Test — Erarbeitung eines Verfahrensvorschlages und Vergleich der
Ergebnisse mit dem Standard-Reproduktionstest fiir drei Testsubstanzen

G. Heinrichs, M. Cleuvers
RWTH Aachen

Mischungstoxizitit ausgewéhlter Pharmaka im Daphnien-Reproduktionstest

S. Hoss', P. Heiningerz, E. Claus®, W. Traunspurger3, J. Pelzer?
'Ecossa, Miinchen; 2Bundesanstalt fiir Gewisserkunde, Koblenz; *Universitit Bielefeld

Nematodenlebensgemeinschaften in gro3en deutschen Fliissen — Beziehung zur Schadstoffbelastung

P. C. Hsu, S. Heise, W. Ahlf
TU Hamburg-Harburg

Bioassay of antifouling substance using

S. Jannusch, K. Schirmer, S. Scholz

Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle

Genexpressionsmarker im Zebrabérblingsembryo: Einsatz fiir die Untersuchung von
Umweltchemikalien

S. Jergentzl, P. Pessacq’, H. Mugniz, C. Bonettoz, R. Schulz'

"Universitit Braunschweig; “Instituto de Limnologia Dr. Ringuelet, Argentina

In situ Tests und Populationsdynamik aquatischer Macroinvertebraten als Belastungsanzeiger in
AgrarflieBgewissern der argentinischen Pampa

E. Luschiitzky, J. Fritz, C. Donat, R. Braun
Institut fiir Agrarbiotechnologie, Tulln
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New EU Chemicals Policy - report on current status
Bjorn G. Hansen
European Commission, DG Environment, Chemicals Unit

With the White Paper outlining a strategy for a new chemicals policy, published in January 2001, the
European Commission gave a response to calls from Council, Parliament and many NGOs, that the
current EU chemicals legislation was insufficient to meet policy objectives. In May 2003, two of the
Commissions Services published on the internet a text which intends to implement the policy in
legislation.

The overriding objective of the Commission’s new chemicals policy is sustainable development. This
objective is sought to be met through a number of general policies, such as reversal of the burden of
proof, creating a policy framework for using the precautionary principle efficiently, substituting
dangerous substances by less dangerous and addressing the lack of knowledge on chemicals.

The Commission intends to implement these policies based on sound science. Scientific developments
in areas such as in-vitro test methods, whole end-point testing strategies, QSARs and other “grouping”
or “read across” techniques, simplified risk assessment techniques, lab to field extrapolation methods
and environmental monitoring systems would ease the pressures of the policy on industry, increase
reliability of the results and enable better monitoring of progress. Paramount for success is therefore
an improved communication between regulators and scientists.
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5 Jahre Projekt Fischnetz Schweiz

Patricia Holm

Eidgenossische Anstalt fiir Abwasserreinigung, Wasserversorgung und Gewésserschutz, EAWAG,
Uberlandstr. 133, CH- 8600 Diibendorf, patricia.holm@eawag.ch, www.fischnetz.ch

Ein drastischer Riickgang der Fischfangertrdge und der in vielen Studien beobachtete schlechte
Gesundheitszustand der Fische war Ausloser fiir das 5-jdhrige Projekt Netzwerk Fischriickgang
Schweiz, kurz ,Fischnetz“ [1]. Die Ziele des 5-jdhrigen Projekt lassen sich folgendermassen
zusammenfassen: Die beobachteten Verdnderungen (Fidnge, Bestinde, Gesundheit) sollen
dokumentiert, die Ursachen dieser Verdnderungen sollen ausfindig und schliesslich sollen
Massnahmen und Handlungsoptionen entwickelt werden, die auf konkrete, praxisrelevante Losungen
zielen. Das Projekt wird im Dezember 2003 mit einer Synthese und einem Schlussbericht
abgeschlossen.

Fiir die Ursachenforschung zentral sind unsere 12 Arbeitshypothesen. Die erste Hypothese vermutet
als Ursache des Fangriickgangs das Zusammenwirken vieler kleiner Effekte. Die anderen Hypothesen
nehmen jeweils verschiedene Einzelursachen als Hintergrund an. So postulieren die Hypothesen 2 — 5
eine Belastung durch chemische Stoffe, die Gesundheit und Reproduktion beeintrdchtigen, die
Hypothesen 6 — 7 eine Verdnderung der Lebensrdume. Hypothese 8 hinterfragt die Situation der
Fischnéhrtiere, die Hypothesen 9 und 10 nehmen eine unangepasste Bewirtschaftung oder vermehrte
Priadation durch Vogel an, und die letzten beiden Hypothesen 11 und 12 vermuten Verdnderungen bei
den klimatischen Faktoren (Zunahme der Winterhochwasser und Wassertemperaturen).

Zur Zeit werden die insgesamt 70 Teilprojekte, die mit ihren Resultaten zur Ursachenidentifizierung
beitragen, ausgewertet und in einer Synthese zusammengefasst. Dabei zeigt sich, dass einzelne
Hypothesen generell wenig bedeutend sind (Néhrtiere), andere regional fiir den Fangriickgang wohl
mitverantwortlich sind (Pradatoren, Winterhochwasser), und zu einzelnen Hypothesen Hinweise
vorliegen, die einen Einfluss fiir die gesamte Schweiz postulieren lassen (Wassertemperaturen).

Im Vortrag werden die aktuellen Ergebnisse vorgestellt und diskutiert. Dabei wird besonders auf die
Frage fokussiert, wie potentielle Faktoren bewertet werden kdnnen, wenn die Datenlage, wie oft bei
Felddaten, nicht vollstdndig und eindeutig ist. Ausserdem wird die Vorgehensweise dieses inter- und
transdiziplindren Projektes kurz beleuchtet und Schlussfolgerungen gezogen.

[1] Burkhardt-Holm, P. Peter, A., Segner, H. (2002) Decline of fish catch in Switzerland. Project
Fishnet: A balance between analysis and synthesis. Aquat. Sci. 64, 36 - 54

34



Abstracts — SETAC-GLB-Tagung 2003

Session 1:

Biotests und Bioindikation in aquatischen
und terrestrischen Systemen
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Session 1: Vortrag

Friithwarnsysteme zur Gewisseriiberwachung —
die Rolle kontinuierlicher Biotests

P. Diehl

Rheingiitestation Worms im Landesamt fiir Wasserwirtschaft Rheinland-Pfalz
Email: peter.diehl@wwv.rlp.de

Die in der Internationalen Kommission zum Schutz Rheins (IKSR) zusammengeschlossenen
Rheinanliegerstaaten haben einen Internationalen Warn- und Alarmplan aufgestellt. Dessen Ziel ist es,
plotzlich im Rheineinzugsgebiet auftretende Verunreinigungen mit wassergefahrdenden Stoffen, die in
ihrer Menge oder Konzentration geeignet sind, die Gewéssergiite des Rheins nachhaltig zu
beeinflussen, weiterzumelden und die zustindigen Behdrden zu warnen. Der Warn- und Alarmplan
dient also einer raschen Gefahrenabwehr und Verursacherermittlung und ermdglicht rechtzeitige
MaBnahmen zur Verringerung und Beseitigung der Schéden.

Der Warn- und Alarmplan Rhein wird aktiviert, wenn a) ein Verursacher die Emission einer
gewisserrelevanten Fracht meldet, b) Gewdésseriiberwachungsstationen auffillige Konzentrations-
erh6hungen ermitteln (chemisches Monitoring) oder c¢) Gewisseriiberwachungsstationen auffillige
Reaktionen bei ihren kontinuierlichen Biotestverfahren finden (biologisches Monitoring). Damit
nachteilige Verdnderungen der Wasserqualitit so schnell wie moglich erkannt werden, wurden in den
Gewisseruntersuchungsstationen am Rhein sowohl chemische als auch biologische Frithwarnsysteme
installiert, wobei letztere Informationen besonders rasch, allerdings auch relativ unspezifisch liefern.
In den Biuotests werden lebende Organismen (z. B. Daphnien, Algen oder Muscheln) im
kontinuierlichen Rheinwasserdurchfluss gehalten. Zur Alarmgebung nutzt man aus, dass sich die
Aktivitit oder bestimmte Stoffwechselvorginge der Organismen signifikant dndern, wenn sie einer
Kontamination ausgesetzt sind. Neben der groflen Zeitnédhe der Alarmmeldung besteht der Vorteil der
Biotests gegeniiber chemisch-physikalischen Methoden darin, dass man unmittelbar die Information
iiber die Wirkung einer Kontamination erhilt. Die Ergebnisse der chemischen und der biologischen
Frithwarnsysteme werden auf formalisierte Weise in den Warn- und Alarmplan Rhein eingespeist. Der
Vortrag stellt die wichtigsten kontinuierlichen Biotestverfahren vor und diskutiert reale Alarmfille, die
von diesen Verfahren aufgedeckt oder begleitet wurden.
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Bioverfiigharkeit von Chemikalien in vitro und ihre Bedeutung fiir toxische
Potenzen und in vitro-in vivo Extrapolationen

M. Giilden und H. Seibert

Institut fiir Experimentelle Toxikologie, Universitétsklinikum Schleswig-Holstein, Weimarer Str. §,
Haus 1, 24106 Kiel,
Korrespondenzautor: Michael Giilden, E-mail: guelden@toxi.uni-kiel.de

Ein grundsdtzliches Problem bei der Verwendung von In vitro-Toxizitdtsdaten zur
Gefahrlichkeitsbeurteilung von Chemikalien (hazard assessment) und Risikoabschitzung von
Expositionen (risk assessment) fiir aquatische und terrestrische Organismen besteht darin, daB sie
nicht ohne weiteres auf In vivo-Situationen iibertragbar sind.

Die toxische Potenz von Chemikalien in vitro wird meist durch nominelle Konzentrationen, die einen
Effekt bestimmter Intensitit auslésen, charakterisiert. In vitro, wie in vivo, konnen Chemikalien von
Zellen und von extrazelluldre Komponenten wie Serumproteinen und —lipiden gebunden werden. Als
relevant fiir die Intensitit der Wirkung wird die Konzentration der ungebundenen, frei verfiigbaren
Substanz angesehen und nicht die Gesamtkonzentration. In vitro bestimmte toxische Potenzen sind
deshalb nicht nur von der biologischen Aktivitit der Chemikalien sondern auch von deren
Verfligbarkeit in dem jeweiligen In vitro-System abhingig. Die Verfiigbarkeit von Chemikalien in
vivo kann sich davon stark unterscheiden.

Um grundlegende Kenntnisse iiber die quantitative Bedeutung der Serumprotein- und Zellbindung fiir
die Verfligbarkeit von Chemikalien in vitro zu gewinnen, wurden nominell zytotoxische
Konzentrationen (ECsp-Werte) von Chemikalien bei unterschiedlichen Serumalbumin- und/oder
Zellkonzentrationen in vitro bestimmt und ein Modell fiir die Gleichgewichtsverteilung von
Chemikalien in Zellkulturen entwickelt.

In Ubereinstimmung mit den theoretischen Uberlegungen wurde bei signifikanter Bindung in der
Regel ein lineares Verhéltnis zwischen ECso-Werten und Zell- bzw. Proteinkonzentration gemessen.
Aus diesem Messungen konnen sowohl Protein- und Zellbindungsparameter als auch, unter gewissen
Bedingungen, der ungebundene Anteil der nominell zytotoxischen Konzentrationen ermittelt werden.
Die quantitative Auswirkung der Zellbindung von Chemikalien durch Anreicherung in Zellipiden lief3
sich mit Hilfe des Verteilungsmodells unter Verwendung des Octanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizienten (K,y) zufriedenstellend vorhersagen. Unter den vielfach iiblichen Bedingungen (5-10%
Serum im Kulturmedium, relatives Zellvolumen: 102°-10") werden in vitro hoch lipophile
Verbindungen (z.B. DDT) nahezu quantitativ von zelluldren und extrazelluldren Lipiden angereichert
wiéhrend Verbindungen mit hoher Potenz und starker Proteinbindungsaffinitét (z.B. Pentachlorphenol)
nahezu vollstindig an Serumproteine gebunden sind.

Die Ergebnisse der theoretischen und experimentellen Untersuchungen machen deutlich, da3 sowohl
die in vitro bestimmten nominellen toxischen Konzentrationen (ECso-Werte) als auch die daraus
ableitbaren relativen toxischen Potenzen von Chemikalien substanziell durch Protein- und Zellbindung
und, abhéngig von der Lipophilie der Chemikalien, durch Verteilung in Lipide beeinflufit werden
konnen. In diesen Féllen konnen ECsp-Werte durch Variation der Zusammensetzung eines In vitro-
Systems (z.B. Zellgehalt, Proteinkonzentration im Medium) nahezu beliebig verdndert werden, sind
also nicht reprisentativ. Sie konnen nicht ohne weiteres auf andere biologische Systeme iibertragen
oder gar in Form von relativen Potenzen oder Toxizititsdquivalenzfaktoren verallgemeinert werden.
Bei Kenntnis verteilungsrelevanter Substanz- und Systemeigenschaften konnen jedoch mit Hilfe des
Gleichgewichtsverteilungsmodells Konzentrationen in anderen biologischen Systemen (z.B.
aquatische Biotestsysteme, Blutplasma) abgeschétzt werden, die den in vitro nominell effektiven
Konzentrationen dquivalent sind.
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Development of Methods to Assess the Toxicity of Herbicides to Elodea
canadensis and Myriophyllum spicatum

Katja Knauer
Syngenta Crop Protection AG, Schwarzwaldallee, CH-4002 Basel

A new test design for the submersed aquatic plants Elodea canadensis and Myriophyllum spicatum has
been developed to evaluate the toxicity of herbicides. Cuttings of different length were placed in glass
beakers containing artificial M4 medium only or planted in beakers containing OECD sediment, which
were then placed in test vessels with M4 medium. The plants were observed for shoot length, biomass,
and root formation within 2 to 3 weeks of planting. Growth rates were calculated for the endpoints
shoot length and biomass. The variance between the replicated plants was low throughout the
experiment. They also grew very rapidly, and consistency in the rate was observed between the
experiments. Growth of both aquatic plants was in general similar, but greater in the test system
containing sediment. The root:shoot ratio at harvest was greater for E. canadensis in the M4 medium
than in the system containing sediment. However, comparable ratios were observed for M. spicatum in
the two test systems. Both growth in length and biomass have much potential as measure of toxicity
since growth integrates many aspects of the plants environment.
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Untersuchungen zur Schwermetallbelastung von Dreissena polymorpha
(Pallas, 1771) an zwei FlieBgewisser-Standorten in Osterreich und ihre
Bedeutung als Bioindikatororganismus

E. Luschiitzky

Institut fiir Zoologie der Universitdt Wien, Althansstrasse 14-20, A-1090 Wien
Korrespondenzautor: Evita Luschiitzky, Email: a9411452@unet.univie.ac.at

Es wurden die Konzentrationen der Schwermetalle Zink, Kupfer, Cadmium und Blei im
Gesamtweichkorper und in ausgewéhlten Organsystemen von Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)
aus der Donau und der Drau mittels Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS) analysiert und unter
Einbeziehung der entsprechenden Wasser- und Sedimentdaten miteinander verglichen. Die
Ahnlichkeiten und Unterschiede in den Schwermetallkonzentrationen von Organismus, Wasser und
Sediment an den beiden als unterschiedlich stark verschmutzt geltenden Standorten wurden
herausgearbeitet. Das Hauptinteresse der Untersuchung galt dem Vergleich der Belastungsmuster in
D. polymorpha mit jenen im Wasser und im Sediment.

Die Konzentrationen der Schwermetalle in den Gesamtweichkdrpern und den Organsystemen von D.
polymorpha aus der Drau waren deutlich hoher als jene von Muscheln aus der Donau. Die Gehalte von
Zink und Cadmium in D. polymorpha der Drau sind im Vergleich mit Dreikantmuscheln aus
unbelasteten Gewdéssern als deutlich erhoht anzusehen. Innerhalb der untersuchten Organsysteme
konnten Unterschiede in den Konzentrationen der Metalle festgestellt werden. Zink und Kupfer
werden hauptsdchlich in den Kiemen, bezichungsweise im Gewebe von FuBl und Byssusdriise
angereichert, Cadmium und Blei hingegen im Gewebe der Mitteldarmdriise. Beziiglich der Verteilung
der Schwermetalle im Muschelweichkorper standen an der Donau und an der Drau hohere
Konzentrationen der essentiellen Schwermetalle Zink und Kupfer niedrigeren Konzentrationen der
beiden nicht-essentiellen Schwermetalle Cadmium und Blei gegeniiber. Im Vergleich mit den
Umweltkompartimenten waren die Werte aller vier Schwermetalle fiir das Sediment und D.
polymorpha um ein Vielfaches hoher als jene des Wassers. Kein Zusammenhang der Metallgehalte
konnte - mit Ausnahme von Zink - zwischen Wasser und Organismus festgestellt werden.
Demgegeniiber standen Ubereinstimmungen zwischen den Metallgehalten im Sediment und jenen in
D. polymorpha, so entsprechen die niedereren Werte im Sediment der Donau im Vergleich zur Drau
den niedereren Werten im Organismus der Donau im Vergleich zur Drau. Aufgrund der erzielten
Ergebnisse - namentlich der festgestellten Ubereinstimmungen zwischen den Schwermetall-
belastungen in D. polymorpha und jenen im Sediment - wird angeregt, in zukiinftigen Untersuchungen
ein besonderes Augenmerk auf die Zusammensetzung des Sediments vor allem in Hinsicht auf die
Nahrungsaufnahme von D. polymorpha zu richten. Erst durch eine ausreichende Kenntnis der damit in
Verbindung stehenden Gegebenheiten ist eine umfassende Bewertung der Umweltsituation und somit
die Bedeutung von D. polymorpha als Bioindikatororganismus moglich.
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Entwicklung und Validierung eines Biomonitor-Tests auf Grundlage der
schadstoffinduzierbaren Genexpression von Caenorhabditis elegans - Der
Celegans Toxchip

K. Reichert, N. Saul und R. Menzel

Freie Universitit Berlin, Institut fiir Biologie, AG Okotoxikologie & Biochemie

Korrespondenzautor: Kerstin Reichert, Email: kerstinr@zedat.fu-berlin.de

Ein groBer Teil von den sowohl im Boden also auch im Wasser gefundenen Mengen an Arzneimitteln,
Bioziden und anderen Umweltchemikalien liegt in einem sehr geringen Konzentrationsbereich. Die
biologischen Wirkungen dieser Verbindungen lassen sich mit klassischen Okotoxikologischen
Biotests, wie Mortalitdts- und Reproduktionstest oft nicht mehr oder nur unzureichend nachweisen.
Trotzdem besteht fiir eine Vielzahl von Verbindungen der Verdacht einer schiadigenden Wirkung auf
Tiere und Menschen. Ziel der hier vorgestellten Untersuchung ist es, die Schadstoff induzierbare
Genexpression des Nematoden Caenorhabditis elegans als Biomarker zu testen und zu etablieren.
Unter Nutzung des gesamtgenomischen C. elegans DNA Microarrays, hergestellt im Labor von Stuart
Kim (Stanford University, USA), konnten 64 Gene als signifikant induzierbar durch verschiedene
Xenobiotika (u.a. Atrazin, Clofibrat, Diethylstilbestrol und Fluoranthen) identifiziert werden. Diese
Auswahl enthdlt Gene von Phase I und II Enzymen des Biotransformationssystems (wie z. B.
Cytochrom P450, UDP-Glucoronosyltransferasen, Glutathione-S-transferasen und Carboxylesterasen),
sowie Gene, die fiir eine eher allgemeine Stressantwort stehen (z.B. Hitzeschock Gene).

Durch PCR mit genspezifischen Primern wurden cDNA Fragmente der selektierten Gene gewonnen
und auf einen low density cDNA Array, den sogenannten ,,Celegans Toxchip®“ gespottet (in
Zusammenarbeit mit dem Max-Planck Institut fiir Infektionsbiologie, Berlin). Aus mit verschiedenen
Schadstoffen induzierten C. elegans Fliissigkulturen wurde die mRNA isoliert, wobei die
Konzentrationen der Schadstoffe gleich bzw. unterhalb des berechneten EC10 Wertes fiir die
Reproduktion lagen. Die isolierte mRNA wurde in cDNA umgeschrieben, dabei mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und anschlieBend zur Hybridisierung auf den Array aufgetragen.

Die Ergebnisse der Experimente zeigten, dass dieses System deutlich sensitiver ist als herkémmliche
okotoxikologische Testverfahren wie z.B. ein Reproduktionstest. Des weiteren besitzt dieses System
das Potenzial, ein differentielles Genexpressionsprofil in Abhéngigkeit von der eingesetzten
(vorhandenen) Substanzklasse aufnehmen zu kdnnen. Die zusitzlich gute Handhabbarkeit sowie die
schnelle Datenanalyse machen es zu einem neuartigen Werkzeug fiir die Okotoxikologie, vor allem
die Integration in ein komplexes Biomonitorscreening erscheint sinnvoll. In Zukunft konnte das
System auch einen Beitrag zur Grenzwertfestlegung von Schadstoffkonzentrationen in der Umwelt
leisten.
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Biomonitoring and risk assessment of environmental pollutants : a micro-
perfusion system to monitor the effect of pollutants on various trophic
levels.

R. Ritzenthaler' ; M. Vervliet-Scheebaum' und E. Wagner '

'Institut fiir Biologie II der Universitét Freiburg, Schénzlestr.1, 79104 Freiburg
Korrespondenzautor: Raphael Ritzenthaler, Email: raphael.ritzenthaler@biologie.uni-freiburg.de

For ecotoxicological studies and biomonitoring of environmental pollutants, various standardised
methods have been developed. Most of them monitor effects on development and reproduction of the
test organisms. The observation of so called “endpoints”, especially for higher organisms is time
consuming. Measurements of photosynthesis or respiration are important physiological indicators of
the metabolic activity and vitality, allowing a quick assessment of the organism’s fitness. Micro-
perfusion chambers were developed for on-line monitoring of tissues, plant organs and micro-
organisms. Sensors for O,, pH or fluorescence are used to determine variations in pH and in the
concentration of dissolved oxygen in the culture medium as well as chlorophyll fluorescence.
Photosynthesis and respiration are excellent parameters to evaluate the influence of toxins (pesticides,
detergents, heavy metals). The micro-flow-trough system can also be used with various light
microscopy techniques, allowing morphological and cytological observations in vivo. The micro-
perfusion system is a less time consuming alternative to standard toxicity tests based on impairment of
growth and proliferation.

Many chemicals have an impact effect on biological membranes. Alteration or destruction of cell
membranes lead to release of ions thus modifying the conductivity of the medium. A conductivity
testsystem was developed to measure ion leakage from cells, tissues or small plants and animal
organisms and thus allow specific monitoring of membrane active substances.

A large range of organisms representing different trophic levels can be tested in test systems
cyanobacteria, algae e.g. Chlamydomonas, protozoan e.g. Tetrahymena, aquatic macrophytes like
Elodea, Lemna or Myriophyllum and nematodes like Caenorhabditis elegans. Thus with the variety of
organisms which can be tested, the system allows a better evaluation of the impact of environmental
toxins on ecosystems. The micro-perfusion chambers are also suitable for toxicological and
pharmacological studies in pharmaceutical and medical testing.
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Terrestrische Lebensgemeinschaften als Bioindikatoren in der
Agrarlandschaft

M. RoB-Nickoll' und G. Lennartz’

'Lehrstuhl fiir Biologie V der RWTH Aachen, “pro terra, Biiro fiir Vegetationskunde, Tier- &
Landschaftsokologie, Aachen
Korrespondenzautor: Martina Rof3-Nickoll, Email: ross@bio5.rwth-aachen.de

In verschiedenen Bereichen der Umweltgesetzgebung (PfISchG, BBodSchG, BNatSchG,
Gentechnikgesetz, UVP-Gesetz) wird die Bewertung von Eingriffen in Lebensrdiume mit den
dazugehorigen Lebensgemeinschaften notwendig. Durch den Schutz der Biozonosen und ihres
Lebensraumes ist auch die Erhaltung der Systemfunktionen gesichert. Zur Konkretisierung dieser
Anforderung ist ein Konzept auf Raumebene notwendig. Biozonose - Standortsysteme liefern
Sollwertvorstellungen fiir Lebensgemeinschaften und damit Moglichkeiten der Bioindikation in der
Agrarlandschaft, sowie konkrete Anwendungsmoglichkeiten auf der Seite der Effektbewertung.

Folgende Thesen liegen diesem Ansatz zu Grunde:

e Esist ein konkreter Raumbezug notwendig

e Die Biozonose
integriert die Biodiversitit
setzt die Landschaftsebene zusammen
erlaubt die Ziehung klarer Grenzen in der Natur

e Biodiversitit sollte nicht im Sinne von absoluten Gesamtartenzahlen, sondern als

standortokologische Vielfalt verstanden werden

Ziel der Arbeit ist die Entwicklung von biozonotischen Steckbriefen fiir z.B. Glatthaferwiesen in der
Agrarlandschaft mit folgenden Inhalten:

e Ermittlung des lebensraumtypischen Artinventars = Biodiversitit

e Grundartenzusammensetzung
Extraktion von Indikatorarten (ca. 30)

e Zuordnung von zugehdrigen Standortfaktoren
Eine dhnliche Vorgehensweise ist heute schon in der Kartieranleitung zur Aufnahme und Bewertung
der FFH-Biotoptypen in Europa verankert.

Die Standortbeziige in der Untersuchung werden auf Grundlage von einheitlichen Vegetationsmustern
hergestellt. Dariiber hinaus werden Standortparameter wie pH-Werte, Néhrstoffgehalte und C-Gehalte
integrativ mit Vegetationsmustern und faunistischen Daten ausgewertet. Dazu werden multivariate
Verfahren benutzt (CA, CCA, biozonologische Klassifikation), die die Struktur der Lebens-
gemeinschaft auf Artebene iiber Ahnlichkeitsberechnungen mit den Standortparametern in Bezug
setzten konnen.

Untersucht wurden ruderalisierte Arrhenathereten (Artemisia vulgaris — Arrhenatheretum Gesell-
schaft), die direkt an landwirtschaftlich genutzte Flichen angrenzen. Die Untersuchungsflachen lagen
in drei unterschiedlichen Naturrdumen Deutschlands mit verschiedenen geologischen Untergriinden.
Neben der Vegetation wurden verschiede Arthropodengruppen und Standortfaktoren, wie
Bodenkennwerte und Nutzungsfaktoren aufgenommen.
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Pomphorhynchus laevis as a bioindicator for metal pollution in aquatic
biotopes: analyses of 21 metals in the parasites as compared with different
tissues of its host barbel (Barbus barbus) from the Danube River, Hungary

F. Thielenl; S. Zimmermannl; F. Baskaz; H. Taraschewskil; B. Sures'

'Zoologisches Institut I — Okologie/ Parasitologie, Universitit Karlsruhe, *Faculty of veterinary
science — Department of pathology and veterinary forensic medicine Szent Istvan University
Budapest, Hungary

Korrespondenzautor: Frankie Thielen, Email: frankie.thielen@bio.uka.de

Pollution in aquatic biotopes, due to various anthropogenic activities, is still subject of many
investigations. To assess levels of biologically available pollutants bioindicators are a useful tool in
addition to chemical water analysis. Recent studies have shown that fish parasites are very useful as
monitor organisms. Parasitic worms of the intestinal tube of fish, especially acanthocephalans and
cestodes have been investigated in many monitoring studies of our group. Particularly the
acanthocephalan Pomphorhynchus laevis appears to be very promising as an accumulation indicator of
metals. In the present study the concentrations of As, Al, Ag, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe Ga, Mg,
Mn, Ni, Pb, Sb, Sn, Sr, Tl, V and Zn were analyzed by inductively coupled mass spectrometry (ICP-
MS) in P. laevis and in its fish host, the barbel (Barbus barbus). The fish were caught in the Danube
River south of the city of Budapest (Hungary). Considering the fish tissues (muscle, intestine, liver
and kidney), most of the elements were present at highest concentrations in liver, followed by kidney,
intestine and muscle. Including also the intestinal parasites, most of the elements were found at higher
concentrations in the parasite than in the tissues of barbel. Acanthocephalans concentrate metals to
higher concentrations compared to established bioindicators as the zebra mussel Dreissena
polymorpha. Thus, the present study gives further evidence to use fish parasites as sentinels for metal
pollution in aquatic ecosystems.
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Session 1: Poster

Bacteriological Investigations of Shkodra Lake

Nevila Bushati', Svetlana Nikcevic?, Franz Mascher?, Fiqiret Bushati'
'"University of Shkodra, Albania, ?University of Montenegro, *Institute of Hygiene Graz, Austria.

Shkodra Lake is one of the biggest lakes in Albania and also in Balkan Peninsula. Through the Buna
River is made his connection with the Adriatic Sea. To investigate this lake from the hygienic point of
view it is important to investigate it for the bacteriological parameters. Sometimes the high
concentration of coliform bacteria on surface water can signal the presence or inflow of contaminants
such as sewage and animal waste, during rainfalls, snow melts or other types of precipitations.

In order to investigate the bacteriological parameters of Shkodra lake are done investigations in 5
points of the lake, respectively in Buna Bridge, Shiroka, Zogaj (the west side of the lake) and Sterbeq
(east side of the lake) and the Middle of the Lake (point of reference).

Escherichia coli, Streptococcus faecalis and Pseudomonas aeruginosa are determined according to
(ISO 1988) and (ISO/DIN 2000). Sampling, determination and evaluation of analyses for these
bacteria was done according to standard method with multiple-tube (Most Probable Number) (MPN)
fermentation technique (ISO-8199) and membrane filter on temperature 37°C and 44°C after
incubation time 48 hours (AWWA 1992).

Our bacteriological data showed different concentrations of Escherichia coli, Streptococcus faecalis
and Pseudomonas aeruginosa in different sampling points. Escherichia coli was found in a
concentration 10%-10° CFU/100ml in west side of the lake in the winter period in (December) and in
summer period (June-July). Streptococcus faecalis was found in a concentration 10'-10> CFU/100 ml
on the west and east side of the lake in summer and in winter period. Pseudomonas aeruginosa was
found in a concentration 10*-10* CFU/100 ml in all points.

From our bacteriological investigations results, that the concentration of coliform bacteria in the west
side is higher than the east side, because the west side of the lake is much more populated and the
agriculture there is more developed than the east side. Results that less polluted waters are middle of
the lake and the east side of the lake.

So the presence of E.coli, Streptococcus faecalis and Pseudomonas aeruginosa depends on input
(waste waters, agricultural sources, animal waste during rainfalls etc.) but the abundance of these
bacteria depends on temperature, pH, oxygen and sunlight. The pouring of Drini River in Buna River
block up the easily unloading of lake waters and in some cases, when the bringers are in a great
number they create flowing of Buna waters in the opposite direction of the lake. In the winter period
the increasing index of coliform bacteria is linked with the superfluous quantity of precipitation which
brings the dirtinness that can found in their coasts.
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Mikrobielle Gemeinschaftsstrukturen untersucht mit molekular-
biologischen Methoden (T-RFLP) als Bioindikation fiir das aktuelle
toxische Potential in Altablagerungen.

C. Donat; J. Fritzund R. Braun

Institut fiir Agrarbiotechnologie, Konrad Lorenz Str. 20, 3430 Tulln, Austria
Korrespondenzautor: Johann Fritz: fritz@ifa-tull.ac.at

Aus sechs Altablagerungen wurden Proben von mehr als zwanzig Jahre altem Hausmiill neben
zahlreichen chemischen Parametern auf die Zusammensetztung der mikrobiellen Gemeinschaft
untersucht. Mikrobielle DNA wurde direkt aus dem Substrat extrahiert, und das 16S rRNA Gen als
phylogenetischer Marker bei der PCR amplifiziert. Der forward primer war am 5" Ende
floureszenzmarkiert, und nach einem Verdau mit zwei Restriktionsenzymen wurden die terminalen
Fragmente mit Hilfe eines Sequenzierers detektiert. Multivariate statistische Auswertemethoden
zeigten die gute Reproduzierbarkeit der Methode und eine deutliche Clusterung der Proben aufgrund
ihres toxischen Potentials. Signifikant zur Unterscheidung der Proben beitragende Fragmentldngen
konnten identifiziert werden und mit Hilfe eines Internettools basierend auf der Datenbank des
Ribosomal Database Projects wurden Indikatorfragmente den Bakterienspezies zugeordnet. Die
Fingerabdriicke der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft zeigten unterschiedliche Muster je nach dem
Abbaugrad und der Toxizitit des Hausmiills. Die Ergebnisse lassen den Schlul zu, daf3 es bestimmte
Zusammensetzungen der Bakteriengesellschaft gibt, die indikativ auf das vorhandensein von toxischen
Substanzen hinweisen.
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Ein pflanzlicher Sedimentkontakttest fiir Gewassersedimente

U. Feiler und P. Heininger

Bundesanstalt fiir Gewésserkunde, Koblenz
Korrespondenzautor: Ute Feiler, Email: feiler@bafg.de

Sedimente spielen als Lebensraum einer artenreichen Biozonose und als Ort vielfiltiger
Stoffumwandlungen eine Schliisselrolle bei der Beurteilung des 6kologischen Status von Gewissern.
Sedimentuntersuchungen sind daher gut geeignet, anthropogene Belastungen durch Umwelt-
chemikalien deutlich zu machen.

Standardisierte aquatische Biotests mit Organismen der drei Trophieebenen werden generell fiir die
Abschitzung des Okotoxikologischen Gefahrdungspotentials auch von Sedimenten -eingesetzt.
Mittlerweile gibt es zahlreiche Bestrebungen diese Testpalette durch neue Biotests sowohl im
aquatischen Bereich (z.B. aquatischer Lemnatest) als auch im Gesamtsedimentansatz, der eine hohere
okologische Relevanz aufweist, zu ergidnzen. Weiterhin werden in europdischen Richtlinien (z.B. EU-
WRRL 2000) Tests mit Makrophyten, also iiber die Wurzeln exponierten Primérproduzenten,
gefordert.

In dieser Arbeit wird ein in der BfG neu entwickelter Sedimentkontakttest mit Myriophyllum
aquaticum (Tausendblatt) vorgestellt. Myriophyllum bietet hierbei den Vorteil, dass es mit seinen
Wurzeln tief in die Sedimente einwéchst. Dadurch kann es auf sedimentbiirtige Schadstoffe reagieren
und zeigt diese durch Wachstumsénderungen an. Die entsprechenden Wachstumsversuche wurden
sowohl mit verschiedenen Kontrollbdden als auch mit natiirlichen Sedimenten vorgenommen. Als am
besten geeigneter Kontrollboden erwies sich OECD-Sediment (nach OECD 207). Eine Versuchsdauer
von 10 Tagen zeigte sich als optimal. Als passende Auswerteparameter wurde der Chlorophyll a-
Gehalt, das Frischgewicht der Neupflanzen und deren Anzahl ermittelt.

Die Erprobung des pflanzlichen Sedimentkontakttests erfolgte an Sedimentproben ausgewéhlter
Messstellen der Flussgebiete Rhein, Elbe und Oder. Die Ergebnisse wurden untereinander und mit
denen des aquatischen Lemnatests verglichen. Sie belegen, dass der entwickelte pflanzliche
Sedimentkontakttest mit Myriophyllum aquaticum eine wertvolle Ergédnzung der Biotestpalette zur
Bewertung des oOkotoxikologischen Gefiahrdungspotentials von Gewidssern und deren Sedimenten
darstellt.
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Charakterisierung einer Zellinie aus dem Darm der Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss):Etablierung eines in vitro Modelsystems in der
Okotoxikologie

Christian Haiduk', Niels C. Bolsz, Kristin Schirmer'

! UFZ-Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, , Permoserstr. 15, 04318 Leipzig, Germany
2 University of Waterloo, Waterloo, N2L 3G1, ON, Canada

Fischzelllinien stellen seit geraumer Zeit ein wichtiges Werkzeug in der Okotoxikologie, zum Beispiel
zur Qualitdtsbeurteilung von Umweltproben, dar. Dabei kommen vor allem Zellen der Leber zum
Einsatz, da diesem Organ in erster Linie die Metabolisierung von Xenobiotika zugeschrieben wird. Es
liegt jedoch nahe, dass Zellen des Gastrointestinaltraktes, als erste Barriere oral aufgenommener
Xenobiotika, eine nicht unwesentliche Rolle im Abbau solcher Substanzen einnehmen. So ist seit
langerem bekannt, dass in murinen und humanen Darmzelllinien die Xenobiotika metabolisierenden
Enzyme der Cytochrom P450 Superfamilie exprimiert werden. Da bis jetzt noch keine Darmzelllinie
aus Fischen etabliert wurde, soll mit der Charakterisierung von RTgutGC1 diese Liicke geschlossen
werden.

Die Charakterisierung der adhidrenten RTgutGC1-Zellen begann bei Passage 22 und wurde bis Passage
40 in einem Zeitraum von einem Jahr durchgefiihrt. Transemissionselektronenmikroskopische
Untersuchungen an Ultradiinnschnitten wiesen eine Vielzahl von Vesikeln und Lysosomen nach, so
dass vermutet werden kann, dass es sich um einen exkretorisch aktiven Zelltyp handelt. Dafiir
sprechen auch die Ergebnisse, die zur Feststellung des Karyotyps flihrten. So war es nahezu
unmoglich, in den Monoloayerkulturen mit Hilfe des Spindelgiftes Colcicine eine Akkumulation von
Metaphasechromosomen zu erreichen. Es ist denkbar, dass das Spindelgift entweder in den Zellen
neutralisiert oder aktiv ausgeschieden wurde. Trotzdem konnte festgestellt werden, dass es sich bei
den RTgutGCl-Zellen um einen, fiir Fischzelllinien typischen, heteroploiden Karyotyp handelt.
Toxikologische Studien mit den Modellsubstanzen TCDD, B[a]P und PCB126 sowie einer
kontaminierten Gewésserprobe zeigten, dass in den Zellen eine deutliche EROD-Aktivitdt induzierbar
ist. Molekularbiologisch konnte mittels rt-PCR gezeigt werden, dass die Expression von Cytochrom
P450 1A1 (aber nicht P4501A3) durch TCDD induziert wird.

Es ist somit gelungen, eine neue Zelllinie zu etablieren mit der es nicht nur moglich sein wird
Umweltproben qualitativ zu priifen, sondern auch auf zelluldrer Ebene die Auswirkung von
Xenobiotika auf die Darmfunktion von Fischen zu studieren.
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Daphnia Multi Generation Test — Erarbeitung eines Verfahrensvorschlages
und Vergleich der Ergebnisse mit dem Standard-Reproduktionstest fiir
drei Testsubstanzen

M. Hammers—Wirtzl; H.T. Ratte’
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Korrespondenzautor: Monika Hammers-Wirtz, Email: monika.hammers-wirtz@bio5.rwth-aachen.de

Okotoxikologische Biotestverfahren werden durchgefiihrt, um mégliche Auswirkungen auf die Popu-
lationen im Freiland abschétzen zu konnen. Im Standard-Reproduktionstest mit Daphnia magna wer-
den Auswirkungen von Chemikalien auf die Reproduktion untersucht, wobei lediglich die kumulative
Anzahl der Nachkommen als Endpunkt fiir die Risikobewertung herangezogen wird. Ein Chemika-
lieneinfluss auf die Qualitdt der Nachkommen wird im Standardtest nicht erfasst, obwohl bekannt ist,
dass die Grofle und Fitness der Nachkommen durch Chemikalien beeinflusst werden konnen. Effekte
auf die Fitness der Nachkommen kdénnen das Wachstum und die Uberlebensféhigkeit der Population
entscheidend beeintrachtigen. Wie stark eine Daphnienpopulation unter Chemikalieneinfluss gesché-
digt wird, kann aufgrund der verschiedenartigen moglichen Effekte nur in einem Populationsversuch
zuverldssig vorhergesagt werden. Bisher besteht keine standardisierte Testvorschrift fiir einen Popula-
tionsversuch mit Daphnia magna.

Ziel des vorgestellten Vorhabens war daher die Erarbeitung eines Verfahrensvorschlages fiir einen
»Daphnia Multi Generation Test".

In diesem Vorhaben wurde zunichst der Einfluss verschiedener Testbedingungen (Nahrungskonzen-
tration, Startdichte) auf die Populationsdynamik untersucht. Nach Auswertung dieser Versuche wurde
unter Berlicksichtigung von Erfahrungen aus vergleichbaren Studien aus der Literatur ein Verfahrens-
vorschlag fiir einen Daphnia Multi Generation Test erarbeitet. Dieses Verfahrenskonzept wurde mit
drei Testsubstanzen unterschiedlicher Wirkung (3,4-Dichloranilin, Cadmiumchlorid, Dispersogen A)
erprobt und die Ergebnisse der Populationsversuche mit Ergebnissen aus dem Standard-Reproduk-
tionstest verglichen.

48



Abstracts — SETAC-GLB-Tagung 2003

Mischungstoxizitiat ausgewahlter Pharmaka im Daphnien-
Reproduktionstest
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In den letzten Jahren hdufen sich Veroffentlichungen in denen iiber den Nachweis von Pharmaka in
Abwasser, Oberflaichengewissern, aber auch in Grund- und Trinkwasser berichtet wird. Das Wissen
iiber die 6kologischen Auswirkungen und die Umweltrelevanz dieser Verbindungen ist aber nach wie
vor liickenhaft. Vor allem zu chronischen Effekten gibt es kaum Erkenntnisse. In diese Liicke stoft
diese Arbeit vor. Mit sechs Arzneimitteln, drei davon Beta-Blocker (Atenolol, Metoprololtartrat und
Propranololhydrochlorid) und drei Analgetika (Diclofenac-Na, Ibuprofen-Na und Naproxen-Na), wurde
ein Daphnien-Reproduktionstest iiber 21 Tage durchgefiihrt. Die ermittelten ECs, fielen dabei in der
Wirkstoffklasse der Analgetika recht einheitlich aus, wobei die ECsy von Ibuprofen-Na mit 23,8mg/L
am niedrigsten und die ECsy von Naproxen-Na mit 38,2mg/L am hochsten war. Bei den B-Blockern war
eine deutliche Abstufung der ECsy zu beobachten. Hier war die ECsy von Propranololhydrochlorid mit
0,4mg/L am niedrigsten und die von Atenolol mit 142,4mg/L. am hochsten. Wie nicht anders zu
erwarten, lagen die ECsy aus dem Daphnien-Reproduktionstest weit unter den Werten aus akuten Tests.
Bei Metoprololtartrat unterschieden sich die ECsy-chronisch und die ECsp-akut um den Faktor 12. Es
wurden zwei Kombinationsversuchen durchgefiihrt. In einem wurden die Analgetika und im anderen
die Beta-Blocker eingesetzt. Sowohl Analgetika, als auch Betablocker verhielten sich nach dem
Konzept der Konzentrationsadditivitit. Die Beta-Blocker zeigten im Gemisch eine etwas hohere
Toxizitdt, als man anhand der eingesetzten Einzelkonzentrationen vermuten wiirde. Die Toxizitét der
Einzelsubstanzen erscheint zundchst gering. Bedenkt man jedoch, dass nach dem Konzept der
Konzentrationsadditivitit auch Substanzen unterhalb ihrer Wirkungsschwelle zur Gesamttoxizitét eines
Gemisches beitragen, so kann unter Umstdnden doch von einer Relevanz der in der Umwelt gefundenen
Pharmaka-Konzentrationen ausgegangen werden.
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Nematodenlebensgemeinschaften in groflen deutschen Fliissen — Beziehung
zur Schadstoffbelastung

S. Héssl, P. Heiningerz, E. Clausz, W. Traunspurger3 & J. Pelzer’
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Augusta Anlagen 15-17, 56068 Koblenz, 3Universitit Bielefeld, Morgenbreede 45, 33615 Bielefeld

Nematoden sind die individuen- und artenreichste Tiergruppe der Metazoen im Benthos (bis 40 Mio.
Individuen pro qm). Sie besetzen wichtige Positionen in benthischen Nahrungsnetzen, indem sie
mehrere Erndhrungstypen ausgebildet haben: Bakterien-, Algen-, Pilzfresser, sowie Omnivore und
Réuber. Nematoden haben aulerdem Arten mit unterschiedlichen Lebensstrategien entwickelt, von
toleranten Arten mit schneller Generationsfolge, die sich leicht an neue Umweltbedingungen anpassen
konnen, bis zu empfindlichen Arten mit langen Generationszeiten. All diese Eigenschaften wurden
bereits in Biomonitoring-Studien mit Nematoden verwendet und erwiesen sich als geeignete
Parameter, durch Schadstoffe hervorgerufene Stérungen von Okosystemen zu detektieren.
Erfahrungen mit Nematoden als Bioindikatoren liegen allerdings vorwiegend fiir den marinen und
terrestrischen Bereich vor. Es stellte sich deshalb die Frage, ob auch SiiBwasser-Nematoden-
lebensgemeinschaften mit der Schadstoffbelastung in Fliissen in Zusammenhang stehen.

Wir untersuchten die Struktur der Nematodenlebensgemeinschaften aus Sedimentproben die aus Elbe,
Oder und Rhein genommen wurden. Die Lebensgemeinschaften wurden hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung der Erndhrungstypen, der Lebensstrategien (Maturity Index), der beiden
Unterklassen Secernentea und Adenophorea (S/A-Verhéltnis) und der Gattungen betrachtet. Diese
Charakteristika der Nematodenlebensgemeinschaften wurden den physicochemischen Eigenschaften
der Sedimente gegeniiber gestellt, um die Unterschiede in den verschiedenen Community-Strukturen
erkldren zu kénnen.

Die Unterschiede in den Nematodenlebensgemeinschaften konnten zum Teil durch die verschiedenen
Schadstoffbelastungen erkldrt werden. Sowohl Schwermetalle als auch organische Schadstoffe
scheinen fiir bestimmte Verdnderungen der Lebensgemeinschaften verantwortlich zu sein. Der
Zusammensetzung der Gattungen und der Erndhrungstypen waren am besten mit der
Schadstoffbelastung in den Sedimenten korreliert. Der Maturity Index konnte nur sehr gering belastete
Stellen identifizieren. Eine Unterscheidung zwischen mittelméBig und hoch belasteten Stellen war
nicht moglich. Insgesamt stellten sich in dieser Studie die Nematoden als vielversprechende
Bioindikatoren fiir Fliisse dar. Es besteht allerdings noch viel Forschungsbedarf.
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Genexpressionsmarker im Zebrabirblingsembryo: Einsatz fiir die
Untersuchung von Umweltchemikalien
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Der Zebrabarbling (Danio rerio) ist aufgrund seiner gut beobachtbaren und relativ schnellen
embryonalen Entwicklung ein beliebter Testorganismus fiir die toxikologische Bewertung von
Umweltchemikalien. Der Embryotest (DarT) stellt eine anerkannte Ersatzmethode fiir den akuten
Fischtest dar. Neben der Analyse klassischer Endpunkte wie Letalitdt und Entwicklungsanomalien
kann die Untersuchung der Expression geeigneter Gene als Marker fiir toxische Effekte im subletalen
Bereich eingesetzt werden. In folgendem Projekt wurde der EinfluB verschiedener Modellsubstanzen
und Schadstoffe auf die Expression ausgewihlter Markergene im Zebrabérblingsembryo untersucht.
Ziel ist die Entwicklung eines Zebrabarblings-Testsystems fiir Chemikalien auf Basis von
Genexpessionsmustern im Embryo.

Als Modellsubstanzen wurden 1,8-Dihydroxyanthrachinon (oxidativer Stress), Cadmiumchlorid
(Induktion von  Stressproteinen, Metallothioneine) wund 3-Methylcholanthren (Induktion
fremdstoffmetabolisierender Enzyme) eingesetzt.

Als potentielle Marker wurde die Expression solcher Gene analysiert, deren Proteine bekanntlich eine
wichtige Rolle bei oxidativem Stress (Catalase, Superoxiddismutase), bei der Stressantwort
(Hitzeschockproteine hsp70 und hsp47, Chaperonin 10, Hitzeschockfaktor-1), bei der Apoptose (Bax,
Bad, Apaf-1, Dkk-1, Bik ) und bei der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme (CYP1Al)
spielen. Embryonen wurden etwa eine Stunde nach der Befruchtung fiir 24 bzw. 48 Stunden exponiert
und Konzentrations-Wirkungskurven fiir die Endpunkte Letalitdt und Entwicklungsstérungen wurden
aufgestellt. Die Analyse der Genexpression erfolgte mit RT-PCR im Bereich der EC; und EC5o-Werte
und bei geringeren Konzentrationen. Mit Ausnahme von CYP1A1 konnte keine Verdnderung der
Genexpression beobachtet werden. Literaturdaten zur Induktion von Hitzeschock-Genen im
Zebrabarblingsembryonen durch Inkubation fiir 90 Minuten bei 37°C konnten nicht reproduziert
werden. Zur Zeit wird die Induktion des Gens fiir Metallothionein durch Schwermetalle (Cadmium
und Kupfer) untersucht. AuBerdem werden weitere Gene und Modellsubstanzen analysiert und
geeignete Methoden fiir die Identifizierung differentiell exprimierter Gene (differential display RT-
PCR, subtraktive Klonierung, cDNA array) eingesetzt.
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In situ Tests und Populationsdynamik aquatischer Macroinvertebraten
als Belastungsanzeiger in AgrarflieBgewissern der argentinischen
Pampa.

Jergentz, S.! Pessacq, P. 2 Mugni, H.2, Bonetto, C.> & Schulz, R.!
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? Instituto de Limnologia Dr. Ringuelet, Av. Calchaqui km 23,5, 1888 Florencio Varela, Buenos Aires, Argentina.

Zusammenfassung

Die lokal vorkommenden Crustaceen Hyalella curvispina und Macrobrachium borelli wurden als
Indikatororganismen fiir die Insektizidbelastung von zwei AgrarflieBgewissern in der argentinischen
Pampa verwendet. Mit beiden Arten wurden in situ Bioassays durchgefiihrt. Bei H. curvispina wurde
zusétzlich die Populationsdynamik und die organismische Drift im Hauptanwendungszeitraum von
Pestiziden (Dezember 2001 bis Mirz 2002) untersucht. Wéhrend des Probenahmezeitraumes kam es
zu drei Runoff-Ereignissen und einem Spraydrift-Ereignis. Insektizidkonzentrationen konnten bis zu
64 pg/kg Chlorpyrifos in suspendierten Partikeln und bis zu 150 pg/kg Chlorpyrifos und 53 ng/kg a-
Cypermethrin in den Runoff-Sedimenten des Flusses Horqueta gemessen werden. In Maguire konnte
wihrend dieses Zeitraumes keines der untersuchten Insektizide (Chlorpyrifos, a-Cypermethrin und
Endosulfan) nachgewiesen werden. In Zeiten ohne Eintriige konnten in Maguire Uberlebensraten von
H. curvispina von 77£6% (SE) an exponierter und 84+4% an geschiitzter Stelle sowie in Horqueta
85+3% festgestellt werden. In der Versuchsperiode mit hoher Chlorpyrifosbelastung im FluB (64
pg/kg) wurde eine 100% Mortalitdt in den in situ Bioassays mit H. curvispina und M. borelli in
Horqueta nachgewiesen. Bei M. borelli war die Uberlebensrate an der exponierten Probestelle in
Maguire vermindert (60%), wahrend sie an der geschiitzten Maguire-Stelle 92% betrug.
Populationsaufnahmen von H. curvispina in Horqueta zeigten korrespondierend zur Reaktion im
Bioassay einen Zusammenbruch der Population im Gewésser. Die vorliegende Untersuchung
unterstreicht das Potential von in situ Bioassays in Kombination mit Populationsaufnahmen als
Belastungsanzeiger in argentinischen Agrarfliessgewéssern zu dienen.
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Etablierung eines Reproduktionstests fiir Daphnia magna im verkleinerten
Mafstab.
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Korrespondenzautor: Johann Fritz: fritz@ifa-tulln.ac.at

An Eluaten von mehr als 20 Jahre alten Hausmiilldeponien wurde der Reproduktiontest nach
OECD211 fir Daphnia magna auf einen leichter durchfiihrbaren Massstab reduziert. Die
Geschlechtsbestimmung der Testorganismen aus der eigenen Stammhaltung wurden nach dulleren
morphologischen Merkmalen vorgenommen. Somit konnte gewéhrleistet werden, dass ausschlieBlich
weibliche Tiere zum Einsatz kamen. Die Tiere wurden in Makroplatten mit sechs Népfen in einem
Probenvolumen von 9 ml eingesetzt. Die Fiitterung der Daphnien erfolgte mit einer definierten Menge
an Algen, bestimmt iiber den mittleren TOC-Gehalt der Zellen. Zwischen Tag vier und sieben
begannen die Daphnien mit der Produktion von Nachkommen. Der Umfang an Replika konnte so
eingschrinkt werden, die Ergebnisse waren statistisch abgesichert. Die Testorganismen reagierten
deutlich auf toxische Inhaltststoffe in den Eluaten aus den Altablagerungen, das 6kotoxische Potential
alter Hausmiilldeponien konnte somit charakterisiert werden.
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In situ monitoring of chlorophyll and algal populations in Lake Scadar with
fluorometric methods
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The bbe FluoroProbe, a recently available submersible fluorescent probe, is a submersible fluorometer
which measures the emission intensity at six characteristic wavelength ranges employing pulsed light-
emitting diodes. Fingerprints of excitation spectra of chlorophyll fluorescence can be used to
differentiate “spectral groups” of microalge in vivo and in situ, for example, vertical profiles within a
few seconds. The investigated groups of algae are each characterised by a specific composition of
photosynthetic pigments and by a specific excitation spectrum of the chlorophyll fluorescence.
Particulary relevant are chlorophyll a and c, phycocyanobilin, phycoerythrobilin, fucoxanthin and
peridin.

In May 2003 analyses were done in Lake Scadar to proof the ability of this submersible
spectrofluorometer for in situ measuring under the specific circumstances in Lake Scadar. At the same
time samples were taken to analyse chlorophyll and algae with traditional methods and results of both
methods were compared. The fluorometric method for algae differentiation and chlorophyll
determination opens new research areas, monitoring and supervision tasks related to photosynthetic
primary production in Lake Scadar.
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Vergleich des 6kotoxikologischen Endpunktes Reproduktion mit der schad-
stoffinduzierbaren Expression von Cytochrom P450 Genen des Nematoden
Caenorhabditis elegans.
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Der Nematode Caenorhabditis elegans erfiillt alle typischen Anforderungen eines 6kotoxikologischen
Testorganismus. Dieses Potential wurde in einer Vielzahl von Studien der vergangenen rund 15 Jahren
genutzt und zum Teil auch in standardisierten Testablaufen festgeschrieben. Durch die Sequenzierung
des kompletten Genoms des Nematoden stieg die wissenschaftliche Bedeutung von C. elegans noch
weiter an. Die hier vorgestellten Untersuchung wollen dieses Potential auch fiir die Okotoxikologie
nutzbar machen.

Als Ansatz wurde der Vergleich des etablierten Endpunktes Reproduktion mit der
schadstoffinduzierten Genexpression von Cytochrom P450 Genen (CYP) gewihlt. Insbesondere in
Saugern ist die Funktion von P450 Enzymen in der Phase I der Biotransformation gut untersucht und
mehrere Regulationswege der induzierbaren Genexpression bekannt. In C. elegans sind 80 CYP Gene
identifiziert worden, deren biologische Funktionen sind noch fast vollkommen unbekannt. Durch eine
systematische Analyse konnten die Autoren jedoch Vertreter der Familie CYP35 als stark
schadstoffinduzierbar charakterisieren [1]. Weiterfilhrende Untersuchungen laufen.

Fiir den C. elegans Reproduktionstests wurden jeweils 1000 L1 Larven in Flissigmedium eingesetzt
und mit acht verschiedenen Schadstoffen exponiert. In allen Fillen ergab sich eine klare
Konzentrations-Effekt Abhéngigkeit der Reproduktionsrate. Tributylzinn, Fluoranthen und Endosulfan
erwiesen sich als die toxischsten Substanzen im Test. Die Stoffe mit der geringste Toxizitdt waren
Atrazin, Clofibrat (Lipidsenker) und B-Naphthoflavon. Parallel zum Reproduktionstest wurde der
Status der CYP35 mRNA Expression untersucht, als Nachweissystem diente ein semiquantitativer RT-
PCR Ansatz. Eine signifikante Induktion der Genexpression von CYP35A1, A2, A5 and C1 konnte
durch Atrazin, PCB52, Fluoranthen, B-Naphthoflavon und Lansoprazol (Protonenpumpenhemmer)
nachgewiesen werden. Dabei lag der zum Vergleich festgesetzte Wert einer Verdopplung der
spezifischen CYP Genexpression zum Teil sehr deutlich unter den bestimmtem ECS50 bzw. EC20
Werte fiir die Reproduktion. So konnte zum Beispiel der Umweltschadstoff PCB52 noch bei 0,6 % der
EC50 (bzw. 2 % der EC20) eine Verdopplung der Genexpression von CYP35 Formen bewirken.

Mit dem Genexpressionstest wird die durch Schadstoffe induzierte Steigerung der potentiellen
Entgiftungsaktivitit bereits auf Ebene der Transkription bestimmt. Damit konnte fiir eine Reihe von
Substanzen eine erhdhte Nachweisempfindlichkeit ihres toxischen Potentials im Vergleich zum
Reproduktionstest erreicht werden. Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der Genexpressionsanalyse
besteht auch darin, dass in Abhéngigkeit der gewdhlten Markergene eine Substanzklassen-spezifische
Antwort des Testsystems moglich wird.

[1] Menzel, R., Bogaert T. and Achazi A. (2001) A systematical gene expression screen of
the Caenorhabditis elegans cytochrome P450 genes revealed CYP35 as strong
xenobiotic inducible. Arch. Biochem. Biophys. 395, 158-168
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Person for Correspondence: Slavoljub Miojovic Email: slavom@rc.pmf.cg.ac.yu

An effective monitoring program has been designed to:
- mark and identify sources of natural variability and define the limits of this variability;
- provide data leading to an accurate assessment of the state or health of the Skadar/Shkoder Lake
ecosystem,;
- describe trends in water quality and provide warning of abnormal changes or conditions that might be
damaging to the aquatic environment and associated species;
- identify the potential agent(s) of any abnormal change that is detected; and,
- identify the locations within the watershed that are most sensitive to abnormal changes or conditions.
During the design phase of the program, the variables of concern have been clearly outlined and
during monitoring program have been assessed for all components of the Skadar/Shkoder Lake
ecosystem (water, sediment, and biological indicators).
The survey monitoring was conditionaly divided in several sections:
e Nutrients/Eutrophication;
e Oxygen and Oxygen-Depleting Substances;

e Transparency;

e Acidity;
e Metals;
e Plankton;

e Microbiology;

e Zoobenthos;

e Fishes;

e Agquatic Plants;
Fifteen points have been chosen (ten in Montenegro’s and five in Albanian’s parts of the Lake) as the
sampling sites. The sites were located at the mouths of main tributaries, near-shore lake locations that
are adjacent to, waste outfalls and urban centers, deepest point in the Lake and at points of major water
withdrawals.
A seasonal (monthly) May through October sampling over a three-year period are used for a
categorization of the Skadar/Shkoder Lake.
Reference values for the chosen variables, those to be expected if were not significantly affected by
human activity, are determined as well.
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WASP Modeling of Skadar/Skhoder Lake
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The Water Quality Analysis Simulation Program (WASP) is used to interpret and predict water quality
responses to natural phenomena and man-made pollution of Skadar/Shkoder Lake. Both water column
and undelying benthos as well as their dinamics are analysed.
The equation solved by WASP are based on the key principle of the conservation of mass.
To solve the problem both the spatial and and temporal scales for modeling analysis are created.
To represent the physical configuration of the water body of the Lake a model network is created from
segments (parts) of the Lake. Concentrations of water quality constituents are calculated within each
segment. Transport rates of water quality constituents are calculated across the interface of adjoining
segments.
Initial conditions for each variable in each segment reflect measured values at the begining of
the simulation. The time of simulations was chosen thirty years and the calibration of the
method was the nowadays measured values.
By using the program two major classes of water quality program are simulated:

e Conventional pollution (involving dissolved oxygen, biochemical oxygen demand, nutrients

and eutrophications);
e Toxic pollution (organic chemicals, metals and sediment).
The reasonable agreement between predicted and measured values is found.
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Dioxin-like content during anaerobic biodegradation of PCB-spiked
organic material analysed by two different bioassays
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A previous study showed that anaerobic digestion of organic material from household waste led to a
significant increase in dioxin-like content. Analysis was done by a bioassay based on in vitro EROD-
induction in chicken embryo livers. It was suggested that the increase were due to dehalogenation of
PCBs by microorganisms, since dehalogenation results in lower chlorinated congeners with high
affinity for the Ah-receptor. The aim of the present study was to elucidate if this suggested mechanism
contributes to the increase of dioxin-like content during digestion. PCB-spiked (Clophen AS50)
samples from the same batch of material were digested and analysed by two different bioassays.

Sub-samples of organic material from household waste were spiked with 1.2 ug Clophen A50/ml and
subjected to anaerobic digestion at 37 °C for 0 to 60 days. Two control samples were autoclaved
before addition of PCBs. Samples were extracted in a soxhlet device with toluene and cleaned up on a
multilayer silica column with neutral, acidic and basic silica, eluted with n-hexane. The solvent was
changed to dimethylsulfoxide (DMSO) for addition in the bioassay culture media. Two different
bioassays were used to analyse the dioxin-like content in the biodegraded material, the chick embryo
liver cell assay for dioxins (CELCAD), based on EROD induction in chick embryo livers in vitro, and
the DR-CALUX, using rat hepatoma cells stably transfected with a luciferase reporter gene.

The CELCAD results showed constant sample TEQ-concentrations (4.5-5.2 pg/ml) up to day 14 of the
biodegradation, but on day 21 a higher TEQ (12.3 pg/ml) was observed. On day 30 and 60 the TEQ
levels were in the same range as in the beginning of the incubation. The results obtained by DR-
CALUX confirm this pattern, with a peaking TEQ-concentration (11.3 pg/ml) on day 21. The
autoclaved samples had a TEQ-concentration similar to that of day 0. Overall, the results obtained by
the two different bioassays are remarkably uniform, even though different biosystems and different
TEQ-calculations have been used. The increase seen may be due to microbial dehalogenation of PCBs,
transforming higher chlorinated PCBs to lower chlorinated congeners able to induce a higher dioxin-
like response in the bioassays. Further degradation of PCBs over time could be the reason why a lower
response is seen later in the time series. Preliminary chemical data (for day 7 and day 60) show that
concentrations of hepta- to tetrachlorinated PCBs decrease over time. Further chemical analyses will
be done to confirm the results.

Acknowledgement: This study was financially supported by The Swedish Research Council for

Environment, Agricultural Sciences and Spatial Planning (FORMAS) and the Knowledge foundation
(KK-stiftelsen).
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Akute und chronische Effekte des Herbizids Metazachlor auf Mikroalgen
in verschiedenen Testsystemen

M. Overbeckl, M. Feibicke3, M. Schmitt—Jansenz, H. Kausch'

'Universitit Hamburg, Institut fiir Hydrobiologie und Fischereiwissenschaft, Zeiseweg 9, 22765
Hamburg

*UFZ - Umweltforschungszentrum Leipzig, Abt. Chemische Okotoxikologie, Permoserstr. 15,
04318 Leipzig

SUmweltbundesamt, Versuchsfeld Marienfelde, FG 111.5, Schichauweg 58, 12307 Berlin
Korrespondenzautorin: M.Overbeck, Email: M_ Overbeck@web.de

Das Herbizid Metazachlor gehort zu den a-Chloracetamiden und wird gegen Griaser und Wildkriuter
beim Anbau u.a. von Raps, Kohlarten und Soja angewandt. Fiir die Bewertung akuter Effekte von
Metazachlor wurden standardisierte Algentestsysteme (Einzelartentests) zum einen nach OECD mit
Scenedesmus supspicatus und zum anderen mit speziellen Algenkulturen (tdgliche synchrone
Zellteilung) von Scenedesmus vacuolatus eingesetzt. Mit S. vacuolatus konnte fiir den Endpunkt
Wachstum eine um eine GroBenordnung hohere ECsy ermittelt werden als fiir den Endpunkt
Reproduktion. Die chronischen Effekte von Metazachlor auf Mikroalgen wurden mit pflanzlichem
Aufwuchs in Mikrokosmen und in FlieBrinnen-Mesokosmen verfolgt (Vielartentestsysteme).
Endpunkte waren hierbei neben strukturellen Parametern der Algengemeinschaften wie Biomasse und
Artenzusammensetzung auch Photosyntheseparameter (PAM-Sittigungspulsmethode).
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Entwicklung einer Test-Batterie zur Bewertung der oOkotoxikologischen
Belastung von kleinen Flieligewissern am Beispiel der Nette (NRW)

B. Pohl'; S. Goltz'; M. Hammers-Wirtz* und H. T. Ratte'

"Lehrstuhl fiir Biologie V (Okologie, Okotoxikologie, Okochemie) der RWTH Aachen,
? Forschungsinstitut fiir Okosystemanalyse und —bewertung (gaiac), Aninstitut der RWTH Aachen,
Korrespondenzautor: Bernhard Pohl, Email: bernhard.pohl@bio5.rwth-aachen.de

Der Tieflandfluss Nette (NRW) gehort als Nebengewisser der Niers zum Einzugsgebiet der Maas
(NL). Das Einzugsgebiet der Nette (165 km?) liegt im internationalen Naturpark ,,Maas-Schwalm-
Nette*.

Anthropogene Stressoren im untersuchten Oberlauf der Nette sind sowohl intensiv genutzte,
landwirtschaftliche Flachen, als auch wasserwirtschaftliche Bauwerke (Stauraumkanal, Klaranlage).
Starke Regenereignisse fithren regelmifBig zu Mischwasserabschldgen in die als Vorfluter genutzte
Nette. In den Sommermonaten wird der Nette-Oberlauf bis zu 90 % vom Ablauf einer kommunalen
Kléranlage gespeist, da die Quellregion wihrend dieser Zeit trockenfillt.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, mit Hilfe einer Test-Batterie die dkotoxikolo-gische
Belastung dieses Gewdssers aufzuzeigen. Dabei sollen einerseits Okotoxikologische Testmethoden
(z.B. Lemna-Test, Arthrobacter-Kontakttest, Nematoden-Test) angewendet werden, andererseits
sollen in-situ-Tests mit geeigneten Testorganismen zum Einsatz kommen. Diese in-sifu-Tests sollen
zur Aufklarung des Zusammenhangs zwischen 0kotoxikologischem Stress und der Schidigung der
FlieBgewdsser-Biozonose genutzt werden. Die Untersuchungen umfassen sowohl die Wasserphase als
auch das Sediment. Es werden Ergebnisse der verschiedenen Testmethoden prisentiert. Das Projekt
soll einen Beitrag zur Bewertung der 6kologischen Qualitét von Fliefgewéssern, wie sie in der EU-
Wasserrahmenrichtlinie gefordert wird, leisten. Das Vorhaben wird im Rahmen eines BMBF-
Projektes (Forderkennzeichen: 02 WU 0289) gefordert.
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DIATOMS AND CYANOBACTERIAL SPECIES OF SHKODRA LAKE
AND BIOLOGICAL ASSESMENT OF LAKE’S WATER QUALITY

Marash Rakaj

Sector for Bio-ecology of Shkodra Lake, Faculty of Natural Sciences, University of Shkodra “Luigj
Gurakuqi”, Albania

Shkodra Lake is situated transboundary between Montenegro and Albania. The Montenegro part is
Natural Park. Shkodra Lake is large, but shallow lake of an oligotrophic character.

About 146 genera with 513 species and infraspecific taxa of phytoplankton composed mostly by
diatoms (Bacillariophyceae) with 274 taxa and green algae (Chlorophyta) with 134 taxa are recorded.
High diversity, quantitativly dominated by diatoms with 20 taxa the centric diatoms (Coscinodiscales)
and 252 taxa the penates diatoms (Naviculales) was observed. About 32 new taxa of diatoms are new
for the Shkodra Lake while 242 another taxa have been recorded earlier.

A small number of cyanobacterial species (Cyanophyceae) with 36 taxa are presented.

The most occurring species in plankton from diatoms belong Cyclotella ocellata and Aulacoseira
ambigua, to the subdominant species belong Asterionella formosa, Cyclotella distinguenda,
Fragillaria ulna, F. capucina, F. elliptica, Diatoma ehrenbergii, Cymbella caespitosa, C.
microcephala, Gomphonema angustatum, G. truncatum, Navicula scutelloides, N. radiosa and
Nitzschia recta, while from cyanobaterias belong Merismodedia glauca, Microcystis aeruginosa,
Planktolyngbya limnetica, Radicystis aphanothecoides and Oscillatoria limosa.

Most of the taxa belong to epiphytic species living on aquatic macrophytes and in detritial base,
especially in the littoral zone of eastern part of Lake (Kamica station).

The peaks of diatoms usually ocurred in half of spring and fall, while cyanobacterias attained their
peaks in summer. The diatoms abundance has been measured seasonally during the last year in the
pelagial and littoral zone. The pelagial diatoms were abondant in spring, from 94000 cells/I to 234000
cells/l, while the littoral diatoms were abondant i summer, about 172000 cells/l.

According to literature and the geochemichal preferences, majority of diatoms found are cosmopolitan
and alkalophilic. Also, regarding to the trophy valences of some diatoms (160 common species) the
highest number of them belonged to oligo-mesotrophic and tolerant groups, but in the littoral zone, a
high number of benthic species belonged to eutrophic group were observed.

No water blooms or red tides were observed, but water-blooms species and genera with potencial
toxin-producing species of cyanobacterias such as Microcystis aeruginosa, M. wesenbergii,
Chroococcus limneticus, Plantolyngbbya limnetica, P. circumcreta, Anabaena flos-aquae (rarely),
Oscillatoria limosa and Aphanizomenon flos-aquae were commonly found.
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Comparative Study of Bacterioplankton and Phytoplankton Activity in
Skadar Lake

Rakocevic-Nedovic Jelenal, Nikcevic Svetlanaz, Mijovic Gordanaz, Franz Mascher®

'University of Montenegro; “Institute for Health Protection-Montenegro; *Institute of Hygiene,
University of Graz
Corresponding author: Rakocevic-Nedovic Jelena, Email: jelena.r@cg.yu

Bacterioplankton and phytoplankton activity of Montenegrin side of Scadar Lake were compared in
period 2002-2003, in order to evaluate water quality. Here are presented results of comparison
between total number of bacteria, total number of phytoplankton cells - numerical production and
chlorophyll a concentration - indirect measurement of biomass of phytoplankton. Our results show
statistically significant correlation between total number of bacteria and numerical production of
phytoplankton. Maximal numerical production of phytoplankton in July is followed with maximal
total number of bacteria in August 2002. In comparison with other sampling points, locality Virpazar
(sampling point 4.) is one with the highest abundance of bacteria and phytoplankton in majority of
investigated period and also with highest concentration of chlorophyll a. This appearance can be
explained with high influence of anthropogenic factor on this locality. According to investigated
parameters, water of Scadar Lake is, generally, still without significant pollution.
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Phytoplankton as Bioindicator of Water Quality of Skadar Lake

. . 1 2
Rakocevic-Nedovic Jelena', Franz Mascher

'University of Montenegro; “Institute of Hygiene, University of Graz
Corresponding author: Rakocevic-Nedovic Jelena, Email: jelena.r@cg.yu

Chlorophyll a, as indirect measurement of phytoplankton biomass, is considered the principal variable
to use as a trophic state indicator. Here are presented results of phytoplankton investigation of
Montenegrin side of Skadar Lake in 2002 and 2003. There is generally a good agreement and
significant positive correlation between numerical production of phytoplankton, phytoplankton
biomass — amount of chlorophyll a and concentration of main nutrients, nitrogen and phosphor, with
peaks in July. According to concentration of chlorophyll a, Skadar Lake can be considered as
mesotrophic in majority of sampling points. Acceptance is only locality Virpazar, with high
chlorophyll a concentration and this part of the lake is on eutrophic level of trophic scale. That
confirms also Trophic State Index of lake with values between 27.7 and 55.4. Chlorophyll
concentration in Skadar Lake generally increases with depth, what is connected with increasing
concentration of main nutrients N and P and high transparency. According to abundance of
bioindicator species present, saprobic indices were calculated in order to evaluate level of organic
pollution, and their values (1.94 — 2.48) show that Skadar Lake is on betamesosaprobic level of
saprobity.
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Identification of the limitations of ecotoxicological test methods (bacteria,
plants, invetebrates) by using field and artificial soils under practical
conditions

L. Rémbkel; S. Jénschl; V. Jessen—Hesse3; H. Neumann-Hensel” und K. Terytze3

'ECT Ockotoxikologie GmbH, Florsheim/Main, ’Dr. Fintelmann & Dr. Meyer GmbH, Hamburg,
*Free University of Berlin, FU-ENVOG, Berlin
Korrespondenzautor: Dr. Jorg Rombke, Email: j-roembke@ect.de

Since early 2002, the German Federal Ministry for Education and Research sponsors a project entitled
“Optimisation of ecotoxicological test methods for routine use” (abbreviated as “ERNTE”). Among
others, it is the aim of this project to improve the biological assessment of soil quality by the
identification of the limitations of existing test methods when using field soils instead of standard or
artificial soil. Such standard or natural soils cover only a very small range of soil properties (e.g. the
pH is usually around 5.5 — 6). In other words, the potential effect of natural soil properties on the test
organisms and, therefore, on the results of tests has to be investigated. Side effects of this work are the
improvement — i.e. further standardisation - of existing guidelines (e.g. ISO/TC 190) and the
optimisation of the test performance (e.g. the miniaturisation in the case of the bacteria substrate test).

In the project, field soils representative for German soils and covering a wide range of grain size
distribution, organic matter content and pH values were selected. In the next step, the survival and
reproduction of bacteria, plants, earthworms and collembola in these soils were determined. Some of
the soils were not suitable for certain organisms, but most of them could be used for tests following as
closely as possible existing guidelines (ISO, DIN). The soils were spiked with either zinc nitrate or
tributyltin - oxide. The results of these tests were compared to those data gained with the same
chemicals in tests with artificail soils. In a fourth step, it was tried to get field soils already
contaminated with one of these model chemicals (i.e. aged soils) and which resembled one of the eight
field soils used in the spiking tests. The comparison of the results on the different steps allowed us to
formulate recommendations for a more practically oriented risk assessment of contaminated soils.
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Zinn und Arsen in verschiedenen Kompatimenten eines limnischen
Okosystems

Z. Sebesvari'~; F. Ettwig' und H. Emons®

'Forschungszentrum Jiilich “European Commission — Institute for Reference Materials and
Measurements * jetzt: Institut fiir Chemie und Biologie des Meeres Oldenburg
Korrespondenzautor: Zita Sebesvari, Email: sebesvari@icbm.de

Metalle und Metalloide gelangen natiirlicherweise als Ergebnis von Verwitterung und Bodenerosion in
aquatische Okosysteme. Erhohte Gehalte von Arsen und Zinn sind meistens auf anthropogene Quellen
zuriickzufiihren. Dieses sind z.B die Metallverhiittung, die Kohleverbrennung oder der Einsatz arsen-
bzw. zinnhaltiger Pestizide. Zinnorganische Verbindungen gelangen hdufig als Antifoulingmittel
(Schiffsanstriche) in aquatische Systeme.

Wasserorganismen in kontaminierter Umgebung kdnnen mit Metalloiden durch das Oberflachen- und
Porenwasser, durch das Sediment und durch die Nahrung in Beriihrung kommen. Die Aufnahme {iber
die Korperoberfldche und iiber die Nahrung kann zu einer Akkumulation in den Organismen fiihren.
Der Grad der Akkumulation héngt von Parametern wie die Konzentration und Bioverfiigbarkeit des
Metalloids, der Oberflichengrole und der Erndhrungsweise des Organismus und seiner Fahigkeit
Metalloide zu metabolisieren ab.

Die Akkumulation und Wirkung von Metalloiden auf aqatische Organismen ist im marinen Bereich
gut untersucht. Daten zur Bioakkumulation von Arsen und Zinn in verschiedenen Kompartimenten
limnischer Okosysteme liegen jedoch ungleich seltener vor.

Dargestellt werden Ergebnisse zur Untersuchung der Bioakkumulation von Arsen und Zinn in
mehreren Kompartimenten eines FlieBgewdsserokosystems. Die Proben beinhalten verschiedene
aquatische Organismen (Muscheln, Gammariden, Insektenlarven, Wasserpflanzen) und Biofilme, die
vor und nach einer punktueller industrieller Belastungsquelle von dem Flachlandflul Lippe (NRW)
entnommen worden sind. Es gelingt, die kompartiment- und belastungsabhéngigen Verteilungsmuster
der beiden Metalloide deutlich herauszustellen.
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AQUATIC VASCULAR MACROPHYTA OF LAKE SKADAR

Danijela Stesevic

Faculty of Sciences, University of Montenegro
Corresponding author: denist@cg.yu

As relatively shallow lake, Lake Skadar permited the extensive development of vascular macrophyte
communities, with have irreplaceable role in lake’s metabolism, nutrient cycling and energy flowing.
Also they provide shelter for animals as well as substratum for attached microorganisms (plants,
animals, bacteria...). Plants and plant communities are not homogeneous dispersed in Lake’s
ecosystem. Northern part of shore is mild, broad and shallow, covered by very dense vegetation, while
southern and southern-west part vegetation is very scarce. From that reason our investigations were
located in northern part of lake.

Due the fact that water level and coast line are changing during the seasons and that our investigations
are taken from may till late august, summer aspect was considered. Only inhabitants of typical aquatic
habitats were embraces, what exclude marshlands a surrounding terrestrial types.

Plant life of the Lake is presented with emergent, floating-leaved and submersed forms. Vegetation of
the Lake is composed of communities which are dominant by a small number of species. On the other
hand many species are presented in very small number.

In this paper we trow light on dominant species. Emergent plants: Scirpus lacustris, Phragmites
australis and Typha angustifolia built up communities of the shallowest part of the shoreline. On some
localities flooded woods of willow are noticeable. If we follow horizontal zoning after this belt, in
zone of deeper waters leaf floating and submersed plants are coming: leave-floating- Nuphar luteum,
Nymphaea alba, Trapa natans, Nymphoides peltata ... submersed- Myriophyllum spicatum,
Ceratophyllum demersum, Potamogeton lucens, P. perfoliatus, P. crispus, aquatic Ranunculus,
Valisneria spiralis, Utricularia vulgaris and Najas marina and N. minor.

In a vertical zoning 3 or 4 strata can be distinquished: 1. on deepest positions (> 5m)- pure community
with Najas- ass. Najadetum marinae, 2. on depth between 1-3 and 5Sm, among Najas: Potamogeton sp.,
Valisneria spiralis, Myriophyllum and Ceratophyllum are present (ass. Potameto najadetum,
Potametum lucens...), 3. than comes strata with leave-floating plants (Nuphar, Nymphaea..) and
Myriophyllum- ass. Myriophyllum-Nupharetum lutei, Nymphoidetum peltate... and 4. emergent
vegetation order: Phragmitalia and flooded willow woods.

Comparing previous and our present investigation of plant life of Lake Skadar we noticed changes in
plant cover (mouth of Moraca and Podhumski Bay). Mainly they are expressed true spreading of
willow zone and expansion of water chestnut. We interpreted it as sign of eutrophication which is
mainly caused with inflow of urban and agromonic pollution from water shed of Lake Skadar.
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Online monitoring of physiological parameters to characterise impact,
adaptation and recovery of standard test organisms

M. Vervliet-Scheebaum ; R. Ritzenthaler und E. Wagner

Institut fiir Biologie II, Schinzlestr. 1, D-79104 Freiburg i.Br., Germany
Korrespondenzautor: Marco Vervliet, Email: Marco.vervliet@biologie.uni-freiburg.de

Physiological parameters like O,, pH and fluorescence are a good means of monitoring the
photosynthetic activity and respiration of organisms and therefore are a direct indicator of metabolic
activity and vitality reflecting the organisms status quo. Capturing toxicological impact to a series of
organisms while monitoring physiological parameters has been done in earlier toxicity studies and
tests even though increase in biomass and growth are more common test endpoints. The measurement
of physiological parameters in our micro-flow-through systems has the advantage of an online
characterisation of changes in the organisms fitness allowing a quick assessment of effects being very
economic in saving time, space and resources. Online monitoring of harmful components on the one
hand assesses impact on the test organisms in classic terms of toxicology resulting in EC50 values. On
the other hand the system allows observations on adaptation and recovery during testing and offers the
possibility for monitoring subtle effects due to chronic exposure.

In our presentation we will show examples of test results for several standard test organisms of various
trophy levels in response to toxins. This basically includes results on plants like the standard algal
species Chlamydomonas, Scenedesmus, Synechococcus, or the aquatic macrophytes Lemna gibba, L.
minor, Elodea canadensis and Myriophyllum spicatum. We will offer data for organisms during online
monitoring showing effects of adaptations to applied toxins and the possibilities of monitoring
recovery of organisms after a change from the test to the control medium, e.g. with application of
inhibitors of photosynthesis while monitoring plants.

67



Abstracts — SETAC-GLB-Tagung 2003

Eignung der Schlammschnecke Lymnaea stagnalis als neuer
Testorganismus fiir den Multispecies Freshwater Biomonitor® (MFB)

F. Wermann'>, A. Gerhardt®, S. Mohr!

'Umweltbundesamt, Fachgebiet II 1.5, Versuchsfeld Marienfelde, Schichauweg 58,
12307 Berlin

’LimCo International, An der Aa 5, 49477 Ibbenbiiren

*Hochschule Mittweida (FH), Fachbereich Mathematik/Physik/Informatik,
Technikumplatz 17, 09648 Mittweida

Korrespondenzautor: Franziska Wermann, Email: fwermann@htwm.de

Das Umweltbundesamt fiihrt derzeit in einer FlieBgewissersimulationsanlage (FSA) Versuche zur
Wirkung des Herbizids Metazachlor auf verschiedene Organismen durch. Nach einer Einfahrphase
von einem Jahr konnte sich die Schlammschnecke Lymnaea stagnalis in den Rinnen etablieren und
tritt dort in groferer Anzahlhoher Abundanz auf. Im Rahmen der Versuche mit Metazachlor wurde
erstmals die Eignung von L. stagnalis fir den Multispecies Freshwater Biomonitor® (MFB) in zwei
Fliegewdssermesokosmen untersucht. Hierzu wurde eine mit 500 pg/l Metazachlor dotierte Rinne
und eine Kontrollrinne verwendet und das Verhalten der Schnecken in den Kammern aufgenommen.
Die Schnecken wurden téglich mit einer bestimmten Anzahl von Spirodela polyrrhiza (Teichlinse)-
Blittchen gefiittert. So wurde nicht nur die Aktivitdt der Schnecken durch den MFB aufgezeichnet,
sondern auch das Fressverhalten der Schnecken beobachtet. Da die ECsy(48 h) fiir Metazachlor fiir
Daphnia magna mit 22,3 mg/l sehr hoch liegt, war zu erwarten, dass die verwendete Konzentration
von Metazachlor keine direkten Effekte auf L. stagnalis hat. Auch kurzfristige oder lédngerfristige
Verhaltensdnderungen der Schnecken konnten im Vergleich zur Kontrolle nicht nachgewiesen werden.
Um dennoch direkte Effekte auf das Verhalten der Schnecken nachweisen und damit die Eignung von
L. stagnalis fiir den MFB besser tiberpriifen zu konnen, wurden weitere Versuche zum Verhalten der
Tiere auf Temperatur- und Salinititsdnderungen in Mikrokosmen durchgefiihrt.
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Kontaktest fiir Feststoffe und wassrige Losungen mit Arthrobacter
globiformis

Stefanie Grund, Patrick Schwartz & Markus Schweizer

Institut fiir Zoologie der Universitdt Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, 69120 Heidelberg
Korrespondenzautor: Thomas Braunbeck, braunbeck@urz.uni-heidelberg.de

Dieser Tagungsbeitrag wurde von Studenten der Biologie/Okologie am Institut fiir Zoologie der
Universitit Heidelberg im Rahmen eines Hauptpraktikums ,Alternativmethoden in der
Okotoxikologie* bei PD Dr. Thomas Braunbeck und Dr. Henner Hollert erstellt und beschreibt einen
Ausschnitt aus dem Praktikumsprogramm an Hand der von den Studenten gewonnenen Daten.

Der Bakterienkontakttest mit Arthrobacter globiformis stellt ein weitgehend normiertes und im
Rahmen eines Verbundprojektes pravalidiertes In vitro-Testverfahren dar, mit dessen Hilfe es
ermoglich ist, native aquatische Sedimente, Schwebstoffe oder Bodenproben auf ihre Bakterien-
Toxizitdt zu tiberpriifen, ohne diese vorher aufbereiten zu miissen und sie so eventuell chemisch zu
verdndern. Der Test kann auch mit wéssrigen Losungen wie Porenwasser, acetonischen Extrakten oder
wissrigen Eluaten angewendet werden. Fiir einen Biotest ist er innerhalb von 1 2 Tagen
durchzufiihren, und durch die kurze Generationszeit der Bakterien kann sowohl die akute, als auch die
chronische Toxizitdt untersucht werden. Wird der Bakterien(kontakt)test mit wissrigen Losungen
angewendet, kann er in Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden. So kann eine groflere Anzahl von
Proben und/oder Verdiinnungsreihen mit einem weitaus geringeren Aufwand als im Kontakttest
untersucht werden.

Arthrobacter globiformis ist die am haufigsten vorkommende Art aerober chemoheterotropher
Bakterien im Boden. Im Test werden die Bakterien direkt dem zu untersuchenden Sediment exponiert.
Dessen Toxizitdit wird durch die Hemmung von bakteriellen Dehydrogenasen photometrisch
nachgewiesen und mit einem Kontrollsediment (Quarzsand der Siebklasse W4) verglichen. Durch die
Dehydrogenaseaktivitat wird das Substrat Resazurin (595 nm) in Resorufin (620 nm) umgewandelt.
Nur lebende Bakterien besitzen diese wasserstoffabspaltenden Enzyme, die bei vielen
Stoffwechselprozessen eine Rolle spielen und die Integritit der Zelle erfordern.

Im Rahmen des Praktikums wurden Sedimentproben aus einer Flachwasserzone des Neckars bei
Eberbach untersucht. Diese inzwischen unter Naturschutz gestellte Flachwasserzone war bei
Befischungen wiederholt durch eine aberrante Zusammensetzung der Fischpopulationen aufgefallen.
Es konnte eine deutliche Hemmung der Bakterien-Dehydrogenase in den Ansétzen mit den nativen
Sedimentproben nachgewiesen werden. Diese war deutlich groBer als in der Positivkontrolle mit 2,4-
Dinitrophenol. In der Negativkontrolle wurde dagegen keinerlei Hemmung der Dehydrogenase
hervorgerufen. Das Sediment der ganz am Ende der Flachwasserzone liegenden und am stirksten
belasteten Probenahmestelle Eberbach 2 rief mit 100 % die groffte Hemmung der Bakterien-
Dehydrogenase hervor und besitzt somit die grofite Toxizitét. Eberbach 3 zeigte mit rund 46 % die
geringste Hemmung und somit auch die niedrigste Toxizitét.

Bei dieser Untersuchung konnte also fiir den hinteren Abschnitt der Flachwasserzone, in dem
Sedimente durch Wellenbewegung stindig resuspendiert und in ihrer chemischen Zusammensetzung
verdndert werden (Eberbach 2), eine erhohte Toxizitit gegeniiber dem Standort am Neckarzufluss
festgestellt werden. Da der Bakterienkontakttest mit nativen Sedimenten durchgefiihrt wurde, gibt er
Auskunft {iber das tatsidchlich bioverfiigbare Schidigungspotential, das bei Eberbach 2 sehr hoch ist.
Dieses Belastungsmuster deckt sich mit Befunden aus anderen Biotests, z.B. Gentoxizitétspriifungen
(Comet-Assay), Teratogenititstests (Fischeitest mit dem Zebrabiarbling) oder der Priifung auf
dioxindhnliche Aktivitét.
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Der Fischeitest mit dem Zebrabérbling

Stefanie Grund, Patrick Schwartz, Markus Schweizer
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Dieser Tagungsbeitrag wurde von Studenten der Biologie/Okologie am Institut fiir Zoologie der
Universitdit Heidelberg im Rahmen eines Hauptpraktikums ,,Alternativmethoden in der
Okotoxikologie“ bei PD Dr. Thomas Braunbeck und Dr. Henner Hollert erstellt und beschreibt einen
Ausschnitt aus dem Praktikumprogramm an Hand der von den Studenten gewonnenen Daten. Ziel des
Hauptpraktikums ist es, sowohl etablierte als auch neue Methoden in der aquatischen Okotoxikologie
zu vermitteln. Die Studenten flihren in Zweiergruppen Experimente in folgenden Bereichen durch:

(1) Early Life-Stage-Tests mit dem Zebrabérbling (Embryotoxizitit, Teratogenitit);

(2) Cytotoxizitét: akute Toxizitdt von Chemikalien auf permanente Zellkulturen; Vorstellung
verschiedener etablierter toxikologischer Endpunkte;
3) Bakterientoxizitit: Nachweis der bakterientoxischen Effekte von Umweltproben im

Bakterienkontakttest mit Arthrobacter globiformis;

4) Gentoxizitét (Ermittlung der DNA-schidigenden Wirkung von Umweltchemikalien bei
permanenten Fischzellkulturen) mit Hilfe der Mikrogelelektrophorese (Comet-Assay);

(5) Endokrine Schadstoffe: Nachwies Ostrogener Wirkung von Umweltproben mit Hilfe des
Yeast Estrogen Screen (YES-Test) sowie immunhistochmeischer Nachweis der Induktion
von Vitellogenin in der Leber der Regenbogenforelle;

(6) Enzyme: Verinderungen im Enzymmuster von priméren Fischzellkulturen unter dem
Einfluss von Umweltschadstoffen;
(7) Cytopathologie: cytopathologische Verdnderungen in Priméarzellkulturen von Hepatocyten

aus der Regenbogenforelle wunter dem Einfluss von Umweltschadstoffen
(elektronenmikroskopische Verdnderungen);
®) diverse Exktraktionsverfahren fiir wéssrige Proben, Schwebstoffe und Sedimente..

Im Rahmen des Hauptpraktikums ,,Alternativmethoden in der Okotoxikologie® 2002 sollte die
aktuelle Belastungssituation einer Flachwasserzone am Neckar bei Eberbach ermittelt. Bei der
Flachwasserzone handelt es sich um eine 0,32 ha groe Wasserfliche in einer Neckarschleife
zwischen den Ortschaften Hirschhorn und Pleutersbach. Sie wurde 1991 im Rahmen einer teilweisen
Renaturierung der alten FluBauen des Neckars insbesondere als Refugium und Laichgebiet fiir Fische
angelegt. Der hintere Abschnitt der Flachwasserzone ist bei fritheren Untersuchungen aufgrund seines
hohen okotoxikologischen Schédigungspotenzials sowie durch Stérungen der Makrozoobenthos-
Biozdnosen und der Fischfauna aufgefallen. Ursache hierfiir konnte der auf dem Neckar bestehende
Schiffsverkehr sein. Wihrend bei ausbleibendem Schiffsverkehr innerhalb der Flachwasserzone nur
eine minimale Strdomung herrscht, resultieren aus der Wasserbewegung bei Schiffsverkehr (@ alle 20
min) Stromungsverhéltnisse mit Wasserstandsschwankungen von bis zu 20 cm. Besonders im hinteren
Drittel der Flachwasserzone kommt es durch die verminderte Fliefgeschwindigkeit zu erhdhter
Sedimentation von Schwebstoffen, die sich in einer Schlammschicht von bis zu 40 cm Maichtigkeit
manifestiert (Geier 1994, Diplomarbeit Universitit Heidelberg). Andererseits entsteht beim
Herannahen eines Schiffes ein starker Sog aus der Flachwasserzone heraus, so dass der hintere Bereich
der Flachwasserzone in Intervallen von etwa 15 min fiir kurze Zeit trocken fallt. Mit praktisch allen
genannten Testverfahren konnten in den acetonischen Sedimentextrakten biologische Effekte
nachgewiesen werden.
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Dieser Tagungsbeitrag wurde von Studenten der Biologie/Okologie am Institut fiir Zoologie der
Universitit Heidelberg im Rahmen eines Hauptpraktikums ,Alternativmethoden in der
Okotoxikologie* bei PD Dr. Thomas Braunbeck und Dr. Henner Hollert erstellt und beschreibt einen
Ausschnitt aus dem Praktikumprogramm an Hand der von den Studenten gewonnenen Daten.
Embryotoxikologische Studien umfassen makroskopische und mikroskopische Untersuchungen an
Eiern sowie embryonalen und larvalen Entwicklungsstadien von Fischen, die mit Chemikalien oder
belasteten Umweltproben wurden. Ein solches Verfahren (Early-Life-Stage-Test) zeigt im Gegensatz
zum normalen Fischtest nicht nur den LCso-Wert und teratogene Wirkungen an, sondern testet auch
die Auswirkung auf den Gesamtorganismus und seine Organogenese. Schadstoffkonzentrationen, die
beim ausgewachsenen Tier keine Wirkung zeigen, kdnnen fiir die Vernichtung der Brut ausreichen.
Acetonische Sedimentextrakte verschiedener Stellen aus einer belasteten Flachwasserzone am Neckar
bei Eberbach wurden auf ihre embryotoxische Wirksamkeit beim Zebrabérbling (Danio rerio)
untersucht. Dazu wurden befruchtete Eier des Zebrabérblings verschiedenen Konzentrationen dieses
Extrakts ausgesetzt, nach 24, 48 und 72 Stunden unter dem Inversmikroskop untersucht und ihr
Zustand protokolliert. Der Test lehnt sich damit an die Vorgaben der DIN 38415-6 (Fischeitest fiir
Abwisser) an, wurde jedoch in seiner Dauer auf 72 Stunden verldngert, um auch spite Effekte auf die
Embryonalentwicklung zu erfassen.

Die Befruchtungsrate der Eier lag in der Regel bei > 90 %; die Zahl der sich entwickelnden
Embryonen schwankte zwischen 80 und 100 %. Die nur mit Verdiinnungswasser behandelten
Embryonen (Negativkontrollen) entwickelten sich alle normal und schliipften nach 3 bis 4 Tagen. Dies
zeigt, dass die Entwicklung der Embryonen nicht durch die Bedingungen des Versuchs selbst
beeintrachtigt wurden.

Fir die Experimente mit den acetonischen Sedimentextrakten wurden nur Eier bzw. Embryonen
verwendet, die sich bereits vor der Belastung mindestens bis zum 8-Zell-Stadium entwickelt hatten.
Deutliche Effekte durch die Sedimentextrakte belegen bereits in geringeren Konzentrationen eine
erhebliche teratogene Wirkung. Die Toxizitdt zeigt eine klare positive Dosis-Wirkungs-Beziehung.
Bei Belastung mit geringen Testkonzentration entwickelten sich die Embryonen nach einer
voriibergehenden Ausbildung von Odemen normal. Bei Belastung mit Extraktkonzentrationen ab 15
mg/ml wiesen die Embryonen dagegen bleibende Schiden auf; Beispiele fiir Schidden sind Fehlen von
Herzschlag und Blutkreislauf, allgemeine Missbildungen und Entwicklungsverzogerungen der
Embryonen. Bei den beiden hdchsten Konzentrationen koagulierten schlieBlich innerhalb von 72
Stunden bis zu 50 % der Embryonen.

Auf Grund der Untersuchungen sind die Sedimentproben aus der Flachwasserzone am Neckar bei
Eberbach als teratogen zu beurteilen. Der Standort mit den stdrksten Effekten, Eberbach 2, liegt im
hinteren, dem Neckar abgewandten Bereich der Flachwasserzone. Durch stindigen Wechsel zwischen
Ebbe und Flut in Folge des Schiffsverkehrs auf dem Neckar kann es dort zu einer Remobilisierung der
Sedimente kommen, wobei tiefere Ablagerungen wieder an die Oberflache gelangen und dort durch
Kontakt mit Sauerstoff und Photooxidation oxidiert werden. Durch diese Prozesse konnen Schadstoffe
in toxischere Formen umgewandelt werden (z.B. Verinderung von Metallbindungseigenschaften,
reaktivere organische Substanzen etc.).
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Dieser Tagungsbeitrag wurde von Studenten der Biologie/Okologie am Institut fiir Zoologie der
Universitit Heidelberg im Rahmen eines Hauptpraktikums ,Alternativmethoden in der
Okotoxikologie“ bei PD Dr. Thomas Braunbeck und Dr. Henner Hollert erstellt und beschreibt einen
Ausschnitt aus dem Praktikumprogramm an Hand der von den Studenten gewonnenen Daten.

Der Comet-Assay (Einzelzellgelelektrophorese, Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) ist ein
einfacher, schnell durchfiihrbarer Test, der es erlaubt, DNA-Schidden auf dem Niveau der Einzelzelle
zu erfassen. Die Durchfiihrung des Comet-Assays ist mit praktisch jedem eukaryontischen Zelltyp
moglich und vom Zellzyklus weitgehend unabhingig. DNA-Schiden konnen somit sowohl in
proliferierenden als auch in nicht proliferierenden Zellen nachgewiesen werden. Nachweisbare Effekte
sind Einzel- und Doppelstrangbriiche, AP-Stellen (apurinische/apyrimidinische Stellen), Cross-links
und die Intensitit der zelluldren Reparatur, ein indirektes MaB fiir die Bildung von DNA-. Die
Befunde aus dem Comet-Assay werden als Tail Moment (Produkt aus Schweiflinge und relativem
DNA-Gehalt im Vergleich zum Bereich des (ehemaligen) Zellkerns) angegeben.

Im Praktikum wurden Sedimentproben vom Neckar bei Eberbach untersucht, wo vor mehreren Jahren
eine Flachwasserzone geschaffen wurde, die vor allem als Laichrefugium fiir Fische dienen sollte.
Vollig aberrante Zusammensetzungen der Fischpopulationen fiithrten zu Untersuchungen, die fiir
verschiedene toxikologische Endpunkte eine erhebliche Belastung der in der Flachwasserzone
abgelagerten Schwebstoffe ergaben. Um die Stérungen in der Reproduktion der Fische zu erkliren,
wurden unter anderem Experimente zum gentoxischen Potential der Sedimente mit Hilfe des Comet-
Assay durchgefiihrt, bei denen die permanente Fischzelllinie RTL-WI1 mit verschiedenen
Konzentrationen eines acetonischen Extrakts der Sedimente von verschiedenen Stellen in der
Flachwasserzone bei Eberbach belastet wurden.

RTL-W1-Zellen wurden mit den Proben belastet und anschlieBend auf bereits mit einer
Agarosegelschicht {iberzogene Objekttrager in eine zweite Gelschicht eingebettet. Zum Schutz vor
mechanischer Belastung wurde eine dritte Gelschicht aufgelagert. Um die Zellkerne zu isolieren
wurden die Zellen mit einer alkalischen Losung lysiert. Im Anschluss erfolgte die alkalische
Denaturierung der DNA und Elektrophorese. Um die DNA-Kometen unter dem
Fluoreszenzmikroskop auswerten zu konnen, wurde sie mit Ethidiumbromid angefarbt. Die
Auswertung der Kometen erfolgte mit dem Programm Comet 3.0.

Die Zellen der unbelasteten Kontrolle wiesen im Comet-Assay praktisch keine Kometenbildung auf.
Die acetonischen Extrakte des relativ stark belasteten Standorts Eberbach 2 im hinteren Teil der
Flachwasserzone induzierten dagegen eine betrachtliche Kometenbildung. Bei den acetoschen
Extrakten der Sedimente der relativ gering belasteten Probenstandorte Eberbach 3 und Eberbach 4
(Eingangsbereich der mit dem Neckar verbundenen Flachwasserzone) konnte dagegen bestenfalls nur
eine leichte gentoxische Wirkung nachgewiesen werden: Erst bei einem Aquivalent von 23 bzw. 40
mg extrahiertem Sediment pro ml Testansatz konnte eine signifikante Zunahme des Tail Moments
nachgewiesen werden, die jedoch stets deutlich geringer war als bei Standort Eberbach 2.
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Dieser Tagungsbeitrag wurde von Studenten der Biologie/Okologie am Institut fiir Zoologie der
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Die fibroblastendhnlichen RTG-2-Zellen wurden von Wolf & Quimby in den sechziger Jahren aus
Kulturen aus der Gonade der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) gewonnen und werden
seitdem in vitro weiter kultiviert und vermehrt. Die Zellen kénnen kommerziell von der American
Type Culture Collection (ATCC) bezogen werden. Die fiir Routineuntersuchungen eingesetzten
Fibrocytenkulturen (RTG-2) verfiigen nur iiber eine beschriankte Kapazitit zur Biotransformation nach
Phase I (Cytochrom P450 1A; CYP 1A) und unterscheiden sich damit durchaus intakten Fisch. Um
eine weitere Anndherung des Biotests an die Verhéltnisse in lebenden Tieren zu erhalten, wurde die
Biotransformationsfahigkeit der Zellen durch Zugabe eines S9-Mixes erhoht.

Mit Hilfe des Cytotoxizititstests mit der Zelllinie RTG-2 wurde das cytotoxische
Schadigungspotenzial acetonischer Sedimentextrakte fiinf verschiedener Standorte einer kiinstlich
angelegten Flachwasserzone bei Eberbach am Neckar untersucht. Der hintere Abschnitt dieser
Flachwasserzone war bei fritheren Untersuchungen aufgrund eines hohen Okotoxikologischen
Schadigungspotenzials sowie durch Storungen der Makrozoobenthos—Biozonosen und der Fischfauna
aufgefallen. Um eine aktuelle Belastungssituation und damit Verdnderungen der 6kotoxikologischen
Belastung der Flachwasserzone zu ermitteln, wurden gemeinsam mit der Landesanstalt fiir
Umweltschutz (LfU) im Oktober 2001 entnommene Sedimentproben untersucht. Zur Durchfithrung
des Tests wurden RTG-2 Zellen in 96-Well-Platten fiir 48 Stunden bei 20°C mit acetonischen
Extrakten der fiinf Standorte belastet. Eine Schiadigung der RTG-2 Zellen wurde mit Hilfe der
Endpunkte Neutralrotretention und Laktatdehydrogenasefreisetzung erfasst.

Bei der Untersuchung konnte bei hoherer Konzentration der Extrakte eine cytotoxische Wirkung der
Sedimentproben auf die Zellen der RTG-2 in vitro nachgewiesen werden. Der Nachweis ergab sowohl
mit dem Endpunkt Neutralrotretention als auch dem Endpunkt LDH— Freisetzung eine positive Dosis-
Wirkungs-Beziehung. Im Vergleich der einzelnen Probestandorte untereinander bestdtigte sich die
Vermutung, dass vor allem im hinteren Teil der Flachwasserzone eine Sedimentation toxischer
Substanzen erfolgt. Entsprechend konnte an diesen Stellen eine hohere Toxizitit der Probenextrakte
als im vorderen, mehr strémungsexponierten Teil der Flachwasserzone nachgewiesen werden.

Beide In vitro-Methoden erscheinen also aus Okotoxikologischer Sicht prinzipiell geeignet, ein
Schiadigungspotential anzuzeigen. Ein Bezug zur tatséchlichen Schédigung von z.B. Fischen ergibt
sich aus der Korrelation der Befunde aus den Cytotoxizititstests zu (1) Freilanduntersuchungen an
nativen Fischpopulationen, die eine z.T. erhebliche Schidigung der Fischfauna nahe legen, und (2)
parallelen Untersuchungen im Fischeitest mit Eiern des Zebrabiarblings (Danio rerio) nach DIN
38415, Teil 6 (Bestimmung der nicht akut giftigen Wirkung von Abwasser auf die Entwicklung von
Fischeiern iber Verdiinnungsstufen), die ebenfalls eine eindeutige Schadigung durch Sedimente aus
den hinteren Bereichen der Flachwasserzone belegen.
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Situated on the Balkan peninsula and straddling the Albanian-Montenegrin boarder Lake
Shkodra/Skadar is the receiving body for several large rivers and numerous small streams draining the
surrounding catchment area. The predominantly shallow alkaline waters of the lake together with their
associated wetlands form a unique habitat for numerous plant and animal species. This has resulted in
classification of the area as a ‘wetland site of international significance and importance’ under the
terms of the International Convention on Wetlands (Ramsar Convention) in 1995. Over the last
decade, the growth of industry and the intensification of agriculture in the lake’s catchment area have
resulted in increasing anthropogenic influence on the lake including the input of various organic
pollutants.

The aim of our study was to make an initial assessment of the range of readily bioavailable
hydrophobic organic pollutants (HOPs) in the lake using Semipermeable Membrane Devices (SPMDs)
as biomimetic samplers in conjunction with chemical analysis and a range of bioassays.

Six sampling sites were selected (three each in the Albanian and Montenegrin sectors) on the basis of
anthropogenic influence. SPMDs were deployed consecutively at each site for 21 days. Following the
dialytic recovery of target analytes and sample clean-up, samples from each site were divided and
subjected to either GC-MS analysis for priority pollutant polycyclic aromatic hydrocarbons (PP-PAH)
and organochlorine pesticides (OCPs) or one of three bioassays: These included the Yeast Estrogen
Screen (YES) for estrogenic potential, the Ames Test (AT) for mutagenic potential and the 7-
ethoxyreorufin-O-deethylase (EROD) assay with the cell line RTL-W1 (Bols et al.) for dioxin-like
activity.

Several PP-PAHs including naphthalene, phenanthrene, flouranthene and benzo pyrenes were
identified in samples from each site. PP-PAH concentrations in the deployed SPMDs ranged from 5.0
ng to over 1.0 ug per device. Several OCPs including various hexachloro-cyclohexane (HCH) isomers
and bromocil were also identified.

Samples from five of the six sites displayed a positive response in the YES with estrogenic potential
equivalents ranging from 1.56 x 10" to 3.91 x10™"" M 17-B-estradiol per SPMD indicating the
presence of readily bioavailable estrogen receptor (ER) agonists at these sites. Five samples produced
significant induction in the EROD assay. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) EC,s toxicity
equivalents (TEQs) were induced by 0.22%—1.00% of whole SPMD dialysates indicating high
concentrations of readily bioavailable aryl hydrocarbon receptor (AhR) agonists at these sites. Only
one sample displayed a low but significant effect in the AT. Whilst no significant effects were
observed in the remaining five samples, it is likely that the AT methodology employed resulted in
dilution of the remaining samples to no observable effect concentrations.

Together, our results show that waterborne organic pollutants including specific PP-PAHs, OCPs and
hitherto unidentified ER and aryl AhR agonists are readily available for uptake by the aquatic biota of
Lake Shkodra/Skadar. Our results also show that combining SPMD-based biomimetic sampling with
traditional chemical analysis and bioassays can provide an environmentally relevant tool for the
identification of toxic HOPs in aquatic environments.
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Diuron [DCMU, 3-(3’,4’-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea] (Fig. 1) is a phenylurea herbicide. In
North Queensland, Australia, it is one of the most heavily used herbicides for pre- and post-emer-
gence control of weeds on sugar cane farms adjacent to rivers and coastlines with an annual usage of
more than 197,000 kg active ingredient. Beside the use as a herbicide, diuron is an active component
in 20 antifouling paints. It acts as an inhibitor of photosynthesis and targets the photoreduction site of
photosystem II in the chloroplasts of higher plants and algae, where it competes with plastoquinone
for the QB site. Diuron bound to the QB site blocks electron transfer from QA to QB, thus leading to
a limitation of photosynthetic efficiency. The aquatic half-life time of diuron is approximately 120
days, and it enters the marine environment through terrestrial run-off especially after heavy rainfall
events and flood plumes.

Along the Queensland coast, it has been detected at various sites within the Great Barrier Reef Marine
Park. Previous studies have shown that diuron inhibits photosynthesis in sea grasses at concentrations
as low as 0.1 mg/L. The inhibition of photosynthesis in the dinoflagellates of scleractinian corals can
lead to the dissociation of the relationship between symbiont and host, a phenomenon known as “coral
bleaching”. Little is known about the effects of diuron on corals, but Jones et al. (2003) demonstrated
that diuron bleaches adult corals at concentrations > 1 mg/L.

Four scleractinian coral species were collected from fringing reefs around Lizard Island, Princess
Charlotte Bay, and Horseshoe Bay at Magnetic Island (Queensland, Australia). Three species obtain
their symbionts before eggs or planulae are released from the colony (Montipora sp., Pocillopora
damicornis and Seriatopora hystrix). The fourth species (Acropora millepora) takes them up from its
aquatic environment, after the larvae have attached on appropriate substrata.

Developmental stages tested in the present study included fertilization, settlement and early
developing coral spat. Pulse amplitude modulated (PAM) chlorophyll fluorometry was used to assess
the inhibition of photosynthesis in the symbiotic dinoflagellates of the coral spat.

In all four species investigated, fertilization, settlement and spat survival were not affected at high
diuron concentrations up to 1000 pg/L except for a slight settlement inhibition of Acropora millepora
larvae (lowest observable effect concentration, LOEC = 300 mg/L). Following outside exposure to
elevated concentrations of diuron (1000 pg/L) under natural sunlight conditions for 4 days (light
intensity approx. 300 umol quanta/m?/sec) and a 4 day recovery period, Pocillopora damicornis spat
with retracted tissue progressively expelled their symbionts and showed retraction of tissue from the
skeleton. Free-floating bleached spat free of any symbionts were found in the surrounding medium. At
lower concentrations, the number of symbionts returns to control values, whereas at higher
concentrations, recovery does not seem possible.

The LOEC for reduction of photosynthetic efficiency in the symbiotic dinoflagellates is 1 mg/L
diuron. Although the effects of the herbicide were rapid and reversible and the spat of all treatments
recovered to control values within 2 hours to 6 days, the results prove that the fitness of young coral
recruits, which is crucial for reef-growth and -recovery, is at least as vulnerable towards diuron as the
fitness of adult corals, and that the intensive use of this herbicide in agriculture and in antifouling
paints represents a serious threat for the marine ecosystem.
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In einem 2 jihrigen Umweltmonitoring wurden die Fischpopulationen an 5 weitgehend
naturbelassenen Habitaten mit unterschiedlichen hydrogeologischen Charakteristika (Rhein und
Mittelgebirgsseen) und 3 Standorten mit anthropogener Belastung untersucht. Ziel des
Forschungsvorhabens war es, in erster Linie den von anthropogenen Einfliissen weitgehend freien
(natiirlichen) Reproduktionszyklus und die Geschlechtsdifferenzierung der Indikatorarten Rotauge
(Rutilus rutilus) und Flussbarsch (Perca fluviatilis) zu erfassen. Zudem zielte das Vorhaben auf die
Klarung der Frage, ob anthropogene Belastungen an z.B. Hafenstandorten oder ein hoher
Abwasseranteil im untersuchten Gewasserbereich signifikante Abweichungen vom Grundschema der
Geschlechtsentwicklung hervorrufen. Als Indikatoren fiir die ,,Naturbelassenheit® eines Standortes,
wurden sowohl gewisserokologische Parameter wie Artenvielfalt der Meso- und Fischfauna sowie der
Ufervegetation, die Parasitisierung von Indikatorarten, als auch Daten zur Fremdstoftbelastung der
untersuchten Habitate herangezogen. Biomarker zur Erfassung des reproduktionsbiologischen Status
der untersuchten Populationen waren das Geschlechterverhiltnis, der Gonadosomatische Index (GSI),
die histologische Gonadendifferenzierung und die Bildung des Dotterproteins Vitellogenin (VGQ).

An unbelasteten Standorten schwankte die Geschlechterverteilung nur geringfiigig im Bereich der
Gleichverteilung, sodass fiir beide Spezies eine 1:1 Verteilung der Geschlechter als ,,normal®
angenommen werden kann. Der Anteil weiblicher Individuen an der Population der 8 untersuchten
Standorte lag zwischen 48,2% und 55,9% fiir Rotaugen und 40,7% und 54,3% fiir Flussbarsche. Die
Konfidenzintervalle fiir die jeweiligen Untersuchungen waren < + 8,3% fiir p=0,05. Uber einen
Zeitraum von 2 Jahren betrachtet wurde auch an belasteten Habitaten kein signifikant erhdhter Anteil
weiblicher Fische beobachtet.

Diese Daten werden im Vergleich mit Ende der 90 Jahre erhobenen Befunden bzgl. einer
weitreichenden Verweiblichung von Fischpopulationen in anthropogen belasteten Gewissern
diskutiert.

Die saisonale Gonadenentwicklung verlief unabhingig vom Gewdssertypus (Mittelgebirgssee, Fluss)
und Alter des Fisches im Hinblick auf GSI und Gametendifferenzierung synchron.

In vergleichbaren Freilanduntersuchungen wurde die Bildung von Eizellen in Hoden (Testisova) als
weitverbreitetes histologisches Indiz fiir eine Exposition von freilebenden Fischen gegeniiber
exogenen, Ostrogenwirksamen Substanzen bewertet. Dieses Phdnomen wurde an ménnlichen Fischen
der vorliegenden Studie (n=1296) nicht beobachtet.

Als weiterer Bioindikator filir eine Exposition gegeniiber Xendstrogenen gilt die Induktion von
Ostrogen-kontrolliertem Dotterprotein (Vitellogenin VG) in maéannlichen Fischen. Sowohl an
unbelasteten wie auch an belasteten Standorten lagen bei 96% der Ménnchen die VG Gehalte im Blut
unter 1 pg/ml. Signifikant erhdhte Vitellogeninkonzentrationen im Blut minnlicher Fische (>10
ug/ml), wie sie im Verlauf von Expositionsversuchen mit Ostrogenwirksamen Substanzen im
Laborversuch bei karpfenartigen Fischen gemessen werden, waren lediglich an einem stark mit
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Abwasser belasteten Standort bei 3% der ménnlichen Individuen nachweisbar. Da die Quantifizierung
von VG Gehalten im Blut von Fischen nicht standardisiert ist, sind die bisher verdffentlichten Studien
zu diesem Biomarker kaum untereinander vergleichbar. VG Bestimmungen erlauben somit keine
Bewertung der Belastung eines Gewdéssers mit dstrogenwirksamen Substanzen im Sinne einer Dosis
Wirkungsbeziehung oder (exogener) Ostrogeniquivalente.

An dem mit Abwasser belasteten Standort waren allgemeine Indizien einer Schadstoffbelastung wie
erhohte Inzidenz von Lebertumoren und ein hoher Parasitisierungsgrad zu verzeichnen. Zudem
wurden diffuse Storungen der Gonadendifferenzierung, wie weibliche Pubertas tarda, ménnliche
Pubertas pracox, Gonadentumore und Degeneration von Oocyten beobachtet.

Fazit:

Das Schadbild einer ,zielgerichteten Verweiblichung™ genetisch ménnlicher Individuen mit
intermedidren Entwicklungsstadien (Testisova, paradoxe Vitellogenin-Induktion) liegt selbst an
Standorten mit hoher anthropogener Belastung nicht vor. Die Annahme eines ursidchlichen
Zusammenhangs zwischen Exposition gegeniiber Abwassern und der phinotypischen Verweiblichung
ménnlicher Individuen und einer damit einhergehenden Verschiebung des Geschlechterverhéltnisses
der Fischpopulationen (insbesondere von R. rutilus) ist fiir die untersuchten Standorte nicht begriindet.

Danksagung: Das Vorhaben wurde vom Verband der Chemischen Industrie (VCI) gefordert.
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Endokrine Disruption bei Vorderkiemerschnecken — neue Untersuchungen
und Ergebnisse

Bachmann, Jean; Hasenbank, Marc; Schulte-Oehlmann, Ulrike; Oehlmann, Jorg

J. W. Goethe-Universitit Frankfurt, Institut fiir Zoologie, Arbeitsgruppe Okotoxikologie
Korrespondenzautor: Jean Bachmann, E-Mail: Jean.Bachmann@zoology.uni-frankfurt.de

Zahlreiche Umweltchemikalien sind in der Lage, das Hormonsystem von Tieren zu beeinflussen.
Obwohl die Invertebraten etwa 95 9% aller bekannten Spezies im Tierreich stellen, liegt der
Schwerpunkt von Forschungsaktivititen zur endokrinen Wirkung von Substanzen nach wie vor auf
Untersuchungen mit Wirbeltieren. Unbestritten ist, da8 auch Nichtwirbeltiere hormonelle Botenstoffe
nutzen. Durch die Einwirkung von Xenohormonen verursachte negative Effekte wurden somit auch
bei diesen Tiergruppen nachgewiesen bzw. sind nicht auszuschlie3en.

Durch seinen phylogenetisch-vergleichenden Ansatz integriert das EU-Projekt COMPRENDO
(Comparative Research on Endocrine Disrupters) bei der Erforschung der endokrinen Modulation
sowohl Aspekte der Vertebraten- als auch der Invertebraten-Endokrinologie. Monosubstanzteste mit
androgen und anti-androgen wirksamen Substanzen sollen dabei neue Erkenntnisse zu den Effekten
endokriner Disruptoren auf histologischer, morphologischer, physiologischer und molekularer Ebene
sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten iiber Taxagrenzen hinaus evaluieren. Des weiteren werden
native Sedimente als komplexe Umweltproben untersucht. Die Kombination von morphologisch-
anatomischen Studien, biochemischen und genetischen Untersuchungen sowie chemischen Analysen
im Rahmen dieses internationalen und interdisziplindren Projektes erlaubt eine komplexe und
wirkungsbezogene Betrachtung der Ergebnisse.

Der Vortrag gibt einen Uberblick zu ersten eigenen Resultaten aus Untersuchungen mit
Vorderkiemerschnecken (Gastropoda, Prosobranchia).
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Okotoxikologische Relevanz von Storungen im endokrinen System.
-Erkenntnisse aus Untersuchungen zur Geschlechtsdifferenzierung und
Gonadenentwicklung bei entlang der Elbe untesuchten Brassen (Abramis
brama [L.])-

M. Hoffmann und L. Karbe

Institut fiir Hydrobiologie und Fischereiwissenschaft, Universitit Hamburg
Korrespondenzautor: Mervée Hoffmann, Email: Mervee Hoffmann@public.uni-hamburg.de

Viele der als ,endocrine disruptors® bekannten Substanzen gelangen fiiber landwirtschaftliche,
kommunale oder industrielle Eintrdge in die aquatische Umwelt. Bei unterschiedlichen Spezies von
Fischen, die unter Laborbedingungen mit diesen Stoffen exponiert wurden, konnten auf histologischer
Ebene nachweislich Stérungen in den Gonaden und der Leber der Tiere beobachtet werden. Als
wichtigstes Phdnomen wurden dabei einerseits bei Mannchen der Intersex, andererseits bei weibliche
Fischen vermehrtes Auftreten atretischer Oozyten beschrieben.

Mit dieser Prasentation werden Erkenntnisse aus einer entlang der Elbe durchgefiihrten Feldstudie zur
Diskussion gestellt und Ergebnisse zur Geschlechtsdifferenzierung und Gonadenentwicklung beim
Brassen, einem anerkannten Monitoringfisch, im Hinblick auf ihre 6kotoxikologische und 6kologische
Relevanz bewertet.

Phédnomene des Intersex und der Atresie von Oozyten konnten in fast allen untersuchten
Fischpopulationen beobachtet werden. Des weiteren fanden sich in den ménnlichen Gonaden Cysten
mit Zellresten, die als Riickbildungserscheinung testikuldren Gewebes interpretiert werden kdnnen. In
den weiblichen Brassen zeigte sich zeitweise vermehrte Bindegewebsentwicklung. Da auch im
Referenzgewdsser Mannchen mit Intersex sowie Weibchen mit atretischen Oozyten gefunden wurden,
scheinen diese Effekte zu einem bestimmten Prozentsatz ein natiirliches Phénomen zu sein.

Die regionalen Unterschiede in der Ausprigung der Marker ,Intersex” und ,atretische Oozyten*
entlang der Elbe waren geringer als erwartet. Die Griinde liegen wahrscheinlich in der ,,low level*
Expositionssituation in der Elbe. Eine Beeintrachtigung der Reproduktion konnte bei den meisten
Féllen ausgeschlossen werden, da die untersuchten Fische wihrend der Laichzeit eine weitgehend
ausgereifte Gonade aufwiesen. Eine Ausnahme bildeten die Brassen in einem Teilbereich der mittleren
Elbe, besonders der Beprobungsstation Magdeburg. Hier wurden kaum laichreife Brassen mit
abgeschlossener Spermatogenese gefangen. Als Ausdruck einer allgemeinen Schédigung waren die
Fische hier auch durch ein verringertes Koérperwachstum charakterisiert.. Neben endokrinen Stdrungen
scheinen dort auch toxische Einfliisse eine Rolle zu spielen.

Aufgrund der ,low level“ Expositionssituation in der Elbe und der geringen Haiufigkeit der
Phianomene stellt sich die Frage, ob die histologischen Marker ,Intersex Inzidenz“ und ,,Anzahl
atretischer Oozyten fir die Bewertung endokriner Storungen ausreichen. In jedem Fall ist eine
Beriicksichtigung der Haufigkeit der verschiedenen Intersex Grade sinnvoll. Weitere relevante
Faktoren, welche in zukiinftigen Studien beriicksichtigt werden miissen, sind die Eiqualitét, die
Spermienqualitdt und die Anzahl der voll ausgereiften Keimzellen, da sie letztendlich iiber den
Reproduktionserfolg entscheiden. Die histologische und histochemische Untersuchung der Hypophyse
sollte ebenfalls ein wichtiger Bestandteil von Analysen zu Bewertung endokriner Stérungen sein.
Durch Ihre Rolle in der Hormonsynthese und der Regulierung dieser Prozesse ist sie von besonderer
Relevanz in der Geschlechtsdifferenzierung und Gonadenentwicklung.

Anhand dieser Studie konnte gezeigt werden, dass histologische und histopathologische Befunde einen
wichtigen Beitrag zur Kldrung der Relevanz endokriner Storungen auf die Fortpflanzung leisten. In
einer Differential Diagnose, die die Zusammenhdnge endokriner Storungen in der Umwelt, deren
Ursachen und moglichen Folgen fiir Mensch und Tier untersuchen will, sollten histologische Analysen
aus diesem Grund keinesfalls vernachléssigt werden.
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Monitoring auf ausgewihlte Steroidhormone und Xenohormone im
Rahmen des Projektes Arcem

P. Hohenbluml; 0. Gans" W. Mochel, S. Scharfl, G. Lorbeer'

'Umweltbundesamt Wien,
Korrespondenzautor: Philipp Hohenblum, Email: hohenblum@ubavie.gv.at

Im Juli 2003 wird das Projekt ARCEM (Austrian Research Co-operation on endocrine Modulators)
beendet. Im Rahmen dieses dreijahrigen Projektes wurde in vier Modulen eine Risikobewertung und
ein Risikomanagement fiir hormonell wirksame Substanzen durch ein Gewéssermonitoring und durch
die Beobachtung von Bioindikationen durchgefiihrt.

Im Modul ,,Monitoring des Projektes ARCEM wurden Methoden zur Bestimmung o&strogen
wirksamer Hormone und Industriechemikalien erarbeitet. Ausgew#hlt wurden unter anderem
Nonylphenolethoxylate, deren Metaboliten Nonylphenolcarboxylate, welche in Osterreich bislang
nicht untersucht wurden, Nonylphenol und Bisphenol A sowie natiirliche und synthetische
Steroidhormone (Ostrogene). Da letztere bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen (< 1 ng/L) ihre
ostrogene Wirkung entfalten, mussten sehr niedrige analytische Bestimmungs- und Nachweisgrenzen
erreicht werden, um eine toxikologische Beurteilung der Messdaten zu ermoglichen.

Es wurden Osterreichweit 27 Fliessgewéssermessstellen, 59 Grundwésser, 8 Quellen und 10
Messstellen bei Altlasten zur Untersuchung ausgewdhlt, welche zwischen zwei- und zwdlfmal im Jahr
2001 untersucht wurden. Insgesamt wurden 432 Proben untersucht.

In mehr als der Hilfte der 261 untersuchten FlieBgewisserproben konnten 178-Ostradiol und Ostron in
geringen Konzentrationen nachgewiesen werden. Ethinylostradiol wurde nur in wenigen Einzelféllen
positiv detektiert. Bisphenol A wurde hingegen in rund 25 % der Proben positiv bestimmt. Die
Nonylphenolcarboxlyate — welche erstmals in Osterreich gemessen wurden — wurden héufiger und in
deutlich hoheren Konzentrationen im FlieBgewisser analysiert, als die Nonylphenolethoxylate.

In den 112 Grundwasserproben wurde als hiufigstes Hormon 17B-Ostradiol bestimmt (in etwa 50 %
der Proben), die hdchste Konzentration wurde hingeben bei Ostron (1,6 ng/l) analysiert. Die
Nonylphenolethoxylate und deren Abbauprodukte, die Nonylphenolcarboxylate wurden in rund einem
Drittel der Proben nachgewiesen. Proben aus altlastennahen Grundwéssern zeigten auffillig hohe
Bisphenol A Messwerte, untersuchte Deponiesickerwésser zeigten, dass vor allem Estron und
Bisphenol A potenziell aus Deponien ausgewaschen werden kdnnen.

Aufgrund des Vergleichs der einzelanalytischen Messwerte mit in mikrobiologischen Tests parallel
bestimmten Gesamtaktivititen ausgewéhlter Proben wurden 10 Proben auf die Anwesenheit weiterer
Ostrogen wirksamer Substanzen (Phytohormone, Pestizide, Hormonkonjugate) untersucht.

Studien, welche die Erfassung eines gesamten nationalen Gewasserzustandes anhand von mehr als 400
Proben zum Ziel haben, sind sehr selten. Allgemein liegen die im Rahmen von ARCEM erhaltenen
Befunde der Grundwasser- und FlieSgewidsserproben im Vergleich mit internationalen Studien in
dhnlichen Konzentrationsbereichen oder sogar niedriger.
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Zeigen Androgene auch ostrogene Wirkung? Ein Fallbeispiel mit 17a-
Methyltestosteron und der Dickkopfelritze (Pimephales promelas)

Pawlowski, S.,l; Sauer, A.l; Riley, G.Z;Tyler, C.R.?and Braunbeck, T.!

'Department of Zoology, University of Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, D-69120-Heidelberg,
Germany

*Environmental and Molecular Fish Biology, The Hatherly Laboratory, School of Biological Sciences,
University of Exeter, Prince of Wales Road, Exeter, Devon EX4 4PS, United Kingdom

*Corresponding author: Sascha Pawlowski; Email: spawlows@ix.urz.uni-heidelberg.de

Abstract

The fathead minnow (Pimephales promelas) gonadal recrudescence assay was used to detect endocrine
disrupting effects of 17a-methyltestosterone (MT) down to the ng/L range. After three weeks of
chemical exposure, effects on plasma vitellogenin (VTG), aromatase-mRNA expression, secondary
sex characteristics, sex specific behaviour, gonad growth (gonadosomatic index; GSI) and condition
factor were assessed. In addition, effects on gonad histology were investigated by means of light
microscopy. Reproductive output (egg production) and fertilisation rate were measured over a
subsequent 3 week period in breeding adults maintained in clean water. Thus, the LOEC for a
biological effect of MT in fathead minnow using the selected endpoints in the recrudescence assay was
0.1 ug/L for the appearance of atretic follicles and 1 pg/L for biomarkers such as plasma vitellogenin
(males) and tubercles (females).
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A Biomimetic Approach to the Identification of Waterborne Anthropogenic
Xenoestrogens

Andrew C. Rastall

Hygiene Institute, University of Heidelberg, Germany
The Open University, UK

Over the last 40 years, concern over anthropogenic pollutants in aquatic environments has mainly
focused on lethality and obvious carcinogenic and teratogenic effects. More recently, a growing body
of evidence indicates some pollutants may act in a more insidious manner, disrupting endogenous
control of animal endocrine systems by mimicking the action of natural hormones. Members of one
group of these so-called environmental endocrine disrupting compounds — the xenoestrogens — exert
their effects through interaction with estrogen receptors.

Whilst numerous studies describe the adverse effects of xenoestrogens on aquatic biota in the
laboratory, attempts to identify estrogenically active compounds in environmental samples are
frequently hampered by the complexity of the sample and the often low concentrations present.
Moreover, traditional sampling methods usually fail to account for bioconcentration of the freely
dissolved fraction of target analytes: As a result, active compounds often remain unidentified and the
risk posed to aquatic biota unknown. The aim of the work presented here was therefore to develop an
analytical method for the identification of waterborne anthropogenic xenoestrogens based on
biomimetic sampling techniques.

The semipermeable membrane device (SPMD) has been shown to concentrate the freely
dissolved fraction of hydrophobic anthropogenic pollutants in way analogous to their uptake by
aquatic biota. SPMDs were therefore used to provide environmentally relevant samples from various
sites in south-western Germany potentially contaminated with anthropogenic xenoestrogens.
Following the dialytic recovery of target analytes and removal of potential interferants using low-
pressure size exclusion chromatography (LP-SEC), the SPMD derived samples were fractionated
according to hydrophobicity (log K,y), using reverse-phase high performance liquid chromatography
(RP-HPLC). The resulting fractions were examined for estrogenic potential using the yeast estrogen
screen (YES). Active fraction sub-samples were then subjected to gas chromatography-mass
spectrometric (GCMS) analysis in an attempt to identify the active compounds.

Using this methodology, SPMD derived samples from the River Rhine were found to contain
several known xenoestrogens including benzophenone-3, a UV filter used in commercial sunscreen
preparations, butylbenzyl phthalate, a softening agent added to plastics and various alkylphenol
isomers. Samples from a small lake used for recreational bathing were found to contain an estrogenic
compound, 3-[4-methylbenzyliden] camphor, used in commercial sunscreen preparations. Analysis of
samples from a number of other sites has revealed the presence of several as yet unidentified
xenoestrogens with log K, values in the range (3.2-5.8) expected to be readily concentrated by
aquatic biota.

Our results indicate that the SPMD-YES combination can provide an effective first tier tool
for the identification of environmentally relevant waterborne xenoestrogens. Future work will involve
the development of this tool for the quantitative analysis of readily bioavailable xenoestrogens with
the longer term goal of use in risk assessment studies.
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Emissionen an Xenoestrogenen durch die kommunale Abwasser- und
Kliarschlammbehandlung

Lars Tennhardt *, Martin Gehring, Dirk Vogel, Diethelm Weltin und Bernd Bilitewski

Institut fiir Abfallwirtschaft und Altlasten, Technische Universitdt Dresden, Pirna
* Korrespondenzautor: Email: lars.tennhardt@mailbox.tu-dresden.de

Im Rahmen eines BMBF-Verbundprojektes wurden von 1999 bis 2002 zahlreiche deutsche
Kléranlagen auf die Elimination ausgewéhlter endokrin wirksamer Substanzen hin untersucht. Die
Konzentrationen der natiirlichen und synthetischen Estrogene 4-tert-Octylphenol (OP), 4-Nonylphenol
(NP), Mestranol (ME), 17a-Ethinylestradiol (EE2), 17B-Estradiol (E2), Estron (E1), Estriol (E3) und
Bisphenol A (BPA) in Abwasser und Klidrschlamm wurden bestimmt (TENNHARDT ET AL., IN DRUCK).

In den meisten Féllen waren die Steroide E2, El, E3, EE2 und ME nicht nachweisbar. Die
Klérschldmme aus lediglich 3 Anlagen wiesen quantifizierbare EE2-Konzentrationen auf.

Die Konzentrationen von OP, NP und BPA im Schlamm betrugen bis zu 13,3 mg/kg TR,
560 mg/kg TR bzw. 32,1 mg/kg TR. Die mittleren Konzentrationen im dazugehdrigen Abwasser
betrugen bis zu 2,5 nug/l, 3,9 ug/l bzw. 2,6 ug/l im Rohabwasser und 0,71 ug/l, 1,8 ug/l bzw. 0,46 pg/l
im geklarten Abwasser.

Massenbilanzen fiir die Elimination von OP, NP und BPA wihrend der kommunalen Abwasser- und
Klarschlammbehandlung in Deutschland werden présentiert. Wéhrend fiir OP und BPA eine Netto-
Elimination berechnet wurde, wird NP zu bis zu 20 % gebildet. Die Emissionen mit den
Klédranlagenabldufen in die Vorfluter wurden 6,5t/a, 83t/a bzw. 4,4t/a bestimmt. Mit
landwirtschaftlich verbrachtem Klirschlamm werden 0,8 t/a, 16,5 t/a bzw. 1 t/a in die terrestrische
Umwelt emittiert.

Diese Ergebnisse werden unter Bezug auf die aktuelle Literatur mit Blick auf die menschliche
Gesundheit, mogliche 6kologische Folgen sowie Schlussfolgerungen fiir die landwirtschaftliche Praxis
diskutiert.

Tennhardt, L., Gehring, M., Weltin, D., Bilitewski, B. (in Druck): Untersuchungen zum Einfluf} der
Verfahrenstechnik in Kliranlagen auf die Eliminierung ausgewihlter Ostrogene und Xenodstrogene
aus dem Abwasser. Teilvorhaben II: Versuchsbegleitende Analytik und Abbauversuche mit
Klarschlamm. AbschluB3bericht des Forschungsvorhabens 02-WA-9979/0 im Auftrag des BMBF, hrsg.
v. D. Weltin, B. Bilitewski, B., Werner, P., Schriftenreihe des Institutes fiir Abfallwirtschaft und
Altlasten der TU Dresden, Bd. 30, Pirna: Eigenverlag.
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Elimination endokrin wirksamer Substanzen mittels verschiedener
Klarschlammbehandlungsverfahren

Dirk Vogel *, Lars Tennhardt, Martin Gehring, Diethelm Weltin und Bernd Bilitewski

Institut fiir Abfallwirtschaft und Altlasten, Technische Universitdt Dresden, Pirna
* Korrespondenzautor: Email: dirk.vogel@mailbox.tu-dresden.de

Die Elimination endokrin wirksamer Substanzen mittels verschiedener Klarschlammbehandlungs-
verfahren wurde sowohl im Labor als auch in Feldstudien untersucht (Tennhardt et al., in Druck). Die
ausgewihlten Technologien umfassten aerobe und anaerobe Behandlungsverfahren bei verschiedenem
Temperaturregime.

Wie aus der Literatur bekannt, wurden 4-tert-Octylphenol (OP) und 4-Nonylphenol (NP) unter
anaeroben Bedingungen gebildet, vermutlich durch Abbau langkettiger Alkylphenolpolyethoxylate.
Eine deutliche Bildung von Bisphenol A (BPA) wurde unter anaeroben Verhéltnissen ebenfalls
beobachtet.

Unter aerob-psychrophilen Bedingungen wurde eine stark abnehmende Konzentration aller
Zielsubstanzen beobachtet.

Die Resultate der anaerob-mesophilen, aerob-thermophilen und aerob-psychrophilen Labor-
experimente werden mit den Messergebnissen der Felduntersuchungen verglichen und unter Bezug
auf die aktuelle Literatur diskutiert. Mogliche Schlussfolgerungen fiir die kommunale Abwasser- und
Schlammbehandlung werden gezogen und hinsichtlich ihrer wirtschaftlichen und technischen
Bedeutung diskutiert.

Tennhardt, L., Gehring, M., Weltin, D., Bilitewski, B. (in Druck): Untersuchungen zum Einfluf} der
Verfahrenstechnik in Kliranlagen auf die Eliminierung ausgewihlter Ostrogene und Xenodstrogene
aus dem Abwasser. Teilvorhaben II: Versuchsbegleitende Analytik und Abbauversuche mit
Klarschlamm. AbschluB3bericht des Forschungsvorhabens 02-WA-9979/0 im Auftrag des BMBF, hrsg.
v. D. Weltin, B. Bilitewski, B., Werner, P., Schriftenreihe des Institutes fiir Abfallwirtschaft und
Altlasten der TU Dresden, Bd. 30, Pirna: Eigenverlag.
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Session 2: Poster

Schnelle Verlagerung von Hormonen in einer Parabraunerde

J. Beck'; K.-U. Totsche', 1. Kégel-Knabnerl, B. Schiffer’ und H.H.D. Meyer2

"Lehrstuhl fiir Bodenkunde, TU Miinchen, WZW, 85350 Freising-Weihenstephan, Institut fiir
Physiologie, TU Miinchen, WZW, 85350 Freising-Weihenstephan
Korrespondenzautor: Josefine Beck, Email: beckj@wzw.tum.de

Hormone fiihren bei ungezielter Verbreitung in der Umwelt zu Funktionsstdrungen bei Organismen
und koénnen durch Ausbringung von Wirtschafts- und Sekundérrohstoffdiingern (mehrere g/ha*a) u.a.
iiber Sickerwasser in Grundwasser und/oder Oberflichengewisser gelangen. Als ,.endocrine
disruptors® konnen sie in Wirkmengen von wenigen ng/l dort z.B. eine Verweiblichung der
Fischpopulation verursachen. Im Boden ist iiber die Bedeutung solcher Substanzen wenig bekannt.
Man geht davon aus, das Hormone im Boden sorbiert und abgebaut werden. Unter Beriicksichtigung
des Matrixeffektes wurde eine Bestimmungsmethode in Bodenlosung und -festphase mit GC-MS-
Detektion (Messgenauigkeit: ng/kg) entwickelt. Filir Untersuchungen zur Sorption der Hormone
wurden Batch- und Saulenexperimente mit einem Ap- und einem Bt-Horizont einer Parabraunerde
etabliert. In Sdulenexperimenten mit den mastfordernden, kiinstlichen Hormonen Melengestrolacetat
und Trenbolon, zeigte sich, dass bereits bei 3-4 Porenvolumen geringe, messbare Konzentrationen der
Hormone durchbrechen, obwohl diese hohe K..-Werte aufweisen. Dies kann auf einen schnellen
Transport frei geloster Steroide und auf einen Transport an die mobile Phase des organischen
Kohlenstoffs zuriickgefiihrt werden. Die Reduzierung der Konzentration (1/1000 der Influentkonz. im
Effluent) wird wahrscheinlich durch Bindung an immobile organische Substanz verursacht.
Untersuchungen mit natiirlichen Ostrogenen weisen auf ein dhnliches Verhalten im Boden hin.
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Quellen fiir Bisphenol A im Klarschlamm

Martin Gehring *, Lars Tennhardt, Dirk Vogel, Diethelm Weltin und Bernd Bilitewski

Institut fiir Abfallwirtschaft und Altlasten, Technische Universitidt Dresden, Pirna
* Korrespondenzautor: Email: martin.gehring@mailbox.tu-dresden.de

Mit einer Weltproduktion von weit mehr als 1 Mio.t ist Bisphenol A (BPA) heute eines der
wichtigsten Produkte der chemischen Industrie (LEISEWITZ & SCHWARZ, 1997). Es ist deshalb, trotz
des relativ geringen Wirkpotentials, einer der bedeutendsten endokrin wirksamen Schadstoffe
(CHAHOUD ET AL., 2000).

Im Zuge einer MeBkampagne auf kommunalen deutschen Kldranlagen wurde die weitgehende
Eliminierung von Bisphenol A aus dem Abwasser um 75 % festgestellt (Median, N = 11; TENNHARDT
ET AL., IN DRUCK). Gleichzeitig wurde eine systematische, signifikante Zunahme der BPA-
Konzentrationen im Feststoff wihrend der Klarschlammfaulung um 145 + 88 % ermittelt (p = 0,045
im t-Test, N = 10). Dieses Phinomen konnte auch im Laborversuch bestitigt werden (ebd.).

Als eine wesentliche Quelle fir BPA im Klérschlamm wurde aus Altpapier hergestelltes
Toilettenpapier identifiziert. Die in 7 Altpapierfraktionen, 3 Toilettenpapiersorten und 3 Sorten
Zellulose ermittelten BPA-Konzentrationen werden prasentiert und weitere mogliche Quellen fiir die
BPA-Fracht in kommunalem Abwasser und mogliche Ursachen fiir die Zunahme der BPA-
Konzentrationen wéhrend der anaeroben Schlammbehandlung diskutiert.

Die Zunahme von BPA wihrend der Klédrschlammfaulung konnte z. B. durch die allmdhliche
Freisetzung von BPA aus Polycarbonat- oder Epoxidharz—Feinpartikeln, durch den Abbau des
Flammschutzmittels Tetrabrombisphenol A, durch die Freisetzung aerob entstandener gebundener
Riickstiande oder durch die tatsdchliche Neubildung von BPA verursacht werden.

Chahoud, 1., Gies, A., Paul, M., Schonfelder, G., Talsness, C. (Hrsg.) (2000): Bisphenol A: Low Dose
Effects — High Dose Effects. Abstracts of a symposium NOV 18 - 20 2000 in Berlin, Germany.

Leisewitz, A., Schwarz, W. (1997) StofffluBanalyse endokrin wirksamer Substanzen - Produktion,
Verwendung, Umwelteintrdge. UBA-Forschungsbericht 10601076.

Tennhardt, L., Gehring, M., Weltin, D., Bilitewski, B. (in Druck): Untersuchungen zum Einfluf} der
Verfahrenstechnik in Kliranlagen auf die Eliminierung ausgewihlter Ostrogene und Xenodstrogene
aus dem Abwasser. Teilvorhaben II: Versuchsbegleitende Analytik und Abbauversuche mit
Klarschlamm. AbschluB3bericht des Forschungsvorhabens 02-WA-9979/0 im Auftrag des BMBF, hrsg.
v. D. Weltin, B. Bilitewski, B., Werner, P., Schriftenrecihe des Institutes fiir Abfallwirtschaft und
Altlasten der TU Dresden, Bd. 30, Pirna: Eigenverlag.
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Elimination estrogener endokrin wirksamer Substanzen bei der simultan-
aeroben Klirschlammbehandlung im Laborversuch

Martin Gehring *, Lars Tennhardt, Dirk Vogel, Diethelm Weltin und Bernd Bilitewski

Institut fiir Abfallwirtschaft und Altlasten, Technische Universitdt Dresden, Pirna
* Korrespondenzautor: Email: martin.gehring@mailbox.tu-dresden.de

Das Verhalten und die Elimination ausgewihlter estrogener endokrin wirksamer Substanzen wéhrend
der Abwasser- und Schlammbehandlung wurden in Laborexperimenten zur simultan-aeroben
Kléarschlammstabilisierung mit synthetischem Abwasser untersucht. Eliminations- und zum Teil
Abbauraten und Massenbilanzen der Elimination von Steroiden, Bisphenol A (BPA) und
alkylphenolischen Verbindungen werden présentiert.

Die Elimination von 17p-Estradiol (E2) betrug 98,6 — 99,6 % (n = 3). 69,9 — 99,0 % wurden im ersten,
anoxischen Behandlungsbecken unter denitrifizierenden Bedingungen eliminiert. Es wurde ein
weitgehender zu Estron (E1) beobachtet. Auf molarer Basis betrug die Gesamtelimination von E2+E1
89,4 -97,9 %.

Ein dhnliches Verhalten wurde fiir BPA beobachtet. 40,2 — 67,8 % des BPA wurden wahrend der
Denitrifizierungsphase eliminiert, 79,7 — 98,0 % insgesamt.

4-tert-Oktylphenol, 4-Nonylphenol,17a-Ethinylestradiol und Mestranol wurden dagegen nur zu 60 —
90 % eliminiert, was auf eine geringere Abbaubarkeit hindeutet.

Die simultan-acrobe Klarschlammstabilisierung kann als gut bis sehr gut geeignet fiir die Elimination
der untersuchten Substanzen aus (synthetischem) Abwasser und dem entsprechenden Klarschlamm
bezeichnet werden. Die Beobachtungen aus den Laborversuchen (GEHRING ET AL., 2002; TENNHARDT
ET AL., IN DRUCK) werden unter Bezug auf die aktuelle Literatur hinsichtlich ihrer praktischen
Bedeutung fiir die kommunale Abwasser- und Kliarschlammbehandlung diskutiert.

Gehring, M., Schittko, S., Weltin, D., Bilitewski, B. (2002): Biosensor Tracing of Endocrine
Disrupting Compounds in Wastewater and Sewage Sludge for Water Quality Assessment
(SANDRINE). Final report, ENV4-CT98-0801.

Tennhardt, L., Gehring, M., Weltin, D., Bilitewski, B. (in Druck): Untersuchungen zum Einfluf} der
Verfahrenstechnik in Kliranlagen auf die Eliminierung ausgewihlter Ostrogene und Xenodstrogene
aus dem Abwasser. Teilvorhaben II: Versuchsbegleitende Analytik und Abbauversuche mit
Klarschlamm. AbschluB3bericht des Forschungsvorhabens 02-WA-9979/0 im Auftrag des BMBF, hrsg.
v. D. Weltin, B. Bilitewski, B., Werner, P., Schriftenreihe des Institutes fiir Abfallwirtschaft und
Altlasten der TU Dresden, Bd. 30, Pirna: Eigenverlag.
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Bestimmung des endokrinen Disruptors 17f4-Estradiol in der aquatischen
Umwelt mittels Immunoassay

T. Hintemann'; C. Schneider® und R. J. Schneider’

'Institut fiir Pflanzenerndhrung der Universitidt Bonn, * Institut fiir Umwelt-Geochemie der Universitit
Heidelberg,
Korrespondenzautor: Therese Hintemann, Email: hintemann@uni-bonn.de

Uber Abwiisser und die Ausbringung von organischen Diingemitteln wie Giille und Stallmist kénnen
sowohl natiirliche als auch synthetische Steroidhormone in den Wasserkreislauf gelangen.
Insbesondere durch den zunehmenden Bedarf an wiederaufbereitetem Wasser spielt die Problematik
der Gewdsserbelastung durch Umwelthormone eine immer gréf3ere Rolle. Dabei gehort das natiirliche
Hormon 17p-Estradiol (E2) mit zu den wirksamsten und am hiufigsten vorkommenden endokrinen
Disruptoren (ED). Bei Untersuchungen von Desbrow et al. (1998) und Ternes et al (1999) wurden in
Kliranlagen E2-Gehalte zwischen 1 und 48 ng L™ bzw. lund 64 ng L™ gemessen.

In verschiedenen Oberfldchengewéssern in Deutschland und in den Niederlanden konnten von Adler
et al. (2001) bis zu 5,5 ng L™ E2 und von Belfroid et al. (1999) bis zu 6 ng L' E2 gefunden werden.
Die Relevanz auch solch geringer Gehalte an E2, verdeutlichen Untersuchungen von Routledge et al.
(1998), die bestitigten, dass schon E2-Konzentrationen zwischen 1 und 10 ng L zu deutlich erhdhter
Vitellogenin Produktion bei ménnlichen Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) fithren.

Fiir die Bestimmung von Ostrogengehalten im ng L™ Bereich werden bisher v.a. Chromatographie-
Massenspektrometrie-Kopplungen wie GC-MS, HPLC-MS oder Tandem MS eingesetzt. Im
Gegensatz zu diesen Methoden, die zusétzlich eine Aufkonzentrierung der Proben erfordern, konnen
die Gehalte an Xenobiotika wie Pestizide, Pharmaka und Umwelthormonen in Gewéissern mit Hilfe
von Immunoassays direkt, schnell und ohne groBen Kostenaufwand analysiert werden. Aufgrund
dieser Vorteile eignet sich dieses Messverfahren besonders fiir routineméfige Untersuchungen bzw.
fiir das Monitoring sowohl von Oberflichengewissern als auch von Zu- und Ablauf von Klaranlagen.
Bei dem entwickelten Test handelt es sich um einen kompetitiven, direkten Immunoassay (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay: ELISA). Fiir diesen Assay wurden polyklonale Antikdérper aus
Kaninchen gewonnen, die mit 176-Estradiol-6-(O-carboxymethyl)oxim, gekoppelt an Rinder-
serumalbumin als Trigerprotein, immunisiert wurden. Der eingesetzte Tracer ist ein homologes
Meerrettichperoxidase -Konjugat [Synthese nach Munro et al. (1984)].

Bei der Charakterisierung des Antikorpers wurden fiir die Konjugate 174-Estradiol-3-Sulfat und 17p-
Estradiol-3-Glucuronid Kreuzreaktivititen von 18 bzw. 6 % ermittelt, wiahrend die Kreuzreaktivitdten
fir 176-Estradiol-17-Sulfat, 175-Estradiol-17-Glucuronid sowie fiir Estron, Estriol und das
synthetische Steroid 17a-Ethinylestradiol unter 1 % lagen.

Die Nachweisgrenze wurde als 85 % -Wert von der maximalen Optischen Dichte berechnet und liegt
im Bereich von <10ngL™" und sollte somit ausreichend sein fiir die Bestimmung von E2 in
Gewissern. Derzeit werden die Matrixeffekte von Abwasserproben untersucht.

Wir danken der EU fiir die Férderung dieses Projektes im Rahmen des Forderinstrumentes LIFE III-
Umwelt.
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Transgene Pflanzen als mafligeschneiderte Bioindikatoren -
Arabidopsis thaliana zum Nachweis endokrin wirksamer Substanzen

F. Huttenlocher'; H. Moser>und N. von Wirén '

'Institut fiir Pflanzenernihrung der Universitit Hohenheim, *OkoTox GmbH, Stuttgart
Korrespondenzautorin: Franziska Huttenlocher, Email: huttenfr@uni-hohenheim.de

In den letzten Jahren stieg die Anzahl der Xenobiotika, welche im Verdacht stehen, unerwiinschte
hormonelle Wirkungen auf freilebende Tiere, insbesondere aquatische Lebewesen, zu besitzen. Solche
endokrin wirksamen Substanzen werden auch mit der Zunahme von Brust- und Hodenkrebs sowie der
Abnahme der Spermienqualitédt und -quantitdt beim Menschen in Zusammenhang gebracht.

Am 27. Mirz diesen Jahres hat das Européische Parlament ein Verfahren eingeleitet, das zum Verbot
von zwei bekannten sogenannten endokrinen Disruptoren (Nonylphenol und Nonylphenolethoxylat —
NPE) fithren soll. Trotz der nachgewiesenen Gefdhrdung von Mensch und Tier durch
Umweltchemikalien mit endokriner Wirkung sind Testverfahren zu deren Nachweis weder gesetzlich
verankert, noch sind die zurzeit bestehenden Testverfahren aufgrund der hohen methodischen
Anspriiche in Routineuntersuchungen einsetzbar. Es besteht daher ein Bedarf an neuartigen
biologischen Testverfahren, die einen schnellen und kostengiinstigen Nachweis dieser Stoftklassen bei
hoher Sensitivitit ermdglichen.

Ziel des Projektes ist die biotechnologische Entwicklung von transgenen Arabidopsis thaliana
Pflanzen und ihre Einbindung in ein Biotestsystem, das den Nachweis endokrin wirksamer Substanzen
in Umweltproben und im Substanzscreening erlaubt.

Pflanzen sind in der Lage auf verschiedene, sich &ndernde Umweltbedingungen, sowie physiologische
oder entwicklungsspezifische Vorginge zu reagieren. Dies erreichen sie unter anderem durch eine
differentielle Genexpression. Vor diesem Hintergrund sollen Gene von Arabidopsis thaliana
identifiziert werden, die in Anwesenheit von endokrin wirksamen Substanzen induziert werden. Dafiir
wird die Transkriptomanalyse eingesetzt, die auf dem FEinsatz eines Gen-Chips basiert. In der
Weiterfiihrung werden die regulativen Elemente, hier die Promotoren der induzierten Gene, verstirkt
und mit einem geeigneten Reportergen (Green fluorescent protein — GFP oder Luciferase) fusioniert.
Dieses chimére Konstrukt wird dann durch Transformation in das Genom der Testpflanze eingebracht.
Uber die quantifizierbare Aktivitit des Reportergen-Produkts in den transgenen Pflanzen kann auf die
Aktivitit des Promotors des schadstoffinduzierten Gens riickgeschlossen werden. Die Expression des
Genprodukts wird mit Hilfe digitaler Bildverarbeitungssysteme erfasst, um so einen verfeinerten und
gleichzeitig methodisch einfacheren Wirkungsnachweis zu ermoéglichen. Die jeweiligen
Bilderfassungs- und Auswertemodi werden fiir den Einsatz im geplanten Testsystem sorgfiltig
angepasst, da sie das Testdesign in wesentlichem Umfang beeinflussen und ein wichtiger
Einflussfaktor auf die 6konomische Relevanz neuer Testsysteme sind.

Der Einsatz transgener Testpflanzen fiir die biologische Wirkungsanalyse stellt einen neuartigen
Ansatz in der Okotoxikologie dar und besitzt ein groBes Potenzial fiir die sensitive und spezifische
Identifikation gefahrdender oder toxischer Umweltchemikalien.
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Ist Bisphenol A ein endokriner Disruptor bei Crustaceen?
- Ein FlieBrinnenexperiment mit Gammarus fossarum (Amphipoda)
Teil 1: Populationsuntersuchungen

V. Ladewig; D. Jungmann und R. Nagel

Institut fiir Hydrobiologie, AG Okotoxikologie, Technische Universitit Dresden
Korrespondenzautor: Vanessa Ladewig, Email: Vanessa.Ladewig@mailbox.tu-dresden.de

Bisphenol A wird hauptsidchlich in der Industrie als Zwischenprodukt bei der Herstellung von
Polycarbonaten und Epoxidharzen eingesetzt. Weltweit werden pro Jahr etwa 2,5 Mio. Tonnen
Bisphenol A produziert.

Auf Vertebraten wurde eine 0strogene Wirkung dieser Chemikalie nachgewiesen. Ob und in welcher
Weise Bisphenol A endokrin auf Crustaceen wirkt, ist jedoch unklar.

Im Rahmen des Projekts Xehogamm wurde die Wirkung von Bisphenol A auf Crustaceen in einem
FlieBrinnenexperiment iiber 103 Tage gepriift. Als Modellorganismus wurde Gammarus fossarum, ein
weit verbreiteter Amphipode in heimischen FlieBgewéssern der Mittelgebirge, eingesetzt. Die
Untersuchung fand in 4 kiinstlichen FlieBrinnen von jeweils 4 m Lange (Kontrolle, 5, 50 und 500 pg/L
Bisphenol A) in einem Gewichshaus statt. Die Bisphenol A-Konzentrationen wurden mittels HPLC-
Analytik tberpriift und die Substanz wochentlich entsprechend nachdosiert. Die Exposition der
Gammariden in den FlieBrinnen erfolgte paarweise bzw. gruppenweise in unterschiedlichen
ExpositionsgefdBien und als altersstrukturierte Population von 200 Tieren in der gesamten FlieBrinne.
Auf unterschiedlichen biologischen Ebenen (molekular, histologisch und Population) wurden
verschiedene toxikologische Endpunkte untersucht. In diesem Beitrag werden die Populations-
untersuchungen dargestellt.

Wihrend des Experiments wurden in den Expositionsgefden populationsrelevante Endpunkte wie
Mortalitdt der Adulten und Juvenilen (aus den Bruten), Brutentwicklungszeit, Brutanzahl, Brutgrofle,
Anzahl reproduzierender Weibchen und Priakopulabildung untersucht. Aulerdem wurde am Ende des
Experiments in den FlieBrinnenpopulationen die Abundanz und Populationsstruktur erfaf3t.
Konzentrationsabhingige Effekte durch Bisphenol A wurden erst mit zunehmender Dauer des
Experiments festgestellt. So sank in den Expositionsgefilen der Anteil der reproduzierenden
Weibchen ab der 3. Brut bei Exposition gegeniiber 500 pg/L Bisphenol A bzw. in der 4. der
aufeinander folgenden Bruten ab einer Konzentration von 50 pg/L. Bisphenol A. Auch die BrutgroB3e
pro Weibchen war in der 4. Brut bei einer Bisphenol A-Konzentration ab 50ug/L erniedrigt. Basierend
auf Effektivkonzentrationen wurde fiir die BrutgréBe fiir die 4. Brut eine ECsy von 33 ug/L Bisphenol
A ermittelt. Ein dhnlicher Wert wurde fiir den Anteil reproduzierenden Weibchen fiir dieselbe Brut
berechnet (ECsyp = 34 pg/L).

Demgegeniiber standen die Ergebnisse aus den FlieBrinnenpopulationen. Eine signifikante
konzentrationsabhéngige Abnahme der Reproduktion konnte nicht nachgewiesen werden. Stattdessen
wurde in der FlieBrinne mit der niedrigsten Bisphenol A-Konzentration (5 pg/L) die hochste
Abundanz an Gammariden sowie der hochste Anteil an briitenden Weibchen und Juvenilen
beobachtet. Eine Verschiebung des Geschlechterverhiltnis fand nicht statt.

Mbgliche Erklirungen, z.B. das Vorliegen von Hormesis, sowie die Frage der Ubertragbarkeit der
Ergebnisse aus den Expositionsgefilen auf die Populationen in den GesamtflieBrinnen werden
diskutiert.

Das Projekt wurde vom Umweltbundesamt Berlin gefordert (FKZ: 299 65 221/05).
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Ist Bisphenol A ein endokriner Disruptor bei Crustaceen?
-Ein FlieBrinnenexperiment mit Gammarus fossarum (Amphipoda)-
Teil 2: Histologische und biochemische Untersuchungen

AM.L Kéhlerl, D. Jungmann?, H.-R. Kéhlerl, V. Ladewig?, R. Nagel?>, M. Schirlingl, R.

. 13
Triebskorn .

'Physiologische Okologie der Tiere, Universitit Tiibingen; Institut fiir Hydrobiologie, Technische
Universitiat Dresden, d, ’Steinbeis-Transfer Zentrum fiir Okotoxikologie und Okophysiologie
Rottenburg.

Corresponding author: Anna M. 1. Koéhler, Email: annakoehler@freenet.de

Ein Ziel des XeHoGamm- (XenoHormone in Gammariden)Projektes* war es, mogliche Effekte von
Bisphenol A auf Gammarus fossarum auf verschiedenen biologischen Ebenen zu identifizieren. Die
Gammariden wurden im Priacopula-Stadium am Zschonerbach, einem kleinen und relativ unbelasteten
Bach in der Néhe von Dresden gesammelt. Durch den Einsatz von Tieren im Pricopula-Stadium
wurde gewéhrleistet, dass sich zu Beginn des Experiments alle Weibchen in einem vergleichbaren
Reifestadium befanden.

Die Tiere wurden gegeniiber verschiedenen Konzentrationen von Bisphenol A, in einem kiinstlichen
Fliefrinnensystem am Institut fiir Hydrobiologie der TU Dresden, exponiert. Das FlieBrinnensystem
bestand aus 5 isolierten Rinnen: (1) Kontrollrinne 15°C, (2) Temperaturkontrollrinne 17°C, (3)Rinne
mit Spg/L Bisphenol A, (4) Rinne mit 50pg/L Bisphenol A, (6)Rinne mit 500pg/L Bisphenol A. In
jeder Rinne wurden 3 Expositionsgefifle mit jeweils 25 gleichgroen Pacopulaparchen eingebracht.
Zusitzlich wurden in jeder Rinne eine kiinstliche Gammaridenpopulation (mit gemischter GroBe) frei
in der Rinne gehéltert. Die Bisphenol A-Konzentration wurde jede Woche gemessen und entsprechend
der Nominalkonzentration nachdosiert.

Tiere fiir die histologischen Untersuchungen der Gonaden und die Stressproteinanalysen (hsp70 und
hsp90) wurden monatlich (T1, T2, T3) iiber 3 Monate hinweg entnommen. Die histologischen Proben
wurden in Kunstharz eingebettet, geschnitten (4pm) und geférbt. Fiir die Stressproteinanalysen wurde
ein quantitativer Westernblot benutzt. Histologische Endpunkte waren (A) Reifestadien der Weibchen,
(B) GroBie der Oozyten und (C) der prozentuale Anteil an Atresien der Oozyten. Fiir beide Methoden
wurden Konzentrations-Effekt Beziehungen bestimmt und vor dem Hintergrund eines moglichen
endokrinen Potentials von Bisphenol A bei Gammariden diskutiert. Atresien der frithvitellogenen und
spatvitellogenen Oozyten nehmen tendenziell bei hoheren Bisphenol A-Konzentrationen ab (T1 zu
T2). Der hsp70-Level nimmt wihrend der Exposition zu, aber es gibt keine signifikante Zunahme bei
den Bisphenol A Konzentrationen. Fiir den hsp90-Level zum Zeitpunkt 1 (T1) wurde eine signifikante
Abnahme bei den mit Bisphenol A aller Konzentrationen behandelten Tieren gegeniiber der Kontrolle
beobachtet. Alles in allem sind die Ergebnisse sehr unklar. Einige weisen auf eine mdgliche endokrine
Wirkung von Bisphenol A hin, andere nicht. Weitere Versuche mit héheren Stichproben und einer
Positiv-Kontrolle (mit einer bekanntermaBlen stark Ostrogen wirkenden Substanz, z.B.
Ethinylestradiol) sind geplant.

*(XeHoGamm wurde finanziert vom Umwelt Bundesamt (UBA), UFOPLAN-Ref. No. 29965221).
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Effekte von Bisphenol-A auf den Aufwuchs: Ein FlieBrinnenexperiment

0. Lichtl; Jungmann, D.2; Ladewig, V.2; Ludwichowski, K.-U.? und R. Nagel2

'"BUA-Biiro Okotoxikologie, TU Dresden; *Institut fiir Hydrobiologie, TU Dresden
Korrespondenzautor: Oliver Licht, Email: oliver.licht@mailbox.tu-dresden.de

Bisphenol-A (CAS 80-05-7) ist eine Industriechemikalie (Zwischenprodukt fiir Polycarbonat und
Epoxidharz) mit einem weltweiten Produktionsvolumen von ca. 2,5 Mio. t/a. Die Substanz kann im
Wasser von verschiedenen deutschen Fliissen in Konzentrationen bis zu 0,78 ng/L nachgewiesen
werden und gilt als endokriner Disruptor. Zur Wirkung von Bisphenol-A liegen eine Vielzahl von
Studien vor (European Commission - ECB 2002, UK Final Draft Risk Assessment Report Bisphenol-
A. Im Internet auf: http://ecb.jrc.it/existing-chemicals), Daten aus Mirko- oder Mesokosmos-Studien
sind nicht vorhanden.

Die Wirkung von Bisphenol-A (5, 50 und 500 pg/L) auf den Aufwuchs in kiinstlichen FlieBrinnen in
einem Gewachshaus wurde iiber eine Dauer von 103 Tagen untersucht. Die Konzentrationen von
Bisphenol-A im Wasser wurden wochentlich mit Hilfe der HPLC analysiert. Sank die Konzentration
unter 80 % des Sollwertes, wurde nachdosiert. Die Abnahme von Bisphenol-A im Wasser wurde im
Verlauf des Experimentes dreimal detailliert untersucht. Nach einer lag-Phase von 3-8 Tagen wurden
DTso-Werte von ca. einem Tag bestimmt. Diese Werte waren unabhingig von der Konzentration und
der Zeit und entsprachen Literaturdaten. Aufgrund der Konzentrationsabnahme wurden
Effektivkonzentrationen berechnet, die 2-10fach niedriger als die Nominalkonzentrationen waren.

Der Aufwuchs wurde auf kiinstlichen Substraten in einem 14tdgigen Intervall beprobt und die
Biomasse als aschefreie Trockenmasse quantifiziert. Die Dynamik der Biomasse in der Kontrolle
zeigte den aus vorherigen Experimenten bekannten Verlauf. 70 Tage nach dem Animpfen der
FlieBrinnen (Inokulum aus dem Zschonerbach, siidwestlich von Dresden) wurde ein Maximum
erreicht, in der Folge nahm die Biomasse wieder ab. In der hochsten Konzentration (500 pg/L) betrug
das Biomasse-Maximum nur die Hilfte des Wertes der Kontrolle. Da die Startbiomasse in der
hochsten gestesteten Konzentration 35 % geringer war als in der Kontrolle, wurden die Werte auf die
jeweilige Startbiomasse (= 100 %) normiert. Aus der Fliche unter der jeweiligen Biomasse/Zeit-Kurve
(mit und ohne Normierung) wurden EC,so-Werte berechnet. Die Werte mit und ohne Normierung
unterschieden sich nur um den Faktor 2.

Die ECyp (103 d) fiir Aufwuchs betrdgt 20 (nominal: 239) pug/L und die ECsy 73 (nominal: 806) pug/L.
Die E,Cyy (96 h) fiir Selenastrum capricornutum betragt 1400 pg/L und fiir Skeletonema costatum
400 pg/L (Staples et al. 2002, Hum. Ecol. Risk Assess. 8(5), 1083-1105). Die EC, fiir den Aufwuchs
aus dem FlieBrinnenexperiment ist 20-70fach geringer als die EC,o-Werte aus Standard-Algentests.
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Kombinationseffekte von Ostrogenen und Xenoéstrogenen

W. Meyerl; T. Backhausl; T. Frischel; L. Wohlke' und L.H. Grimme'

'Institut fiir Zellbiologie, Biochemie und Biotechnologie der Universitit Bremen,
Korrespondenzautor: Wiebke Meyer, Email: wimeyer@uni-bremen.de

Es werden vermehrt Effekte sog. ,,endokriner Disruptoren® sowohl auf aquatische Organismen als
auch auf den Menschen beschrieben. Insbesondere abnorme Sexualentwickungen bei Tieren, als auch
sinkende Spermienqualitit und das zunehmende Auftreten von hormon-sensitiven Krebserkrankungen
beim Menschen sind im Zusammenhang mit dstrogen-dhnlich wirkenden Stoffen diskutiert worden.
Fiir viele dieser Stoffe konnte bislang jedoch kein direkter kausaler Zusammenhang zwischen der
Expositionssituation einzelner Substanzen und den beobachteten Effekten hergestellt werden: die
Umweltkonzentrationen liegen in der Regel unterhalb der Schwelle, ab welcher Effekte zu erwarten
sind. Organismen sind in der Umwelt aber nicht nur gegeniiber einzelnen Substanzen exponiert,
sondern sind gleichzeitig einer Vielzahl von 6strogen wirksamen Chemikalien ausgesetzt. Da eine
Testung aller erdenklichen Gemische nicht moglich ist, wurde in den hier vorgestellten
Untersuchungen analysiert, ob die in der Okotoxikologie erfolgreich angewendeten Konzepte der
Konzentrations-Additivitit (fiir Gemische mit &hnlich wirkenden Komponenten) und der
Unabhingigen Wirkung (fiir Gemische aus unédhnlich wirkenden Komponenten) auch fiir dstrogen
wirksame Stoffe brauchbar sind. Dies wiirde es erlauben, eine klare Verbindung zwischen den
Einzelstoff-Effekten der Mischungskomponenten und dem Gesamteffekt des entsprechenden
Gemisches herzustellen. Eine solche Prognose der Mischungseffekte auf Grundlage bekannter
Einzelstoff-Effekte wiirde zur Etablierung einer wissenschaftlich fundierten Basis fiir die
Gefahrdungsabschitzung von dstrogen wirksamen Gemischen beitragen. Fiir diese Untersuchungen
wurden Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir die dstrogene Aktivitit fiir eine Reihe natiirlicher
und synthetischer Ostrogene, Phytodstrogene und verschiedener Xenodstrogene in einem Yeast
Estrogen Screen (YES) bestimmt. AnschlieBend wurden multiple Gemische dieser Substanzen
getestet. Die beiden Konzepte wurden verwendet, um den Kombinationseffekt der Gemische anhand
der bekannten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der einzelnen Substanzen zu kalkulieren. Die
experimentell bestimmte gesamt-Ostrogene Aktivitdt wird mit den beiden Vorhersagen verglichen und
hinsichtlich ihrer Vorhersagbarkeit diskutiert. Neben der Ostrogenen Wirkung zeichneten sich eine
Reihe von Xenoostrogenen durch eine deutliche Toxizitdt aus. Der Einfluss dieses Phdnomens auf die
Vorhersagbarkeit von Kombinationswirkungen 0Ostrogen wirksamer Stoffe wird anhand von
Referenzgemischen diskutiert. Die présentierten Arbeiten erfolgten im Rahmen des von der
Europdischen Kommission geforderten Projektes ACE (Analysing combination effects of mixtures of
estrogenic chemicals in marine and freshwater organisms, http://www.the-ace-project.info).

94



Abstracts — SETAC-GLB-Tagung 2003

Grundlagenwissen zur Geschlechtsdifferenzierung von Flussbarsch (Perca
Sfluviatilis L.) und Rotauge (Rutilus rutilus (L.) — Eine unabdingbare
Vorraussetzung zum Einsatz als Indikatorspezies

N. Nikutowskil’z; B. Allner! , A. Schaat1’3, P. Stahlschmidt-Allner!

'GOBIO GmbH — Institut fiir Gewisserokologie und angewandte Biologie, *Universitit Mainz,
Zoologisches Institut, *Universitit Frankfurt, Zoologisches Institut
Korrespondenzautor: Nadja Nikutowski, Email: nikutowski@gobio-gmbh.de

Im Rahmen einer zweijdhrigen Monitoring Studie wurden Geschlechterverhéltnis, Altersstruktur,
Geschlechtsentwicklung und Gonadosomatischer Index (GSI) von Flussbarsch und Rotauge in
verschiedenen limnischen Habitaten untersucht. Mittels Elektrofischen wurden von beiden Spezies je
1500 Individuen aller Altersklasse gefangen. Die Bestimmung der Altersstruktur der
Fischpopulationen erfolgte iiber die Schuppenanalyse. Die Parasitisierung von Kiemen, Haut und
inneren Organen wurde sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch unmittelbar nach dem Fang
dokumentiert. Zur Geschlechtsbestimmung und zur Erfassung von histopathologischen
Verdnderungen von Gonade und Leber wurden histologische Untersuchungen durchgefiihrt.

Das Geschlechterverhéltnis der Rotaugen wich an keinem Standort signifikant von der Annahme einer
Gleichverteilung beider Geschlechter ab. Beim Flussbarsch lag an einem Hafenstandort eine
signifikante Erh6hung des Anteils ménnlicher Fische vor.

Das Rotauge =zeigt ecinen streng circannualen Rhythmus stets gleich verlaufender
Differenzierungsprozesse. Die aufeinander folgenden Zellstadien sind histologisch eindeutig
definierbar. Hydrogeologische Charakteristika wie Temperatur oder Trophiegrad des Standortes haben
nur einen geringen Einfluss auf den Aufbau/Wiederaufbau der Gonade. Sowohl der histologische
Status der Gonadendifferenzierung als auch der Gonadosomatische Index von Fischen
unterschiedlicher Herkunft und Alter unterlag nur sehr geringen Schwankungen. Abgesehen von
Individuen bei denen eine Infektion mit Ligula spec. vorlag, wurden Abweichungen im zeitlichen
Verlauf dieses strengen Differenzierungsmuster nur in einem stark mit Abwasser belasteten Bach
(Schwarzbach) beobachtet. Hier traten neben Stérungen der Gonadogenese (ménnliche Pubertas
pracox, weibliche Pubertas tarda) Missbildungen der Gonaden (Tumore, Verwachsungen, atretische
Eizellen) auf. Gleichzeitig waren Lebertumore und ein hoher Parasitisierungsgrad zu beobachten.
Intersexuelle Gonaden, in denen neben einer testikuliren Komponente auch Eizellen ausgebildet
waren, wurden bei beiden Spezies nicht vorgefunden. Da auch keine Verschiebung des
Geschlechterverhiltnisses der Rotaugenpopulation auftrat ist nicht davon auszugehen, dass die im
Schwarzbach vorliegende Belastung mit gereinigten Abwassern eine gerichtete Feminisierung
genetisch ménnlicher Rotaugen hervorruft.

Der Flussbarsch zeigte auch an unbelasteten Standorten eine grofere Plastizitit der
Geschlechtsentwicklung als das Rotauge. So setzt bei einem geringen Prozentsatz 10-15% der
minnlichen Fische die Geschlechtsreife schon im Spéitsommer des ersten Lebensjahres ein, wihrend
die iibrigen Individuen der Population erst im zweiten Lebensjahr heranreifen. Es kommen auch an
unbelasteten Standorten vereinzelt weibliche Individuen vor, bei denen nach dem Ablaichen im
Friithjahr erst im Spéatherbst des darauf folgenden Jahres der Wiederaufbau der Gonade abgeschlossen
ist (zweijdhriger Laichzyklus). Folglich sind grole Stichproben erforderlich, um natiirliche
Schwankungen der Entwicklung von anthropogen induzierten Stérungen zu unterscheiden. Die
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Unterschiede im Hinblick auf die Kontrolle der Geschlechtsreifung von Flussbarsches und Rotauge
geht einher mit Unterschieden in der funktionellen Morphologie der Gonaden beider Spezies.

Derzeit kann nur die Reproduktionsbiologie des Rotauges als Grundlage fiir standardisierbare
Biomarker zur Klassifizierung des 6kologischen Zustandes eines Gewdssers herangezogen werden.
Bewertungsschemata zur Analyse einer Belastungssituation z.B. mit hormonwirksamen Substanzen,
die primédr auf Grundlagenforschung an Cypriniden und Salmoniden basieren, sind nicht auf
perciformen Indikatorspezies iibertragbar.
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Kombinierte In situ- und In vitro-Abschatzung der ostrogenen Aktivitit von
Klaranlagenabwasser- und Oberflichenwasserproben

Pawlowski, S.l*, Ternes, T.Z, Bonerz, M.Z, Kluczka, T.? , van der Burg, B.4, Nau, H3 ,
Erdinger, L.°, Braunbeck, T.!

'Department of Zoology, University of Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, D-69120-Heidelberg,
Germany

*ESWE-Institute for Water Research and Water Technology, S6hnleinstrasse 158, D-65201
Wiesbaden, Germany

*Department of Food Toxicology, Center of Food Science, School of Veterinary Medicine Hannover,
Bischofsholer Damm 15, D-30173 Hannover, Germany.

*Bio Detection Systems b.v., Kanaal Laboratorium, Badhuisweg 3, 1031 CM Amsterdam, The
Netherlands

Zusammenfassung

Um das Ostrogene Potential zweier kommunaler Kldranlagenabwiésser sowie des Rheinwassers bei
Worms (Rhein-Neckar-Dreieck) zu untersuchen, wurden Daten aus [In situ-Experimenten mit
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) mit Daten aus In vitro-Biotests (Yeast Estrogen Screen,
YES; ER Luciferase Assay; Primdrhepatocyten der Regenbogenforelle) und chemischer Analyse
verglichen. An jedem Standort wurden drei zweiwochige Beprobungen wihrend des Zeitraumes von
November 2000 bis September 2001 durchgefiihrt.

Die zweiwdchige In situ-Exposition von ménnlichen Regenbogenforellen in den Ausldufen beider
Klédranlagen fiihrte zu einer deutlichen Ostrogen-positiven Reaktion, welche durch die Induktion der
Vitellogenin-mRNA nachgewiesen werden konnte. Vergleichbare Reaktionen resultierten aus den /n
vitro-Biotests. In Gegensatz hierzu konnte in den Rheinwasser-exponierten Regenbogenforellen keine
Induktion der VTG-mRNA nach zwei Wochen nachgewiesen werden. Anhand der /n vitro-Biotests
konnte im Rhein ein Ostrogenes Potential nachgewiesen werden, welches jedoch unterhalb der
Klaranlagenabwésser lag. Anhand der chemische Analyse einer reprasentativen Wasserprobe konnten
bis zu 5,6 ng/L. 17B-estradiol (E,), 19 ng/L Estron sowie 1.5 ng/L. 17a-Ethinylestradiol an einem
Standort nachgewiesen werden. Die Summe der Phytoestrogene lag hierbei bei 280 bzw. 1200 ng/L.
Im Rheinwasser konnten 3,9 ng/L. E, sowie 250 ng/L and Fecal- und Phytosteroiden nachgewiesen
werden. Die Untersuchungen haben somit gezeigt, dass Kliranlagenabwisser biologisch aktive
Konzentrationen an dstrogen wirksamen Substanzen besitzen, welche sich auch noch im Rheinwasser
sowohl chemisch als auch biologisch mit Hilfe von /n vitro-Biotests nachweisen lassen.
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Ostrogene Effekte von 17a-Ethinylestradiol im Gonadal Recrudescence
Assay mit der Dickkopfelritze (Pimephales promelas)

Pawlowski, S.,l*; van Aerle, R.z;Tyler, C.R.z, Braunbeck, T.!

'Department of Zoology, University of Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, D-69120-Heidelberg,
Germany

*Environmental and Molecular Fish Biology, The Hatherly Laboratory, School of Biological Sciences,
University of Exeter, Prince of Wales Road, Exeter, Devon EX4 4PS, United Kingdom

*Korrespondenzautor: Dr. Sascha Pawlowski; Email: spawlows@zoo.uni-heidelberg.de

Abstract

Ostrogene Effekte von 17B-Ethinylestradiol auf adulte Dickkopfelritzen (Pimephales promelas)
konnten im Gonadal Recrudescence Assay bis zum einem Konzentrationsbereich von 1 ng/L
nachgewiesen werden. Bei diesem Screening-Test zum Identifizierung hormonaktiver Substanzen
wurden die Fische zunichst fiir mindestens vier Wochen unter Winterbedingungen (8:16 h Tag:Nacht-
Rhythmus und 15 £+ 1 °C Wassertemperatur) gehéltert, um sie anschlieBend bei Sommerbedingungen
(16:8 h Tag:Nacht-Rhythmus und 25 + 1 °C Wassertemperatur) unter dem Einfluss hormonaktiver
Substanzen (hier EE,) fiir drei Wochen zur Reproduktion anzuregen. Danach wurden Einfliisse auf
sekunddre Geschlechtsmerkmale, Kondition (Konditionsfaktor), Gonadenwachstum (gonado-
somatischer Index, GSI) Plasmavitellogenin (VTG) sowie Gonaden und Leberhistologie bzw. —
ultrastruktur untersucht. Zusétzlich wurde das Fortpflanzungsverhalten (Eizahl, Befruchtungsrate)
iiber einen anschlieenden Zeitraum von 3 Wochen untersucht.

Ab 1 ng/L EE, zeigten sich bereits Effekte auf Plasmavitellogeningehalt, Hoden- und
Leberultrastruktur sowie Tuberkelzahl. Ab 3 ng/L EE, konnten histologische Effekte in der Leber
nachgewiesen werden. Ab 10 ng/L zeigten sich Effekte auf GSI, Hodenhistologie und
Befruchtungsrate. Die Kondition nahm erst ab 100 ng/L. EE, ab.
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Ostrogene Einfliisse von Kkommunalen Kliranlagenabwasser auf
Dickkopfelritzen (Pimephales promelas) und Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss)

Pawlowski, S.'*, Riley, G.2, Ternes, T.>, Bonerz, M.%, Tyler, C. R.%, Braunbeck, T.!

'Department of Zoology, University of Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, D-69120-Heidelberg,
Germany

*Environmental and Molecular Fish Biology, The Hatherly Laboratory, School of Biological Sciences,
University of Exeter, Prince of Wales Road, Exeter, Devon EX4 4PS, United Kingdom

SESWE-Institute for Water Research and Water Technology, Séhnleinstrasse 158, D-65201
Wiesbaden, Germany

*Corresponding author: Dr. Sascha Pawlowski; Email: spawlows@zoo.uni-heidelberg.de

Zusammenfassung

Um ostrogene Einfliisse von kommunalem Klédranlagenabwasser auf Fische zu untersuchen, wurden
zundchst méannliche Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) mehrmals iiber einen Zeitraum von je
zwei Wochen von November 2000 bis September 2001 /n situ exponiert. Hierbei wurde die Induktion
der Vitellogenin-mRNA als Marker fiir eine 0strogene Belastung angesehen. AnschlieBend wurden im
Mai 2002 adulte Dickkopfelritzen im Abwasser der Klédranlage fiir drei Wochen exponiert, um
Einfliisse auf verschiedene hormonabhingige Parameter wie Kondition, Gonadenwachstum
(gonadosomatischer Index, GSI), sekundidre Geschlechtsmerkmale, Aromatase-mRNA-Expression,
Plasmavitellogenin und Gonadenhistologie zu untersuchen. Zusétzlich wurden chemische Analyen
hinsichtlich steroider Ostrogene und Phytoestrogene durchgefiihrt.

In den exponierten Regenbogenforellen konnte in allen Untersuchungszeitriumen eine deutliche
Induktion der Vitellogenin-mRNA festgestellt werden. Die Exposition der Dickkopfelritzen fiihrte zu
Effekten auf sekundire Geschlechtsmerkmale, GSI, Plasmavitellogeningehalt sowie die
Gonadenhistologie. Durch die chemische Analyse konnten 26,6 ng/L an steroiden Ostrogenen
nachgewiesen werden.
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Grundlagenwissen zur Physiologie der Vitellogenese als Voraussetzung zur
Interpretation dieses Biomarkers

A. Schaat™?, B. Allner', N. Nikutowski'?, P. Stahlschmidt-Allner'

'GOBIO GmbH — Institut fiir Gewisserokologie und angewandte Biologie, *Universitit Mainz,
Zoologisches Institut, *Universitit Frankfurt, Zoologisches Institut
Korrespondenzautor: Annette Schaat, Email: schaat@gobio-gmbh.de

Die Induktion des Dotterproteins Vitellogenin (VG) in minnlichen Zebrabiarblingen (Danio rerio),
minnlichen Flussbarschen (Perca fluviatilis) und juvenilen Goldorfen (Leuciscus idus melanotus)
wurde unter standardisierten Laborbedingungen in Expositionsversuchen mit den 6strogenwirksamen
Substanzen Ostradiol (E2), Ethinylostradiol (EE2), Nonylphenol (NP) und Bisphenol A (BPA)
untersucht. Ziel der Versuche war es, den Verlauf der Bildung von VG in Relation zur Dosis der
Ostrogenwirksamen Substanzen zu erfassen und die Frage zu kldren, in wie weit der Nachweis einer
paradoxen Induktion von VG einen verlédsslichen Biomarker zur Erfassung der dstrogenen Belastung
in Freilandstudien bietet. Zur Identifizierung des VG (Molekulargewicht: 150 kDa) wurden
verschiedene immunologische Nachweise des -elektrophoretisch (SDS PAAGE) isolierten
Serumproteins eingesetzt. Es zeigte sich bei Karpfenartigen, dass bei niedrige Konzentrationen der
eingesetzten Substanzen (EE2 < 2 ng/L, E2 < 100 ng/L, BPA < 500 pg/L; nominale Konzentrationen)
eine sichere Quantifizierung nicht moglich war, da auch im Serum nicht exponierter Kontrollfische
eine geringe Menge VG nachgewiesen werden konnten. Zudem erschwerten grof3e interindividuelle
Schwankungen insbesondere im Bereich niedriger VG-Gehalte eine statistisch signifikante
Unterscheidung zwischen Kontrolle und exponierten Fischen. Bei Flussbarschen war VG im Blut nur
nach Exposition gegen hohe Ostrogenkonzentrationen (EE2 > 1ug/L) nachgewiesen werden.

Beim immunologischen Nachweis der elektrophoretisch isolierten Proteine im Western Blot mittels
spezifischer Vitellogenin Antikorper wurde eine Vielzahl immunoreaktiver Proteine detektiert. Diese
Proteine wurden sowohl von polyklonalen als auch von monoklonalen Antikdrpern erkannt und stellen
somit Abbau-/Zerfallsprodukte des urspriinglichen VG Molekiils dar. Auch isoliertes und gereinigtes
VG ist nicht stabil. Da der Zerfallsprozess nicht einheitlich verlduft ist eine Quantifizierung des VG
mit Hilfe eines Standards kaum moglich. Insbesondere das VG des Flussbarsches erwies sich als
duBerst instabil.

Bei den Weibchen beider Arten waren unter natiirlichen Bedingungen Unterschiede im Verlauf der
Vitellogenin Synthese erkennbar. Die VG-Synthese der weiblichen Rotaugen korrelierte mit der
Ausbildung eines zweischichtigen zur Ostradiolbiosynthese fihigen Follikelepithels im Ovar. Beim
weiblichen Flussbarsch konnte VG dagegen erst wihrend der letzten Phase der Oogenese im Blut
nachgewiesen werden.

Vitellogeningehalte im Blut freilebender ménnlicher Cypriniden an unbelasteten Standorten lagen
tiberwiegend in einem Konzentrationsbereich unter 1 pg VG/ml Blutserum.

Aufgrund der Instabilitit von VG und der Tatsache, dass minnliche Fische auch natiirlicherweise
geringe Mengen VG bilden koénnen, ist von einer exogenen paradoxen Induktion des VG erst dann
auszugehen, wenn ein Schwellenwert von 1 pg VG/ml Blutserum deutlich iiberschritten wird. Zudem
sollte durch histologische Untersuchungen der Gonade ausgeschlossen werden, dass eine endogene
Ostradiolquelle vorliegt, z.B. Testisova mit funktionsféhigen, dstradiolbildenden Follikeln.

Die unphysiologische Induktion von VG in ménnlichen Fischen kann nicht im Sinne einer Dosis-
Wirkungs-Beziehung zur Bewertung einer Belastung der Gewésser mit Xendstrogenen eingesetzt
werden.

Der Verlauf der physiologischen VG-Synthese bei weiblichen Cypriniden kann aufgrund der
vorliegenden Daten als brauchbarer Indikator fiir den Reproduktionsstatus einer Population und damit
den 6kologischen Zustand eines Gewissers herangezogen werden.
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Biochemische Untersuchungen zur Induktion von Stressprotein Hsp70
durch UV-Filter bei Gammarus fossarum (Amphipoda)

V. Scheil'; A.M.I. Kéhler'; R. Triebskorn? und H.-R. Kohler!

'Physiologische Okologie der Tiere, Universitit Tiibingen, Steinbeis-Transfer Zentrum fiir
Okotoxikologie und Okophysiologie, Rottenburg,
Korrespondenzautor: Volker Scheil, Email: volker.scheil@student.uni-tuebingen.de

Chemische UV-Filter, wie der in dieser Arbeit untersuchte 3-Benzyliden-Campher (3-BC), haben
aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaft ein Potential zur Bioakkumulation. UV-Filter werden in
Sonnenschutzmitteln, aber auch in Waschmitteln und Lacken eingesetzt. Sie werden liber Abwisser
und unvollstidndige Entfernung in Klédranlagen in die Umwelt eingebracht. Bei der Beprobung von
Barschen und Rotaugen in deutschen Seen konnten hohe Konzentrationen verschiedener UV-Filter in
diesen Fischen nachgewiesen werden (Nagtetaal et al., 1997). In Laborexperimenten wurden
endokrine Wirkungen von UV-Filtern auf Ratten beobachtet (Schlumpf et. al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Induktion des proteotoxische Effekte indizierenden
Stressproteins Hsp70 durch 3-BC bei Gammarus fossarum untersucht. Die Gammariden wurden dem
Quellbereich der Steinlach (unbelasteter Bach bei Talheim, Baden-Wiirtemberg) im Praecopula-
Stadium entnommen. Die Geschlechter wurden getrennt und in einer Klimakammer bei 12°C in einer
Mischung aus Wasser des natiirlichen Habitats und Leitungswasser separat gehéltert
(Mischungsverhéltnis 2:1). Die Gammariden wurden nach einer zweiwochigen Eingew6hnungszeit im
Labor gegeniiber 5 Konzentrationen von 3-BC und einer Losungsmittelkontrolle mit Ethanol exponiert
(33 ng, 330 ng, 3,3 png, 33 pg und 330 pg; Losungsmittelkontrolle Ethanol: 0,792 ml Ethanol in 4 L
Mischwasser). Parallel hierzu erfolgte ein Kontrollansatz mit Halterungswasser. Der gesamte Versuch
wurde einmal wiederholt. Nach 96 Stunden wurden Proben fiir den Stressprotein-Nachweis sowie fiir
histologische Untersuchungen entnommen.

Die Untersuchungen zeigten, dass 3-BC sowohl bei den weiblichen wie auch bei den ménnlichen
Gammariden Hsp70 induziert. Hohere Konzentrationen von 3-BC fithren zu einer Uberlastung der
Hsp70-Induktion. Generell reagieren die Weibchen stirker und bei niedrigeren Konzentrationen als
die Mainnchen mit einer Erhohung des Hsp70-Levels, was sich auch in den gemessenen
Mortalitdtsraten widerspiegelt. Zudem zeigte sich, dass das Losungsmittel Ethanol bei den Weibchen
zu einer Erniedrigung des Hsp70-Levels gegeniiber der Kontrolle fiihrt.
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Endokrine Aktivitit verschiedener Bisphenole und deren Derivate
BADGE und BFDGE

T. Schultis; J.W. Metzger

Institut fiir Siedlungswasserbau, Wassergiite- und Abfallwirtschaft, Stuttgart
Korrespondenzautor: J.W. Metzger, Email: joerg.metzger@iswa.uni-stuttgart.de

Bereits in zahlreichen in-vivo- und in-vitro-Testverfahren wurde die endokrine Wirkung der
Industriechemikalie Bisphenol A (4,4 -Isopropylidendiphenol) nachgewiesen. So beobachteten
beispielsweise Lindholst et al. bei einer Exposition von 500 pg/l Bisphenol A einen signifikanten
Anstieg der Vitellogenin-Synthese bei der Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss [1]. In vitro
wiesen unter anderem Rehmann et al. das endokrine Potenzial von Bisphenol A durch Bestimmung
eines [Cso-Wert von 104 uM beim YES-Assay nach [2].

Hauptsidchlich findet dieses sogenannte Xenoestrogen Verwendung bei der Herstellung von
Polycarbonat-Kunststoffen, Epoxidharzen, Polyester und Polyacrylaten. Zu den &uferst zahlreichen
Polycarbonat-Produkten zdhlen unter anderem Digitalmedien (z.B. CD, DVD), elektrische und
elektronische Gerite (Rasierapparate, Telefone, Computer etc.) sowie wiederverwendbare
Nahrungsmittel- und Getrdnkeverpackungen [3, 4]. 2002 wurden weltweit ca. 2,8 Millionen Tonnen
Bisphenol A produziert (Quelle: Chemical Market Associates Inc. CMAI). Die Derivate Bisphenol A-
diglycidylether BADGE und Bisphenol F-diglycidylether BFDGE stellen Vorstufen der zur
Innenbeschichtung von Konservendosen, Leichtmetallbehdltern und Twist-Off-Verschliissen
verwendeten Lacke dar und koénnen somit in die enthaltenen Lebensmittel iibergehen. Der
wissenschaftliche Lebensmittelausschuss (SCF) der Europdischen Union (EU) legte daher fiir BADGE
einen Grenzwert von 1 mg pro kg Lebensmittel fest. In der Zahnmedizin findet als weiteres Derivat
Bisphenol A-dimethacrylat Anwendung [5].

Dass das estrogene Potenzial einer Verbindung von
R ihrer Struktur beeinflusst wird, ist bereits seit
laingerem  bekannt. = Welchen  Einfluss die
Briickenfunktion auf die estrogene Aktivitdt der

HO OH Reinsubstanzen haben, sollte nun untersucht
werden. Zu diesem Zweck wurden die Bisphenole
Bisphenol F: R =CH, M=2002gmol A, E, F, AP, S und Z sowie 44'-

Bisphenol E: R = CHCH; M = 214,3 g/mol

Bisphenol A: R = C(CHj;), M =228,3 g/mol T . o .
Bisphenol AP: R =CCH;C¢Hs M =290,4 g/mol Wurden die industriell wichtigen Derivate BADGE,

Dihydroxybenzophenon ausgewéhlt. Zusétzlich

Bisphenol S: R =S0, M =250,3 g/mol BFDGE und Bisphenol A-dimethacrylat getestet.
Bisphenol Z: R =C¢Hio M=268,4 g/mol vyerwendet wurden  hierfir  die  in-vitro-
4,4’-Dihydroxy- )

benzophenon: R = CO M = 214,2 g/mol Testverfahren Lyticase-Assay, YES-Assay (Yeast

Estrogen Screen-Assay) sowie E-Screen-Assay
(Proliferationstest mit MCF-7 Brustkrebszellen).

[1] Lindholst, C. et al. 2000, Aquatic Toxicol. 48, 87-94; [2] Rehmann, K. et al. 1999, Chemosphere
38, 3303-3312; [3] Lintschinger, C. und Rauter, W. 2000, Eur. Food Res. Technol. 211, 211-217; [4]
Biles, J. E. et al. 1997, J. Agric. Food Chem. 45, 3541-3544; [5] Olea, N. et al. 1996, Environ. Health
Perspect. 104, 298-305.
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Untersuchnungen zur Maskierung ostrogener Aktivitit durch zelltoxische
Effekte in einem Yeast Estrogen Screen (YES)

L. Wohlke'; T. Backhaus'; T. Frische'; W. Meyer und L. H. Grimme'

'Institut fiir Zellbiologie, Biochemie und Biotechnologie der Universitit Bremen,
Korrespondenzautor: Lena Wohlke, Email: lwoehlke@uni-bremen.de

Fiir das Screening im Rahmen der 6kotoxikologischen Beurteilung sowohl von Einzelstoffen als auch
von komplexen Umweltproben stellen biologische in-vitro Testverfahren geeignete Instrumente dar,
um schnell und relativ kostengiinstig qualitative und quantitative Aussagen zu definierten Endpunkten
zu erhalten. Fiir den in-vitro Nachweis Ostrogener Aktivitit findet dementsprechend seit einigen
Jahren der Yeast Estrogen Screen (YES) verbreitet Verwendung. Ublicherweise durchgefiihrt in
Mikrotiterplatten, wird in diesem Test die Aktivierung des humanen Ostrogen-Rezeptors (hERa) in
einem rekombinanten Stamm der Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) ermittelt. Die in dem
Hefestamm realisierte molekularbiologische Signalkaskade fiihrt nach Rezeptoraktivierung zur
Bildung eines Enzymproduktes (B-Galactosidase), dessen Aktivitit ein indirektes Mal} fiir die
Ostrogene Aktivitit der untersuchten Probe darstellt. Aufgrund des zugrunde liegenden biologischen
Mechanismus ist die gemessene Enzymaktivitit, und folglich auch die qualitative und quantitative
Interpretation der Testantwort, direkt vom Wachstum der Hefe wihrend der Testung bzw. von der
jeweiligen Testdurchfiihrung abhéingig. Dieser Umstand wird zundchst anhand von Experimenten mit
dem natiirlichen Liganden, dem Steroidhormon 17B-Ostradiol aufgezeigt. Mit weiteren beispielhaften
Ergebnissen wird verdeutlicht, wie toxische Effekte der im YES untersuchten Chemikalien zu einer
Maskierung der Ostrogenen Aktivitét fiihren konnen. Um dieses Phdnomen erkennen und beschreiben
zu konnen, wurde das urspriingliche Testprotokoll des YES (Routledge & Sumpter, 1996) fiir die
simultane Bestimmung von Hefe-Toxizitdt und Ostrogener Aktivitit im selben Test adaptiert. Das
modifizierte Protokoll wird vorgestellt und hinsichtlich seiner Potenziale und Limitierungen ebenso
diskutiert, wie die grundsatzliche Bedeutung des Phdnomens ,,Maskierung® fiir die Beurteilung der
Ostrogenen Aktivitit von Einzelstoffen, Stoffgemischen und Umweltproben. Die présentierten
Arbeiten erfolgten im Rahmen des von der Europédischen Kommission geforderten Projektes ACE
(Analysing combination effects of mixtures of estrogenic chemicals in marine and freshwater
organisms, http://www.the-ace-project.info).
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Effekte (pseudo)thyreoid wirksamer Substanzen auf Thyreoidea-Entwick-
lung und Metamorphose beim Krallenfrosch (Xenopus laevis)

Sabine Hartmann, Thomas Braunbeck

Institut fiir Zoologie der Universitidt Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, 69120 Heidelberg
Korrespondenzautor: Thomas Braunbeck, braunbeck@urz.uni-heidelberg.de

Seit einigen Jahren hédufen sich die Hinweise, dass viele Vertebraten eine ungewdhnliche
Schilddriisenentwicklung und abnorme Verhiltnisse an zirkulierenden Thyreoideahormonen (TH) im
Plasma aufweisen. Deshalb wurde die U.S. EPA damit beauftragt, eine Teststrategie zum Screening
von potentiell thyreoid wirksamen Substanzen zu entwickeln. Der Xenopus Metamorphosis Assay
(XEMA) ist das zur Zeit geeignetste Testsystem, um Effekte von Endokrinen Disruptoren (EDs) auf
das Schilddriisenhormonsystem zu erfassen. Als Testorganismus wird der Siidafrikanische
Krallenfrosch Xenopus laevis eingesetzt. Die Basis fiir den Bioassay ist, dass mogliche Storungen des
Schilddriisenhormonsystems von Xenopus laevis, hervorgerufen durch eine bestimmte Testsubstanz,
zu Verdnderungen im Metamorphoseprozess filhren. Auf Grund der strikten Abhéngigkeit der
Anurenmetamorphose von Thyreoideahormonen kann bei einer gehemmten TH-Synthese bzw.
Freisetzung die Metamorphose verlangsamt oder sogar vollstindig unterbunden werden.

Der XEMA-Test wurde in einem internationalen Ringtest prévalidiert und als Vorschlag fiir eine neue
OECD-Richtlinie formuliert. Als Testsubstanz wurde in dem Ringtest Ethylenthioharnstoff (ETU), ein
typisches Abbauprodukt der Ethylen(bis)dithiocarbamat-Pestizide, verwendet. ETU hemmt bei
Saugertieren die Synthese der THs und erhdht den Spiegel thyreoideastimulierender Hormone (TSH).
Die Folge einer Langzeitexposition gegeniiber ETU ist eine Hyperplasie der Schilddriise. Parallel zum
XEMA-Test wurde eine stadienabhédngige histologische Auswertung der Schilddriise mit Bestimmung
der Epithelzellhohe als Endpunkt vorgenommen.

Im 28 Tage dauernden XEMA-Test wurden Kaulquappen von Xenopus laevis in frithen
Entwicklungsstadien der Prdmetamorphose eingesetzt und an den Tagen 0, 7, 14, 21 und 28 die
morphologischen Endpunkte (a) Stadienentwicklung nach Nieuwkoop und Faber (1956), (b)
Gesamtkorperldnge und (¢) Schwanzldnge erfasst und mit den Tieren der Negativkontrolle verglichen.
ETU fiihrte im XEMA-Test zu einer konzentrationsabhdngigen Hemmung der Entwicklung. Die
Ergebnisse der histologischen Auswertung der Schilddriise korrelieren mit den Befunden aus dem
XEMA-Test: Es konnte ein konzentrationsabhéngiger Anstieg der Epithelhdhe verbunden mit einer
starken Hypertrophie und Hyperplasie der Schilddriise festgestellt werden.

Mit dem XEMA-Test und der histologischen Auswertung der Schilddriise wurde gezeigt, dass beide
Testverfahren geeignet sind, thyreoide Effekte von ETU konzentrationsabhidngig nachzuweisen, wobei
sich die histologische Auswertung bei geringen Konzentrationen als das sensiblere Testverfahren
erwies. Weitere Tests wie die Bestimmung der TH-Plasmamenge und der TSH-Proteinmenge in der
Hypophyse werden zur Zeit durchgefiihrt. Substanzen, die Verdnderungen im Schilddriisen-
hormonsystem von Vertebraten hervorrufen, kdnnen vielleicht in Zukunft anhand verschiedener Tests
schnell identifiziert werden.
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Kombination unterschiedlicher Wirkungen auf Zellsysteme und
pleiotropen Antworten: Storfaktoren oder Kofaktoren bei der Bestimmung
ostrogener Potentiale.

Combined effects on cell systems and pleiotropic responses: confounders or
cofactors in oestrogenicity testing.

M.-P. Beck! und L. Karbe'

'Center for Marine and Athmospheric Sciences, Working Group Marine and Freshwater Eco-
Toxicology & Center for Inovative Medecin, Institut for Hormone and Fertility Reseach, University of
Hamburg,Germany,

Korrespondenzautor: Marie-Perrine Beck, Email: Beckmp@uni-hamburg.de

It is well-known that environmental chemicals can affect endocrine homeostasis through different
pathways and modes of action. As a supplement to chemical data provided by national monitoring
program, various bioassays were used to characterize the complex exposure condition to endocrine
active compounds in field studies along the Elbe River. These include receptor-reporter-gene assays
based on human cell lines to screen for (anti-)estrogenic potentials and cytotoxic effects. Regional
differences in pattern of exposure consequently implied multiple pattern of pleiotropic response
determined in the bioassays. The highest oestrogenic potentials in term of efficacy were determined in
samples of suspended matter collected at riverine location with higher communal charge. E2-
Equivalents (pmol/g dry weight) determined were comparable to results achieved in the LOES
program from Dutch coastal and harbour sediments. However, the net oestrogenic responses have to
be interpreted carefully. At various locations the reaction of the cell system is strongly influenced by
cytotoxic effects. Especially single-wave low-level sublethal toxic effects seems to be of particular
relevance for evaluation of oestrogenic dose-response curves. Regional variation of overlapping
between estrogenic and cytotoxic phenomena seem to be due to metabolic activation/deactivation
processes depending on the local and seasonal hydrological and ecological conditions. Because of the
diversity of cellular responses observed in the bioassays, the question arises about the relative
relevance of both, receptor and non-receptor pathway. Interferences and cross talks between the two
will be discussed in detail. As a general conclusion, cytotoxic potentials should no longer be consider
as confounding factors but be seen as important cofactors that can affect endocrine homeostasis at
molecular, cellular, tissue, organ and organism level..
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Quantifizierung des wiallrig extrahierbaren oOkotoxikologischen und
genotoxikologischen Potenzials zur schnellen Qualititskontrolle von
kontaminierten Boden in der Vor-Ort-Analytik

P. Filzek, C. Brinkmann, A. Eisentrager

Institut fiir Hygiene und Umweltmedizin, Rheinisch-Westfdlische Technische Hochschule Aachen,
Pauwelsstr. 30, 52057 Aachen; Korrespondenzautor: Petra Filzek, Email: petra.filzek@post.rwth-
aachen.de

Biologische Testverfahren zur Erfassung der Wirkung von Schadstoffen kdnnen im Rahmen von Vor-
Ort-Untersuchungen von Béden und Bodenmaterialien wichtige Informationen liefern. Dies ist u.a. fiir
die Probenahmeplanung auf Altstandorten und fiir die Uberwachung von Bodensanierungen relevant.
Dafiir ist es notwendig, Testsysteme zu entwickeln, die innerhalb kurzer Zeit plausible Ergebnisse
liefern kénnen und qualifizierte Entscheidungen ermdglichen.

Das wiBrig extrahierbare okotoxikologische und genotoxikologische Potenzial von kontaminierten
Boden und Bodenmaterialien kann mit Biotests wie dem Vibrio fischeri Lumineszenzhemmtest nach
DIN-EN-ISO-11348 T1-3 und dem umu-Genotoxizititstest nach DIN 38415 T3/ ISO 13829 erfasst
werden. Diese Methoden kamen in einem Ringtest mit verschiedenen kontaminierten Bodenproben
erfolgreich zum Einsatz.

In dieser Studie werden die oben genannten Biotests beziiglich der Probenvorbehandlung,
Testdurchfiihrung und -bewertung optimiert. Dieses Ziel wird zum einen durch eine Verringerung des
Zeitbedarfs einzelner methodischer Schritte umgesetzt. So konnte die Bestimmung des Wassergehaltes
der Proben von 24h auf maximal 1h reduziert werden. Durch Verkiirzung und Vereinfachung der
Schiitteldauer, Zentrifugierung und Filtration erfolgt die wiaBrige Elution in ca. 3h. Zum anderen
wurde der umu-Test mit Hilfe einer Pipettierstation mit integrierten Schiittlern, Reader und Inkubator
komplett automatisiert. Dies gewdhrleistet eine kompakte, leicht zu handhabende
Versuchsdurchfiihrung, z.B. in einem Laborcontainer, und fiihrt zu einer erheblichen Reduktion des
Arbeitsaufwandes. Die optimierten und automatisierten Biotests wurden anhand von verschiedenen
Bodenproben mit unterschiedlichsten Kontaminanten und pedologischen Bodenkennwerten validiert,
um die Gleichwertigkeit der optimierten Methoden mit den standardisierten Biotests zu untersuchen.

Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrte Optimierung der o.g. Biotests ermoglicht die ziigige und
einfache Bestimmung des wélrig extrahierbaren dkotoxikologischen und genotoxischen Potenzials
von Boden innerhalb eines im Vergleich zu den standardisierten Methoden deutlich verkiirzten
Zeitraums von weniger als 2 Arbeitstagen.
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Okotoxikologische Untersuchungen von Sediment-, Schwebstoff- und
Wasserproben zur Erkliarung des Fischriickgangs in der Donau

S. Keiter'; T. Kosmehl'; L. Dunne'; A. Rastall®, Klaus Alf5ldi?, L. Erdingerz; K. Wurm®; T.
Braunbeck'; H. Hollert'

'Institut fir Zoologie der Universitit Heidelberg, INF 230, 69120 Heidelberg *Hygiene-Institut,
Heidelberg, *Gewisser-6kologisches Labor, Starzach.

Korrespondenzautor: Dr. Henner Hollert, email: Henner.Hollert@urz.uni-heidelberg.de

Seit Beginn der 90er Jahre gehen die Fischbestinde in der Donau zwischen Sigmaringen und Ulm
deutlich zuriick. Besonders die Asche ist trotz intensiver BesatzmaBnahmen in ihrem Bestand stark
gefihrdet, obwohl sich die Gewissergiite und die Abwasserbelastung in den vergangenen Jahrzehnten
deutlich verbessert hat. Zwischen 1988 bis 1995 wurden im Rahmen des Integrierten Donau-
programms umfangreiche chemisch-physikalische und biologische Analysen in der oberen Donau
durchgefiihrt. Diese Untersuchungen ergaben, dass die Donau im Schnitt der Giiteklasse II zuzuordnen
war. Die Diskrepanz dieser beiden gegensitzlichen Entwicklungen — verbesserte Giiteklasse bei
gleichzeitigem Riickgang der Fischbestinde — ldsst sich nicht mit den bisher erfassten Daten entlang
der Donau erklidren. Die Abwasserreinigung wurde zwar durch den Aus- und Aufbau der Kliranlagen
deutlich verbessert, jedoch gibt es zahlreiche Substanzen, die durch Kldrung des Wassers nicht
eliminiert werden konnen. Viele Schadstoffeintrage, die aus den unterschiedlichsten Quellen in die
Gewisser gelangen, sind kaum im Wasser gelost, sie werden dem Wasser zunichst dadurch entzogen,
dass sie an Schwebstoffen und Sedimenten adsorbieren und sich dort anreichern. Diese Chemikalien
gefdhrden zum einem die im Sediment lebenden Organismen, und zum anderem konnen sie auch noch
nach ldngerer Zeit aus dem Sediment durch z.B. Hochwasserereignisse remobilisiert werden, wodurch
sie noch lange eine potenzielle Gefahr fiir die Fliessgewasser darstellen.

Im Rahmen dieser Studie wurde nach O©kotoxikologischen Ursachen fiir den Riickgang des
fischereilichen Ertrags an der oberen Donau gesucht. Zur Abschitzung der Skotoxikologischen
Gefdhrdung in diesem Gebiet wurden vier Sediment-, zwei Schwebstoff- und fiinf Wasserproben aus
den Klarwerken ausgewéhlter Standorte entnommen und in verschiedenen Expositionspfaden (native
Wasser- und Sedimentproben, acetonische Sedimentextrakte und XAD-Wasserextrakte) in den
folgenden Biotests auf ihr 6kotoxikologisches Potenzial untersucht: (1) Cytotoxizititstest (zelltoxische
Wirkung), (2) Comet-Assay mit RTL-W1-Zellen (Gentoxizitdt), (3) Bakterienkontakttest (Bakterien-
toxizidt), (4) Yeast Estrogen Screen (endokrine Wirksamkeit), (5) Fischeitest mit Danio rerio
(Embryotoxizitdt, Teratogenitit) und (6) Ames-Test (Mutagenitdt). Zudem wurde der Gehalt
verschiedener Antibiotika in Abwasserproben aus fiinf Kliarwerksausldufen ermittelt und die
Konzentration verschiedener Schwermetalle in Sedimenten und Schwebstoffen bestimmt.

Trotz hoher Verdiinnungen der einzelnen nativen Sediment- und Schwebstoffproben wurde eine hohe
embryotoxische Wirkung sowie erhebliche Entwicklungsverzogerungen bei den Larven von Danio
rerio beobachtet. Im Hefe-Assay konnte bei allen Wasserextrakten eine signifikante endokrine
Wirksamkeit mit 17p-Estradiol-Aquivalent-konzentration von bis zu 2,3 ng/L (Kliranlage aus
Ehingen) nachgewiesen werden. Zusammenfassend konnte in den Biotests und den chemischen Ana-
lysen konnte gezeigt werden, dass in dem Untersuchungsgebiet durchaus Belastungsschwerpunkte
vorliegen. Insbesondere die Schadstoffbelastung bei Sigmaringen und Ehingen ist deutlich hoher
einzuschitzen als bei Riedlingen und Rottenacker, die den mittleren Flussabschnitt des Unter-
suchungsgebietes reprisentieren. Mittels einer Clusteranalyse konnte aulerdem gezeigt werden, dass
vergleichbare Belastungssituationen sowohl fiir die Sedimente von Riedlingen und Rottenacker, als
auch fiir beide Schwebstoffproben vorlagen. Es muss davon ausgegangen werden, dass auf Grund der
Resultate aus den unterschiedlichen Biotests eine vergleichsweise hohe Belastungssituation der Donau
vorliegt und dadurch auch ein Zusammenhang mit dem Riickgang der Fischpopulation nicht
ausgeschlossen werden kann. Weitere Untersuchungen sind unabdingbar.
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Okotoxikologische Bewertung von Sedimenten des Elbehochwassers 2002

M. Oetkenl; L. Gerasymzykl; Ulrike Schulte—Oehlmannl, Burkhard Stachelz, Jorg Ochlmann'

'Institut fiir Zoologie der Johann Wolfgang Goethe-Universitit Frankfurt am Main, Germany
* Wassergiitestelle Elbe der Arbeitsgemeinschaft fiir die Reinhaltung der Elbe, Hamburg, Germany
Korrespondenzautor: Matthias Oetken, Email: oetken@zoology.uni-frankfurt.de

Im August 2002 kam es aufgrund besonderer meteorologischer Verhéltnisse zu extremen
Niederschligen in Deutschland, Osterreich und in der Tschechischen Republik. Im Ost-Erzgebirge
waren weite Gebiete vom Hochwasser betroffen. Die Fliisse Weilleritz und Elbe iiberfluteten grof3e
Teile von Dresden. Diese ,Jahrhundertflut“ der Elbe verursachte weitere groBe Schidden in
Wittenberg, Dessau und Magdeburg. Die Elbe erreichte stellenweise eine Breite von bis zu 12
Kilometern und iiberflutete dabei nicht nur Ackerflaichen und Dérfer, sondern auch Kliaranlagen und
Industrieflichen, wie beispielsweise die Chemiefabrik ,,Spolana“ bei Usti nad Labem in der
Tschechischen Republik.

Das Ziel der Untersuchung war die 6kotoxikologische Analyse von Sedimenten, die kurz nach der
Hochwasserwelle an insgesamt 37 Probestellen von der Quelle in der Tschechischen Republik bis zur
Miindung genommen wurden. Um Effekte der Sedimente auf Benthosorganismen ermitteln zu
konnen, wurden Experimente mit Chironomus riparius (Diptera) und Potamopyrgus antipodarum
(Gastropoda) durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden mit den Resultaten von Studien
verglichen, die mit beiden Arten vor der Flut im Jahr 2000 mit Sedimenten derselben Probestellen
durchgefithrt worden waren (Schulte-Oehlmann et al., 2001: Biologisches Effektmonitoring an
Sedimenten der Elbe. ARGE-Elbe-Bericht; Duft et al., 2002: Okotoxikologische Sedimentkartierung
der groBen Fliisse Deutschlands. UBA-Forschungsbericht 299 24 275). Im Rahmen des Vortrags
werden neben den chemischen Analysen die beobachteten biologischen Effekte eines derartigen
Hochwasser-Ereignisses vorgestellt und diskutiert.
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Deponierung von TBT-kontaminiertem Hafenschlick auf Spiilfeldern - Ein
Risiko fiir die Bodenfauna?

M. Schaefer!

! Abt. Allgemeine und Theoretische Okologie, Zentrum fiir Umweltforschung und Umwelttechnologie
(UFT), Universitdt Bremen.
Korrespondenzautor: Maike Schaefer, Email: maike@uni-bremen.de

Tributylzinn (TBT), bekannt als endokriner Schadstoff, steht seit langer Zeit in der Gffentlichen
Diskussion. Auch wenn der Einsatz von TBT-haltigen Antifouling-Anstrichen in der Schifffahrt seit
langem reglementiert und seit Januar 2003 verboten ist, findet sich TBT, aufgrund seiner Persistenz,
immer noch in hohen Konzentrationen im Umwelt-Kompartiment Wasser wieder. Besonders Hifen
gelten als ,,Hot Spots* fiir eine Fiille von Schadstoffen, wie z.B. Schwermetallen und Organometallen.
Zur Gewdhrleistung eines reibungslosen Schiffverkehrs miissen Hafensohlen von sedimentierten
Schwebstoffen regelmidfig befreit werden. Diese Sedimente enthalten aber gerade hohe
Konzentrationen an TBT. Daher stellt sich die Frage nach einer sachgerechten Entsorgung des
Hafenschlicks, im Sinne einer Minimierung des Gefahrdungspotentials fiir Mensch und Umwelt. Als
kostengiinstige Alternative zur Verbrennung oder der unbeliebten Verklappung auf dem offenen Meer
wurde 1999 in Bremerhaven ein sogenanntes Spiilfeld eingerichtet, auf dem das Baggergut aus dem
Bremerhavener , Uberseehafen als Landablagerung deponiert wurde. Ziel war es, eine
Dekontamination des TBT-kontaminierten Sediments unter aecroben Verhéltnissen zu erzielen. Jedoch
birgt eine Landablagerung das Risiko einer Auswaschung des TBTs in den Untergrund. Auf der
anderen Seite ist eine schnelle Kolonisation des Sediments mit Bodenorganismen wie z.B. mit
Regenwiirmern wiinschenswert, die zum einen den Schadstoffabbau fordern und zum anderen die
Bodenqualitdt entscheidend verbessern konnten. Regenwiirmer begiinstigen die mikrobielle Aktivitdt
im Boden, zum anderen verbessern sie die Drainage und die Beliiftung des Bodens durch ihre
Grabaktivitidten, was beides zu einem beschleunigten TBT-Abbau fithren kann. Daher war eine
Beurteilung des toxischen Einflusses des TBT-kontaminierten Sedimentes fiir Bodentiere von
Interesse. Hierzu wurden Akut-, Reproduktions-, und Avoidance-Response-Tests mit Regenwiirmern
(Eisenia fetida) durchgefiihrt. Bei einem Vorversuch starben alle eingesetzten Versuchstiere in dem
kontaminierten Sediment, wahrend nur 2% Mortalitit in der unkontaminierten Kontrolle (Lufa 2.2.)
beobachtet wurde. Die hohe Mortalitdt im TBT-Substrat wurde allerdings nicht nur durch die
Schadstoffkonzentration (600 ng TBT/kg Boden Trockenmasse), sondern auch durch die extrem hohe
Salinitit (20dS/m™) hervorgerufen. Um den Salzgehalt zu verringern, wurde das Substrat mit
destilliertem Wasser gespiilt und anschlieBend mit OECD-Boden gemischt. Dadurch wurde jedoch die
TBT Konzentration auf 93 pg/kg Boden (TM) gesenkt. Der OECD-Boden war aufgrund seiner
vergleichbaren Bodeneigenschaften (hoher Sandgehalt) als Kontrollsubstrat ausgewéhlt worden, da
kein unkontaminierter Vergleichsboden direkt von der Untersuchungsflache zur Verfiigung stand. Es
zeigte sich, dass das OECD-Substrat auch selbst aufgrund seines ungiinstigen C:N-Verhéltnisses von
38 fiir Regenwiirmern suboptimal war und hohe Mortalititsraten bewirkte, was eine Interpretation der
Ergebnisse erschwerte. Es konnten jedoch eine signifikante Verringerung der Reproduktion (Anzahl
an Kokons und Juvenilen) und eine deutliche Vermeidung des TBT-Substrates im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden. Daher kdnnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

1. Das Aufbringen des TBT-kontaminierten Substrates auf Spiilfeldern wirkt sich aufgrund der
erhohten Salinitdt ungiinstig auf die Regenwurm-Fauna aus.

2. Aufgrund der hohen Mortalitdt, der Verringerung der Reproduktion und der Meidung des TBT-
Substrates durch Regenwiirmer muss mit direkten negativen Auswirkungen auf die Regenwurm-
Population auf dem Spiilfeld gerechnet werden, die in einer Verschlechterung der Bodenqualitit
resultiert.

3. Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass eine schnelle Einwanderung und Rekolonisation
von Regenwiirmern in das aufgebrachte TBT-kontaminierte Sediment erfolgt. Daher konnen in diesem
Fall Regenwiirmer keine entscheidende Rolle im TBT-Abbau tibernehmen.
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Auswirkungen von Tetracyclin auf Bodenmikroorganismen (Funktion,
Diversitit, Resistenzen)

M. Simonl, Th. Lukow' und K. Hund-Rinke'

'Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie, Schmallenberg,
Korrespondenzautor: Dr. Markus Simon, Email: Simon@ime.fraunhofer.de

Das Breitbandantibiotikum Tetracyclin ist zur Therapie, Pro- und Metaphylaxe weit verbreitet in der
Tierhaltung. Signifikante Mengen des Antibiotikums werden {iber Fices, Urin und Giilleausbringung
in den Boden eingetragen. Tetracyclin zdhlt zu den persistenten Substanzen. Aufgrund seiner
antibakteriellen Wirkung konnte es zu ungewollten direkten und indirekten Auswirkungen auf die
Bodenmikroorganismen kommen. Bisher wurden hauptsédchlich die Auswirkungen auf ausgesuchte
mikrobielle Funktionen untersucht. Die Auswirkungen auf die mikrobielle Biozonose wurden dagegen
vernachlissigt.

Das Ziel der prisentierten Studie war es, umfassende Informationen iiber mogliche Auswirkungen von
Tetracyclin auf Bodenmikroorganismen unter umweltrelevanten Bedingungen zu erhalten. Sowohl die
Funktion, als auch die Struktur der mikrobiellen Biozonose und das Vorkommen von Resistenzgenen
wurden unter Freilandbedingungen untersucht.

Schweinegiille mit einem hohen Grad an Tetracyclin-Resistenzgenen wurde in einen sandigen Boden
eingearbeitet. Dieser Boden und unbehandelter Sandboden wurde mit verschiedenen Mengen
Tetracyclin versetzt. Die so behandelten Bden wurden in Freiland-Lysimetern fiir mehrere Monate
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die substratinduzierte Bodenatmung (SIR) und die
Verteilung von Indikator-PLFAs (Phospholipid-Fettsduren) der Bodenmikroorganismen gemessen.
Zusitzlich wurde das Vorhandensein von zehn weitverbreiteten Tetracyclin-Resistenzgenen und die
extrahierbare bzw. bioverfiigbare Tetracyclinkonzentration im Boden ermittelt.

In umweltrelevanten Testkonzentrationen (< 50 mg Tetracyclin/kg Boden) konnten keine
Auswirkungen des Antibiotikums auf die Bodenmikroorganismen festgestellt werden. Nur in
Testkonzentrationen jenseits jeder Umweltrelevanz (500 mg Tetracyclin/kg Boden) wurden geringe
Veranderungen in Funktion und Zusammensetzung der mikrobiellen Biozonose erfasst. Dies kann
durch die hohe Sorbtionskapazitit des Tetracyclins erkldrt werden. Schon nach kurzer Zeit waren nur
noch ca. 40 % der applizierten Nominalkonzentrationen extrahierbar. Selbst diese Mengen waren nicht
bioverfiigbar. Auch hoher Selektionsdruck fiihrte nicht zu einer Etablierung von Resistezgenen. Uber
die Schweinegiille eingetragene Resistenzen gingen auch in der Gegenwart hoher Tetracyclinmengen
verloren.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie kann angenommen werden, dass Tetracyclin, aufgrund seiner
hohen Sorbtionskapazitit, in umweltrelevanten Konzentrationen zu keinen nachteiligen Auswirkungen
auf die mikrobielle Biozonose fiihrt. Weder die Funktion noch die Zusammensetzung der mikrobiellen
Biozonose wird nachhaltig beeinflusst. Die Verbreitung und Etablierung von Resistenzgenen kann als
gering angenommen werden.
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Dioxin-dhnliche Wirksamkeit in RTL-W1 Zellen - Tiefenprofile von
Sedimentbohrkernen der Stauhaltung Lauffen am Neckar

S. Knauertl; M. Dﬁrr2’4; L. Haag3; Th. Braunbeck' & H. Hollert'

'Zoologisches Institut der Universitit Heidelberg, *Hygiene-Institut, Heidelberg, *Institut fiir Wasser-
bau der Universitit Stuttgart, *Inst. fiir Hygiene, Halle
Korrespondenzautor: Dr. Henner Hollert, Email: hollert@aquatox.org

Sedimente stellen Senken fiir geloste Wasserinhaltsstoffe dar, die eine hohe Affinitit zu feinkornigen
Schwebstoffen besitzen. Durch eine Remobilisierung hochkontaminierter Altablagerungen koénnen
Sedimente aber auch zur Quelle einer erneuten Belastung des aquatischen Okosystems werden. Die
Staustufe Lauffen innerhalb der Stauhaltungskette entlang des Neckars weist sowohl eine hohe
Sedimentations- als auch Erosionsrate auf. Zudem ist sie das Musterbeispiel einer Staustufe mit einer
Untergliederung in hochkontaminierte Altsedimente und geringer belastete Jungsedimente. Vor
diesem Hintergrund wurde das Dioxin-dhnliche Schiddigungspotenzial von Sedimenten aus der
Neckarstauhaltung Lauffen analysiert.

Eine frilhere Studie stellt ein kombiniertes Okotoxikologisches und hydraulisches Untersuchungs-
konzept zur Beurteilung des Erosionsrisikos und des Schédigungspotenzials von kontaminierten
Sedimenten vor (Hollert et al 2003). Der integrierte Ansatz wurde am staugeregelten Neckar
angewendet, um die Gefahr einer Remobilisierung von Schadstoffdepots in Altsedimenten an
Sedimentbohrkernen der Stauhaltung Lauffen sowie an Schwebstoffen zweier extremer Hochwasser
zu iiberpriifen. Fiir die Bohrkernsegmente unterhalb einer Erosionsdiskordanz in 25 cm Tiefe konnte
eine sprunghafte Zunahme der Okotoxikologischen Belastung ermittelt werden. Im Bereich der
Erosionsdiskordanz lieB sich sowohl ein sprunghafter Anstieg der Schwermetall- und PCB-
Konzentrationen um einen Faktor 10 bis 50 als auch ein signifikanter Anstieg des cytotoxischen und
mutagenen Potenzials nachweisen.

In dem hier vorliegenden Posterbeitrag wurden Sedimentbohrkernproben der Stauhaltung Lauffen in
Anlehnung an die Methode von Brack et al. (2000) auf ihre Fahigkeit hin untersucht, das
Entgiftungsenzym Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) in der permanenten Fischzelllinie RTL-W1
(Lee et al 1993) zu induzieren. Die Uberpriifung auf Dioxin-dhnliche Wirksamkeit ergab eine signi-
fikante Untergliederung in oberflichennahe Jungsedimente mit geringem EROD-Induktionspotenzial
und tiefergelegene Altsedimente mit einem sehr hohem Dioxin-&hnlichen Potenzial. Ein sprunghafter
Anstieg der EROD-Aktivitét ist dabei genau in der Tiefe der Erosionsdiskordanz zu beobachten.
Dieses Resultat korreliert sehr gut mit den oben genannten Ergebnissen einer fritheren Studie.

Ein Vergleich der Dioxin-dhnlichen Wirksamkeit der Sedimente des untersuchten Standorts mit
denjenigen in Sedimenten und Schwebstoffen anderer potenziell belasteter deutscher Fliisse ldsst auf
einen sehr hohen Kontaminationsgrad der Altsedimente des Standorts Lauffen schliefen.
Verschiedene Studien zeigen, dass Dioxine, Furane, PAHs, PCBs und andere Umweltschadstoffe eine
Dioxin-dhnliche Wirksamkeit hervorrufen konnen. Mittels einer Bioassay-dirigierten Fraktionierung
lieBen sich die verantwortlichen Stoffgruppen identifizieren (Brack et al. 2000).

Hollert, H, Haag, I, Diirr, M, Wetterauer, B, Holtey-Weber, R, Kern, U, Westrich, B, Farber, H, Erdinger, L,
Braunbeck, T (2003) UWSF - Z. Umweltchem. Okotox. 15: 5-12

Brack, W., Segner, H., Moder, M., Schiiirmann, G. (2000) Environ. Toxicol. Chem. 19 (10), 2493-2501

Lee, LE, Clemons, JH, Bechtel, DG, Caldwell, SJ, Han, KB, Pasitschniak-Arts, M, Mosser, D, Bols, NC (1993)
Cell Biol. and Toxicol 9: 279-294
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Integrative Assessment of sediments of the Lake Skadar/Shkodra using a
Triad approach

A. Perovic', N. Bushatiz, S. Nikcevic', V.Pesic!, G. Karaman', S.Keiter4, D. Maric', A.
Rastall’, L. Erdinger’ & H. Hollert*

'University of Podgorica, Montenegro, > University of Shkodra, Albania, *Hygiene-Institute
Heidelberg, Germany, ‘Department of Zoology, Heidelberg, Germany

Correspondence author: Henner.Hollert@urz.uni-heidelberg.de

Lake Skadar is the biggest lake on the Balkan Peninsula it is an important RAMSAR site and the
Montenegrian sector was proclaimed a National Park in 1984. The lake is highly influenced by
inflowing water from the River Moraca and other regional rivers which in turn are influenced by
industrial and municipal activities.

In order to gain insight into the ecological and ecotoxicological state of sediments in Lake Skadar, a
modified triad approach according to Chapman 1990 was used to investigate sediment chemistry,
sediment toxicity and alterations in the field such as modifications to benthic community structure
(including the abundance of dominant macro-invertebrate organisms such as Chironomidae and
Oligochaeta) and fish populations. A comprehensive bioassay battery was used for measuring both
acute toxicity and specific effects. Acute cytotoxicity was investigated using the fibroblast-like cell
line RTG-2 (Oncorhynchus mykiss) in combination with the neutral red and MTT assays,
lactatedehydrogenase release into the medium, and light-microscopic inspection. Moreover, an early
life-stage test with Danio rerio and microbial bioassay with Arthrobacter globiformis were performed
to investigate the toxicity of native sediments and sediment extracts. Genotoxicity was assessed using
the Ames test with Salmonella typhimurium (tester strains TA 98 & TA100) and by single cell gel
electrophoresis (DCGE) assay (comet assay) with RTG-2 cells. Dioxin-like activity of acetone
extracted sediments was determined using EROD-Induction in the RTL-W1 cell line and estrogenic
potential using the Yeast Estrogen Screen (YES).

In this study three selected locations in Lake Skadar were assessed using the comprehensive Triad
approach in order to get a broad overview of the ecological and ecotoxicological status of the lake.
The sediments of two of the three selected locations influenced by water from the polluted river
Moraca and some other regional small rivers appears to be very toxic, showing a high level of
cytotoxicity as well as significant genotoxicity. In comparison to the two other sites, a location in lake
area with poor water movement appears to be less toxic

This investigation was done within a transnational co-operation project between scientific institutions

from Montenegro', Albania’, Germany™ * and Austria and supported by German Rector Conference
(HRK) and EU Stability Pact.
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Ecotoxicological Evaluation of the Toxicity of Explosives in Soil

R. K. Schifer,

Freie Universitit Berlin Institut fiir Biologie — Okotoxikologie und Biochemie, EhrenbergstraBe 26-28,
14195 Berlin

Soil in the ground of former ammunition plants, packing sites, as well as testing and training grounds
is contaminated with warfare agents and explosives. The latter are mostly nitroaromatic compounds
and as such suspected to be carcinogenic and mutagenic. They themselves as well as their potential
degradation products threaten the drinking water.

The explosives TNT, Hexyl, Hexogen and Octogen were tested for their toxicity in biotests with the
collembola Folsomia candida and the enchytraeid Enchytreaus crypticus. For both test organisms
standardised biotests for reproduction and mortality exist. Apart from these tests a choice test as a new
test system was performed.

TNT is in all tests the most toxic of the explosives tested. If its toxicity is tested in different soil
materials, it is reduced if either the content of organic matter or the clay content is high. This relation
between the toxicity of TNT and the content of organic matter and/or clay can also be shown for
different soil materials taken from sites, which were contaminated with explosives during World War
II. Hence, for the evaluation of the toxicity of a compound in soil, the properties of the soil material
such as clay content and organic matter have to be considered. Due to sorption to these possible
sorbents, the bioavailability and thus the toxicity can be reduced.
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Verkiirzung der Messdauer zur mikrobiellen Atmungsaktivitiat im Rahmen
der Vor Ort-Analytik

M. Simon' und K. Hund-Rinke'

'Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie, Schmallenberg,
Korrespondenzautor: Dr. Markus Simon, Email: Simon@ime.fraunhofer.de

Die mikrobielle Atmungsaktivitdt im Boden kann als Indikator fiir das Vorhandensein toxischer
Substanzen und einfach verfiigbarer Kohlenstoffquellen genutzt werden. Werden standardisierte
Methoden (z.B. ISO-Methoden) zur Probenaufarbeitung (Sieben, Bestimmen der Trockenmasse und
der maximalen Wasserhaltekapazitit, Einstellen des Wassergehalts) und Messung angewendet,
benotigt man bis zu einer Woche. Im Rahmen einer Vor-Ort-Analytik, besonders zum Monitoring von
Sanierungsflachen, ist es aber wichtig, Ergebnisse so schnell wie moglich und mit so wenig Aufwand
wie notig zu erhalten. Zu diesem Zweck wurden Untersuchungen durchgefiihrt, ob mit geeigneten
Methoden und Messsystemen der Zeitaufwand zur Probenaufarbeitung und Messung der mikrobiellen
Atmungsaktivitit reduziert und trotzdem ein vergleichbares und reproduzierbares Ergebnis erzielt
werden kann.

Im Rahmen der Probenaufbereitung wurde a) die konventionelle Bestimmung der maximalen
Wasserhaltekapazitdt (Wassersattigung, Abtropfen, gravimetrische Messung) mit der Faustprobe —
eine Methode, die im Rahmen der Kompostuntersuchung etabliert ist — und b) die
Trockenmassebestimmung im Trockenschrank mit der Bestimmung in einem Halogentrockner
verglichen.

Die Atmungsmessungen wurden mit drei Messsystemen zur Erfassung mikrobieller Atmungsaktivitit
durchgefiihrt, die sich im Grad der Automatisierung und im Messprinzip (indirekte Messung iiber
Druckabnahme mit automatischer Sauerstoffnachlieferung; indirekte Messung {iber Druckabnahme
ohne Sauerstoffnachlieferung; direkte Messung des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalts mit
zyklischem Gasaustausch) unterscheiden. Ziel war eine hohe Messgenauigkeit, die eine Verkiirzung
der Messdauer erlaubt.

Alle Untersuchungen wurden an einer Auswahl von Boden durchgefiihrt, die sich in ihren
physikochemischen Eigenschaften und der mikrobiellen Aktivitét unterschieden.

Die Ergebnisse zeigen, dass sogar fiir Boden mit einer sehr niedrigen mikrobiellen Atmungsaktivitit
ausreichend prizise Daten innerhalb von zwei Tagen erfasst werden konnen. Dies wird durch die
Verkiirzung des Zeitbedarfs fiir die Probenaufbereitung und durch den Gebrauch empfindlicher
Messsysteme erreicht. Als Resultat unserer Untersuchungen kann ein einfaches und robustes
Verfahren — basierend auf standardisierten und prézisen Methoden - zur Erfassung der
Atmungsaktivitidt von Boden im Rahmen der Vor-Ort-Analytik empfohlen werden.
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(:)kotoxikologische Bewertung von Rheinsedimenten und Schwebstoffen in
Uberflutungsgebieten, Teil 1: Dioxin-dhnliche Wirkung und ihre
Korrelation mit chemischer Analytik.

V. Garkel, T. Schulzez, M. Maier3’4, D. Maier3, K.Terytzez, T. Braunbeckl, H. Hollertl,

'Universitit Heidelberg; ’Freie Universitit Berlin; ’Stadtwerke Karlsruhe, *Heinrich Sontheimer
Laboratorien, Karlsruhe

Korrespondenzautor: Dr. Henner Hollert, email: Henner.Hollert@urz.uni-heidelberg.de

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die potenzielle Gefihrdung von Trinkwasser durch
Schwebstoffe des Rheins, die in die Hochwasserriickhaltung Kastenwdrth-Méahdschligle am
Oberrhein eingetragen werden, und Sedimente im Einzugsbereich geplanter Grundwasserwerke
untersucht. Zur Abschétzung der 6kotoxikologischen Gefdhrdung des Gebietes wurden Bodenproben
aus einem von Hochwasser wenig beeinflussten Gebiet landseitig des Rheindamms, Bodenproben aus
einem von Hochwasser stark beeinflussten Gebiet flussseitig des Rheindamms und Schwebstoffe aus
der Stauhaltung Iffezheim in einer /n vitro-Biotestbatterie untersucht und die Ergebnisse mit einer
chemischen Analyse korreliert.

In dem hier vorliegenden Posterbeitrag wurden die Proben in Anlehnung an die Methode von Brack et
al. (2000) auf ihre Fahigkeit hin untersucht, das Entgiftungsenzym Ethoxyresorufin-O-Deethylase
(EROD) in der permanenten Fischzelllinie RTL-W1 (Lee et al. 1993) zu induzieren. Mit Hilfe des
Toxicity Equivalency Factor-Konzeptes (TEF, Safe 1990, Van den Berg et al. 1998) wurde versucht,
den Anteil der chemisch-analytisch gemessenen Substanzen (TEQ) an der gesamten dioxin-dhnlichen
Wirksamkeit (Bio-TEQ) zu berechnen.

Die Untersuchungen ergaben komplexe Belastungsmuster hinsichtlich des okotoxikologischen
Schadigungspotenzials der Proben, die nur zum Teil mit den Konzentrationen an gemessenen
prioritiren Schadstoffen erkldrt werden konnen. Sowohl in den Biotests als auch in der chemischen
Analytik konnte die Bohrkernprobe des selten iiberflutenden Standortes (B2) in Relation zu den
anderen Proben als dkotoxikologisch unproblematisch klassifiziert werden. Somit scheint derzeit keine
Gefdhrdung der Trinkwasserressourcen vorzuliegen, da problematische Substanzen (noch?) nicht bis
in die tiefen Bodenhorizonte eluiert wurden bzw. zu weniger problematischen Stoffen abgebaut
wurden. Im Gegensatz dazu konnte insbesondere fiir Schwebstoffe und Proben aus héufig iiberfluteten
Boden ein erhohtes Dioxin-dhnliches Potenzial ermittelt werden, so dass weitere Untersuchungen
unter Beriicksichtigung der langfristigen Elutionsfahigkeit durchgefiihrt werden sollten.
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Die vorliegende Studie wurde durch die Stadtwerke Karlsruhe finanziell gefordert.
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Session 4: Vortrag

Genotoxische Aktivitit partikelgebundener Luftschadstoffe
L. Erdinger

Hygiene-Institut, Abt. Hygiene und Med. Mikrobiologie, Heidelberg,
Korrespondenzautor: Lothar Erdinger, Lothar.Erdinger@urz.uni-hd.de

Organische Schadstoffe aus luftgetragenen Feinpartikeln zeigen in verschiedenen biologischen
Testverfahren genotoxische Aktivitdt. Diese Aktivitit unterliegt rdumlichen und zeitlichen
Schwankungen, die in erster Linie durch iibergeordnete meteorologische Faktoren bestimmt werden.
Die im Rahmen von Monitoring Programmen untersuchten gasférmigen Routineparameter unterliegen
im Wesentlichen den gleichen Einfliissen, insofern sollten sich fiir diese verschiedenen Parameter
Ubereinstimmungen, bzw. Korrelationen aufzeigen lassen. Zur Untersuchung dieser Zusammenhinge
wurden an mehreren Probenahme Stellen in Baden-Wiirttemberg iiber einen Zeitraum von 4 Jahren
hinweg in monatlichen Absténden fiir jeweils eine Woche Luftstiube mit einem High-volume Sampler
gesammelt und im Labor verarbeitet. Die Proben wurden (im Soxhlett Extraktor) extrahiert, schonend
eingeengt und anschlieBend in ein fir chemische bzw. biologische Untersuchungen geeignetes
Losungsmittel liberfiihrt (Azeton bzw. DMSO). Alle Extrakte wurden mindestens in TA98 und TA100
im Ames-Test (ohne metabolische Aktivierung) untersucht, einzelne Probenserien bestimmter
Messorte wurden zusitzlich im Comet-Assay, im SOS-Chromotest und mit basenpaar-spezifisch
reagierenden S. typhimurium-Stdmmen untersucht. Die Korrelation dieser verschiedenen
Testverfahren mit teilweise unterschiedlichen toxikologischen Endpunkten zeigt einen weitgehend
parallelen Verlauf. Gleichzeitig wurden die an den verschiedenen Probenahmestellen gemessenen
Daten des Luftiiberwachungs Messnetzes Baden-Wiirttemberg erfafit. Fiir die Probenahme Zeiten
wurden aus diesen Daten die Mittelwerte berechnet, diese wurden untereinander sowie mit den
Ergebnissen der Ames-Tests korreliert. Die Ergebnisse zeigen, das die mutagene Aktivitit
partikelgebundener Luftschadstoffe sich in gleicher Weise wie die Konzentration der
Luftqualitétsleitparameter (LLP) verhélt. Die Belastung der Luft mit Schwefeldioxid, das nach wie vor
als LLP besondere Bedeutung besitzt, ist verhiltnisméfBig niedrig und steigt auch wéhrend ungiinstiger
Verhéltnisse im Winter (Inversionswetterlagen) nicht iiber die Richt- und Grenzwerte, die
beispielsweise in der Smogverordnung als Ausléseschwellen fiir GegenmalBnahmen vorgesehen sind.
Die mutagene Aktivitdt erreicht jedoch im Vergleich zur Situation im Sommer wéhrend bestimmter
Phasen im Winterhalbjahr sehr hohe Werte (iiber 100 Rev/m?®), so dass die Qualifikation von
Schwefeldioxid zumindest unter diesem Aspekt kritisch hinterfragt werden muss. Die Werte, die im
Rahmen unserer Messreihen erhalten wurden, konnen aus methodischen Griinden nur bedingt mit den
Ergebnissen fritherer Untersuchungen verglichen werden. Frithere Untersuchungen unterscheiden sich
von unserer Studie in erster Linie durch den Ort der Probenahme, das Probenahmesystem wie auch
durch die zeitliche Aufldsung der Untersuchungen. Eine vorsichtige Interpretation der verdffentlichen
Daten zeigt, dass sich die Hohe der mutagenen Aktivitit seit Beginn der achtziger Jahre nicht
wesentlich verdndert hat, obwohl innerhalb dieses Zeitraumes die in der Luft messbaren
Konzentrationen anorganischer gasformiger Schadstoffe, bis auf NOx, deutlich zuriickgegangen sind.
Da es sich bei der mutagenen Aktivitit um einen Parameter handelt, dem unmittelbare gesundheitliche
Bedeutung zukommt, sollte dieser Gesichtspunkt in der Praxis der Luftiiberwachung stirkere
Bertiicksichtigung finden.
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Bewertung des Risikopotentials reaktiver Chemikalien mit multiplen
Wirkmechanismen

B.I. Escher, A. Harder, P. Landini, C. Niederer, N. Tobler, R.P. Schwarzenbach

Umweltmikrobiologie und Molekulare Okotoxikologie, EAWAG, Uberlandstr. 133, Postfach 611,
8600 Diibendorf, Schweiz
Korrespondenzautor Beate Escher, escher@eawag.ch

Eine pridiktive 6kotoxikologische Risikobewertung basiert auf der korrekten Einstufung des fiir die
Toxizitdt relevanten Wirkmechanismus. Die Gruppe der Reaktivchemikalien umfasst eine Anzahl von
Substanzen mit sehr unterschiedlichen funktionellen Gruppen, wobei deren toxischen
Wirkungsschwellen einen grossen Bereich umfassen. So sind Reaktivchemikalien 10 bis 10 000 fach
toxischer als ihre theoretische Basistoxizitit. Die Toxizitdt von Reaktivchemikalien wird auf deren
Reaktion mit wichtigen biologischen Molekiilen zuriickgefiihrt, wie z.B. DNA oder Proteinen. In
dieser Studie wurde die Toxizitit einer Auswahl von reaktiven chlororganischen Verbindungen,
Epoxiden und Substanzen mit aktivierten Doppelbindungen wie z.B. Acrylaten untersucht. Es wurde
untersucht, ob die Toxizitdt dieser Substanzen entweder durch ihre Reaktion mit dem Tripeptid
Glutathion oder mit DNA ausgeldst wird, bzw., ob die Substanzen unspezifisch mit beiden Arten von
Biomolekiilen reagieren. Zur Untersuchung wurden zwei Paare an Bakterienstimmen (Escherichia
coli) verwendet, die aufgrund gentischer Defekte in der Synthese von Glutathion oder in der Fahigkeit
DNA zu reparieren in ihrer Sensitivitit gegeniiber reaktiven Chemikalien variierten. Mit Hilfe dieser
Biosensoren konnte gezeigt werden, dass manche der reaktiven Substanzen im wesentlichen mit
Glutathion reagierten und dadurch detoxifiziert wurden, wéhrend andere Substanzen im wesentlichen
mit DNA reagierten und durch diese Reaktion toxisch wirkten. Ausgehend von diesen Ergebnissen
wurden drei verschiedene Klassen reakiver Toxizitdt vorgeschlagen: ,,Glutathion Depletion
verursachte Toxizitdt™, ,,DNA Schidigung® und ,unspezifische Reaktivitit“. Fir Substanzen, die
entweder spezifisch mit Glutathion oder DNA reagierten, korrelierte die Toxizitdt mit
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der Reaktion mit Glutathion bzw. dem DNA Nukleosid 2-
Deoxyguanosin. Erste Vergleiche der Toxizitdt in Bakterien zur Toxizitdt in hoheren aquatischen
Organismen zeigten, dass die relative Toxizitdt gleich bleibt und unabhéngig von der untersuchten
Spezies ist. Mit diesem Set von Biosensoren ist es also einfach und schnell moglich, das
Gefahrdungspotential durch reaktive Wirkmechanismen abzuschitzen und Information iiber die
relevanten Wirkmechanismen zu gewinnen. Damit eignet sich dieses Set grundsitzlich als Screening
Tool in einer initialen Klassifizierung bei der Chemikalienbewertung.
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Vergleichende gentoxische Untersuchungen von Sedimenten des Rheins mit
RTG-2- und RTL-W1-Zellen mit Hilfe des Comet-Assays

T. Kosmehl'; J. Wolz!, V. Garke', F. Krebs?, L. Erdinger3, T. Braunbeck' und H. Hollert'

'Institut fiir Zoologie der Universitit Heidelberg, INF 230, 69120 Heidelberg, “Bundesanstalt fiir
Gewisserkunde, Koblenz, 3Hygiene-lnstitut, Heidelberg,

Korrespondenzautor: Dr. Henner Hollert, Email: hollert@aquatox.org

Der Comet-Assay ist ein empfindlicher Gentoxizititstest, der sich gut eignet, um DNA-Schiden auf
dem Niveau der Einzelzelle zu detektieren (Fairbairn et al., 1995). Die Relevanz der erhobenen
Gentoxizitdten der Umweltproben ist in hohem Malle von dem verwendeten Testsystem bzw.
-organismus abhéngig und kann stark variieren (Deventer, 1999, Nehls & Segner, 2001, Schnurstein et
al., 1999). Daher wurde in dieser Studie das bewéhrte Versuchsprotokoll von Schnurstein (2000) fiir
RTG-2-Zellen auf RTL-W1-Zellen {ibertragen, um einen Vergleich unterschiedlicher Testsysteme zu
ermoglichen. Die biotransformationskompetenteren RTL-W1-Zellen (Behrens et al., 2001, Bols et al.,
1999, Lee et al., 1993) konnten erfolgreich als Testsystem im Comet-Assay etabliert werden.

In der vorliegenden Studie wurde das cytotoxische, gentoxische und mutagene Schéadigungspotenzial
acetonischer Sedimentextrakte von Ober- und Hochrheinproben im Rahmen eines Verbundprojektes
der Bundesanstalt fiir Gewasserkunde (BfG, Koblenz) zur Erstellung eines Sedimentkatasters fiir den
Rhein untersucht und an das Bewertungssystem des pT-Wertes adaptiert. Durch den Einsatz
unterschiedlicher Testsysteme (Ames-Test mit den Stimmen TA 98 und TA 100 jeweils mit und ohne
exogene S9-Supplementierung, Comet-Assay mit den Zelllinien RTG-2 mit und ohne exogene S9-
Supplementierung sowie RTL-W1) konnten erste Riickschliisse auf die Art der gentoxischen
Belastung gezogen werden. 12 der untersuchten 18 Sedimentproben zeigten eine gentoxische Aktivitat
im Comet-Assay mit den wenig biotransformationskompetenten RTG-2-Zellen, wogegen alle
Sedimente im Comet-Assay mit der Zelllinie RTL-W1 signifikant gentoxisch wirkten. Es konnten mit
dieser Zelllinie mit hoher Biotransformationskapazitit deutliche Unterschiede in der Hohe des
gentoxischen Effektes nachgewiesen werden, sodass bei einer abschlieBenden Bewertung die Effekte
in beiden Zelllinien unterschiedlich interpretiert wurden. Der Einsatz von S9-Leberfraktion im
Comet-Assay mit den RTG-2-Zellen zeigte, dass in vielen Féllen Schadstoffe, die einer P450-
abhingigen Bioaktivierung bediirfen, fiir das gentoxische Schéadigungspotenzial verantwortlich
gemacht werden konnten (vergleichbar hohe Effekte im RTG-2-Test wie bei den RTL-W1-Zellen).
Die Befunde im Ames-Test korrelierten in iiber der Halfte der Falle gut mit den Befunden des Comet-
Assays. Grofie Differenzen zeigten sich insbesondere fiir die Oberflachensedimente des Hochrheins,
die im Comet-Assay gentoxischer wirkten, sodass fiir die Summe aller Sedimente keine hohe
Korrelation zwischen den beiden Endpunkten gefunden werden konnte. Ein Vergleich der Bohrkern-
und Oberflichenproben ergab (im Gegensatz zum Neckarkataster der BfG) fiir die Gesamtheit der
Proben im Comet-Assay keinen signifikanten Unterschied zwischen dem gentoxischen Schadigungs-
potenzial, sodass die oberflichennahen Proben im Rhein ein vergleichsweise hohes gentoxisches
Potenzial besitzen. Hingegen wurde im Ames-Test fiir den Grofiteil der Bohrkernproben ein héheres
Schadigungspotenzial als das der Oberflachenproben nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigte es sich, dass die Verwendung nur einer Modifikation eines Biotests zur
Unterbewertung des gentoxischen Potenzials einzelner Umweltproben fiihren kann. Zur umfassenden
Untersuchung von Umweltproben sollten daher beide Testsysteme verwendet werden, um eine
mogliche falsch-negative Bewertung gentoxischer Proben weitgehend zu vermeiden.

Wir danken N. Bols und L. Lee fiir die Bereitstellung der RTL-W1 Zelllinie (Lee, L., et al., 1993: Cell
Biol. and Toxicol 9, 279-294).
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Reportergen-gekoppelter Nachweis von Mutagenitit
Ein neues Testkonzept zur schnellen Erfassung mutagener Effekte in
Umweltproben

Georg Reifferscheid

AMMUG, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz
gegenwirtige Anschrift: Bundesanstalt fiir Gewéasserkunde (BfG), Referat G3, Koblenz
Email: reifferscheid@bafg.de

Es wird die Konzeption und Entwicklung eines bakteriellen Mutagenititstests vorgestellt, der die
bewédhrten Eigenschaften konventioneller Riickmutationstests mit den Vorteilen der Indikatortests
verkniipft. Grundlage des als MutaGen-Assay bezeichneten Testverfahrens sind Bakterien, deren
gegen ein Antibiotikum gerichtetes Resistenzgen durch zielgerichtete Mutagenese reversibel
ausgeschaltet wurde. Die Fahigkeit, nach Gentoxin-induzierter Riickmutation des Resistenzgens in
Gegenwart des Antibiotikums erneut Wachstum aufzunehmen, ldsst sich mittels eines induzierbaren
Reportergens innerhalb kurzer Zeit nachweisen.

Als Zielgen und Selektionsmarker wurde ein auf einem low copy Plasmid lokalisiertes, konstitutiv
exprimiertes Ampicillin-Resistenzgen ausgewdhlt. Nach Analyse geeigneter mutagener ,Hot-Spot*-
Regionen wurden mittels gezielter Mutagenese verschiedenste Basensubstitutions- und Rasterschub-
mutationen in das Zielgen eingebaut, welche einen Funktionsverlust bewirken. Um ein moglichst
breites Spektrum mutagen wirkender Stoffe erfassen zu kdnnen und die Empfindlichkeit des Systems
optimal zu gestalten, wurden mucAB-Gene integriert, welche die bakterielle Mutagenese verstarken.
Als Reportergen dient ein fetA-Promotor reguliertes /acZ-Gen mit Galactosidaseaktivitit. Aufgrund
einer strikten Repression durch das tet-Repressorprotein ist keine Galaktosidaseaktivitit im
Hintergrund nachweisbar.

Im Gegensatz zu konventionellen Reversionstests wie dem Ames-Test ist es im MutaGen-Assay
moglich, ein Vollmedium einzusetzen, wodurch der Einfluss unspezifischer Mutationen reduziert und
die erzeugten Revertanten optimal mit Néhrstoffen versorgt werden. Die Kombination aus schnellem
Revertantenwachstum und luminometrischer Reportergendetektion ermoglicht die Messung
mutagener Effekte innerhalb eines Arbeitstages. Bei Verwendung colorimetrischer Messmethoden
(Nachweis von pH-Shift mittels Bromkresolrot bzw. direkter Ampicillinase-Aktivitétstest) kann
Mutagenitét innerhalb von 16 Stunden nachgewiesen werden.

Verschiedene Rasterschub- und Basensubstitutionsstimme lassen sich einzeln oder auch in
Kombination verwenden. Sowohl die Teststimme als auch die erforderlichen Medien kénnen in Form
von Lyophilisaten bzw. Granulaten eingesetzt werden. Aufgrund der alternativen Selektions-
bedingungen ist strikte Sterilitdt bei der Durchfithrung des Tests nicht notwendig, was sich gerade bei
der Untersuchung umweltrelevanten Materials, wie z.B. Wasser-, Schwebstoff- oder Sedimentproben,
als vorteilhaft erweisen kann.

In einer ersten Validierungsphase wurden 28 Gentoxine aus unterschiedlichen Substanzklassen mit
dem Verfahren getestet. Es zeigte sich eine generell gute Ubereinstimmungen mit dem Ames
Fluktuationstest und dem wmu-Test. Auf Grund der hoéheren Spezifitit der neu entwickelten
Teststimme im Vergleich zu den Ames-Stdmmen, lassen sich mutagene Eigenschaften DNA-reaktiver
Verbindungen genauer analysieren. Gleichwohl existieren Unterschiede bei der Entstehung primérer
DNA-Schiden und deren Uberfiihrung in Mutationen, die ihre Ursache in der plasmidiren bzw.
chromosomalen Lokalisation der Zielsequenzen haben konnten.

Das neu entwickelte Testverfahren ldsst sich als Mutagenititstest charakterisieren, der anndhernd die
Schnelligkeit eines Indikatortests erreicht.

Das Vorhaben wurde an der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz in Kooperation mit der Fa. Merck
KGaA, Darmstadt, durchgefiihrt. Wir danken dem BMBF - PT UKF ,Umwelt- und Klimaforschung®,
GSF Miinchen, fiir die Férderung des Projektes (07GTX10/8). Session 4a: Poster
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Mutagene Wirkung von Krappwurzel in Firbeprozessen der
Textilindustrie

Ch. Hafnerl, K. Schneiderz, H. Iznaguen3 und I. Jéigerl,

'Hydrotox GmbH Freiburg i.Br., *FoBIG GmbH Freiburg i.Br., *Institut fiir Toxikologie der
Universitétsklinik Eppendorf, Hamburg
Korrespondenzautor: Christoph Hafner, Email: info@hydrotox.de

Extrakte von Krappwurzeln (Rubia tinctorum) werden als natiirliche Farbstoffe zur Farbung
okologischer Textilien eingesetzt. Es ist bekannt, dass Krappwurzeln Anthrachinone wie z.B. Lucidin
enthalten, fiir die Hinweise auf mutagene und krebserzeugende Wirkungen vorliegen. So wurde die
Verwendung von Rubia als Arzneimittel aus diesem Grund bereits 1992 untersagt. Zur Abschétzung
eines moglichen Risikos von mit Krapp geférbten Textilien fiir den Verbraucher und die Umwelt
wurden bei zwei Krappwurzeln mit unterschiedlicher Herkunft (Bhutan und Iran) entlang des
gesamten Farbeprozesses von der Wurzel bis zur gefirbten Wolle Mutagenititsuntersuchungen mit
dem Ames-Test und den Stimmen TA98, TA100 und TA1537 durchgefiihrt. Untersucht wurden
wissrige und organische Extrakte der Wurzeln, der unterschiedlichen Wurzelauskochungen, des
Férbebades, der Restflotte (Abwasser), des Presskuchens und der gefarbten Wolle.

In der Mehrzahl der untersuchten Proben konnte eine signifikante mutagene Aktivitdt detektiert
werden. In Wurzel- und Férbebadextrakten konnten deutliche mutagene Wirkungen nachgewiesen
werden, die bei der Herkunft Iran stirker ausgeprégt waren als bei der Herkunft Bhutan. Die Restflotte
und damit das Abwasser zeigte nur bei der Herkunft Iran eine Belastung mit mutagen wirksamen
Substanzen. Die organischen Extrakte der gefarbten Wolle waren bei beiden Herkiinften mutagen.
Zuséatzlich wurden Eluate mit kiinstlichem Schweif3 (DIN 54020) untersucht. Nur fiir die Herkunft Iran
konnten hier mutagene Effekte detektiert werden.

Zuséatzlich wurde in den Proben stellvertretend fiir die Anthrachinone der Lucidingehalt analysiert.
Eine positive Korrelation zwischen Lucidingehalt und Induktionsraten im Ames-Test konnte gezeigt
werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Verwendung von Rubia zur Textilfairbung
ein Risiko flir die Beschéftigten der Férberei, fiir die Umwelt durch Belastung des Abwassers mit
Mutagenen und fiir den Verbraucher nicht auszuschlieBen ist. Je nach Charge und Herkunft der
Krappwurzeln ist das Risiko jedoch unterschiedlich und im Einzelfall zu bewerten. Grundsétzlich ist
jedoch zu empfehlen, Krappwurzelextrakte nicht fiir die Farbung von Textilien zu verwenden.

1. Jager, Ch. Hafner, C. Welsch, K. Schneider, E. Bollhalder, W. Hofer, J. Westendorf: Mutagenicity
in the Ames test of madder root in dyeing processes of the textile industry. Toxicology 2003,

submitted.

Das Projekt wurde mit Mitteln des EU Craft Projektes MutaTex (QLK4-CT-2000-70158) finanziert.
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MutaTex: Identifikation und Substitution mutagener Farbstoffe in der
Textilverarbeitung

L Jéigerl, Ch. Hafnerl, K. Schneider’

'Hydrotox GmbH Freiburg i.Br., *FoBiG GmbH Freiburg i.Br.
Korrespondenzautor: Christoph Hafner, Email: info@hydrotox.de

Im jiingst abgeschlossenen EU Craft Projekt (QLK4-CT-2000-70158) mit neun Industriepartnern und
vier Forschungseinrichtungen aus acht europdischen Landern wurden Farbstoffe, die in der
Textilverarbeitung eingesetzt werden, auf ihr mutagenes Potenzial untersucht. Ziel der beteiligten
Firmen war es, mutagene Produkte im Textilproduktionsprozess zu identifizieren, zu substituieren und
eine allgemeingiiltige Strategie zu entwickeln, um den Einsatz derartiger Produkte in der Zukunft
auszuschlieBen.

Von insgesamt 281 relevanten Farbstoffprodukten konnten fiir 174 Substanzen Stoffdaten aus
publizierter und firmeninterner Literatur in einer Datenbank erfasst werden. Zu 89 Produkten lagen
keine Informationen beziiglich ihrer mutagenen Wirkung vor. 53 dieser Substanzen wurden im Ames-
Test mit Salmonella typhimurium (Stimme TA98 und TA100) auf ihr mutagenes Potenzial untersucht.
15 davon (28%) waren mutagen im Ames-Test. Neun Ames-positive Substanzen wurden anschlieSend
im Mouse-Lymphoma-Test (MLA) untersucht. 67% (6 von 9) induzierten auch in diesem Test
mutagene Effekte.

Zusitzlich wurden mehr als 100 Textilproben im Ames-Spot-Test und Abwasserproben im Ames-Test
untersucht. 7% der Textilproben und 33% der Abwasserproben zeigten mutagene Effekte. Bei zwei
Abwasserproben war es moglich, die dafiir verantwortlichen Farbstoffe im Produktionsprozess zu
identifizieren.

Bei allen beteiligten Industriepartnern konnten als mutagen identifizierte Farbstoffe durch nicht
mutagene Ersatzprodukte substituiert werden. Es wurden Strategien entwickelt, die
“mutagenfreie Textilproduktion® im Marketing zu verankern.

I. Jager, K. Schneider, P. Janak, D. Fues: Die europdische Textilbranche stellt ein erfolgreiches Projekt
vor: Produktion wird sicherer fiir Verbraucher, Arbeitnehmer und fiir die Umwelt. (European
Textile Industry Successfully Completed a European CRAFT Project and Made Production Safer
for Consumers, Workers and the Environment). Melliand 2003, submitted.

K. Schneider, Ch. Hafner, 1. Jiger: Mutagenicity of textile dye products. Journal of Applied
Toxicology. 2003, submitted.

I. Jager, Ch. Hafner, K. Schneider: Mutagenicity of different textile dye products in Salmonella
thyphimurium and mouse lymphoma cells. Mutation Research 2003, submitted.

I. Jager, Ch. Hafner, C. Welsch, K. Schneider, E. Bollhalder, W. Hofer, J. Westendorf: Mutagenicity
in the Ames test of madder root in dyeing processes of the textile industry. Toxicology 2003,
submitted.
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CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF 3-CAROTENE
BREAKDOWN PRODUCTS ON PRIMARY RAT HEPATOCYTES

Alija, A.Jl., Bresgen, N.l, Sommerburg, O.z, Siems, W.2and Eckl, P.M. 1

Institute of Genetics and General Biology, University of Salzburg, Hellbrunnerstr.34, A-5020

Salzburg, Austria., 2Herzog Children’s Hospital, University of Ulm, Germany., SHerzog-Julius
Hospital for Rheumatology and Orthopedics, Kurhausstrasse 13-17, D-38667 Bad Harzburg,Germany
E-mail:avdulla_alija@yahoo.com

According to Siems and coworkers, free radical attack on B-carotene results in the formation of high
amounts of cleavage products with prooxidant activities. This finding may give an explanation for the
contradictory results obtained with 3-carotene in chemoprevention trials.

We therefore investigated the potential genotoxicity of a B-carotene cleavage products mixture (CP)
and apo-8’-B-carotenal(apo-8’), utilising primary cultures of rat hepatocytes. Since metabolism of
xenobiotic substances mainly takes place in the liver, these cells can be considered to be an ideal and
highly sensitive test system for the evaluation of the genotoxic potential of mutagens/promutagens.
The endpoints tested were:the mitotic index, the percentage of necrotic and apoptotic cells,
micronucleated cells,chromosomal aberrations and SCE.

Our results indicate a genotoxic potential of both CP and apo-8° in the micromolar range: A 3h
treatment with CP induced statistically significant levels of micronuclei at concentrations of 0,1
(P<0,005) and 1 uM (P<0,05), chromosomal aberrations at concentrations of 1 and 5uM (P<0,05).
apo-8’ induced statistically significant levels of micronuclei at concentrations of 0.1, 1 and 5uM
(P<0,005) and chromosomal aberrations at concentrations of 0.1, 1 (P<0,05) and 10uM (P<0,005).
Statistically significant increases of SCE induction were obserwed at a concentration of 10 pM of apo-
8’ (P<0,05). In contrast, no significant cytotoxic effects of these substances have been observed.

These observations indicate that B-carotene breakdown products are genotoxic, further giving an
explanation for the occurrence of adverse side effects such as carcinogenic effects found in the Alpha-
Tocopherol,Beta-carotene-Cancer-Prevention study and the Beta-Carotene and Retinol Efficacy Trial.
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Session 5:

Aussagekraft von okotoxikologischen
Testverfahren in Bezug auf Umwelteffekte und
komplexe okologische Fragestellungen
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Session 5: Vortrag

Identifizierung und Charakterisierung der mit dem Eintrag von
Antibiotika in die aquatische Umwelt verbundenen Risikofelder

R. Alexy, A. Scholl, T. Kiimpel und K. Kiimmerer

Institut fiir Umweltmedizin und Krankenhaushygiene, Universitétsklinikum Freiburg
Korrespondenzautor: Radka Alexy, E-mail: ralexy@iuk3.ukl.uni-freiburg.de

Die Priifung eines Arzneistoffes im Rahmen des Zulassungsverfahrens soll kiinftig auf der Grundlage
eines von der Safety Working Party der Europdischen Arzneimittelagentur (EMEA) verdffentlichten
Diskussionspapiers (CPMP/SWP/4447/00, letzter Entwurf vom 27.06.2002) erfolgen, das bis Mitte
2003 zu einem Leitfaden weiterentwickelt werden soll. Der gegenwairtige Entwurf sieht eine
zweiphasige Risikobewertung vor. In Phase I wird die mogliche Konzentration des Wirkstoffs in der
Umwelt berechnet. Uberschreitet diese einen Triggerwert von 0,01 ug/l im Oberflichengewisser,
erfolgt eine vertiefte Bewertung in Phase II auf der Basis 0kotoxikologischer Studien und weiterer
Untersuchungen zum Verbleib der Substanz in der Umwelt. Fiir bereits zugelassene Medikamente
bzw. Altstoffe, d.h. alle derzeit angebotenen Humanpharmaka, wird sich dadurch die Datenlage nicht
dndern. In Deutschland {iberschreiten etwa 350 synthetische Arzeimittel-Wirkstoffe mit einem
Verbrauch >545 kg/Jahr den Triggerwert von 0,01 pg/l. Dariiber hinaus sind auch Wirkstoffgruppen
mit besonderer Umweltrelevanz wie z.B. genotoxische und hormonelle Stoffe zu priifen, deren
Jahresverbrauch <545 kg ist''l. Nach der Bilanzierung von Stoffen mit antibiotischer Wirkung!
tiberschreiten 41 von 71 bilanzierten Antibiotika und 8 von 17 bilanzierten Antimykotika den
Verbrauch von 545 kg/Jahr.

Die jetzige Datenlage in Bezug auf die oben genannte Fragestellung ist unsystematisch und vollig
unzureichend, um beispielsweise entscheiden zu kdnnen, welche Risikofelder beziiglich des Eintrags
von Antibiotika in die aquatische Umwelt zu erwarten sind, ob Handlungsbedarf zur
Risikoverminderung besteht und welche MafBlnahmen hierfiir sinnvollerweise ergriffen werden sollten.
Der medizinische und gesellschaftliche Wert von Arzneistoffen ist unumstritten, dennoch sollten die
enormen Kenntnisliicken systematisch aufgearbeitet werden. Dazu ist es notwendig, in Form einer
Priorititensetzung aus der Fiille der in der Human- und Veterindrmedizin bzw. der Tiermast
eingesetzten antibiotischen Wirkstoffe eine Auswahl zu treffen. Es wurden daher 18 Antibiotika und
Antimykotika auf Basis der Ergebnisse einer umfangreichen Literaturrecherche sowie zu erwartender
Konzentrationen und Wirkungen in der Umwelt ausgewéhlt und experimentell untersucht.
Ausgangspunkt der Untersuchungen war, dass Wirkungen nur dann auftreten konnen, wenn
tatsdchlich eine Exposition gegeben ist. Es wurde der Eintrag von Antibiotika und ihrer aktiven
Hauptmetabolite in die aquatische Umwelt am Beispiel der Stadt Kenzingen (ndrdlicher Breisgau,
Deutschland) sowie der Eintrag in die dortige kommunale Kléranlage ermittelt.

In den Untersuchungen wurde die biologische Abbaubarkeit und Wirkung der Antibiotika mit
geeigneten Testsystemen und Analysen iiberpriift (Closed Bottle Test, Kldranlagensimulationstest,
Wachstumshemmtest mit Pseudomonas putida und Modifikation mit FEnterococcus faecalis,
Respirationshemmtest, Nitrifikationshemmtest) um abschitzen zu kdnnen, ob diese Substanzen in den
Klédranlagen abgebaut werden, ob sie die mikrobiologischen Vorginge der Abwassereinigung
beeinflussen und wo sie ggf. nach der Abwasserreinigung verbleiben. Dabei hat sich herausgestellt,
dass die standardisierten Tests fiir die Priifung von Antibiotika mit z.T. sehr spezifischer Wirkung und
komplexer Struktur ohne Anpassung an die Substanz nicht geeignet bzw. manchmal gar nicht
anwendbar sind.
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Die gewonnenen Daten iiber die Eintragsmengen von Antibiotika in kommunales Abwasser,
Kenntnisse iiber ihr Verhalten in der Abwasserreinigung, ihre Elimination in kommunalen
Kldranlagen und ihren Eintrag in Oberflichengewésser bzw. ihren Verbleib in der Umwelt sowie ihre
Wirkungen auf aquatische Organismen wurden dazu genutzt, um die Identifizierung und
Charakterisierung der Risikofelder zu ermoglichen, die mit dem Eintrag von Antibiotika in die
aquatische Umwelt verbunden sind.

Literatur:
[1] Ronnefahrt I. (2002): Humanarzneimittel in der Umwelt — Neue Ansétze in der Risikobewertung in
der EU. Jahrestagung

2002 Umweltchemie und Okotoxikologie, Braunschweig, Tagungsband, 189
[2] Kiimmerer K., Henninger A.: Promoting resistance by the emission of antibiotics from hospitals
and households into

effluent. Clin. Microbiol. Infect. (submited)
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The ""Health Assessment Index' as a promising tool for the stimation
of Baltic Sea environmental quality?

K. Broeg; A. Koehler
Alfred-Wegener-Institut, Okotoxikologie, Bremerhaven

Korrespondenzautor: Katja Broeg, Email: kbroeg@meeresforschung.de

A modified "Health Assessment Index" (HAI) has been developed on the integration of several
pathological endpoints measured in the liver of European flounder (Platichthys flesus (L.)) during a
long term study of biological effects of marine and coastal pollution in the German Bight. In the Baltic
Sea, flounder were chosen, too, as indicator organism within the EU-project "BEEP" in order to test
the applicability and reliability of biomarker responses in other geographic areas. The histochemical
biomarkers selected for the HAI estimation reflect deleterious effects of various classes of
contaminants such as heavy metals, organochlorine, pesticides, PAHs eg, and are therefore able to
reflect general toxicity in an integrative way. We measured lysosomal abnormalities (reduced
membrane stability, lipid accumulation) as early markers for toxic effects in liver cells. Size of
macrophage aggregates and their acid phosphatase activity were measured as markers for the
modulation of non-specific immune response which represent longer time scale responses after
chronic exposure. The analysis of the parameters obtained from Baltic Sea and North Sea flounder
showed comparable responses. The classification of limits of the four health index categories in Baltic
Sea flounder was identical with North Sea flounder. By the application of the HAI, we were able to
distinguish more clearly between heavily affected areas (Wismar Bight) and less impaired locations
(Kvadofjarden) by this integrated approach of analysis of biomarker responses than it was possible by
single biomarker analysis. The parallel application of biomarkers of exposure such as EROD, PAH
metabolites in bile, metallothionein and acetylcholinesterase may give more specific information about
the cause effect relationships of various classes of contaminants, additionally.

Keywords: Environmental health, Baltic Sea, flounder, biomarker
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Etablierung eines Verhaltenstests mit Dendrobaena hortensis zur
Bestimmung der Toxizitit rohdlkontaminierter Boden

E. Erlacherl, K. Aichberger,1 C. Donatl, J. Fritzl, W. Waitzbauerz, R. Braun' und A. P.
Loibner'

"nstitut fiir Agrarbiotechnologie, Konrad-Lorenzstr. 20, 3430 Tulln, Austria

* Institut fiir Okologie, Abteilung fiir terrestrische Okologie und Bodenzoologie, Universitit Wien,
Althanstrasse 14, 1090 Wien, Austria

Korrespondenzautor: Andreas P. Loibner, e-mail: loibner@jifa-tulln.ac.at

Da Wiirmer in terrestrischen Okosystemen eine wichtige Rolle als Destruenten der organischen
Substanz innehaben, wurden sie bisher in akuten und chronischen Okotoxizititstests eingesetzt. Diese
standardisierten Tests zielen auf Endpunkte wie Anderungen der Mortalitits- und Reproduktionsrate
ab, sind jedoch verhédltnismiBig aufwendig in der Durchfiihrung. Im Gegensatz dazu zeichnet sich ein
Wurm-Fluchttest durch kurze Testdauer (48 h), einfaches Testdesign und hohe Sensitivitdt aus. Er
bietet den Wiirmern die Moglichkeit, als Aufenthaltsort unkontaminierten bzw. mit Schadstoff(en)
versehenen Boden zu wihlen. Derzeit wird dieser Test, der das Fluchtverhalten der Testorganismen
von toxischen Stoffen im Boden beschreibt, als Erginzung gingiger Standardtests eingesetzt.

In dieser Studie wurde zusétzlich zum Wurm-Fluchttest der bereits standardisierte Earthworm Acute
Toxicity Test durchgefiihrt und die Resultate beider Experimente in Zusammenhang gebracht.
Untersucht wurden rohdlkontaminierte Bdden in verschiedenen Konzentrationsstufen. Als
Testorganismen wurden erstmals Individuen der Species Dendrobaena hortensis (Oligochaeta)
verwendet. Diese zeigten einheitliches Fluchtverhalten in den Parallelproben, erwiesen sich als einfach
und robust in der Handhabung und sensitiv dem Schadstoff gegeniiber.
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Aufnahme von Okotoxizititstests in das Bewertungsschema fiir
Altablagerungen

J. Fritz; Ch. Donatund R. Braun

IFA-Tulln, Abt. Umweltbiotechnologie, Konrad Lorenz Str. 20, A-3430 Tulln
Korrespondenzautor: Johann Fritz, Email: fritz@ifa-tulln.ac.at

Aus der Anwendung unterschiedlicher Erkundungs- und Untersuchungsverfahren, welche auf 14
kleinere und mittelgroe Altablagerungen in Nieder- und Oberdsterreich im Rahmen des EU-Life
Projektes EVAPASSOLD angewandt wurden, konnte ein umfangreiches Bild iiber die
Stoffgefahrlichkeit abgelagerter Abfille erhalten werden. Zusidtzlich zu den in Normen und
Verordnungen vorgeschriebenen chemischen Analysen an iiber 120 Abfallproben wurden auch bis zu
11 Biotests (4 terrestrische und 7 aquatische) durchgefiihrt. Das duBlerst umfangreiche Datenmaterial
wurde mittels multivariater ~Statistik ausgewertet und nach brauchbaren Leit- bzw.
Indikatorparametern gesucht. Zusétzlich zur Moglichkeit der Gruppierung von Altablagerungen mit
sehr #hnlicher Historie zeigte sich, dass neben bekannten chemischen Summenparametern
insbesondere auch Okotoxizititstest fiir die ganzheitliche Beurteilung von Altablagerungen
herangezogen werden konnen. Die Praxisrelevanz der Ergebnisse ist gegeben, zumal auch ein
Leitfaden erstellt wurde, welcher fiir zukiinftige Erkundungen und Erstbewertungen von den Organen
der Landes-Wasserrechtsbehorden verwendet werden wird.
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Kombinationseffekte bei der okologischen Bewertung umweltvertriglicher
Schmierfluide

S. Hahnl; K. Michell; C. Brinkmannl; W. Dott' und A. Eisentréigerl

'Institut fir Hygiene und Umweltmedizin der RWTH Aachen, Universititsklinikum Aachen
Korrespondenzautor: Stefan Hahn, Email: S.Hahn@post.rwth-aachen.de

Umweltvertrdgliche Schmierfluide auf Basis synthetischer Ester werden zunehmend in
verschiedensten technischen Bereichen angewandt. Neben dem Grunddl enthalten sie diverse
Additive, wie Verschlei3schutzadditive, Antioxidantien und Korrosionsinhibitoren. Diese dienen zur
Verbesserung der technischen Eigenschaften der Ole, kénnen jedoch auch negative Umwelteffekte
hervorrufen. Fiir Mischungen aus Grunddlen und Additiven werden okotoxische Effekte beobachtet,
wenn wiissrige Extrakte der Schmierfluide mit einem Ol-Wasser Verhiltnis von 1:10 getestet werden.
Nachdem die Grundole alleine nicht toxisch wirken, sind die Effekte auf die enthaltenen Additive
zuriickzufiihren."! Gleichzeitig kdnnen Additive die Haltbarkeit der Schmierfluide erhdhen und damit
auch ihre 6kologischen Vorteile bewahren.”) Aus den vorliegenden Ergebnissen folgt, dass fiir die
Entwicklung neuer, optimierter umweltvertrdgliche Schmierfluide Informationen zu den
Einzelbestandteilen und zu den Kombinationseffekten unerldsslich sind. Beispielsweise wirkt
Tributylphosphat, ein Verschleilschutzadditiv, auf Algen in einer Konzentration < 10 mg/L toxisch,
wohingegen eine Mischung dieser Substanz mit einem synthetischen Ester nicht toxisch ist. Die
Komponenten, die fiir toxische Effekte verantwortlich sind, werden sowohl durch Untersuchungen der
einzelnen Additive in verschiedenen Biotests identifiziert, als auch durch chemische Analytik der
wissrigen Extrakte, die fiir den Einsatz der Proben in die Biotests hergestellt werden. Wenn die
Toxizitdt auf bestimmte Mischungen von Chemikalien in Schmierfluiden und auf bestimmte
chemische Strukturen zuriickgefiihrt werden kann, dann wird es mdglich sein, optimierte
Schmierfluide unter Beriicksichtigung ihres Umweltverhaltens wie auch ihrer technischen
Eigenschaften zu entwickeln. Dieser Ansatz des produktionsintegrierten Umweltschutzes tragt somit
zu einer nachhaltigen Verbesserung umweltvertraglicher Schmierstoffe bei.

Literatur:

[1] Assessment of the influence of use on ecotoxicological characteristics of synthetic ester lubricants.
Maxam G., Hahn S., Dott W., Eisentrager A. Ecotoxicology, 2002, 11, 5, 349-355.

[2] Biodegradability testing of synthetic ester lubricants — Effects of additives and usage. Eisentriager
A., Hahn S., Schmidt M., Murrenhoff H., Dott W., Chemosphere, 2002, 48, 89-96.
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Hatte das Elbehochwasser 2002 Auswirkungen auf das Miindungsgebiet?
Die Diskrepanz zwischen chemischen und dkotoxikologischen Daten.

Susanne Heise*, Sebastian Hoss** und Wolfgang Ahlf***

*Beratungszentrum Integriertes Sedimentmanagement an der TUHH, 21071 Hamburg
** ECOSSA, Thierstr. 43, 80538 Miinchen

*** AB Umweltschutztechnik; TUHH, Eissendorferstr. 40, 21073 Hamburg
Korrespondenzautorin: E-mail: s.heise@tu-harburg.de

Als das Elbehochwasser Ende September 2002 das Miindungsgebiet erreicht hatte, zeigten chemische
Analysen von Wasserproben, Schwebstoffen und Oberflichensedimenten keine Anzeichen fiir einen
erhohten Eintrag toxischer Metalle (Pb, Cd, Cu, Ni, Zn) in die Deutsche Bucht. Aus der Palette
organischer Schadstoffe, die gemessen wurden, zeigten bisher einzig o~ und -HCH sowie einige
Atrazine erhohte Konzentrationen in der Elbfahne. Daraus wurde gemeinhin der Schluss gezogen,
dass durch die Flut nicht mit einer bedenklichen Erhohung der Schadstoffbelastung der Umwelt zu
rechnen sei.

Von uns an Sedimenten in HOohe von Brunsbiittel direkt vor und nach der Flutwasserwelle
durchgefiihrte 6kotoxikologische Untersuchungen zeigen dagegen eine deutlich erhéhte Toxizitdt der
Sedimente nach der Flut. Es wurde eine Testbatterie eingesetzt, die den Leuchtbakterientest (Vibrio
fischeri) an FEluaten und methanolischen Extrakten, den Algenwachstumshemmtest
(Pseudokircheriella subcapitata) an Eluaten, den Bakterienkontakttest mit Bacillus cereus an
Sedimenten und den Nematodentest (Caenorhabditis elegans) an Sedimenten umfasst. Fiir diese
Biotestkombination liegt eine von uns auf der Grundlage einer umfangreichen Datenbasis fiir
Elbsedimente erstellte okotoxikologische Klassifizierung vor, die auch hier eingesetzt wurde, um
einen Vergleich der Sedimenttoxizitdt vor und nach der Flut zu vereinfachen. Es handelt sich um eine
5 stufige Einteilung, bei der die Toxizitit von Klasse 1 (nicht hemmend) bis Klasse 5 (stark hemmend)
zunimmt,

Wiéhrend die vor Eintreffen der Hochwasserwelle Ende August 2002 genommenen Sedimente
zwischen den Klassen 2 und 5 wvariierten, wurden die Sedimente nach der Hochwasserwelle
(Probennahme Ende September) ohne Ausnahme in Klasse 4 und 5 eingestuft. Dabei zeigte sich eine
Zunahme der Toxizitdt am deutlichsten im Algentest und im Nematodentest, in dem die Reproduktion
nach Exposition in den Sedimentproben durchgingig um 100 % gehemmt war. Im Vergleich mit
fritheren Untersuchungen konnte drei Schlussfolgerungen gezogen werden:

1. Das Gefahrenpotenzial im Miindungsbereich der Elbe hat in den letzten Jahren zugenommen.
2. Hochwasserereignisse beschleunigen diesen Prozess.
3. Die Bewertung der Folgen fiir die Umwelt aufgrund ausschlieBlich chemischer Daten ist

aufgrund der Komplexitét dieser Ereignisse nicht moglich.
Diese Ergebnisse werden bestétigt durch Biomarkeruntersuchungen an Fischen, die ebenfalls vor und
nach Erreichen der Hochwasserwelle im Elbemiindungsbereich durchgefiihrt wurden.
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Kombinationswirkungen in terrestrischen Okosystemen: Effekte einer
neuen Klasse von Losungsmitteln (Ionische Fliissigkeiten) und
Schwermetalle auf Collembolen und Enchytraeiden

T. Juffernholz'

'Zentrum fiir Umweltforschung und Umwelttechnologie (UFT) der Universitdt Bremen
Korrespondenzautor: Tanja Juffernholz, Email: tjuffern@uni-bremen.de

Themenblock:
5. Aussagekraft von 6kotoxikologischen Testverfahren in Bezug auf Umwelteffekte

Die Auswirkungen von Gemischen an Umweltchemikalien auf die Bodenfauna ist wenig untersucht.
Bis heute werden die Effekte zumeist nur an den Einzelsubstanzen untersucht, dies in hohen Dosen
und iiber einen relativ kurzen Zeitraum, obwohl vor allem in Agrar6kosystemen die Organismen
oftmals Gemischen von Substanzen ausgesetzt sind. Als Modellsubstanz zur Untersuchung der
toxischen Kombinationswirkung wurden die lonischen Fliissigkeiten (IF) und Schwermetalle gewahlt.
Zwei Vertreter der IF werden einzeln und in Kombination mit Cu in Bioassays mit Folsomia candida
und Enchytraeus albidus getestet mit den Endpunkten Wachstum und Reproduktion. Es soll iiberpriift
werden, ob die in der (aquatischen) Okotoxikologie zur Beurteilung von Mischtoxizitit
herangezogenen Konzepte, Konzentrations-Additivitidt (Loewe, 1927) und Unabhingige Wirkung
(Bliss, 1939), die auftretenden Effekte beschreiben.
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pH-abhiingige Algentoxizitiat von Phenolderivaten

R. Meenel; G. Schiiiirmannl; H. A. Walterl; R. Al‘[enburger1

""Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH

Korrespondenzautor: Raik Meene, E-Mail: raik.meene@uoe.ufz.de

In den letzten Jahrzehnten sind viele Pharmaka und Pestizide mit aciden Gruppen entwickelt worden.
Dies hat zu einem Anstieg an schwachen organischen Sduren in der Umwelt gefiihrt [1]. In
Abhingigkeit vom pH-Wert der Umgebung é&ndert sich bei solchen Verbindungen die chemische
Form, in welcher sie vorliegen. Bei niedrigen pH-Werten liegen schwachsaure Verbindungen in der
protonierten Neutralform vor. Mit steigendem pH-Wert verschiebt sich jedoch das Séure-Base-
Gleichgewicht auf die Seite der deprotonierten, geladenen Spezies. Eine Verdnderung des pH-Wertes
der Umgebung hat bei schwachen Sduren somit Auswirkungen auf die chemische Form und somit
auch auf den schédlich wirkenden Stoff.

Die natiirlichen pH-Werte in der Umwelt bewegen sich in einem Bereich von pH 4 bis pH 8. Genau in
diesem Intervall befinden sich die pKs-Werte schwacher organischer Sduren wie Phenolderivate.

Zur Untersuchung des pH-Einflusses auf die Toxizitdt solcher Phenolderivate, wurden 3.,4-
Dinitrophenol und Bromoxynil bei verschiedenen pH-Werten untersucht. Die pKs-Werte der beiden
Testsubstanzen liegen bei 5,42 bzw. 3,86. Als Testsystem wurden ein 24 h-Algentest mit Scenedesmus
vacuolatus verwendet.

Fiir beide Stoffe konnte eine sinkende Toxizitét bei steigendem pH-Wert festgestellt werden. Die
Ursache fiir diese Abhédngigkeit 148t sich durch die Betrachtung der Dissoziation der Phenolgruppe
erkldren. Unter der Annahme, dass nur die undissoziierte Phenolspezies toxisch wirkt, sinkt deren
Anteil bei steigenden pH-Wert. Als Folge dessen sinkt die Toxizitdt der Testsubstanz. Eine
Betrachtung der realen Konzentrationen an undissoziierter Pheniolspezies im Vergleich zu ihrer
Toxizitdt hat gezeigt, dass die Annahme gerechtfertigt ist.

Auch unter Beriicksichtigung der dissoziierten Komponente kann die sinkende Toxizitdt der
Phenolderivate bei steigenden pH-Wert erklart werden. Da sich herausgestellt hat, dass die Toxizitdt
der dissoziierten Komponente deutlich geringer ist, als die der Undissoziierten, 146t sich die pH-
Abhingigkeit wiederum auf die sinkende Konzentration der Undissoziierten Phenolspezies
zurtickfiihren.
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Endpunkte sexualendokriner Wirkung beim Zebrabirbling (Danio rerio) —
Bestimmbarkeit und Indikationswert

M. Teigeler 1; A. Wenzel 2; C. Schifers 2; A. Schéffer !
! Lehrstuhl fiir Biologie V (Okologie, Okotoxikologie, Okochemie) der Rheinisch Westfilischen
Technischen Hochschule Aachen

2 Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Oekologie in Schmallenberg

Korrespondenzautor: Matthias Teigeler, Email: teigeler@ime.fraunhofer.de

Die Problematik von Umweltchemikalien, die hormonartige Wirkungen in Organismen hervorrufen
konnen, hat grofle Bedeutung erlangt. Viele Umweltchemikalien sind in

in vitro-Testsystemen als Stoffe mit endokriner Wirkung identifiziert worden. Endokrine Wirkungen
sind bei Pharmaka sowie Industriechemikalien, Pestiziden und Schwermetallen beschrieben worden.
Viele Umweltchemikalien sind aufgrund ihrer Struktur in der Lage, Rezeptor-gesteuerte
Wirkmechanismen auszuldsen. Verschiedene Wirktypen werden in Betracht gezogen
(Ostrogenrezeptor-Agonist/- Antagonist, Androgenrezeptor-Agonist/-Antagonist, Aromatase-
Hemmung, Hemmung der Testosteron-Produktion).

Sexualendokrine Wirkungen bei Fischen lassen sich durch verschiedene Endpunkte charakterisieren.
Neben der Vitellogenin-Bildung als Biomarker wurden insbesondere im Fisch Full Life Cycle—Tests
(FLCT) der Reproduktionserfolg (Eizahlen, Befruchtungsraten), Geschlechterverhéltnis und
Generationsdauer als populationsrelevante Endpunkte untersucht. Die Bildung des Eidotterproteins

Vitellogenin wurde zum einen zum Vergleich von Kurz- und Langzeittest sowie zum Vergleich des
Endpunktes Vitellogenin-Induktion mit den populationsrelevanten Endpunkten in Betracht gezogen.
Weitreichende Untersuchungen gibt es insbesondere zu den Substanzen, die als Ostrogenrezeptor-
Agonist wirken. Exemplarisch wurden sowohl zwei 14 Tage Kurzzeit-Fischtests, als auch FLC-Tests
mit Xeno-Ostrogenen durchgefiihrt. Mit der Verwendung von Bisphenol A und Ethinyldstradiol
wurden Substanzen mit schwach-0strogener bzw. stark-Ostrogener Wirkung beriicksichtigt. Zum
Nachweis der Induktion der Vitellogenin-Bildung wurden proteinbiochemische sowie
molekularbiologische Methoden etabliert und optimiert. Von besonderem Interesse ist die
Aussageschirfe des Kurzzeittestes, insbesondere unter dem Aspekt, ob das Kurzzeit-Assay als
Screening-Test im Rahmen eines gestuften Testsystems geeignet ist.

Sowohl Ethinyldstradiol als auch Bisphenol A waren in der Lage, Vitellogenin im 14-Tage Test zu
induzieren. Des weiteren wurden im Kurzzeittest wie auch im FLCT die gleichen
Effektkonzentrationen ermittelt (NOEC, LOEC), bei denen eine erhohte Vitellogenin-Induktion
einsetzt.

Zusitzlich zeigte der Endpunkt Vitellogenin im FLCT im Hinblick auf die Effektkonzentrationen die
gleiche Empfindlichkeit wie beim populationsrelevanten Parameter Befruchtungsrate. Somit konnte
nachgewiesen werden, dass der Kurzzeittest herangezogen werden kann, auch auf die Wirkung einer
schwach endokrinen Substanz auf Populationen hinzuweisen.

Neben den Gstrogenen wurden weitere Wirkmechanismen untersucht. Fiir einen Aromatase-Hemmer
konnte im FLCT die gleiche Empfindlichkeit der Endpunkte Vitellogenin-Induktion und
Geschlechterverhiltnis nachgewiesen werden.

Die Aussageschirfe beziiglich des Endpunktes Vitellogenin beim Wirkmechanismus Hemmung der
Testosteron-Produktion wird diskutiert.
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Session 5: Poster

Gluconeogenese und deren Regulation durch Benzo[a]pyren - eine in vitro
Studie mit der permanenten Leberzelllinie, RTL-W1

H. Beckerl; N.C. Bols *und K. Schirmer

'UFZ-Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle, *University of Waterloo, Ontario, Canada

Korrespondenzautor: H. Becker, Email: heidi.becker@ufz.de

In der Leber der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) findet man eine speziell an die karnivore
Lebensweise des Fisches angepasste Situation. Aufgrund der kohlenhydratarmen und proteinreichen
natiirlichen Diét der Forelle, erfolgt eine permanente Glucoseproduktion vermittelt durch die
Gluconeogenese in der Leber. Obwohl fiir die Regenbogenforelle die Gluconeogenese wichtig ist, gibt
es bisher kein in vitro Modell welches mechanistische Studien erlaubt. Deshalb sollte untersucht
werden, inwiefern die Leberzelllinie RTL-W1 die in vivo Situation widerspiegelt. Tatsédchlich zeigten
sich die Zellen in der Lage, ohne eine Hexosequelle zu wachsen. Nachfolgend wurde die
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) als Leitenzym der Gluconeogenese genauer untersucht.
Eine relative Quantifizierung mittels real-time PCR ergab, dass die Kultivierung in hexosefreiem
Medium eine zeitabhéngige Vermehrung der PEPCK mRNA bewirkte. Interessanter Weise konnte
jedoch keine erhdhte PEPCK Enzymaktivitit festgestellt werden. In der Okotoxikologie werden die
RTL-W1 Zellkulturen bisher vor allem in Bezug auf ihre Fihigkeit zur Arylhydrocarbon-Rezeptor-
vermittelten CYP1A Induktion, eine durch Dioxine und dhnliche Substanzen ausgeldste Wirkung,
eingesetzt. Im Zusammenhang mit der Gluconeogenese wurde deshalb {iberpriift, ob ein CYPI1A
Induzierer, Benzo(a)pyren (BaP), Zellen beeinflusst, die unter gluconeogenetischen Bedingungen
wachsen. Uber PEPCK in Mammalia ist bekannt, dass dieses Enzym in der Rattenleber zumindest
durch 2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD) gehemmt wird. Es konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede durch BaP Exposition im PEPCK mRNA Gehalt in RTL-W1 Zellen, die in
hexosehaltigem oder hexosefreiem Medium kultiviert wurden, festgestellt werden. BaP exponierte
Zellen, welche in Abwesenheit von Hexosen wuchsen, reagierten jedoch sensitiver auf eine CYP1A-
induzierte Enzymaktivitdt, die EROD Induktion. Dabei war die EROD-Induktion zu Beginn der
Exposition hoher als im hexosehaltigen Medium und bereits nicht mehr zu messen, als im
hexosehaltigen Medium noch Maximalwerte beobachtet wurden. Besonders hohe Konzentrationen
fiilhrten bei den Zellen im hexosefreien Medium zu einer Art Hemmung der EROD-Induktion. Die
Ursachen fir die erhohte Sensitivitit, sowie andere Einflisse von Umweltschadstoffen auf
gluconeogenetische Zellen zu untersuchen, sind interessante zukiinftige Forschungsfragen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die RTL-W1 Zellen fiir das Studium der Regulation der
Gluconeogenese in Regenbogenforellen ein geeignetes Instrument sind.
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Labortest zur Expositionsart von Pflanzenschutzmitteln an Poecilus
cupreus (Carabidae)

J. Heise*; U. Heimbach' und S. Schrader?

'Institut fiir Pflanzenschutz in Ackerbau und Griinland der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und
Forstwirtschaft, *Zoologisches Institut der TU Braunschweig
Korrespondenzautorin: Julia Heise, Email: j.heise@tu-bs.de

In Anlehnung an einen Methoden-Ringtest zur Priifung der Effekte von Pflanzenschutzmitteln auf die
Larven des rduberischen Laufkédfers Poecilus cupreus wurden Laborexperimente zur weiteren
Entwicklung der Methode und zur Klarung relevanter Einflussfaktoren durchgefiihrt, um so bessere
Anbhaltspunkte fiir eine weitere Standardisierung der Methode zu bekommen.

Frithere Experimente haben gezeigt, dass die Zusammensetzung des verwendeten Bodens die Wirkung
der Pflanzenschutzmittel auf die Laufkédferlarven beeinflusst. Im vorliegenden Experiment wurden drei
unterschiedliche Mengen organischer Substanz (2,5%, 4%, 6%) in Lufa 2.1.- Standardboden, mit 1%
organischer Substanz, eingemischt. AnschlieBend wurde Dimethoat (Insektizid) in verschiedenen
Konzentrationen (von 0 bis 250g a.i./ha) auf die Oberflichen der VersuchsgefiBe (Oberfliche 5 cm?)
aufgetropft und pro Gefd3 eine Larve ausgesetzt. Mit zunehmendem organischen C-Gehalt wurde bei
gleicher Aufwandmenge des Insektizids eine abnehmende Mortalititsrate der Poecilus-Larven
beobachtet. Eine Bestétigung fiir die Giiltigkeit der Ergebnisse ergab sich zudem aus dem steigenden
LDso-Wert bei Zunahme des organischen Anteils im Boden.

In einem weiteren Experiment wurden unterschiedlich groBe Testgefile mit jeweils gleicher
Bodenfiillhéhe verwendet. Die Oberflachen betrugen 5 cm?, 53 cm?, 106 ¢cm? und 163 cm?. In die
Gefdlle wurden 1 - 4 mit Carbosulfan behandelte Rapssamen in Reihe gelegt. Bei gleicher Anzahl
Samen je Gefdll zeigte sich eine deutliche Abnahme der Mortalitdtsraten mit zunehmender
GefaBgroBe. Die Larven nutzten den gesamten zur Verfiigung stehenden Raum aus. Bei vergleichbarer
Anzahl von Samen pro m” schien die GefifgroBe dagegen keinen Einfluss auf die Mortalititsrate zu
haben.

In einem dritten Experiment wurden Gefafle mit einer Oberfliche von 53 cm? und einer Hohe von 20
cm in drei unterschiedlichen Hohen mit Boden gefiillt (5 cm, 10 cm und 15 cm). In jedes Gefdl3
wurden zwei mit Carbosulfan behandelte Rapsamen gelegt. Es zeigte sich kein wesentlicher
Unterschied bei den Mortalititsraten. Auch in diesem Versuch nutzten die Larven den gesamten zur
Verfiigung stehenden Raum.

Insgesamt hat also der Anteil der organischen Substanz im Boden einen Einfluss auf die Wirkung des
getesteten Pflanzenschutzmittels auf die Poecilus-Larven. Bei gleicher Anzahl von lokalen
Kontaminationen (behandeltes Saatgut) fithrten erhohte Bodenmengen nur dann zu niedrigerer
Wirkung auf die Larven, wenn gleichzeitig auch die GefédBoberflidche grofer war.
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Effektausprigungen von Umweltchemikalien auf aquatische
Testorganismen in Abhiingigkeit der Sauerstoffsattigung von
Wasserproben

L. Hémerl’z; K. Hund-Rinke' und A. Schiffer'?

'Fraunhofer Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Oekologie, ’'RWTH Aachen,
Korrespondenzautor: Jennifer Horner, Email: bodenbiologie@ime.fraunhofer.de

Zur Erfassung des mobilen, bioverfiigbaren Schadstoffanteils in Béden werden 6kotoxikologische
Testverfahren mit Bodeneluaten durchgefiihrt. Diese Testverfahren werden auch fiir Sicker- und
Grundwasserproben verwendet, wobei sich diese aufgrund eines verringerten Sauerstoffgehaltes durch
ein von Oberflichenwasser abweichendes Redoxpotenzial auszeichnen. Diese Proben werden bei
Entnahme sauerstoffgesittigt. Da das in beliifteten Proben befindliche 06kotoxikologische
Gefahrenpotenzial nicht zwingend identisch mit dem von unbeliifteten ist, eignet sich diese Methode
nicht zur Uberpriifung der Bioverfiigbarkeit und zur &kotoxikologischen Beurteilung von
Grundwissern. Dieser Aspekt wurde bislang jedoch nicht beriicksichtigt.

Ziel ist es daher, Testverfahren mit aquatischen Organismen aus einer bestehenden aquatischen
Testbatterie fiir die Beurteilung schadstoffbelasteter Boden an die Gegebenheiten von Grundwasser
(reduzierte Sauerstoffgehalte) anzupassen. Anhand von Referenzsubstanzen wird der Einfluss
unterschiedlicher Redoxpotenziale auf die Effektauspragungen aufgezeigt. Versuchsansétze sind:

o Daphnia magna, unter Sauerstoffsittigung gehiltert

o Daphnia magna, unter Sauerstoffmangel gehéltert

o Desmodesmus subspicatus
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Der Algentest nach DIN 38412 L.33
Vergleichsuntersuchungen mit Sedimenten aus dem Hamburger Hafen

V. MaaB'; W. Biilow?

! Freie und Hansestadt Hamburg, Amt Strom und Hafenbau;
? Niedersichsisches Landesamt fiir Okologie
Korrespondenzautor: Vera Maal}, Email: vera.maass@ht.hamburg.de

Algentests sind weltweit eingesetzte Biotestverfahren. Die Einsatzschwerpunkte sind toxikologische
Substanzpriifungen und die Umweltiiberwachung in aquatischen Lebensrdumen. Fiir diese
Einsatzgebiete kann dem Algentest eine gute Vergleichbarkeit im Interlaborvergleich bescheinigt
werden, nachgewiesen durch nationale und internationale Ringversuche mit Reinsubstanzen. Ein
weiteres Einsatzgebiet ist die Bewertung von Sediment- und Bodenproben anhand von Eluaten. Zu
diesem Einsatzgebiet liegen erst wenige Daten von Vergleichsuntersuchungen vor.

Die Sedimente des Hamburger Hafens werden regelmédBig mit einer Testbatterie aus vier
verschiedenen Biotests hinsichtlich ihrer dkotoxikologischen Eigenschaften untersucht. Einer dieser
Biotests ist der Algentest nach DIN 38412 L33.

Friithere Ergebnisse der Algentests mit Sedimentproben aus dem Gebiet des Hamburger Hafens waren
z.T. widerspriichlich. Mit einer weiteren Untersuchung sollte daher die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse speziell flir diesen Anwendungsfall gepriift werden. Dazu wurden aus fiinf verschiedenen
Hamburger Hafensedimenten Eluate zentral durch ein Labor hergestellt und an drei weitere Labore
verschickt. Alle vier Labore, drei akkreditierte Handelslaboratorien und ein Landesamt, wendeten
zeitnah nach Vorschrift die nationale Algentestvorschrift DIN 38412 L33 an. Trotz normgerechter
Durchfiihrung des Tests kam es zu erheblichen Unterschieden in der toxikologischen Bewertung der
Proben. Wird das Bewertungssystem HABAB* der Bundesanstalt fiir Gewédsserkunde zugrunde
gelegt, variiert die Bewertung der Toxizitdt ein und derselben Probe von ,nicht bzw. unbedenklich
toxisch* bis ,,gefdhrlich toxisch®.

Dieses Ergebnis legt es nahe, fiir das Bewertungsschema Sediment-Eluat-Algentest weitere
Qualitétskriterien zu fordern und zu entwickeln, um die Ergebnissicherheit im Interlaborvergleich zu

verbessern.

*) HABAB: Handlungsanweisung fiir den Umgang mit Baggergut im Binnenland
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Akute und chronische Effekte des Antiparasitikums Flubendazol
bei Daphnia magna

F. Preusse', N. Berenzen', T. Hahn', J. Wograml, S. Héltgez, R. Kreuzigz, R. Schulz'

'Zoologisches Institut, Technische Universitit Braunschweig, “Institut fiir Okologische
Chemie und Abfallanalytik, Technische Universitidt Braunschweig
Korrespondenzautor: Norbert Berenzen, Email: n.berenzen@tu-bs.de

Nach starken Niederschldgen kénnen iiber Oberflichenabflul (Runoff) nicht nur Sedimente, Néhr-
stoffe und Pflanzenschutzmittel von landwirtschaftlichen Flachen in angrenzende Gewésser
eingetragen werden, sondern auch in Giille enthaltene Veterindrpharmaka.

Im Gegensatz zu Pflanzenschutzmitteln ist jedoch bisher kaum etwas iiber das Gefdhrdungspotential
von Veterindrpharmaka fiir die aquatische Fauna bekannt. In der vorliegenden Studie wurde das als
Antiparasitikum verabreichte Flubendazol” hinsichtlich akuter (48-h Immobilisationstest) als auch
chronischer (21-Tage Reproduktionstest) Effekte bei Daphnia magna untersucht. Die so ermittelten
Effektkonzentrationen wurden mit gemessenen Flubendazol-Riickstdinden im Runoff-Wasser aus
einem ,,worst-case-Feldversuch® verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass akute Mortalitét erst deutlich
oberhalb von umweltrelevanten Konzentrationen zu erwarten ist. Im chronischen Test traten Effekte
hingegen bereits in weit niedrigeren Konzentrationsbereichen auf, so dass zu priifen wire, inwieweit
das semistatische Versuchsdesign tatsdchlich das Verhalten von Flubendazol und anderen
Bezimidazolen in der Umwelt widerspiegelt.

* Fiir diese Untersuchungen wurde Flubendazol dankenswerterweise von der Fa. Janssen Animal
Health, Beerse, Belgien zur Verfiigung gestellt.
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Determination of bioaccumulation in fish under natural conditions
Rufli, H., Volz, E.?, Behsen, T.', Maund, S.'
' Syngenta Crop Protection AG, 4002 Basel, Switzerland

* RCC Ltd, 4452 Itingen, Switzerland
Korrespondenzautor: Hans Rufli, Email: hans.rufli@syngenta.com

The bioaccumulation of an insecticide to bluegill sunfish was studied in a natural environment similar
to a shallow pond. In contrast to standard laboratory tests, the design included water, sediment and
food as exposure routes. Even though, the resulting bioaccumulation factor was of an order of
magnitude lower than the factor derived from the standard bioaccumulation test under laboratory
conditions. The reduction in the bioaccumulation factor was mainly due to the short dissipation time of
the insecticide in water.
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Modifikation des Nitrifikationshemmtests DIN EN ISO 9509 : 1995 zur
Untersuchung von Antibiotika in der aquatischen Umwelt

A. Schoéll, R. Alexy, K. Kiimmerer

Institut fiir Umweltmedizin und Krankenhaushygiene, Universitétsklinikum Freiburg
Korrespondenzautor: Alice Scholl, Email: aschoell@iuk3.ukl.uni-freiburg.de

Die Nitrifikation ist ein wichtiger Schritt in der biologischen Abwasserreinigung, um eine
Eutrophierung von Gewéssern zu verhindern. Bei der Abwasserbehandlung werden heutzutage eine
weitgehende Oxidation der reduzierten Stickstoffverbindungen sowie eine integrierte Denitrifikation
zur Eliminierung des Stickstoffs gesetzlich gefordert!"). Im normalen hduslichen Abwasser sind jedoch
30-50 mg/1 Stickstoff in reduzierter Form, d.h. als Ammonium, Harnstoff oder in anderen organischen
Verbindungen vorhanden. In der Abwasserreinigung werden diese entfernt, indem sie durch Bakterien
oxidiert und anschlieflend ebenfalls durch Bakterien zu elementarem Stickstoff reduziert werden, der
in die Atmosphire entweicht. Diese Vorgidnge konnen u.a. durch chemische Stoffe, die z.B. die
Nitrifikation hemmen beeintrachtigt werden.

Zur Erfassung der Wirkung von Chemikalien auf Bakterien der Abwasserreinigung werden
iiblicherweise international genormte Tests verwendet (z.B. ISO, OECD), die fiir Industrie-
chemikalien entwickelt wurden. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei Antibiotika um Stoffe mit
gezielter Wirkung auf Bakterien.

Der Nitrifikationshemmtest (NHT) mit Belebtschlamm (DIN EN ISO 9509 : 1995) untersucht Effekte
verschiedener Antibiotika auf nitrifizierende Bakterien und die damit mdglichen negativen Wirkungen
auf die Abwasserreinigung.

In einer Versuchsreihe wurde der NHT mit Antibiotika aus unterschiedlichen Gruppen und
Wirkungsspektren durchgefiihrt. Dabei konnte keine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der
eingesetzten Antibiotikakonzentration und der Hemmwirkung festgestellt werden. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit Resultaten anderer Arbeitsgruppen, die mit gleichem Test ebenfalls keine
Aussage beziiglich der Wirkung von Antibiotika auf die Nitrifikation treffen konnten'®. Daher ist der
standardisierte NHT als ungeeignet fiir die Priifung von Antibiotika anzusehen.

Es wurde anschlieBend untersucht, ob sich die unstimmigen Ergebnisse u.a. auf die fotometrische
Bestimmung der Stickstoffparamter zuriickfiihren lassen. Dem fotometrischen Nachweis von
Stickstoffverbindungen liegen Farbreaktionen zugrunde. Die meisten Antibiotika enthalten mindestens
eine aromatische Aminogruppe, die ebenfalls diese Farbreaktion eingehen kann, wodurch es zu einem
falsch positiven Befund kime. Da Messfehler somit nicht ausgeschlossen werden konnen, erfolgte die
Messung der Stickstoffkonzentrationen mittels Ionenchromatografie. Dadurch wurde gewéhrleistet,
dass bei der Konzentrationsbestimmung ausschlieBlich die als Ionen vorliegenden Stickstoft-
parameter erfasst wurden.

Ein weiteres Problem des standardisierten NHTs muss in der kurzen Inkubationszeit gesehen werden.
Da Nitrifikanten eine vergleichsweise lange Generationszeit von mehreren Stunden haben, scheint ein
Akut-Test mit einer Inkubationszeit von 4 h nur bedingt geeignet, weshalb die Testdauer auf 24 h
verldngert wurde. Hierdurch soll die von der Expositionsdauer bestimmte Wirkung der Antibiotika
beriicksichtigt werden.

Da hierdurch ebenfalls keine verwertbaren Ergebnisse erzielt wurden, wurde der NHT mittels eines
Testkits auf Basis spezieller Gensonden (Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung) durchgefiihrt. Bei dieser
Technik wurde allerdings nur bei sehr wirksamen Antibiotika in hohen Konzentrationen ein
Zusammenhang zwischen Hemmwirkung und Antibiotikakonzentration sichtbar. Dies ldsst vermuten,
dass mikrobielle Populationsdynamiken im subchronischen Bereich die Ursache sind.

Es ist daher festzuhalten, dass der standardisierte NHT nicht fiir die Erfassung der Wirkung von
Antibiotika auf die nitrifizierenden Bakterien geeignet ist und das diesbeziigliche Risiko durch
Antibiotika derzeit nicht eingeschétzt werden kann.

Literatur:
[1] Mudrack K., Kunst S. (1994): Biologie der Abwasser-Reinigung. 4. Auflage. Gustav-Fischer Verlag, Stuttgart.
[2] Halling-Serensen B. (2000): Inhibition of aerobic growth and nitrification of bacteria in sewage sludge by

antibacterial agents. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 40, 451-460.
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Toxische Kombinationswirkungen mit Schwermetallen
T. Juffernholz', Ch. Schmidt?, S. Geyer’

'UFT der Universitit Bremen, Abt. Allgemeine und Theoretische Okologie, *Zentrum fiir
Biomolekulare Interaktion der Universitdit Bremen, Abt. Biochemische Toxikologie, ICBM der
C.v.O. Universitit Oldenburg, Abt. Mikrobiologie

Korrespondenzautor: Tanja Juffernholz, Email: tjuffern@uni-bremen.de

Das durch die Hans-Bockler-Stiftung geforderte Graduiertenkolleg der Universitdten Bremen und
Oldenburg: ,,Toxische Kombinationswirkungen: Komplexe Wirkungen chemischer und physikalischer
Stressoren auf Mensch und Umwelt* soll vorgestellt werden.

Die klassische Toxikologie sieht sich zunehmend mit neuen Problemen aus Umwelt- und
Okotoxikologie konfrontiert, jedoch werden erst in letzter Zeit toxische Auswirkungen aufgrund
chronischer Belastungen im Niedrigkonzentrationsbereich sichtbar. Ein gravierendes ungelostes
Problem stellen komplexe Gemische an Noxen in der Umwelt und Arbeitswelt dar, deren toxische
Langzeitwirkungen schwer abschétzbar sind. Die Ursache des Wissensdefizits um
Kombinationswirkungen liegt zum Teil in der Komplexitdt der Thematik. Statt — wie bislang
geschehen — Einzelsubstanzen in hohen Dosen bei kurzen Einwirkzeiten (entsprechend akuten
Intoxikationen) zu messen, erfordert die Oko- und Umwelttoxikologie von Kombinationswirkungen
das Wissen der Wirkung von (i) niedrigen Dosen, (ii) komplexen Gemischen und (iii) langen
Zeitraumen. Das geplante Promotionskolleg sucht deshalb Antworten auf komplexe Fragen der
Verflechtung verschiedener Mechanismen der toxischen Eigenschaften. Hierzu werden sich mehrere
Promotionsvorhaben in drei Feldern der Forschung ergénzen (i) Mechanismen der
Kombinationswirkungen, (ii) Noxen und (iii) Methoden.

Die Erforschung von Kombinationswirkungen gliedert sich in drei Ebenen: (i) Konzeptionelle Ebene
(gemeinsame Arbeit), (ii) Biologische Ebene (Einzelvorhaben) und (iii) Molekulare Ebene
(Einzelvorhaben).

Im folgenden werden drei Einzelvorhaben vorgestellt, die sich mit verschiedenen biologischen und
molekularen Ebenen befassen.

(1) Séugerzellkulturen: Kombinationswirkungen von Schwermetallen und neuen Losungsmitteln
(ionische Fliissigkeiten) auf die Regulation von Zellproliferation und Zelltod (Apoptose) bei
Saugerzellen.

(2) Terrestrische Organismen: Toxische Kombinationswirkungen einer neuen Klasse von
Losungsmitteln (Ionische Fliissigkeiten) und anderen Umweltstressfaktoren (Schwermetalle) auf
Collembolen und Enchytraeidae

(3) Mikrobielle Gemeinschaft: Kombinationswirkungen von Schwermetallen und UVB-Strahlung auf
die Zusammensetzung und metabolische Aktivitdt mariner bakterieller Gemeinschaften.

Auf molekularer Ebene analysieren diese Vorhaben die Bedeutung von Membranen in der
Toxikologie von Kombinationswirkungen, Signaltransduktion, Gentoxizitét, Oxidativen Stress und
Reparaturmechanismen.

Ziel des Promotionskollegs ist es, iiber eine enge Vernetzung von mehreren Promotionsthemen die
Gesamtthematik ,,toxische Kombinationswirkungen* von verschiedenen Aspekten umfassend zu
beleuchten und so zu einem vertieften Verstindnis der Bedeutung von Kombinationswirkungen in der
Umwelt- und Okotoxikologie beizutragen. Mit den erarbeiteten Ergebnissen und Erkenntnissen sollen
Unsicherheiten in der Bewertung von Kombinationswirkungen abgebaut werden.
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Aquatische Okotoxizitiit von Antiphlogistika und beta-Rezeptorenblockern
gegeniiber Daphnien, Algen und Lemnaceen unter Beriicksichtigung der
Mischungstoxizitit

Michael Cleuvers

Institut fiir Biologie 2 der RWTH Aachen, Abt. Allgemeine Biologie
Korrespondenzautor: Michael Cleuvers, Email: cleuvers@bio2.rwth-aachen.de

Die Okotoxizitit der nicht-steroidalen Antiphlogistika Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen und
Acetylsalicylsdure (ASS) sowie der beta-Blocker Propranolol, Metoprolol und Atenolol wurde in
Biotests mit Daphnia magna, Desmodesmus subspicatus und Lemna minor bestimmt. Bei den
untersuchten Antiphlogistika lag die ECs, bei Daphnia zwischen 68 und 166 mg L' und bei
Desmodesmus zwischen 72 und 626 mg L. Lemna erwies sich als etwa um den Faktor 10
empfindlicher; hier lag die ECsy in einem Bereich zwischen 7,5 und 24,2 mg L. Bei allen drei
Testorganismen zeigte sich hinsichtlich der Toxizitit die Reihenfolge Diclofenac — ASS — Ibuprofen —
Naproxen.

Bei den beta-Blockern erwies sich Propranolol mit ECso-Werten von 0,8 mg L (Desmodesmus) bzw.
7,6 mg L' (Daphnia) als deutlich toxischer als Metoprolol (7,9 bzw. 435 mg L) und Atenolol (620
bzw. 313 mg L"'). Der Lemnatest erwies sich hier als unempfindlich. Wihrend Metoprolol und
Atenolol bis 320 mg L™ iiberhaupt keinen Effekt zeigten, ergab sich fiir Propranolol eine ECs, von 113
mg L.

Angesichts der geringen Konzentration in der Umwelt scheinen akute Effekte der untersuchten
Substanzen sehr unwahrscheinlich zu sein. Eine QSAR-Analyse zeigte, dass alle Substanzen lediglich
unspezifisch narkotisch wirken. Bei beiden Stoffgruppen lieB sich die Mischungstoxizitit mit dem
Konzept der Konzentrations-Additivitdt berechnen, wobei zum Teil starke Effekte auch dann
auftraten, wenn sédmtliche Komponenten der Mischung in Konzentrationen unterhalb ihrer NOEC
eingesetzt wurden.
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Vom Shampoo zum Schiffsanstrich: Ist das neue Antifoulingbiozid
Zinkpyrithion der ideelle Ersatz fiir TBT?

E. Hassold

Zentrum fiir Umweltforschung und Umwelttechnologie (UFT), Universitét Bremen
Korrespondenzautorin: Enken Hassold, Email: enken@gmzx.de

Zinkpyrithion wird seit einigen Jahren als ideeller Ersatz fiir das Antifoulingbiozid TBT in
Schiffsfarben angesehen, da eine geringe Persistenz in der Umwelt angenommen wird. Bisher ist noch
sehr wenig {iber das Schicksal und Wirken von Zinkpyrithion in der Umwelt bekannt. Erste
Veroffentlichungen deuten auf eine hohe Toxizitit gegeniiber Invertebraten hin.

Aufgrund der sorptiven Eigenschaften des Zinkpyrithions ist es wichtig, Sediment in Untersuchungen
mit einzuschlieBen und den Effekt auf aquatische Organismen auch wunter natiirlichen
Umweltbedingungen zu untersuchen. Die Verwendung subletaler Parameter empfiehlt sich im
Hinblick auf die bisher prognostizierten geringen Konzentrationen in der Umwelt. In dieser Studie
wurden einfache Laborexperimente zum Umweltverhalten von Zinkpyrithion in natiirlichem
Flusswasser und Sediment durchgefiihrt und dessen Wirkung auf Muscheln der Art Corbicula
fluminea anhand der Messung der Glutathion S-transferase (GST) - Aktivitdt untersucht. Begleitend
wurden Verhaltensbeobachtungen gemacht. Die Untersuchungen wurden unter Dammerlicht-
Bedingungen durchgefiihrt, um Sedimentnihe und geringe Lichtintensitdten zu simulieren.

Der Einfluss von natiirlichem Flusswasser, Schwebstoffen und Sediment auf die Eliminierung von
Zinkpyrithion aus der Wasserphase wurde {iber einen Zeitraum von einigen Wochen untersucht. Es
wurden sehr hohe Startkonzentrationen eingesetzt, um Zinkpyrithion spektrophotometrisch
nachweisen zu konnen. Schwebstoffe und Sediment hatten einen sehr groBen FEinfluss auf die
Eliminierung von Zinkpyrithion aus der Wasserphase, sei es durch Sorption oder oxidativen Abbau an
Partikeln. Ohne Sedimentphase erfolgte unter Ddmmerlicht keine schnelle Eliminierung aus dem
Wasser, wohingegen die Zinkpyrithion-Konzentration bei Tageslichtbedingungen innerhalb von 2
Wochen unter die Nachweisgrenze fiel. Die Eliminierung aus dem Wasser erfolgt generell nicht so
schnell wie in der Literatur beschrieben, was moglicherweise an den hier eingesetzten sehr hohen
Konzentrationen liegt. Es wird vermutet, dass Zinkpyrithion in der Umwelt unter schwachen
Lichtverhiltnissen in Sedimentnihe stark an Sediment adsorbiert.

Der Effekt von Zinkpyrithion auf die Asiatische Korbchenmuschel Corbicula fluminea wurde in
einem Zeitraum von sechs Tagen in natiirlichem Weserwasser und Wesersand untersucht.
Zinkpyrithion wurde in Konzentrationen zwischen 0 und 1000 ng/l eingesetzt und bei Versuchsstart
zur Wasserphase gegeben. Nach sechs Tagen wurde die Position der Muscheln im Sediment registriert
und die Organismen fiir die Bestimmung der GST-Aktivitdt vorbereitet. Ab einer Konzentration von
320 pg/l Zinkpyrithion sind sowohl im Verhalten von C. fluminea, als auch in der GST-Aktivitét
deutliche Verédnderungen zu beobachten. C. fluminea reagiert auf steigende Zinkpyrithionmengen sehr
deutlich mit einer erhdhten Meidung des Substrates, was auf ein Vorhandensein des Zinkpyrithions in
Sedimentnihe hindeutet. Unterschiede in der GST-Aktivitdt bei erhohter Zinkpyrithion-Konzentration
sind signifikant, doch ist keine genaue Dosis-Wirkungs-Bezichung abzuleiten. Jiingere Individuen
reagierten empfindlicher gegeniiber Zinkpyrithion, was sich an deutlicheren Unterschieden der GST-
Aktivitdt zeigte. Zinkpyrithion hat einen Effekt auf C. fluminea, auch wenn die Toxizitdt im Vergleich
zu anderen Daten nicht sehr hoch ist. Verdnderungen der GST-Aktivitit eignen sich zwar als
Biomarker fiir durch Zinkpyrithion induzierten Stress, doch sind Verhaltensidnderungen hier genauso
empfindliche Parameter.

Die Untersuchungen machen deutlich, dass der Sedimentphase ein wichtiger Einfluss zuzuschreiben
ist, wo sich Zinkpyrithion anreichern kénnte und besonders flir benthische Organismen ein Problem
werden konnte. Hier sind noch weitere Untersuchungen erforderlich.
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Risikobewertung und Risikominderung im Rahmen des EU
Chemikalienrechtes an ausgewihlten Problemstoffen

E. Becker, C. Heil

' Umweltbundesamt, Fachgebiet Umweltpriifung alte und neue Stoffe; SecktstraBe 6-10; 13581 Berlin
Korrespondenzautor: Christiane Hei3 Email: christiane.heiss@uba.de

Die Vorgehensweise bei der Risikobewertung von Chemikalien nach der EU Altstoffverordnung
besteht im wesentlichen darin, das voraussichtliche Vorkommen eines Stoffes in der Umwelt mit der
Konzentration zu vergleichen, bei der noch keine Wirkung auf Organismen eintritt. Die
Risikocharakterisierung wird spezifisch fiir die Umweltkompartimente Wasser (Sediment), Boden und
Luft vorgenommen.

Die Risikobewertung besteht aus drei Teilschritten:

1. Die Bewertung der Wirkungen auf Organismen (Bestimmung der Predicted No-Effect
Concentration PNEC) erfolgt auf Grundlage von okotoxikologischen Tests. Unsicherheiten werden
durch die Anwendung von Sicherheitsfaktoren pragmatisch in die Bewertung einbezogen.

2. Die Bestimmung der Exposition (Predicted Environmental Concentration PEC) erfolgt tiber die
Recherche der Produktions- und Anwendungsmuster sowie der Eintragspfade und des Verbleibs in der
Umwelt. Die Expositionsabschitzung wird mit Hilfe von festgelegten Modellabschitzungen
vorgenommen. Monitoringdaten flieBen nur erginzend und ausnahmsweise ein.

3. Die Risikocharakterisierung (Bestimmung des Verhéltnisses PEC/ PNEC) setzt eindeutige Werte
voraus und zielt vor allem auf die Entscheidung iiber den Handlungsbedarf. Ist das PEC/PNEC
Verhiltnis < 1 besteht kein Handlungsbedarf.

Ist nach der ersten Einschétzung die Expositionskonzentration hoher als die Wirkungskonzentration in
einem Umweltbereich und damit das PEC/PNEC Verhiltnis > 1, muss die Datenlage verfeinert
werden. Unklare oder fehlende Daten, besonders zu den Wirkungen, miissen héufig im Verfahren
durch die Industrie erzeugt werden. Die Datenlage wird nur solange verbessert, bis eine Entscheidung
getroffen werden kann.

Das Verfahren zur Risikocharakterisierung setzt somit voraus,
e dass Daten zum gesamten Lebensweg eines Stoffes und zu seiner Verteilung in der Umwelt
vorliegen bzw. mittels Modellen méglichst realistisch abgeschétzt werden kdnnen,

e dass eine Bestimmung der Wirkungen auf Grundlage von validen Tests erfolgen kann

Bei einigen Stoffen bereitet die Erfiillung dieser Voraussetzungen aufgrund der spezifischen
Stoffeigenschaften, der komplexen Anwendungsmuster und/oder des Wirkungsprofils methodische
Probleme, die eine eindeutige Bestimmung des PEC/PNEC Verhéltnisses und damit eine rechtliche
Entscheidung iiber den Handlungsbedarf nicht erlauben. Anhand von ausgewihlten Beispielen wird
aufgezeigt, welche Losungsmoglichkeiten das Verfahren fiir die Entscheidungsfindung bietet und
welche zukiinftigen Verbesserungen im Rahmen der neuen EU Chemikalienpolitik und des REACH
Systems von Behordenseite gefordert und diskutiert werden.
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Desinfektionsnebenprodukte in Schwimmbédern und ihre Eigenschaften
Frank Kirsch, Lothar Erdinger und Hans-Giinther Sonntag

Hygiene Institut der Universitdt Heidelberg; Abt. Hygiene und Medizinische Mikrobiologie
Korrespondenzautor: Frank Kirsch, Email: h83@jix.urz.uni-heidelberg.de

In Schwimmbédern ist aufgrund der durch die Badegiste eingetragenen organischen
Verunreinigungen und Keime eine Aufbereitung des Beckenwassers unumgénglich. Die Aufbereitung
geschieht in zwei Stufen. Mit einer Flockungsfiltration werden Partikel und ein Teil der organischen
Fracht entfernt. Danach wird das Wasser mit Chlor desinfiziert. Chlor hat als starkes Oxidationsmittel
noch einen zweiten Effekt: es baut seinerseits organische Verunreinigungen ab, fiihrt aber auch
insbesondere bei starker organischer Belastung, bei hohen Besucherzahlen, zur Bildung von
unerwiinschten Desinfektionsnebenprodukten (DNP).

Unter den durch die Chlorung entstehenden DNP’s spielen die Trihalogenmethane (THM) eine
herausragende Rolle. Daneben sind aber noch weitere Organohalogenverbindungen als DNP bekannt.
Dazu gehoren u.a. halogenierte Acetonitrile, halogenierte Acetone, halogenierte Essigsduren und
halogenierte Aldehyde. Uber das Vorkommen und die Wirkung dieser Verbindungen ist weniger
bekannt.

Nach dem Besuch von Schwimmbédern berichten viele Badegéste iiber Reizerscheinungen vor allem
an den Augen und im Nasen-Rachen-Bereich, die in der Regel wenige Stunden nach dem Verlassen
des Schwimmbads wieder verschwinden. Diese Reizerscheinungen sind von echten Infektionen, die
zB. durch Chlamydien hervorgerufen werden kénnen, zu unterscheiden. Die Ubertragung dieser
Infektionen durch Schwimmbadwasser diirfte aufgrund der {iblichen Hygienestandards eher selten
sein. Fiir die beschriebenen Effekte wurde das Chlor selbst bzw. die im Wasser daraus entstehende
hypochlorige Siure verantwortlich gemacht. Dies hat sich in mehreren Untersuchungen nicht bestétigt.
Vielen Substanzen mit a-halogenierten Carbonylverbindungen wird eine Reizwirkung zugeschrieben.
Diese Verbindungen z.B. halogenierte Acetone und Essigsduren sind auch in Schwimmbeckenwasser
zu finden. Mittels dem HET-CAM-Test (Hiihner-Eier-Test oder Hens Egg Test an der Chorion-
Allantoismembran) konnte gezeigt werden, dass diesen Verbindungsklassen ein hoheres Reizpotential
zukommt als Chlor oder den Chloraminen. Durch Zugabe von Chlor in schwimmbadtypischen
Konzentrationen (0,5 mg/l) konnten bei vielen Substanzen Wirkungssteigerungen um das 10 bis 100
fache gefunden werden. Fiir 1,3-Dichloraceton lag sie sogar noch dariiber. Weiterhin konnten
synergistische Effekte bei der Kombination mehrerer Substanzen festgestellt werden.

Neben in Schwimmbecken nachgewiesenen Verbindungen und Modellsubstanzen wurden auch native
Wasserproben aus Schwimmbédern im HET-CAM-Test untersucht. Es waren leichte Reaktionen an
der CAM zu beobachten.

Die meisten der untersuchten Verbindungen wurden mit dem Neutralrottest an einer Dauerzelllinie
von Maushautkeratinozyten getestet. Ein Drittel der Substanzen =zeigt im untersuchten
Konzentrationsbereich (< 100 mg/l) keine Reaktion im Vergleich zur Negativkontrolle. Eine weitere
grofle Substanzgruppe zeigt leichte Wirkungen, die aber nicht quantifiziert werden konnten. Nur fiir
wenige Verbindungen konnte ein NRR-50 ermittelt werden. Am wirksamsten stellte sich
Bromessigsdure mit einem NRR-50 von 5 mg/l heraus.

Interessant an den Ergebnissen ist, dass in beiden Tests sich gleiche Substanzen als am wirksamsten
herausgestellt haben. So zeigten 1,3-Dichloraceton und Bromessigsdure in beiden Tests eine starke
Reaktion. Chloraceton hingegen zeigt im Neutralrottest einen NRR-50 von 10 mg/l, war im HET-
CAM-Test aber nicht wirksam.

Die Konzentrationen der untersuchten Substanzen lagen zum Teil weit iiber denen wie man sie in
Schwimmbaidern findet. In weiteren Untersuchungen miisste geklart werden, welche Reaktionen in
schwimmbadtypischen Konzentrationen festgestellt werden konnen.
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Test Plot Studies on Runoff of Sulfonamides from Manured Soils After
Sprinkler Irrigation

Robert Kreuzig™, Sibylla Holtge', Astrid Eickhoff', Joachim Brunotte’, Hilke Heppelmann®,
Norbert Berenzen®, J6rn Wogram® and Ralf Schulz’

! Institute of Ecological Chemistry and Waste Analysis,
Technical University of Braunschweig, D-38106 Braunschweig, Germany
"r kreuzig@tu-bs.de; http://www.tu-bs.de/institute/oekochem/oekochem.html

* Institute for Production Engineering and Building Research,
Federal Agricultural Research Centre, D-38112 Braunschweig, Germany

3 Zoological Institute,
Technical University of Braunschweig, D-38100 Braunschweig, Gemany

In 2 test plot studies on arable and grassland, runoff of the sulfonamides sulfadiazine, sulfadimidine
and sulfamethoxazole has been investigated on manured soil after sprinkler irrigation. On the
investigation site, runoff risk was given by field slopes of 7.7 and 9.0 %, respectively, enhanced by the
physico-chemical properties of the clayey silt soils. Particularly considering the real contamination
pathway of veterinary pharmaceutical residues into soils, liquid bovine manures were fortified with the
target compounds and stored for 6-10 days to prepare test slurries with defined aged residues. After
the test slurry application, arable land was treated by grubbing prior to irrigation measures while
manured grassland was directly irrigated with 50 mm h"' for 2 h. Runoff suspensions were
quantitatively sampled in 5-10-min intervals, separated into aqueous phase and suspended matter and
residue analysed. On arable land, average losses of sulfonamides by runoff water ranged between
0.05-1.0 % of the single amounts initially applied while on grassland runoff losses were 4-11 %.
Sulfonamides” losses by suspended matter released were of subordinate significance. Furthermore,
residues in soils were determined until the end of the study to investigate degradability and leaching
under field conditions showing a more rapid disappearance in the grassland soil.

The research project "Investigations on Runoff of Veterinary Pharmaceuticals after the Application of
Liquid Manures to Arable and Grassland" is funded by the Federal Environmental Agency, Berlin,
Germany (FKZ 202 67 435)
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Effekte von Pharmaka bei umweltrelevanten Konzentrationen auf
aquatische Invertebraten

G. Nentwig; M. Oetkenund J. Oehlmann

Zoologisches Institut der Universitit Frankfurt am Main, Arbeitsgruppe Okologie und Evolution —
Okotoxikologie-, Frankfurt am Main
Korrespondenzautor: Gerrit Nentwig, Email: g.nentwig@zoology.uni-frankfurt.de

Die vorgestellten Ergebnisse sind Teil eines interdisziplindren Forschungsprojektes an der Universitéit
Frankfurt am Main, dessen Ziel es ist, Effekte von Pharmaka bei umweltrelevanten Konzentrationen
auf aquatische Invertebraten zu Dbestimmen. Als Teil des Projektes werden drei
SiiBwasserinvertebraten gegeniiber verschiedenen Pharmaka exponiert. Fiir Sedimenttoxizititstests
werden die Zuckmiicke Chironomus riparius und der Oligochaet Lumbriculus variegatus verwendet.
In einem weiteren Test wird die Zwergdeckelschnecke Potamopyrgus antipodarum zur Ermittlung
von Effekten bei Exposition iiber die Wasserphase eingesetzt.

Weiterhin sollen mit einem neu entwickelten Mesokosmos-Test mit Bakterien und Ciliaten Effekte auf
die primir fiir die Selbstreinigung des Wassers relevanten Organismen untersucht werden. Dariiber
hinaus sind Mutagenese-Tests mit Eukaryonten vorgesehen.

In diesem Vortrag werden die Effekte fiir Carbamazepin vorgestellt, eines ubiqitir in Umweltproben
nachgewiesenen Antiepileptikums. Gezeigt wird, dass Pharmaka negative Wirkungen auf
Invertebraten haben konnen und unter Umstiinden ein Risiko fiir das Uberleben von Populationen
darstellen konnen.
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Untersuchungen zur Induktion von  Hitzeschockproteinen und
Metallothioneinen durch Platingruppenelemente in der Dreikantmuschel
(Dreissena polymorpha)

C. Singer; S. Zimmermann; B. Sures

Zoologisches Institut I der Universitit Karlsruhe, Abteilung Okologie/Parasitologie,
Korrespondenzautor: Christoph Singer, Email: uews@rz.uni-karlsruhe.de

Seit 1986 wird in der Bundesrepublik Deutschland der Drei-Wege-Katalysator zur Abgasreinigung in
Kraftfahrzeugen mit Ottomotor eingesetzt. Auch in dieselgetriebenen Fahrzeugen werden in neuester
Zeit Platin und/oder Palladium-Katalysatoren verwendet. Neben der Reduktion der
Hauptschadstoffemissionen in Autoabgasen zeigte sich, dafl die in den Katalysatoren eingesetzten
Platingruppenelemente (PGE) Platin (Pt), Rhodium (Rh) und Palladium (Pd) wihrend des Fahrbetriebs
mit dem Abgas in die Atmosphire gelangen und in der Umwelt kumulieren. Nachdem die biologische
Verfiigbarkeit fiir verschiedene Lebewesen festgestellt werden konnte, sollte nun untersucht werden,
welche Effekte die aufgenommenen Metalle in der Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha)
auslosen.

Dazu wurden Dreikantmuscheln ein bis zehn Wochen im Labor mit 16slichen PGE-Salzen bei einer
Konzentration von 0,5 mg/l exponiert. AnschlieBend erfolgte die atomabsorptionsspektrometrische
Untersuchung der Muschelweichgewebe auf ihren Metallgehalt. Zur Uberpriifung toxischer Effekte
wurde die Induktion von Hitzeschockprotein (HSP-70) und Metallothionein (MT) bestimmt. Als
Vergleichsgruppen wurden Muscheln mit Blei oder Cadmium exponiert, sowie eine Kontrollgruppe
ohne Metallzugabe gehiltert. Die Konzentration von HSP-70 und MT wurde bei allen Ansétzen
wochentlich untersucht und auf eine Korrelation mit den Metallgehalten im Muschelgewebe getestet.

Die Proteininduktion wéhrend der Exposition mit den PGE wurde mit den nicht exponierten
Kontrollen und den Cadmium- bzw. Blei-exponierten Muscheln verglichen. Hierbei zeigte sich fiir alle
exponierten Muscheln iiber den Versuchszeitraum eine Akkumulation der Metalle im Weichgewebe.
Sie war am stérksten bei Cadmium, gefolgt von Platin, Blei, Palladium und Rhodium. Ebenso konnte
fiir alle Metalle die Induktion von HSP-70 in den Muscheln festgestellt werden. Cadmium bewirkte
einen Anstieg der HSP-70 Konzentration um das sechsfache, Blei um das zwolffache. Durch die
Platin- bzw. Rhodiumzugabe stieg der HSP-70-Gehalt je auf das ca. 20fache, bei Palladium auf das
25fache des Ausgangswertes. Eine Induktion erfolgte ab der ersten Woche, wobei die HSP-70-
Konzentration bis zur sechsten Woche anstieg. AnschlieBend fiel die HSP-70-Konzentration nahezu
auf den Anfangswert zuriick.

Beziiglich der Metallothioneine konnte fiir Platin, Palladium und Cadmium eine deutliche Induktion
festgestellt werden. Der stirkste Anstieg wurde fiir Platin ermittelt, gefolgt von Palladium und
Cadmium. Bei Blei, Rhodium und der Kontrollgruppe kam es hingegen zu keiner vermehrten Bildung
von Metallothioneinen.

Das Vorhaben wurde im Rahmen des Forderprojektes ,,L.ebensgrundlage und ihre Sicherung*
(BW-PLUS, Projekt BWR 22012) am Forschungszentrum Karlsruhe mit Mitteln des Landes Baden-
Wiirttemberg gefordert.
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Bewertung neuer Problemstoffe aus der Stoffgruppe der persistenten
bioakkumulativen Schadstoffe anhand eines praxisnahen
Bewertungssystems

S. Wursthornl; Dirk Bunke?

'Institut fiir Technische Chemie, Abteilung technikbedingte Stoffstréme am Forschungszentrum
Karlsruhe; *Oko-Institut e.V.
Korrespondenzautor: Sibylle Wursthorn, Email: sibylle.wursthorn@jitc-zts.fzk.de

Gegenstand dieser Arbeit ist die Bewertung der Stoffgruppe der Persistenten Organischen Schadstofte
(POPs). Charakteristisch fiir diese Schadstoffe ist zum einen ihre schlechte Abbaubarkeit in der
Umwelt ("Persistenz"), dadurch sind sie iiber einen langen Zeitraum in der Umwelt vorhanden. Viele
von ihnen sind aufBlerdem bioakkumulativ: sie konnen sich in Organismen oder dem Menschen
anreichern.

Die Geféhrlichkeit und Bedenklichkeit dieser Schadstoffe wird seit Jahren international diskutiert. In
der Diskussion stehen MaBnahmen von einer Reduzierung und Substitution dieser Stoffe bis hin zu
Verboten. Derzeit steht ihr Bewertung auch im Rahmen der Erarbeitung des EU-Weillbuchs zur
Diskussion. Fiir die Evaluierung und Bewertung des Gefahrenpotenzials gibt es mittlerweile
international eine Vielzahl von Bewertungssystemen.

Die Eigenschaften der POPs kdnnen anhand verschiedener Parameter quantifiziert werden. Zu diesen
Parametern zdhlen der Biokonzentrationsfaktor, der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient, die
Halbwertszeit in den verschiedenen Umweltkompartimenten und die biologische Halbwertszeit in
Organismen oder im Menschen, auch "Clearance time" genannt.

In der Untersuchung wurden 26 international verwendete Bewertungssysteme unter den
Gesichtspunkten der jeweils benutzten Kriterien ausgewertet. Beispielhaft wurden die wichtigsten
dieser Bewertungssysteme an drei Substanzen angewendet: an den Perfluoroktansulfonaten (PFOS),
an Tributylzinn (TBT) und an Methyl-tertidr-Butylether (MTBE). In einem weiteren Schritt wird aus
den Erfahrungen bei dieser Anwendung ein Vorschlag fiir ein praxisnahes Bewertungssystem
entwickelt.

Der Ansatz dieses Bewertungssystems ist insofern neu, als die Toxizitdt als Kriterium nicht
herangezogen wird. Die Substanzen werden ausschlieBlich anhand des Bioakkumulationspotenzials
und der Persistenz bewertet. Ihre Toxizitét speziell fiir Sduger oder den Menschen wurde oft noch
nicht nachgewiesen. Die Probleme, die bei der Anwendung der Bewertungssysteme zu Tage treten,
wie beispielsweise eine mangelnde Datenverfiigbarkeit bei bestimmten Parametern, werden insofern
beriicksichtigt, dass jeweils mehrere Kriterien fiir Bioakkumulationspotenzial und Persistenz als
Bewertungsparameter zur Verfligung stehen.

Konkret wurden als Kriterien in diesem Bewertungssystem der Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient (log P,), der Biokonzentrationsfaktor (BCF), die Abbaubarkeit in Wasser
innerhalb von 28 Tagen, die Halbwertszeit in den Kompartimenten Luft, Boden, Wasser und Sediment
und die biologische Halbwertszeit in Organismen verwendet. Dieses Bewertungssystem wird ebenfalls
an den Beispielssubstanzen erprobt. Das erzielte Ergebnis stellt die Praxistauglichkeit des
Bewertungssystems unter Beweis.

Die Brisanz der Bewertung der POPs wird an einem Beispiel - aus dem Bereich der Produktpolitik -
deutlich. Anhand des freiwilligen Ausstiegs der Firma 3M, Scotchgard aus der Produktion der
Perfluoroktansulfonate (PFOS) und den Griinden fiir diesen Ausstieg kann die aktuelle
Problemstellung fiir Firmen verdeutlicht werden.
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Welche Bedeutung haben Platinmetalle aus Autoabgaskatalysatoren fiir die
Umwelt?

S. Zimmermann und B. Sures

Zoologisches Institut I, Okologie-Parasitologie, Geb. 07.01, Universitit Karlsruhe, Kornblumenstr. 13,
76128 Karlsruhe, Germany
Email: sonja.zimmermann@bio.uka.de

Seit Beginn der 80er Jahre werden die Platingruppenelemente (PGE) Platin (Pt), Palladium (Pd) und
Rhodium (Rh) als katalytisch aktive Metalle in Autoabgaskatalysatoren eingesetzt. Beim Fahrbetrieb
werden diese Edelmetalle mit dem Autoabgas emittiert. Der stetig zunehmende Autoverkehr fiihrte
somit in den letzten Jahren zu ansteigenden Edelmetallkontaminationen in verschiedenen
Umweltkompartimenten. In Stuttgarter Stralenstaub wurden z.B. Pt-Werte von bis zu 1 mg/kg
gemessen. Im Vergleich dazu liegt das natiirliche Pt-Vorkommen in der Erdkruste bei etwa
0,005 mg/kg. Uber das StraBenabflusswasser gelangen die Metalle zudem in Gewisser, wo sie sich im
Sediment anreichern. Neben dem Eintrag in die abiotische Umwelt wurden auch bereits erhohte PGE-
Gehalte in der Vegetation z.B. entlang von Autobahnen nachgewiesen. Bislang liegen zur Aufnahme
der PGE durch die Biosphdre jedoch nur wenige Kenntnisse vor, die sich iiberwiegend auf
terrestrische Pflanzen und/oder auf losliche PGE-Species beziehen, wobei bisher das Element Pt im
Vordergrund stand. Eine Ursache fiir diesen Kenntnismangel liegt sicherlich in der aufwendigen
(Ultra-)Spurenanalytik der PGE in biologischen Proben.

Wir haben daher die biologische Verfiigbarkeit der PGE fiir aquatische Tiere untersucht. Die Metalle
wurden dabei als 16sliche Salze oder Partikel gebunden in Form von zerriebenem Katalysatormaterial
oder ,natiirlichem™ Stralenstaub dem Hailterungswasser von Dreikantmuscheln (Dreissena
polymorpha) bzw. Aalen (4Anguilla anguilla) zugesetzt. Nach der Exposition wurden die PGE in den
Gewebeproben nach  Mikrowellen- bzw. Hochdruckaufschluss mittels elektrothermaler
Atomabsorptionsspektrometrie (ET-AAS), adsorptiver Voltammetrie (ACSV) und/oder total
reflektierender Rontgenfluoreszenzanalyse (TXRF) quantifiziert. Die Ergebnisse der Untersuchungen
belegen fiir alle eingesetzten Metall-Species die Aufnahme der PGE durch aquatische Tiere. Bei der
Muschelexposition mit Stralenstaub wies Pd die hochste biologische Verfiigbarkeit der Edelmetalle
auf. Das Anreicherungsvermogen der Muscheln fiir Pd lag sogar im Bereich essentieller
Spurenelemente und war z.B. Sfach hoher verglichen mit Pb oder Sb. Auch die Anreicherung von Pt
und Rh war noch vergleichbar mit der von Fe. Weiterhin zeigen Expositionsversuche mit
huminstoffreichem Moorseewasser als Hilterungswasser, dass die biologische Verfiigbarkeit der
Partikel gebundenen PGE durch Huminstoffe noch erh6ht wird.

Nach dem Nachweis der biologischen Verfiigbarkeit der PGE, stellt sich nun die Frage nach dem
Gefahrdungspotential der Metalle fiir die Umwelt. Um diese Frage zuverldssig beantworten zu
konnen, bedarf es umfangreicher Kenntnisse iiber die biologischen und toxikologischen Effekte der
PGE auf zelluldrer, organismischer und oOkosystemarer Ebene. Daher haben wir begonnen, die
Toxizitdt der PGE im Vergleich zu ,,konventionellen® Schwermetallen in verschiedenen in vitro und
in vivo Studien zu untersuchen. Erste Ergebnisse werden diskutiert.

Da sich die Edelmetalle in verschiedenen Umweltkompartimenten iiber lingere Zeitriume hinweg
enorm anreichern, konnten die PGE in Zukunft fiir Okosysteme durchaus ein Risikofaktor darstellen.

Das Vorhaben wurde im Rahmen des Forderprojektes ,,Lebensgrundlage und ihre Sicherung® (BW-PLUS) am
Forschungszentrum Karlsruhe mit Mitteln des Landes Baden-Wiirttemberg gefordert.
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Session 6: Poster

Okotoxizitit von Mischungen aus Kupfer und hydrophoben ionischen
organischen Schadstoffen

S. M. Kaiser; B. I. Escher

Eidgendssische Anstalt fiir Wasserversorgung, Abwasserreinigung und Gewisserschutz
Korrespondenzautor: Sibylle M. Kaiser, Email: sibylle.kaiser@eawag.ch

Hydrophobe ionische organische Verbindungen sind in der Lage mit Schwermetallen wie z.B. Kupfer
hydrophobe Komplexe zu bilden. Diese konnen bei ausreichender Stabilitdt mittels passiver Diffusion
Zellmembranen durchdringen. Bisher wurde vor allem die durch diesen Mechanismus erhohte
Schwermetallaufnahme und die resultierende Steigerung der Metalltoxizitit betrachtet. Ein moglicher
toxischer Effekt des Komplexes selbst ist dagegen noch wenig erforscht.

Ziel der Studie ist die Abschitzung der Bioverfiigbarkeit und der Toxizitdt von ausgesuchten
Kupferkomplexen. Als hydrophobe Liganden werden anfangs die als Fungizid eingesetzten
Verbindungen Oxin und Diethyldithiocarbamat verwendet. Sie bilden stabile Kupferkomplexe und
werden in Kombination mit Kupfer eingesetzt. Als Negativkontrollen dienen die hydrophilen
Liganden Sulfoxin und EDTA.

Zu Beginn der Studie soll die Aufnahme und Sorption der Kupferkomplexe in Liposomen und
biologische Membranen in Abhéngigkeit von Konzentration, pH und Ligandentyp untersucht werden.
Die erhaltenen FErgebnisse werden in einem zweiten Schritt mit beobachteter in-vitro
Membrantoxizitdt verkniipft und anschliessend mit Ergebnissen aus akuten Toxizitétstests mit
Siisswasseralgen in Beziehung gesetzt. In einem letzten Schritt sollen Schliisse auf das Risikopotential
der untersuchten hydrophoben Kupferkomplexe gezogen werden.

Das Poster ist dazu gedacht, die Projektplanung einer Dissertation zum Thema ,,Wechselwirkungen
von Kupfer und hydrophoben ionischen organischen Verbindungen in biologischen Membranen und
ihre Konsequenzen flir Bioverfiigbarkeit und Toxizitét fiir Algen* vorzustellen.
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Polybromierte Flammschutzmittel — Konzentrationen in Klirschlimmen
und Fischen

B. Kuch, C. Schneider, J. W. Metzger

Institut  fiir Siedlungswasserbau, Wassergiite- und Abfallwirtschaft, Universitdt Stuttgart
Korrespondenzautor: Bertram Kuch, Email: bertram.kuch@iswa.uni-stuttgart.de

Flammschutzmittel wie polybromierte Diphenylether (PBDE) werden in immer gré3eren Mengen in
zahlreichen Produkten eingesetzt. Die Palette reicht von Baumaterialien iiber Elektronikteile bis zu
Textilien. Durch diffuse Auswaschungen, Auslaugung oder Verdunstung werden die Umwelt und
auch der Mensch immer stirker mit diesen Verbindungen belastet. Die bis jetzt durchgefiihrten
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Flammschutzmittel inzwischen eine Klasse von nahezu
allgegenwirtigen Umweltkontaminanten darstellen. Allein ihre Prdsenz in den verschiedensten
Umweltproben wie Sedimenten oder Oberflichengewédssern und in per se nicht flammgeschiitzten
Materialien wie z.B. Hygieneartikeln riickt sie schon in die Ndhe von ubiquitdren Kontaminanten wie
den PCB oder den Phthalaten.

Bei Untersuchungen von baden-wiirttembergischen Klédrschlimmen konnten die polybromierten
Diphenylether in einer mittleren Konzentration von ungefahr 100 pg/(kg Trockensubstanz) bestimmt
werden. Neben der Bestimmung der Substanzkonzentrationen im Klirschlamm sollte untersucht
werden, ob diese Gehalte abhidngig sind von der technischen Ausstattung der Kldranlagen bzw. der
Klarschlammbehandlungsverfahren und ob der Eintrag dieser Verbindungen in den Kldrschlamm von
der Kldranlagengréf3e und damit von den angeschlossenen Einwohnern abhéingt.

Der Austrag der stark sorbierenden Substanzen in die Umwelt erfolgt aber nicht nur durch die
landwirtschaftliche Verwertung von Klarschlimmen, sondern auch {iber den Restpartikelgehalt der
Kldranlagenabldufe. Fische, die in abwasserbelasteten Teichen gehalten werden, weisen erhohte
Konzentrationen der Substanzen auf.
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Wirkung des Herbizids Metazachlor auf aquatische Makrophyten in Flief3-
und Stillgewisser- Mesokosmen

Miiller, Ruth '**; Mohr; Silvia ':Hilt; Sabine *

" Umweltbundesamt, Fachgebiet II 1.5, Versuchsfeld Marienfelde, Schichauweg 58, 12307, Berlin®
Leibnitz — Institut fiir Gewisserokologie und Binnenfischerei, Miiggelseedamm 310, 12587, Berlin
3Freie Universitit Berlin, Institut der Zoologie, Konigin-Louise-Stra3e 1 - 3, 14195, Berlin

Korrespondenzautor : Ruth Miiller, ruthmuller@gmx.de

Das Herbizid Metazachlor wird im Raps-, Soja- und Kohl-Anbau verwendet und gelangt sekundér in
die Gewdsser. Als a-Chloracetamid inhibiert es die Bildung langkettiger Fettsduren (gréBer als C 20),
welche die Stabilitdt der Plasmamembranen gewdhrleisten. Das Umweltbundesamt fiithrt derzeit in
einer Teich- und FlieBgewéssersimulationsanlage Versuche zur Wirkung von Metazachlor auf
verschiedene Organismengruppen durch. Dazu wurden 5 Teichsysteme und 5 FlieBgewéssersysteme
mit 5, 20, 80, 200 und 500 pg/l Metazachlor dotiert. Drei weitere Mesokosmen dienen als Kontrolle.
Fir die aquatischen Makrophyten wurden als Vertreter der Schwimmblattarten die Teichlinse
(Spirodela polyrhiza), fiir die wurzelnden submersen Makrophyten das Ahrige Tausendblatt
(Myriophyllum spicatum) und fiir die wurzellosen submersen Makrophyten das Gemeine Hornblatt
(Ceratophyllum demersum) ausgewihlt. An diesen Arten wurden Untersuchungen zur Beeinflussung
des Wachstums und der Photosynthese durchgefiihrt. Es werden erste Teilergebnisse zur konstatierten
konzentrationsabhingigen Wachstumshemmung (Ladngenwachstum, Biomasse) vorgestellt.
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UV-Schutzmittel — gibt es Hinweise fiir eine 6kotoxikologische Bedenklichkeit?

M. Oetken; Jorg Oehlmann

Institut fiir Zoologie der Johann Wolfgang Goethe-Universitéit Frankfurt am Main, Germany
Korrespondenzautor: Matthias Oetken, Email: oetken@zoology.uni-frankfurt.de

Auf dem Markt werden neben physikalischen Sonnenschutzprodukten (Mikropigmente) insbesondere
chemisch wirkende Lichtschutzmittel mit einem oder mehreren UV-Filtern angeboten. Chemische
Filter dringen in die Haut ein, nehmen dort die energiereiche UV-Strahlung auf und wandeln diese in
Warmestrahlung um. Die chemischen Filter konnen zusdtzlich von Badenden wahrend der
Sommermonate direkt in Seen eingebracht werden. Weiterhin werden UV-Schutzmittel zunehmend
auch in anderen Kosmetika, wie Shampoos und Haarsprays, aber auch in Vollwaschmitteln sowie zur
Textilveredelung eingesetzt. Angesichts eines Produktionsvolumens von knapp 8.000 t in Deutschland
im Jahre 1993 und einem Anteil der UV-Schutzfilter in Sonnenschutzpréparaten von bis zu 10 % ist
mit einem generellen Auftreten dieser Substanzen in Oberflichengewissern zu rechnen. Aufgrund
ihrer meist hohen Lipophilie ist davon auszugehen, dass sich die Substanzen insbesondere an Partikel
anlagern bzw. sich an Sedimente binden.

Ausgehend von Berichten iiber eine Ostrogenartige Wirkung von UV-Filtern in vitro und in vivo
(Schlumpf et al. 2001: EHP 109: 239-244) war es das Ziel der vorliegenden Studie, neben einer
schnellen Erfassung von Effekten mit Hilfe verschiedener Hefestimme, die Toxizitdt von UV-Filtern
auf ausgewihlte Benthosorganismen unter besonderer Beriicksichtigung moglicher endokriner Effekte
zu erfassen. Dazu wurden Experimente mit Chironomus riparius (Insecta), Potamopyrgus
antipodarum (Gastropoda) und Lumbriculus variegatus (Annelida) durchgefiihrt. Als Priifsubstanz
wurde 3-(4'-Methylbenzyliden)-campher (4-MBC) eingesetzt, das in 25 % aller UV-Schutzmittel
verwendet wird. Dariiber hinaus wurden drei weitere UV-Schutzmittel (3-Benzylidencampher (3-BC),
2, 2’4, 4'-Tetrahydroxy-benzophenon (BP-2) und 2, 4-Dihydroxy-benzophenon (BP-1)) getestet,
wobei umweltrelevante Konzentrationen verwendet wurden. In dem Beitrag werden erste Resultate
dieser Studien vorgestellt.
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In vitro-Untersuchungen zur Okotoxikologischen Bewertung der Wirkung
von Carbamazepin auf Fische

Stefan Paitzies, Stefan Scholz, Kristin Schirmer

UFZ-Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle; Department fiir Zelltoxikologie
Korrespondenzautor: Stefan Paitzies, Email: stefan.paitzies@ufz.de

Arzneimittel sind eine toxikologisch sehr gut charakterisierte Klasse von Stoffen. Thre

Wirkung auf Okosysteme, in denen sie als pharmazeutische Reststoffe in den letzten Jahren vermehrt
nachgewiesen wurden, ist jedoch weitgehend ungekldart. Das hier untersuchte Medikament
Carbamazepin wird bei der Therapie von Epilepsie, Trigeminusneuralgie und neuropathischen
Schmerzen angewendet. Carbamazepin ist biologisch nur schwer abbaubar, so dass es im Vergleich zu
anderen pharmazeutischen Reststoffen in relativ hohen Konzentrationen in der Umwelt persistiert. Es
wurde in Kldranlagenabfliissen und FlieBgewédssern in Konzentrationen zwischen 2,1 pg/L und 3,2
ng/L nachgewiesen.

Nach bisherigen Erkenntnissen kann eine potenzielle Gefahr fiir Organismen nicht ausgeschlossen
werden, was weitere Untersuchungen insbesondere auch fiir subletale Wirkungen notwendig macht.
Die durchgefiihrten Toxizitétstests dienten als Basis fiir weitere Untersuchungen iiber die subletale
Wirkung von Carbamazepin auf fremdstoffmetabolisierende Enzyme und die Expression geeigneter
Markergene im Fisch. Dabei wurden Fischembryonen des Zebrabérblings (Danio rerio) und
verschiedene Fischzelllinien (Oncorhynchus mykiss) verwendet. Als Endpunkte dienten Letalitdt und
Entwicklungsanomalien (Embryotest) und die Zellvitalitit (Endpunkt fiir toxische Wirkungen in
Zelllinien). Es wurde beobachtet, dass Carbamazepin erst in sehr hohen Konzentrationen eine toxische
Wirkung zeigte (ECsp: 90 mg/L im Embryotest und 17,5 mg/L bis 19,1 mg/L fiir verschiedene
Fischzelllinien). Um auszuschliefen, dass die schwachen Effekte auf einer geringen Metabolisierung
des Carbamazepins zu Carbamazepin-10,11-epoxid beruhen, werden weitere Versuche mit primiren
Hepatocyten der Regenbogenforelle durchgefiihrt.

Ziel ist, mittels aussagefahiger in vitro-Testsysteme und den Einsatz molekularbiologischer Techniken
zur Reduktion von Tierversuchen beizutragen, und mechanistische Aussagen liber die subletale
Toxizitdt pharmazeutischer Substanzen zu gewinnen.
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Zytotoxizitit der Platingruppenmetalle Platin, Palladium und Rhodium
M. Schmidl, S. Zimmermannl, H.F. Krugz, B. Sures'

1Zoologisches Institut I — Parasitologie/Okologie, Universitit Karlsruhe,

*Institut fiir Toxikologie und Genetik, Forschungszentrum Karlsruhe
Korrespondenzautor: Michael Schmid, Email: MichaelSchmid71@web.de

Seit der Einfiihrung des Drei-Wege-Katalysators werden die Platingruppenelemente (PGE) Platin (Pt),
Palladium (Pd) und Rhodium (Rh) iiber Automobilabgase in die Umwelt emittiert. Die Edelmetalle
werden in den Katalysatoren dazu verwendet, den Ausstol von Kohlenwasserstoffen, Kohlenstoft-
monoxid und Stickoxiden zu verringern. Zusitzlich werden PGE im medizinischen Bereich in der
Chemotherapie (cis-Platin) sowie in Zahnlegierungen eingesetzt und gelangen so iiber das Abwasser
in die Okosphire.

In neueren Studien zeigte sich eine kumulative Aufnahme von PGE durch verschiedene pflanzliche
und tierische Organismen. Auch bei iatrogen belasteten Menschen lassen sich erhohte PGE-
Konzentrationen in verschiedenen Korperfliissigkeiten nachweisen. Da somit entgegen urspriinglicher
Annahmen die PGE biologisch verfiigbar sind, stellt sich nun die Frage nach moglichen toxischen
Effekten.

Um diese zu untersuchen, haben wir zytotoxische Wirkungen der PGE im Vergleich zu verschiedenen
anderen Schwermetallen (Cd, Cr, Ni, Pb, Sb etc.) mit der humanen Lungenepithelzelllinice BEAS-2B
erfalit. Die Zellen wurden mit den geldsten Salzen der Metalle in unterschiedlicher Konzentration
exponiert. Neben der Erfassung von akuter Toxizitdt durch Vitalitdtstests (MTT-Test) wurde auch
oxidativer Stress (Reactive Oxygen Species, ROS-Test) untersucht. Des weiteren wurde die Induktion
von Hitzeschockproteinen (HSP 70) sowie auch Enzymen der Apoptose (Caspase 3, PARP) mittels
Western-Blot-Analyse nachgewiesen.

Dabei ergab sich fiir Rhodium eine vergleichsweise geringe Toxizitdt, wohingegen Platin und
besonders Palladium starke Auswirkungen auf Zellvitalitdt und —stoffwechsel zeigten. Die toxische
Wirkung von Palladium lag im Bereich der durch die Schwermetalle Cadmium und Nickel
hervorgerufenen Effekte. Palladium konnte sich also in Zukunft als das Platingruppenmetall mit dem
grofiten 6kologischen Risikopotential erweisen.

Das Vorhaben wurde im Rahmen des Forderprojektes ,,Lebensgrundlage und ihre Sicherung® (BW-PLUS, BWR
22012) am Forschungszentrum Karlsruhe mit Mitteln des Landes Baden-Wiirttemberg gefordert.
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Synthetische organische Spurenstoffe im Abwasser

C. Schneider, B. Kuch, J. W. Metzger

Institut fiir Siedlungswasserbau, Wassergiite- und Abfallwirtschaft, Universitit Stuttgart
Korrespondenzautor: Carmen Schneider, Email: Carmen.Schneider@iswa.uni-stuttgart.de

In jlingerer Zeit wird vermehrt {iber das Vorkommen organischer Spurenstoffe in
Oberflaichengewidssern und Grundwiéssern berichtet. Der Nachweis dieser Substanzen in
Kléranlagenabldufen identifiziert die kommunale Klaranlage als Haupteintragspfad. Eine
Quellenvermeidungsstrategie kann bei einigen dieser Umweltkontaminanten die einfachste und
vielversprechendste Strategie sein, um ihren Eintrag in die Umwelt zu vermeiden. Bei den meisten
synthetischen organischen Verbindungen (SOV) — darunter fallen z.B. Arzneimittel — ist diese
Strategie nicht anwendbar; eine Einschrinkung des Verbrauchs oder gar ein Verbot ist nicht moglich.
Um ihren Eintrag in die aquatische Umwelt zu verhindern oder zumindest weitestgehend zu
reduzieren, kann nur die end of pipe-Technik ,Klédranlage® optimiert werden. Die technische
Ausstattung und die Prozessfiihrung kommunaler Kliranlagen ist so ausgelegt, dass die
Konzentrationen von Leitparametern wie ,,Stickstoff* und ,,Phosphat*“ wihrend des Klérprozesses
unter einen umweltvertraglichen Schwellenwert gesenkt werden. Die Eliminierungsleistungen von
mehr als 90 % sind fiir diese Leitparameter ausreichend, bei SOV kann dies aber aufgrund ihrer
moglichen Toxizitit und/oder biologischen Wirksamkeit eine bedenkliche Restemission bedeuten. Das
Spektrum der zu eliminierenden SOV umfasst hinsichtlich ihrer chemischen Eigenschaften recht
unterschiedliche Verbindungen. Die individuellen Eigenschaften einzelner Substanzen oder
Substanzgruppen bestimmen ihr Verhalten wihrend des Klirprozesses. Daraus folgt, dass die
Eliminierung einzelner Substanzgruppen in den jeweiligen Reinigungsstufen stark differieren kann.

160



Abstracts — SETAC-GLB-Tagung 2003

Okotoxikologische Bewertung von Rheinsedimenten und Schwebstoffen in
Uberflutungsgebieten, Teil 2: Schadstoffkonzentrationen, sowie mutagene,
genotoxische und endokrine Wirkung.

T. Schulze', B. Kemink’, M. Maier’, D. Maier’, L. Erdinger4, Th. Braunbeck®, H. Hollert* &
K.Terytze'

'Fachbereich Geowissenschaften, Freie Universitit Berlin (tsmail@zedat.fu-berlin.de), ’AG
Aquatische Okologie und Toxikologie, Zoologisches Institut der Universitit Heidelberg, *Stadtwerke
Karlsruhe; *Hygiene-Institut der Universitit Heidelberg

In dieser Teilstudie wurden oberflichenahe und tiefe Bodenproben aus héufig und selten iiberfluteten
Rheinauen im Bereich einer geplanten Hochwasserriickhaltung bei Kastenworth-Méhgdschldgle am
Oberrhein sowie Schwebstoffe des Rheins aus der Stauhaltung Iffezheim hinsichtlich ihrer
Schadstoffgehalte und ihres 6kotoxikologischen Gefiahrdungspotentials analysiert (vgl. auch Posterbeitrag
Garke et al.). Es wurden acetonische Extrakte im Ames-Test mit dem Stamm TA98 auf Mutagenitit, im
Comet-Assay (single cell electrophorese) an RTG-2 Zellen auf Gentoxizitdt und im Dot-Blot-Verfahren an
Hepatocyten-Primérzellkulturen (Islinger et al. 1999, Sci. Total. Environ. 15:109-122) auf endokrine
Wirkung untersucht. Durch vorangegangene Cytotoxizitétstests an RTG-2 Zellen wurde dabei eine
cytotoxische Wirkung ausgeschlossen. Die Analyse der organischen Verbindungen wurde nach Schulze et
al. (2003, UWSF 15: 71-77) durchgefiihrt. Die Bestimmung der Schwermetalle erfolgte nach DIN im
Feststoff.

In den Schwebstoff- und Bodenproben wurden Gehalte von bis zu 3 pg/g EPA-PAH, bis zu 0,2 pg/g TS
Hexachlorbenzol (HCB) und bis zu 30 pg/kg PCBg gefunden. Die Werte von HCB waren in den
Schwebstoffen um das 2- bis 4-fache hoher angereichert als in den Bodenproben. Die PCBs und EPA-PAH
hatten vergleichbare Gehalte. Cu, Ni, Pb und Zn waren in den Bodenproben hoher angereichert, die Gehalte
fiir Hg, Cd, Cr und As lagen im gleichen Bereich. Endokrin wirkende Substanzen wie Nonylphenol,
Bisphenol A, Octylphenol, 17p-Estradiol und 17a-Ethinylestradiol waren nicht nachweisbar.

Es konnte fiir alle untersuchten Proben eine teils hohe Mutagenitdt festgestellt werden. Die
Oberfldchenbodenproben aus dem selten und haufig iiberfluteten Bereich waren deutlich mutagener (bis zu
Induktionsfaktor 3 ohne S9-Supplementierung) zu als die Tiefeprobe (Induktionsfaktor 1,5) aus dem selten
iberfluteten Bereich. Eine Schwebstoffprobe eines ansteigenden Hochwassers wirkte stark mutagen
(Induktion 10, mit S9-Supplentierung). In den Hochwasserschwebstoffen konnten Gehalte an EPA-PAH
von 2 pg/g und von HCB bis zu 0,2 pg/g festgestellt werden.

Auch im Comet-Assay erwiesen sich die acetonischen Extrakte der oberflichennahen Proben aus dem
selten und haufig tiberfluteten Bereich mit Induktionsfaktoren bis zu 16,3 (ohne S9-Supplementierung) als
deutlich stirker genotoxisch als die Tiefenprobe (Induktionsfaktor: 1,4). Mit Induktionsfaktoren bis iiber 5
erwiesen sich die acetonischen Extrakte von Hochwasserschwebstoffen des aufsteigenden Astes als stark
genotoxisch. Auch fiir die Schwebstoffe wihrend normaler Wasserstinde konnten Induktionsfaktoren bis
zu 4 im Comet-Assay mit S9-Mix ermittelt werden.

Im Dot-Blot-Verfahren bewirkten nur einige der untersuchten Proben eine Vitellogenin-mRNA-Induktion
als Biomarker fiir eine endokrine Wirkung. Keine der untersuchten Proben enthielt dstrogen wirksame
Substanzen. Die in den Proben enthaltenen PAH und PCBs lassen darauf schliefen, dass deren teilweise
antistrogene Wirkung die endokrine Aktivitdt maskiert haben konnte.

Die Untersuchungen ergaben komplexe Belastungsmuster hinsichtlich ihres 0Okotoxikologischen
Schadigungspotentials, die nur zu geringem Anteil mit den gemessenen Schadstoffen erkldrt werden
konnen. Die tiefe Bodenprobe aus dem selten iiberfluteten Bereich erwies sich als Okotoxikologisch
unbedenklich. Fine akute Gefidhrdung des Grundwassers kann daher aufgrund der Untersuchung
ausgeschlossen werden. Fiir die meisten Proben aus dem héiufig {iberfluteten Bereich und
Schwebstoffproben konnte ein hohes Schidigungspotential nachgewiesen werden, so dass eine langfristige
Gefdhrdung des Grundwassers mittels Elutionsuntersuchungen in Kombination mit Bioassays und
Bioassay-dirigierter Fraktionierung zur Identifizierung problematischer Substanzen eingesetzt werden
sollte.
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Cytotoxic effects and modulation of MAP-Kinase pathways caused
by tetrabromobisphenol A (TBBPA) in mammalian cells

S. Strack, T.Detzel, H.F. Krug

Forschungszentrum Karlsruhe GmbH, Institut fiir Toxikologie und Genetik, Karlsruhe
Korrespondenzautor: Siegfried Strack, Email: strack@itg.fzk.de

Tetrabromobisphenol A (TBBPA) is one of the most widely used brominated flame-retardants
in the world. Among other brominated organic compounds TBBPA is contained in many technical
flame retardant products, that are used as additive or reactive in polymers for the production of
electrical and electronic equipment, such as computers and television sets. They are also used for a
variety of plastic materials and textiles in vehicles and aircraft’s to prevent fires. TBBPA is applied
particularly as a reactive retardant in polymers, however, it may be released to the environment in case
of an incomplete polymerisation, if it is not covalently bound to the polymer. The estimated annual
world production in 1999 has been 120,000 tonnes. Because of the high persistency of those lipophilic
chemicals and their degradation products, comparable to polychlorinated biphenyls and dioxins,
brominated aromatic compounds can bioaccumulate and are globally traceable in environmental
samples. They could be detected in sediments and soils, marine and fresh water animals, as well as in
the blood serum of computer technicians. The observed elevated concentrations of polybrominated
biphenyls, e.g. in whales and dolphins, indicate the bio-availability of those chemicals. Some
toxicological studies have been published and few give evidence of adverse effects in animals such as
liver disturbances and developmental neurotoxic effects, also competitive interactions with human
transthyretin (in vitro). However, the available toxicological data are still fragmentary, wherefore an
extensive risk assessment is not possible at present. In a recently initiated molecular toxicological
project cell lines representing specific target organs are used to examine acute and subacute cytotoxic
effects, e.g. on proliferation, viability, cell cycle regulation, and apoptotic cell death, as well as the
corresponding modulations of their underlying cellular signalling pathways.

Growth rates of cultured cells (NRK — normal rat kidney, Cal-62 — human thyroidal cells,
A549 — human lung epithelial cells) were reduced in a dose-dependent manner by TBBPA. Viability
is significantly reduced (MTT-assay), when the cells are exposed to increasing concentrations of
TBBPA in the culture medium for 24 h. The ECsy observed in NRK cells was approximately 50 uM
(27mg/l). A comparison of the non-brominated bisphenol A (BPA) with TBBPA clearly demonstrates
that only the brominated compound has such an effect on proliferation and cell viability. Cell cycle
regulation, analysed by flow cytometry, was influenced considerably in Cal-62 cells, showing an
explicit G2/M arrest at TBBPA concentrations higher than 75 uM. The MAPK pathways are
modulated in a cell specific way after treatment with TBBPA. Mainly the activation status of ERK is
influenced in a dose depending manner, to a lesser extend JNK, but not p38. However, ERK is
deactivated in NRK and A549 cells and activated in Cal-62 cells with increasing TBBPA
concentrations. Application of selective inhibitors of MAPK pathways specified the correlation
between phosphorylation cascades and their corresponding cellular responses.
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Bestimmung von Antibiotika in Klaranlagen und Oberflichenwasser

K. Alfoldi; L. Erdinger

Hygiene-Institut der Universitdt Heidelberg
Abt. Hygiene und Med. Mikrobiologie
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. Hans-Giinther Sonntag

Korrespondenzautor: Klaus Alf6ldi, Email: kalfoeld@ix.urz.uni-heidelberg.de

Zur Untersuchung des Verhaltens von Antibiotika in Kldranlagen und Oberflachenwasser, wurde eine
analytische HPLC-Methode zur simultanen Bestimmung von acht Antibiotika aus Wasser- und
Abwasserproben entwickelt und im Labor etabliert. Bei den Antibiotika handelt es sich um in
Deutschland héufig verwendete Human- und Veterindrpharmaka (Vancomycin, Amoxicillin,
Cefuroxim, Ofloxacin, Ciprofloxacin, Doxycyclin, Oxytetracyclin und Chlortetracyclin).

Die wiéssrigen Proben (1 Liter) wurden iiber fiir diese Zwecke optimierte Festphasenkartuschen
aufkonzentriert. Die Wiederfindungen der Wirkstoffe lag im Mittel bei 85 %. Zur Absicherung der
Ergebnisse, wurde jeweils eine Kontrollanalyse durch ein zweites, unabhédngiges analytisches System
durchgefiihrt.

Es wurden insgesamt 90 Proben aufgearbeitet und vermessen (64 Kliranlagen- und 26
Oberflachenwasserproben). Hierbei wurden 23 Klédranlagen unterschiedlicher Ausbaugrofle beprobt.
Antibiotika waren in den Kldranlagen Zu- und Abldufen sowie im Oberflichenwasser nachweisbar.
Die mittlere Konzentration an Ciprofloxacin in den Kldranlagenzuldufen lag bei (94 £ 10) ng/l. In
Kléranlagenabldufen wurde Ciprofloxacin im Mittel mit (47 + 5) ng/l gemessen. Die Eliminierung des
Ciprofloxacins wéhrend der Klarwerkspassage lag somit bei ca. 50 %.

Es konnte ein hochsignifikanter linearer Zusammenhang zwischen dem Einwohnerwert (EW) der
Kliranlagen und der Antibiotikafracht im Kliranlagenzulauf festgestellt werden (r*= 0,90). Fiir den
Kliranlagenablauf ldsst sich ebenfalls eine Korrelation mit dem EW darstellen (r* = 0,77).

Im Oberflichenwasser konnten drei der acht Wirkstoffe bestimmt werden (Ofloxacin (5 £ 1) ng/l,
Ciprofloxacin (4 £ 0,4) ng/l und Oxytetracyclin (322 + 23) ng/l). Die Konzentrationen der Antibiotika
aus der Gruppe der Chinolone lagen eine GréBenordnung niedriger als in den Kldranlagenablaufen.
Dies stimmt gut mit dem theoretischen Verdiinnungsfaktor von 10 fiir deutsche FlieBgewésser {iberein.
Im Gegensatz hierzu ist die Konzentration von Oxytetracyclin im Oberfldchengewiésser etwas hoher
(322 £ 23) ng/l als im Kldranlagenablauf (215 + 15) ng/l. Dies kann damit erklart werden, dass
Oxytetracyclin in der Veterindrmedizin eingesetzt wird und iiber die Austragung von Giille auf
landwirtschaftlich genutzte Flichen in die Oberflichengewisser gelangen kann.
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Dioxin-like activity in an industrial sludge containing explosives and
pharmaceutical residues

L. Gustavssonl, H. Olsmanl, N. Kleez, H. Hollert* and M. Engwall1

'Orebro University, Sweden, Department of Natural Sciences, *University of Heidelberg, Department
of Zoology

Correspondence to: Lillemor.Gustavsson@nat.oru.se

Sweden has many wastewater treatment plants, depositing produced sludge at deposition areas. From
the year of 2005, it will be forbidden to deposit any organic waste. That demands development of new
methods or enlargement of established techniques like aerobic and anaerobic digestion. This study
examines the sludge produced in the wastewater treatment plant at an industrial area producing
pharmaceutical substances, chemical intermediates and explosives in Sweden. The wastewater
contains large amounts of nitro and- amino-substituted compounds, which are cytotoxic, mutagenic
and carcinogenic. During treatment in the wastewater plant some of the aromatic compounds can form
dimers which, in theory, could act as Ah-receptor agonist. Many of the compounds are recalcitrant and
end up in the sludge. In this study the sludge has been treated in one aerobic composting reactor and
two anaerobic digestion reactors

The aim of this study was to follow degradation and transformation of nitro-substituted compounds
and dioxin-like activity before and during treatment in the reactors.

Two bioassays has been used to investigate dioxin-like activity; measurement of EROD (7-
ethoxyresorufin-o-deethylase) with RTL-W1 cells and DR- CALUX (Dioxin Responsive —
Chemically Activated LUciferas eXpression) assay with transfected H4IIE pGudluc hepatoma cells.

The result shows that the sludge contained compounds which can act as ligands to the Ah- receptor.
There were small differences in TEQ levels before and after treatment with aerobic or anaerobic
digestion in DR-CALUX assay. The result of the RTL-W1 assay showed a similar pattern but
demonstrated a significantly higher TEQ values. It was also demonstrated that the compounds were
very volatile and diffused rapidly from the test wells which demanded sealing of the test plates. Before
sealing, no dose-response could be obtained which was possible after sealing.
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Toxicity and genotoxicity in industrial sludge containing explosives and
pharmaceutical residues

N. Kleel, L. Gustavssonz, Th. Kosmehll, S. Keiter', L. Erdinger3, M. Engwallz, Th.
Braunbeck! & H. Hollertl,

'Dept. of Zoology, University of Heidelberg, *Man-Technology-Environment Research Centre
(MTM), Dept. of Science, Orebro University, Sweden, *Dept. of Hygiene, University of Heidelberg

Corresponding author: Henner.Hollert@urz.uni-heidelberg.de

Sweden has many wastewater treatment plants. They produce sludge which is deposited at special
dumping areas. From the year 2005, however, deposition of any untreated organic waste will be
banned in Sweden. Thus, there is a need for the development of new methods or refinement of
established techniques for sludge management.

This study is a part of a project entitled “Reduction of industrial sludge volume, transformation and
toxicity of nitro-aromatic compounds in three different sludge treatment methods™ (c.f. poster by L.
Gustavsson et al. 2003, this meeting). The aim of the project is to describe established methods for
sludge treatment, degradation pathways during different oxygen regimes and toxicity of recalcitrant
nitro-substituted compounds (original and degradation products). Within this project, sewage sludge
from a wastewater treatment plant in Sweden receiving wastewater from industries manufacturing
pharmaceutical substances, chemical intermediates and explosives was treated with different methods.
Among other methods, two anaerobic bioreactors (for anaerobic digestion) and one aerobic bioreactor
(for composting) were used to treat the sewage sludge. The reactors were inoculated with activated
sludge containing micro-organisms which adapt to the nitro-aromatic substances and transform them.
The investigated sewage sludge is well characterized by respect to high concentrations of nitro-
aromatic and amino-aromatic compounds.

In this study, extracts from untreated sewage sludge and sludge treated in bio-reactors were
investigated using the acute cytotoxicity test with RTL-W1 cells, the comet assay with RTL-W1 cells,
the early-life-stage test with zebrafish (Danio rerio) and the Ames test with the Salmonella
typhimurium strains TA98, TA100 and TA98NR. The purpose of this particular study was to compare
the cytotoxic, embryotoxic and genotoxic potentials of the samples in order to elucidate if the
treatment methods were suitable to reduce toxicity of the sludge. Results document that in most cases
the cytotoxicity was increased by the treatment in different reactors. However, a decrease in
cytotoxicity could be observed in some cases. In the comet assay with RTL-W1 cells, three out of
eight investigated samples revealed a significant genotoxic potential. With the Salmonella
typhimurium strain TA98 (with and without S9 mix), a clear-cut decrease in the mutagenic potential of
the anaerobic treated samples could be observed when compared to the untreated sample. In contrast,
the aerobic treatment did not induce such a strong decrease in the mutagenic potential. The early life-
stage test with Danio rerio showed a clear effect for one of the samples investigated.

In conclusion, a significant ecotoxicological damage potential of the wastewater sludge extracts could
be demonstrated. In order to evaluate the bioavailable fraction of lipophilic particle-bound substances
in the industrial sewage sludge, a modified zebrafish embryo test will be used in the future (Hollert et
al. 2003, JSS, 197-207).
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Polybromierte Flammschutzmittel im Fischeitest

Nadja Seitz, Thomas Braunbeck

Institut fiir Zoologie der Universitit Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 230, 69120 Heidelberg
Korrespondenzautor: Thomas Braunbeck, braunbeck@urz.uni-heidelberg.de

Polybromierte organische Verbindungen sind meist anthropogenen Ursprungs; sie werden v.a. als
Flammschutzmittel eingesetzt. Es handelt sich um persistente, lipophile Substanzen mit einer starken
Tendenz zur Bioakkumulation und Biomagnifikation und einer hohen Affinitdt zu Partikeln. Sie
werden in Klarschlimmen und Sedimenten sowie als Riickstinde in Fischen und Siugern
nachgewiesen. Ihre Konzentration ist in den letzten Jahren stark angestiegen.

In der vorliegenden Studie wurden zwei hédufig verwendete polybromierte Flammschutzmittel
hinsichtlich ihrer embryotoxischen Wirkung auf die Eier des Zebrabérblings Danio rerio:
Tetrabrombisphenol A (TBBPA) und Hexabromcyclodecan (HBCD). Der Early Life-Stage-Test
(Fischembryotest) nach McKim (1977, J. Fish. Res. Bd. Can: 1148 — 1154) zeigt im Gegensatz zum
normalen ,,Fischtest” nicht nur den LCsp-Wert und teratogene Wirkungen, sondern testet auBler den
Auswirkungen auf den Gesamtorganismus auch Effekte auf seine Organogenese und identifiziert so
eine moglicherweise differenzierte Empfindlichkeit der Jungtiere fiir toxische Substanzen.

Der Versuch wurde in Anlehnung an die neue DIN 38415-T6 fiir den Fischeitest durchgefiihrt.
TBBPA (Losungsmittel Methanol) wurde in 2zwei unabhingigen Testreihen in einem
Konzentrationsbereich von 0,8 — 25 mg/L getestet, HBCD (Ldsungsmittel Aceton) analog in
Konzentrationen von 0,2 — 25 mg/L. Die Toxizitit der Losungsmittel wurde separat gepriift (keine
Mortalitét bis 0,5 % Methanol bzw. Aceton). Als Positivkontrolle dienten 3,7 mg/L 3,5-Dichloranilin,
als Negativkontrolle und zur Verdiinnung Kunstwasser (ISO 7346/39). Die Eier wurden einzeln in 24-
Well-Platten tiber 24, 48, 72, 96 und 144 Stunden inkubiert. Nach der DIN-Norm gilt ein Embryo nach
48 h als tot, wenn er koaguliert ist oder keinen Herzschlag aufweist. Im vorliegenden Versuch wurden
die Mortalitétskriterien sowie der Beobachtungszeitraum erweitert, um detailliertere Informationen
tiber die Toxizitdt der Substanzen zu erhalten. Als entscheidend fiir die Mortalitidt nach dem 1. Tag
erwies sich das Nicht-Ablosen des Schwanzes vom Dotter, ab dem 2. Tag das Fehlen eines intakten
Herzschlags und/oder Blutkreislaufs.

TBBPA =zeigte konzentrations- und zeitabhéngig ab 0,8 mg/L toxische Effekte. Bei geringeren
Konzentrationen und in den ersten Tagen liberwogen Entwicklungsverzdgerungen (Verspdtung von
Schwanz-Abldsung, Dotter-Riickbildung und Schlupf), Missbildungen, Odeme und mangelnde
Bewegungsfihigkeit. Bei hoheren Konzentrationen kam es zum Ausfall von Blutkreislauf und/oder
Herzschlag. Bei Ausfall des Blutkreislaufs in den ersten Embryonaltagen fiel spéter auch der
Herzschlag aus, und der grofite Teil der zundchst leicht missgebildeten oder zuriickgebliebenen Tiere
war nicht dauerhaft lebensfihig. Dies zeigt, dass es sinnvoll sein kann, entweder die von der DIN
vorgesehene Expositionszeit (48 h) {iber den Zeitpunkt des Schlupfs auszudehnen (Tierversuch!) oder
schon leichtere Fehlentwicklungen wie den Ausfall des Blutkreislaufs (anstatt des Herzschlags) in den
ersten Tagen als mortalititsdquivalentes Kriterium zu wihlen. In diesem Fall ergeben sich geringere
Unterschiede in der Mortalitét zwischen den ersten und letzten Beobachtungstagen.

HBCD erwies sich im Test weit weniger toxisch als TBBPA. Leichte Effekte zeigten sich erst ab einer
Konzentration von 15 mg/L. Bei hoheren Konzentrationen wiren toxische Auswirkungen des
Losungsmittels Aceton zu befiirchten gewesen. Generell zeigten aber beide Flammschutzmittel
Effekte, die bei TBBPA denen dhnelten, die Hornung et al. (1996, Toxicol. Appl. Pharmacol. 140: 227
—234) in embryotoxikologischen Untersuchungen mit der Regenbogenforelle fand.
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Rebschutz in Problemlagen — Stammapplikation als umweltschonende
Alternative

A. Dﬁkerl, R. Kubiak'

'SLFA Neustadt, FB Okologie, Am Breitenweg 71, 67435 Neustadt,
Korrespondenzautor: Andreas Diiker, E-mail: adueker.slfa-nw@agrarinfo.rlp.de

Gerade in Problemlagen (Gewdsserndhe, Ortsrandlage) wiirde die direkte Stammapplikation von
Pflanzenschutzmitteln in das Rebenxylem eine 0kologisch sinnvolle Methode des Pflanzenschutzes
darstellen. Die applizierten Agrarchemikalien gelangen hierbei direkt, ohne in die Umwelt zu
gelangen, iber den Stamm in die Blatter der Rebe. Weiterhin wiirde ein vernetztes Stammapplikation
ungeahnte arbeitstechnische Vorteile in den Steillagen des Deutschen Weinbaus bieten. Aulerdem
konnte aufgrund der gezielten Applikation ins Xylem eine Erniedrigung des Pflanzenschutz-
mittelbedarfs resultieren.

Um dieses System Okonomisch nutzen zu konnen, ist es jedoch erforderlich, dass zunidchst die
langjéhrige Stabilitit eines einmalig installierten Zugangs zum Xylem, so wie die ausreichende
Verteilung der stammapplizierten Substanzen in die Ziclorgane gewihrleistet werden kann.

Die erfolgreiche Steigerung der Langfristigkeit eingesetzter Applikationssysteme erfolgte durch das
Auffinden eines geeigneten Montagezeitpunkts im unbelaubten Zustand der Reben. Hierdurch konnte
die in fritheren Versuchen hochst standzeitbegrenzende Thyllenbildung verhindert werden, wodurch
die Laufzeiten der eingesetzten Systeme von ehemals maximal einen Monat auf mindestens eine
gesamte Vegetationsperiode verldngert wurden.

In einer vom BMBF geforderten Kooperation mit Maschinenbauern sollen weiterhin Ursachen mit
standzeitbegrenzenden Auswirkungen behoben werden, um die Mehrjéhrigkeit solcher
Applikationssysteme zu realisieren.

Aussagen iiber die Aufnahme und Verteilung stammapplizierter Substanzen lieBen sich mit Hilfe von
"C-markierten Wirkstoffen erortern.
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Optimierung der Abwasserbehandlung durch bepflanzte Bodenfilter
— eine Methode zur nachhaltigen Sicherung von Bewisserungswasser in
Entwicklungslindern

M. Dijrrl; C. Jung?, S. Stl'iberl, H. Hollertz, Th. Braunbeckz, G. Daeschlein3, R. Ml'iller4, 0.
Bederski* und M. Borneff-Lipp'

"Institut fiir Hygiene der Universitit Halle-Wittenberg, Halle, * Institut fiir Zoologie der Universitit
Heidelberg, Heidelberg, * Institut fir Hygiene und Umweltmedizin der Universitit Greifswald,
Greifswald, * Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Leipzig

Korrespondenzautor: Matthias Diirr, Email: matthias.duerr@medizin.uni-halle.de

Das Projekt ist ein Technologietransfer-Verbundvorhaben zwischen Deutschland und Mexiko. Ziel ist
die Entwicklung wirksamer und kostengiinstiger Verfahren zur Reinigung kommunaler Abwésser von
Industrie- und Entwicklungslandern.

Pflanzenkldranlagen bzw. bewachsene Bodenfilter dienen seit ldangerem zur biologischen Behandlung

(Reinigung) von Abwissern. Bisher wurden diese Anlagen meist in Hinsicht auf die

Reinigungsleistung von Nitrit/Nitrat, Phosphat oder anderer Stoffe die zur Eutrophierung fiihren,

optimiert.

In diesem Verbundvorhaben steht nun die Optimierung der Pflanzenkldranlagen hinsichtlich der

Keimreduktion von Krankheitserregern im Vordergrund. Die spétere Nutzungsmoglichkeit des

aufbereiteten Abwassers wird im Bewisserungsfeldbau gesehen. Neben den hygienisch-

mikrobiologischen Untersuchungen werden auch 6ko-toxikologische Untersuchungen durchgefiihrt.

Die Untersuchungsparameter im einzelnen sind:

1. Indikatorparameter: Koloniezahl (KBE), Coliforme Bakterien, Escherichia coli, Enterokokken,

Clostridien.
2. Pathogene und fakultativ pathogene Erreger: Salmonellen, Cryptosporidien, Giardien, Lamblien-
Cysten, Amoeben-Cysten, Wurmeier.

3. Okotoxikologische Bioassays: Genotoxische Substanzen, Phytotoxische Substanzen, Endokrin

wirksame Substanzen.

Das Projekt gliedert sich in zwei Phasen:

Ziel der ersten Phase war die Ermittlung der optimalen Einstellungen der Anlagen. In einer zweiten

Phase wurden diese als optimal erkannten technischen Einstellungen {iber mehrer Monate konstant

gehalten. Die Daten dieses ,,Dauerversuches™ dienen dazu, jahreszeitliche und witterungsbedingte

Einfliisse auf die Klarleistungen zu erfassen.

Hinsichtlich der bisher durchgefiihrten hygienisch-mikrobiologischen Untersuchungen kénnen zum

jetzigen Zeitpunkt folgende Aussagen getroffen werden:

a) Der Vergleich von Vertikalfiltern mit grobkdrnigem Bldhton oder feinkdrnigem Sand mit
Horizontalfiltern mit grobkérnigem Bldhton oder feinkdrnigem Sand, fithrte zu einer Rangreihung
bei der Keimelimination der Indikatororganismen:

Vertikal, Sand > Horizontal, Sand = Horizontal, Bldhton > Vertikal, Bldhton

b) Die Bepflanzung und Nicht-Bepflanzung der Anlagen zeigte einen deutlich geringeren Einfluf} auf
die Keimelimination der Indikatororganismen als die Wahl des Filtersubstrates.

¢) Die Variation der hydraulischen Flidchenbelastung zwischen 40 mm/d und 80 mm/d fiihrte, mit
Ausnahme einer Anlage, zu keiner Verdnderung der Keimkonzentration in den Abldufen der Beete.
(Hydraulische Flichenbelastung: mm/d = L/m*d)

d) Ein unterschiedlicher Probenahmemodus in Form von einer direkten Abnahme aus dem
Abflussrohr heraus (Tropfprobe) und einer Probenahme in Form einer Schopfprobe aus einem
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kontinuierlich durchflossenen Auffangbecken (Schachtprobe), hatte keine unterschiedlichen
Keimkonzentrationen im Abwasser zur Folge. Eine Aufkeimung in einem Reservoir mit einem
Auffangvolumen, das einem gesamten Versuchstag entspricht, konnte somit nicht nachgewiesen
werden.
e) Ein jahreszeitlicher EinfluB auf die Leistung der Anlagen konnte wéihrend der bisherigen
Versuchsabschnitte nicht eindeutig festgestellt werden.
Die Ergebnisse sollen abschlieBend zu einer Auswertung im Hinblick auf die Reinigungsleistung von
Pflanzenkldranlagen, abhéngig von der Standortsituation und damit verbundenen unterschiedlichen
Klimabedingungen (Deutschland und Mexiko) fithren. Auf dieser Basis sollen seuchenhygienische
Empfehlungen im Zusammenhang mit den jeweiligen Standortbedingungen fiir den Alltagsbetrieb
gegeben werden.
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Okosysteme und Okotoxikologie: was ist wirklich wichtig?
J. Filser'; E. Hassold'; T. Juffernholz'; K. Mélter'; M. Schaefer'

" Abt. Allgemeine und Theoretische Okologie, Zentrum fiir Umweltforschung und Umwelttechnologie
(UFT), Universitit Bremen
Korrespondenzautor: Juliane Filser, Email: filser@uni-bremen.de

Ziel okotoxikologischer Forschung ist es, Wirkungen von Chemikalien auf die Umwelt prospektiv
abzuschitzen. Aus pragmatischen Griinden, vor allem jedoch, um die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu gewdhrleisten, sind dkotoxikologische Tests extrem simplifiziert und haben wenig mit
realen Umweltbedingungen zu tun. Ebenso sind die Testparameter auf sehr wenige, leicht zu
erfassende Groflen beschrankt.

Die Endpunkte der am meisten verwendeten Okotoxikologischen Tests sind Mortalitit und
Reproduktion sowie Mutagenitdt. Diese sind geeignet, um unmittelbare negative Effekte eines
potentiellen Schadstoffs auf Populationen abzuschitzen. Derartige Effekte werden jedoch nur von sehr
toxischen Substanzen ausgelost, die aus diesem Grund bei neuen Chemikalien ohnehin nur die
Zielpopulationen - z.B. Pflanzenschidlinge - sehr spezifisch betreffen sollten. Wirkungen auf
Nichtzielpopulationen sind damit nicht ausgeschlossen, finden jedoch zumeist auf physiologischer
Ebene statt. Derartig verursachter Stress wird vor allen Dingen mit Tests untersucht, die Verhalten
oder biochemische Parameter, z.B. Enzymaktivititen, als Endpunkte haben. Unterstiitzt durch
Beispiele aus aktuellen Arbeiten plddieren wir dafiir, derartige Tests verstirkt einzusetzen, da sie
ernsthafte, in den meisten Standardtests nicht beachtete, okosystemare Konsequenzen abschétzen
helfen konnen.

Durch Schadstoffe ausgeloste biochemische Reaktionen, z.B. eine erhohte Aktivitdit von
Reparaturproteinen, sind stets mit zuséitzlichen Kosten verbunden: der Energiebedarf des betroffenen
Okosystems steigt. Wenn dies nicht in einem geringeren Wachstum (ein in Standardtests nur
ausnahmsweise beriicksichtigter Parameter - zumeist sind Individuenzahlen die Messgrofie) oder
reduzierter Reproduktion resultieren soll, muss die Nahrstoffversorgung des Systems erhoht werden.
Verhaltensreaktionen auf Schadstoffe sind hdufig erhohte (Zusatzkosten!) oder verminderte Aktivitit
(geringere Leistung!), oder aber Vermeidung bzw. Emigration, in einigen Fillen auch Attraktion.
Damit sind die betroffenen Populationen reduziert (erhoht), ihre Leistungen i.d.R. entsprechend
verdndert. Hierbei sind dichteabhingige Effekte zu beriicksichtigen: in gut funktionierenden
Interaktionskomplexen sind die Populationsdichten optimiert, sowohl eine Zu- wie auch eine
Abwanderung haben in der Regel negative Effekte auf die Gesamtleistung des Systems.

Entscheidend ist, dass in unterschiedlichen Okosystemen auch unterschiedliche Schliisselprozesse
ablaufen, die wiederum von unterschiedlichen Akteuren ("Keystone Organisms") maligeblich
gesteuert werden. Hier setzt ein hauptsichlicher Kritikpunkt an der aktuellen Skotoxikologischen
Praxis an: Die mogliche Wirkung eines Schadstoffs kann nicht mit einem Standardset an Tests adédquat
fiir die verschiedensten Okosysteme abgeschitzt werden.

Wir fordern daher, dass neue Chemikalien expositionsspezifisch getestet werden miissen. Ausgehend
von realistischen Expositionsszenarien (z.B. fiir Schiffsanstriche, Anbaufrucht- und Klimaregion-
spezifische Pflanzenschutzmittel) sollte aus einer bestehenden "Batterie" aus Standardtests eine
geeignete Kombination ausgewéhlt werden und Grundlage der Zulassung sein. Im Vorfeld der
okotoxikologischen Tests kann auf Grund physikalisch-chemischer Parameter und Struktur-
Wirkungsbeziehungen der Chemikalien eine theoretische Abschitzung der mdglichen Wirkungen
vorgenommen und so die Batterie noch spezifischer zusammengestellt werden. Grundsétzlich sollte
der Modellierung ein groflerer Raum zugestanden werden als dies bislang der Fall war.

Ein weiteres in diesem Zusammenhang bedeutendes Problemfeld sind Kombinationswirkungen mit
anderen in der betroffenen Umwelt vorhandenen (Schad-)Stoffen. Auch hier sollten gezielte
Voruntersuchungen durchgefiihrt werden, z.B. im Hinblick auf mogliche Interaktionen der neuen
Chemikalie mit Cadmium oder Mineraldiingern auf landwirtschaftlich genutzten Boden.

SchlieBlich hat die Forschung der letzten Jahrzehnte gezeigt, dass die Okotoxikologie immer wieder
mit unvorhersehbaren Effekten - Beispiel: endokrine Wirkungen - konfrontiert wird. Um diesen
moglichst frithzeitig begegnen zu kdnnen, ist eine solide, theoretisch fokussierte und nicht Schadstoff-
spezifische Grundlagenforschung unabdingbare Voraussetzung.
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Sollten zukiinftige Schiden an der Umwelt diskontiert werden?

S. Hellweg und K. Hungerbiihler

Institut fiir Chemie- und Bioingenieurwesen, Gruppe fiir Sicherheits- und Umwelttechnologie
Korrespondenzautor: Stefanie Hellweg, Email: hellweg@tech.chem.ethz.ch

Viele Entscheidungen im Umweltbereich verlangen ein Abwégen zwischen heutigen und zukiinftigen
Umweltschédden. Dies ist beispielsweise bei der thermischen Entsorgung von Siedlungsabfall der Fall,
da bei der Verbrennung unmittelbar Luftemissionen entstehen, wihrend die nachgelagerten
Schlackendeponien {iiber lange Zeit Schwermetalle in die Umwelt emittieren. Wie diese
Langzeitemissionen und die resultierenden zukiinftigen Schidden an der Umwelt bewertet werden,
héngt unter anderem vom Risikobewusstsein des Entscheidungstragers ab. Um die Gewichtungsfrage
zwischen zukiinftigen und heutigen Umweltschdden besser beantworten zu konnen, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Griinde fiir eine Diskontierung in der Oekonomie und deren Anwendbarkeit
auf okologische Problemstellungen analysiert. In den Wirtschaftswissenschaften werden in der Regel
vier Motivationen fiir eine Diskontierung genannt: Unsicherheiten, pure Zeitpraferenz, Produktivitat
des Kapitals sowie Verdnderungen im Preisniveau (letzteres nur bei der nominellen Diskontrate).
Unsicherheiten konnen sowohl eine Begriindung fiir positive wie auch fiir negative Diskontraten sein.
Ein Beispiel sind Unsicherheiten {liber die Entwicklung der Bevolkerungszahl und somit iiber die Zahl
der geschidigten Personen. Die Erwartungen {iber zukiinftige Entwicklungen und das
Risikobewusstsein des Entscheidungstrigers bestimmen die Hohe und Variabilitit der durch
Unsicherheiten begriindeten Diskontrate. Eine Diskontierung aufgrund von purer Zeitpréferenz ist bei
intergenerationellen Schiaden ethisch fragwiirdig. Hingegen kann eine Diskontierung aufgrund der
Produktivitit des Kapitals unter Umstidnden gerechtfertigt sein. Diese Art der Diskontierung bedingt,
dass eine Verbindung von monetiren Grossen und Umweltschdden akzeptiert wird und dass davon
ausgegangen wird, dass zukiinftige Generationen finanzielle Kompensationen fiir Umweltschiden
akzeptieren und dass diese Kompensationszahlungen geleistet werden. Die entsprechende Diskontrate
wiirde proportional zum Wirtschaftswachstum sein. Ob diese Art der Diskontierung akzeptiert wird
und wie die Erwartungen beziiglich des Wirtschaftswachstums ausfallen, hidngt von den
Wertehaltungen des Entscheidungstragers ab. In einem Fallbeispiel wird der FEinfluss der
Diskontierung auf die Bewertung langfristiger dkotoxischer Auswirkungen einer Schlackendeponie
illustiert. Es werden verschiedene Diskontraten angewendet, die unterschiedlichen Werthaltungen und
Risikoempfindungen entsprechen. Es wird gezeigt, dass selbst kleine Diskontraten von unter 1% die
Bewertung des Schadens erheblich verringern. Im Gegensatz hierzu werden die 6kologischen
Auswirkunge durch negative Diskontraten extrem hoch bewertet.

Themenblock: Risikobewusstsein und Umwelt6konomie
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Der Wert von Feuchtgebieten aus Perspektive der Umweltokonomik

Dipl. LaOk Friderike Hofmeister'

'Interdisziplinires Institut fir Umweltokonomie,
Korrespondenzautorin: Friderike Hofmeister, Email: hofmeister@eco.uni-heidelberg.de

Feuchtgebiete zihlen zu den wichtigsten Okosystemen der Erde, aber auch zu den bedrohtesten
natiirlichen Ressourcen. Im Verlauf des 20. Jahrhunderts nahm sowohl die Flache von Feuchtgebieten
als auch ihre Qualitdt (beziiglich Artenvielfalt etc.) stark ab. Viele von Wasser beeinflusste Flidchen,
v.a. in Flussauen, wurden entwéssert, um sie fiir Siedlungen, Industrie oder wegen der fruchtbaren
Boden fiir intensive Landwirtschaft nutzbar zu machen. Daneben sind Feuchtgebiete vor allem auf
Grund ihre Eigenschaften als ,,offene Systeme* stark bedroht. Sie werden auch durch Aktivititen
beeinflusst, die in groBer Entfernung, aber noch im Wassereinzugsgebiet ausgeiibt werden.

Doch auch in ihrem natiirlichen Zustand stellen Flichen mit Feuchtgebieten wertvolle 6konomische
Ressourcen dar, so dass eine Umwandlung oder Degradation dieses Naturkapitals oft nicht zu einer
echten Steigerung der gesellschaftlichen Wohlfahrt fiihrt. Thre Bedeutung fiir den Artenschutz ist
schon mehrere Jahrzehnte bekannt, andere wichtige Eigenschaften wurden erst in jiingerer Zeit
deutlich.

Feuchtgebiete funktionieren als “Nieren der Landschaft®, weil sie vor allem stromabwirts Empfanger
von Wasser und Abfallstoffen aus natiirlichen und menschlichen Quellen sind und als Senken fiir
verschiedene Stoffe dienen. Sie stabilisieren aber auch den Landschaftswasserhaushalt und mildern
Trockenheiten und Fluten. Ineffizienz in der Nutzung von Feuchtgebieten kann auf die vielféltigen
Nutzungsinteressen zuriickgefiihrt werden, wobei die Ineffizienz nicht aus dem Konflikt zwischen
diesen Interessen selbst, sondern vielmehr aus der Tatsache resultiert, dass bei Entscheidungen iiber
den Umgang mit Fldchen nicht alle Nutzen angemessen beriicksichtigt werden. Insbesondere gilt dies
fiir ,natiirliche” Dienstleistungen, vor allem Grundwasserneubildung und Unterhaltung der
Nahrungsnetze, aber auch fiir Dienstleistungen, die direkt von Menschen genutzt werden konnen, wie
z.B. Erholung oder Jagd.

Fiir zwei aktuelle Umweltprobleme — a) die Eutrophierung von Land- und Gewésserdkosystemen und
b) Hochwasser — stellen Feuchtgebiete eine mogliche Antwort dar: Sie konnen als Retentionsraume
Wasser in der Landschaft zuriickhalten und so die Auswirkungen von Hochwasser mildern, und sie
dienen als Senke fiir Nahrstoffe aus diffusen Quellen (v.a. Landwirtschaft und Viehhaltung), die heute
am schwierigsten handhabbar sind (im Vergleich zu punktformigen Quellen (v.a. Siedlungen und
Industrieanlagen), welche durch die weit entwickelte Kldranlagentechnik heute nur noch ein geringes
Problem darstellen).

Bei einem Blick in die Realitit zeigt sich, dass Empfehlungen zur Ausweisung von
Uberschwemmungsgebieten im Wasserhaushaltsgesetz und im Baugesetzbuch nicht umgesetzt
werden, Maflnahmen zur Renaturierung von Flussldufen auf Widerstinde und nur geringe Akzeptanz
stof3en.

Als Ursache fiir die ineffiziente Nutzung von Feuchtgebietsflichen kann die Tatsache angesehen
werden, dass einige der Dienstleistungen solcher Okosysteme den Charakter von dffentlichen Giitern
besitzen. Dies wird im Vortrag diskutiert, die verschiedenen Nutzungsformen werden einander
gegeniibergestellt und hinsichtlich ihrer Nutzen fiir Privatpersonen bzw. die Allgemeinheit gepriift.
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Valuation of Ecosystem Services — an Integrated Dynamic Approach
R. Winkler'

'Interdisziplinires Institut fir Umweltokonomie, Universitit Heidelberg,
Email: winkler@uni-hd.de

Ecosystems provide services, which contribute to the satisfaction of human needs directly in the form
of food provision, raw materials, etc., and indirectly as they deliver irreplaceable life support functions
on which human life as a whole rests. In general, ecosystem services are the product of a complex
interrelationship between the different species and inanimate nature, which is still subject to
ecological research. The increasing dispersion of the human race over the earth’s surface, and the
increasing use of renewable and non-renewable resources for economic production, endangers the
survival of many species that might be crucial for the ecosystem functioning, and hence the future
provision of (vital) ecosystem services.

Hence, ecosystem services exhibit the two characteristic properties of economic commodities: (i) Their
consumption increases human utility and (ii) they are scarce as both the natural resources and the
funds to preserve them are limited. To treat the trade-off between the economic use of natural
resources and further provision of ecosystem services, a valuation of these services is inevitable.

There are two distinct approaches to deal with the problem of ecosystem valuation. Among
economists, the first approach, called economic valuation method, prevails. It focuses on the exchange
value of ecosystem services, which is the trading ratio for these services. Several economic valuation
methods have been established to derive the exchange values when market valuations do not capture
adequately the social value. Their common characteristic is that they are finally based on consumer
preferences, and do not adequately take account of the internal structure of ecosystems. Hence, they
neglect the ecological interdependencies of different ecosystem services.

The second approach, called ecological valuation method, models the complex interrelationship
between the different species and the inanimate nature within the ecosystem, and is mainly advocated
by natural scientists and ecologists. These ecological prices for the ecosystem services are derived by
a cost-of-production-approach. The common characteristic of the ecological valuation methods is the
neglecting of consumer preferences. Furthermore, in order to derive ecological prices within linear
production and general equilibrium models, an objective function has to be defined which is a priori
difficult to justify on theoretical grounds.

As the existing methods for the valuation of ecosystem services emphasise either the economic system
(economic valuation method) or the ecosystem (ecological valuation method), the main objective of
this paper is to provide the theoretical foundations for a new method of valuation of ecosystem
services, which deals simultaneously with the economic system and the ecosystem in an equally
detailed and balanced way.

Therefore, the outline for an integrated analytical model will be derived which covers, on the one
hand, the production related dependencies of ecosystem services provided by complex ecosystems,
and on the other hand, differentiates between the ecosystem services with respect to their different
possibilities to satisfy human needs. That is, the abstract and stylised model has to map the complex
internal structure of both the economic system, consisting of a variety of heterogeneous goods,
produced by several firms in different production processes and consumed by households, and the
ecosystem, which consists of a variety of different species and the inanimate nature, combined by a
complex network of nutrition dependencies between them. First results are shown by a simple
example.
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Session 7: Poster
Ein neues Auswertesystem zur Verbesserung der Lebensmittelsicherheit

H. Neumann—Hensell; S. Girndt' und W. Ahlf?

" Dr. Fintelmann und Dr. Meyer Handels- und Umweltschutzlaboratorien GmbH, Mendelssohnstr.
15D, D-22761 Hamburg

? Technische Universitit Hamburg-Harburg EiBendorferstr. 40, D-21073 Hamburg
Korrespondenzautor: Helga Neumann-Hensel, Email: hensel@inlabco.com

In der Lebensmittelhygiene miissen Mikroorganismen in Lebensmitteln isoliert, identifiziert und auch
die Anzahl an Mikroorganismen im Untersuchungsgut bestimmt werden. Diese gesetzlich
vorgeschriebenen Untersuchungsverfahren zur Beurteilung der Lebensmittelqualitit erzeugen
Datenkombinationen, die nach Einzelkriterien bewertet werden. Die prinzipiell in Datenmengen
enthaltenen Zusatzinformationen werden nicht fiir eine zusétzliche Absicherung der Bewertung
genutzt.

Das Ziel ist es, auf Basis gesicherter Daten exakte Korrektur- und VorbeugemaBnahmen bei
Lieferanten und Herstellern von Lebensmitteln zu implementieren. Die Wirksamkeit wird daher durch
die Anwendung eines Beurteilungsinstrumentes objektiviert.

Die Fixierung auf starre Grenzwerte ist wegen der systemimmanenten Unsicherheit, z.B. bei der
Gesamtkeimzahl durch inhomogene Verteilung der Organismen, wie das Vorkommen von Nestern,
schwierig. Besser sind Systeme geeignet, die mit sogenannten ,weichen® Daten arbeiten und
systemimmanente Schwankungen bei der Beurteilung der Daten beriicksichtigen. Ein weiterer Aspekt,
der bei der Aufstellung von Entscheidungsregeln fiir die Bewertung von Lebensmitteln beachtet
werden muss, ist die Frage, wie viele Stichproben ein Ergebnis oberhalb vom Grenzwert haben diirfen,
ohne dass eine Zuriickweisung der Gesamtcharge erfolgen muss. Bei dem Auswerteverfahren miissen
also mehrere Ebenen beriicksichtigt werden:

1. das Einzelergebnis einer Merkmalsauspragung
Beurteilung von Parametern, die homogen verteilt sind (Trocknung, aw-Wert), und gleichzeitig
Parameter, die inhomogen verteilt sind (KBE, Hefen / Schimmel)

3. die Ergebnisse eines Merkmals aus allen untersuchten Stichproben fiir eine Charge, wobei
einzelne Ergebnisse auch auBerhalb der Spezifikation liegen konnen (Schlechtstiickanteil)

4. die Ergebniskonstellation der acht Einzelergebnisse einer Stichprobe mit ihrem jeweiligen
Ausmal an Grenzwertiiber- bzw. Grenzwertunterschreitung.

5. bei Grenzwertliberschreitungen die Beriicksichtigung der Keimart (pathogener Keim,
Verderbniserreger, Hygieneindikator) zur Ableitung von: ,,gesundheitsschiadigend® ,,zum Verzehr
ungeeignet” oder ,,wertgemindert"

So weist zum einen das Einzelergebnis selbst eine Varianz auf, und bei einer Mittelwertbildung der
Stichprobenergebnisse ist das Ergebnis mit einer weiteren Streuung behaftet. Weiter ist die Frage zu
beriicksichtigen, ob man iiberhaupt Mittelwerte aus den Stichprobenergebnissen bildet oder erst jede
Stichprobe fiir sich betrachtet, und anschlieend die Wahrscheinlichkeit der Annahme einer Lieferung
anhand eines Stichprobenergebnis in Verbindung mit einem definierten Stichprobenplan ermittelt.
Hierfiir gibt es bereits Verfahren wie z.B. die OC-Funktion (Operation-Characteristic, Annahme-
Kennlinie).

Das neue Auswertesystem basiert auf Fuzzy-Logic und kann unscharfe (weiche) Daten
beriicksichtigen. Dabei werden Regeln fiir die Verkniipfung der unscharf beschriebenen Daten
definiert, diese bilden das eigentliche Kernstiick der Steuerung des Auswertesystems. Die Regeln
werden mit Hilfe von Expertenwissen und der multivariaten Analyse von Datensdtzen aufgestellt und
sollen auch die Annahme von Chargen in Abhédngigkeit vom Anteil der Schlechtstiicke
beriicksichtigen. Erste Datensdtze werden anhand der Untersuchungen von Gewilirzen vorgestellt.
Zusatzlich wird eine neue Methode zum Nachweis von Salmonellen (Realtime-PCR) mit dem
klassischen § 35 LMBG Verfahren verglichen.
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Optimierung des Feststoffkontakttestes mit Arthrobacter globiformis fir
den Routineeinsatz

H. Neumann-Hensell; A. Petersen' und W. Ahlf

" Dr. Fintelmann und Dr. Meyer Handels- und Umweltschutzlaboratorien GmbH, Mendelssohnstr.
15D, D-22761 Hamburg

? Technische Universitit Hamburg-Harburg EiBendorferstr. 40, D-21073 Hamburg
Korrespondenzautor: Helga Neumann-Hensel, Email: hensel@inlabco.com

Das Bundesbodenschutzgesetz (BbodSchG) nennt als wesentliche Schutzziele u.a. Grundwasser und
den Boden als Lebensraum fiir Bodenorganismen und Pflanzen. Biologische Tests in Kombination mit
chemischer Analytik kdnnen zu einem integrierten Ansatz zur Bodenbewertung beitragen. Fiir die
Charakterisierung von Boden, Bodenmaterial und Sediment steht eine Anzahl von standardisierten
Biotests zur Verfligung. Dabei werden auch solche Tests benotigt, die mit dem zu untersuchenden
Feststoff als Testgut durchgefiihrt werden, sogenannte Kontakttests. Der Feststoffkontakttest mit
Arthrobacter globiformis ist standardisiert (DIN 38412 L.48). Das Testbakterium ist ein natiirliches
Bodenbakterium und lebt in engem Kontakt mit Porenwasser und Partikeln. Der Test nutzt den
Redoxfarbstoff Resazurin. Durch die Dehydrogenaseaktivitit der Bakterien wird das blaue Resazurin
in das pinkfarbene Resorufin reduziert. Toxische Stoffe konnen die Umsatzrate der
Dehydrogenaseaktivitit inhibieren.

Fiir die Entwicklung eines Testkits wird der Kontakttest dahingehend optimiert, dass der Test in
Mikrotiterplatten durchgefithrt werden kann. Fiir die Miniaturisierung ist die Umstellung des
Messverfahrens von der photometrischen Bestimmung des Substrates Resazurin zur fluorometrischen
Messung des Resorufins notwendig.

Die Untersuchung des Einflusses der Bodeneigenschaften auf den Bakterienkontakttest wird an 8
ausgewihlten Boden, die sich hinsichtlich der Nutzungsform, pH-Wert, Bodenart und Bodenfeuchte
unterscheiden, aufgezeigt. Ergebnisse von Untersuchungen mit kontaminierten und kiinstlich dotierten
Boden werden dargestellt. Als Modellsubstanzen wurden Zink, Tributylzinn (TBT) und
Benzalkoniumchlorid (BAC) eingesetzt.

Das Forschungsprojekt ist eingebunden in den Forschungsverbund ,,Erprobung und Vorbereitung einer

praktischen Nutzung Okotoxikologischer Testsysteme* (ERNTE), gefordert vom bmb+f
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung.
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Unerwartete Uberraschungen — Modellierung von Biotests

H. T. Ratte

Lehrstuhl fiir Biologie V (Okologie, Okotoxikologie, Okochemie), RWTH Aachen
Email: toni.ratte@bioS.rwth-aachen.de

Anhand von drei Beispielen, dem Algenwachstumshemmtest, dem Streubeutelabbautest und dem
chronischen Daphnienreproduktionstest wird gezeigt, wie mathematische Modellierung bei der
Entwicklung von Biotest-Richtlinien eingesetzt werden kann. Bei chronischen Tests konnen zuweilen
mehrere biologische Variable gemessen oder berechnet werden und es stellt sich oft die Frage, welche
hiervon als Endpunkte biologisch sinnvoll sind und zudem statistischen Anforderungen geniigen. Die
im Biotest eingesetzten Organismen konnen als Populationen aufgefasst werden, welche mit
geeigneten Modellen der Populationsdynamik simuliert werden kénnen (z.B. Algen, Daphnien). In
anderen Fillen wird die Gemeinschaftsleistung einer ganzen Gruppe von Organismen bzw. deren
Beeintrachtigung gemessen wie zum Beispiel beim Streubeutelabbau. Nicht in jedem Falle ist ein
aufwendiges Vorgehen mit einem komplexeren Modell notwendig, zuweilen reicht ein
Tabellenkalkulationsprogramm.

Im Algenwachstumshemmtest und Streubeutelabbautest stand die Frage im Mittelpunkt wie sich die
toxische Hemmung der Wachstumsrate bzw. Abbaurate auf das Ergebnis des Prozesses, die gebildete
bzw. abgebaute Biomasse auswirkt. Fiir beide Tests ldsst sich zeigen, dass nur die Rate eine
zuverldssige und direkte Beziehung zur toxischen Wirkung besitzt. Bei der gleichen angenommenen
Hemmung der Rate, hin die Hemmung der Biomassevariablen von Dauer des Tests und dem
Wachstumsratenniveau ab. Im Algentest bedeutet dies, dass eine Substanz anhand des
Biomasseparameters umso toxischer eingestuft wird je langer der Test lduft. Derselbe Grad der
Hemmung in der Wachstumsrate fiir bei einer schnell wachsenden Algenart zu einer hdheren
toxischen Hemmung des Biomasseparameters als bei einer langsam wachsenden Art. Beim
Streubeutelabbau verhilt es sich umgekehrt, denn hier nimmt im Gegensatz zum Algentest die
Biomasse immer weiter ab. Wiederum bei gegebener Abbauratenhemmung zeigt sich der
Biomasseparameter umso unbeeinflusster, je langer der Versuch lduft und je héher das Grundniveau
der Abbaurate ist.

Wihrend die beiden bisher genannten Simulationen durch einfache Tabellenkalkulation zustande
kamen, wurde beim Daphnienreproduktionstest ein komplexeres Populationsmodell nach dem
Individuenansatz aufzuzeigen, um das Verhalten der potentiellen Zuwachsrate, r, systematisch zu
untersuchen. Es zeigte sich, dass eine zuverldssige Schitzung der Zuwachsrate nur bei einem
geeigneten Raster der Jungtierzdhlung moglich ist.

Aus den Ergebnissen und Schlussfolgerungen leitet sich die klare Empfehlung ab, vor der
Implementierung eines neuen oder der Weiterentwicklung eines Biotests eine strittige Diskussion iiber
die geeignete Wahl der Endpunkte durch eine (kostengiinstige) Modellierung zu begleiten.
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GamMod - Ein individuenbasiertes Reproduktionsmodell fiir Gammarus
fossarum in FlieBgewisser-Mikrokosmen

J. Schmidt und R. Nagel

Institut fiir Hydrobiologie, Technische Universitidt Dresden

Korrespondenzautor: Jens Schmidt, Email: jens.schmidt@mailbox.tu-dresden.de

Das Schutzziel in der Okotoxikologie ist die Population. Untersuchungen zur Wirkung von subletalen
Konzentrationen einer Umweltchemikalie auf Populationen liefern aussagekriftigere Beitrdge zur
okotoxikologischen Bewertung.

In Mikrokosmosstudien koénnen zusitzlich zu den populationsbezogenen Parametern (z.B.
Abundanzen) individuelle biologische Parameter der Organismen bestimmt werden. Einfliisse von
Umweltchemikalien auf einen individuellen Parameter (z.B. Sterblichkeit, Befruchtungsrate usw.)
konnen sich in der Populationsdynamik widerspiegeln. Zur Beschreibung der Populationsdynamik
werden oft mathematische Modelle verwendet. Durch Betrachtung von Populationen auf der Ebene
von Individuen kdnnen Heterogenititen der Population in der Modellstruktur verankert werden
(DeAngelis, 1992). Modellszenarien und Sensitivitdtsanalysen konnen bei der Beantwortung folgender
Fragen helfen: Welchen quantitativen Effekt bewirkt die Anderung individueller Parameter in Bezug
auf die Populationsdynamik? Welcher individuelle Parameter verursacht die Verdnderung auf
Populationsebene? Wird die Population {iberleben?

In einer Mikrokosmosstudie in kiinstlichen FlieBrinnen im Gewdéchshaus wurden die Effekte eines
Pestizids (Fenoxycarb) auf eine Gammaridenpopulation (G. fossarum) untersucht. Zusétzlich dienten
individuelle Lebensdaten von G. fossarum (Sterblichkeit, Brutentwicklungsdauer, Anzahl der
Nachkommen) zur Erstellung eines individuenbasierten Reproduktionsmodells (GamMod).
ZustandsgroBen des Modells sind die Anzahl juveniler, weiblicher und méannlicher Gammariden. Ein
Vergleich der berechneten Populationsdynamik mit der im Experiment gemessenen
Populationsdynamik zeigt, wie sich Anderungen individueller Parameter auf die Populationsdynamik
auswirken.

DeAngelis, D. L. and K. A. Rose. 1992. Which individual-based approach is most appropriate for a given
problem? In: D. L. DeAngelis and L. J. Gross (eds.), Individual-based models and approaches in ecology:
populations, communities and ecosystems. pp 67-87, New York, Chapman and Hall.
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Modellierung von species-sensitivity-distributions - reprisentieren sie
natiirliche Lebensgemeinschaften?

M. Schmitt-Jansen und R. Altenburger

UFZ - Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle, Chemische Okotoxikologie, Permoserstr. 15, D -
04318 Leipzig - Deutschland, Korrespondenzautorin: Mechthild Schmitt-Jansen, Email: Mechthild-
Schmitt@ufz.de

Im Rahmen einer probalistischen Risikobeurteilung von Schadstoffeffekten auf Lebensgemeinschaften
in belasteten Okosystemen wird der Einsatz von species-sensitivity-distributions (SSDs, Arten-
Sensitivitéts-Verteilungen) vorgesehen.

In einer SSD werden individuen- bzw. populationsbasierte Toxizitdtsdaten von ausgewéhlten
Reprasentanten verschiedener taxonomischer Gruppen aggregiert, um den Sensitivitdtsbereich einer
belasteten Gemeinschaft zu modellieren. Es handelt sich dabei um eine Methode, bei der die
verfiigbaren Informationen biologischer Wirkungen von Chemikalien (Effektkonzentrationen aus
Einzelarten - Labortests) zusammengefaflt und graphisch in einer kumulativen Sensitivitits-Verteilung
dargestellt werden. Ziel einer SSD ist es, Schadstoffkonzentrationen zu extrapolieren, die fiir einen
definierten Anteil von Arten unbedenklich sind. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dal3 alle
verfiigbaren Toxizititsdaten in eine Abschitzung des Schadstoffrisikos einbezogen werden kdnnen.

Zu kléren ist die Frage, ob eine Sensitivitétsverteilung basierend auf Einzelarten-Labortests, wie sie
bei einer SSD modelliert wird, mit der einer realen Lebensgemeinschaft vergleichbar ist. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen einer SSD und einer natiirlichen Lebensgemeinschaft besteht
darin, daf} Interaktionen zwischen den Arten ausgeschlossen sind. Eine Lebensgemeinschaft reguliert
sich iber Mechanismen der interspezifischen Konkurrenz, Adaptation und Selektion sensitiver Arten,
so dafl die Gesamttoleranz einer Lebensgemeinschaft bei chronischer Schadstoffbelastung steigt.
Unterschiede in der Sensitivitdt konnen dabei sowohl auf artspezifischen Variabilitidten beruhen (z.B.
Unterschiede in der Rezeptorausstattung, Aufnahme- und Eliminierungskinetik oder der
Biotransformation), als auch durch indirekte Effekte hervorgerufen werden (z.B. Stellung im
Nahrungsnetz). Das Konzept der Schadstoff-induzierten Toleranz einer Lebensgemeinschaft (pollution
induced community tolerance, PICT; nach Blanck et al., 1988) nutzt das Phidnomen, dal unter
Schadstoffbelastung sensible Arten gegen tolerantere Arten ausgetauscht werden, um
Schadstoffeffekte kausal auf der Ebene von Lebensgemeinschaften nachzuweisen.

Beispielhaft fiir drei Herbizide (Atrazin, Prometryn und Isoproturon) soll gepriift werden, ob
Sensitivititsbereiche, die mit einer SSD modelliert werden konnten, bzw. Effektstudien mit
periphytischen Lebensgemeinschaften, die nach dem PICT-Konzept durchgefiihrt wurden, zu
vergleichbaren Ergebnissen fiihren.
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Modellierung als Verbindung zwischen in vitro und in vivo Toxizititstests

Z. Schreiberl’z; B.1. Escher' und R.P. Schwarzenbach'

'Eidgendssiche Anstalt fiir Wasserversorgung, Abwasserreinigung und Gewisserschutz, Diibendorf,
Schweiz, “Eidgendssiche Technische Hochschule, Ziirich, Schweiz,
Korrespondenzautorin Beate I. Escher, Email: beate.escher@eawag.ch

In der Okotoxikologie werden immer noch neue Methoden und Ansitze entwickelt. Vielversprechende
Ansitze fiir die Klassifizierung nach Wirkmechanismen und die Effektbewertung sind in vitro,
mechanistisch basierte Testsysteme. Diese Systeme erlauben erhohte Geschwindigkeit, Effizienz und
Spezifitit, und ermoglichen zudem Einsparung an Testorganismen, Material und Zeit. Die vorliegende
Arbeit etabliert Methoden zur Validierung von in vitro Testsystemen. In frilheren Arbeiten wurde ein
in vitro Testsystem entwickelt, das verschiedene Mechanismen der Toxizitdt in energielibertragenden
biologischen Membranen identifizieren und quantifizieren kann. Als Beispiel fiir einen der
Mechanismen, die in diesem in vitro Tests identifiziert werden konnen, wurde die Entkopplung des
elektrochemischen Protonengradienten durch verschieden substituierte Phenole zur Validierung und
Methodenentwicklung gewéhlt. Die Entwicklung des in vitro Testsystems fiihrte zu einem
mechanistischen  Verstdndnis und einem entsprechenden mathematischem Modell des
Entkopplungsmechanismus.  Das  laufende  Projekt  untersucht die  Relevanz  des
Entkopplungsmechanismus auf der in vivo Ebene. Ein toxikologischer Endpunkt wurde fiir die
Bakterien Rhodobacter sphaeroides entwickelt, der auf indirektem Wege Toxizitit durch Entkopplung
abbildet. Die Aufnahme von Dicarboxysdure-Substraten in diese Bakterien héngt direkt vom
elektrochemischen Protonengradienten ab, und wird spezifisch von Entkopplern gestort. Das in vitro
Modell wurde erweitert, um ein Modell fiir das in vivo System zu entwickeln. Dieses Modell bietet
eine parametrisierte mechanistische Interpretation der in vivo Toxizitdt. Durch die beiden Modelle
kann die direkt beobachtbare in vitro Toxizitdt mit der indirekt beobachtbaren in vivo Toxizitdt
verkniipft werden. Dieser Ansatz bietet ein generalisierbares Denkmuster, mit welchem die
Entwicklung und Validierung von in vitro mechanistischen Toxizititstests und entsprechender in vivo
Endpunkte, die nicht nur auf Letalitit basiert sind, ermoglicht wird. Die Modellierung ist ein
systematisches Mittel fiir das Testen von Hypothesen, und kann als Werkzeug dienen, das eine
Extrapolation zwischen in vitro mechanistische Test-Resultaten und konventionellen, auf Letalitat
basierten 6kotoxikologische Tests erlaubt.
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Individuenbasierte Modellierung in der Okotoxikologie — eine Fallstudie

T. Strauss' und H. T. Ratte?

'Forschungsinstitut fiir Okosystemanalyse und -bewertung an der RWTH Aachen e.V. (gaiac),
*Lehrstuhl fiir Biologie V (Okologie, Okotoxikologie, Okochemie), RWTH Aachen
Korrespondenzautor: Tido Strauss, Email: strauss@bio5.rwth-aachen.de

Individuenbasierte Modelle (IBM) ermdglichen die Darstellung strukturierter Populationen auf der
Grundlage individueller Organismen. Die Betrachtung von Individuen bzw. individuellen
Eigenschaften erlaubt zum einen den direkten Vergleich der Computersimulation mit Labor- bzw.
Freilanddaten, zum anderen ist die resultierende Populationsstruktur selber als moglicher Endpunkt
einer Studie auswertbar. Mit Hilfe der IBMs kann zudem die individuelle natiirliche Variabilitdt der
Lebensdaten (Physiologie, Verhalten) beriicksichtigt werden (Monte Carlo Simulationen).

Bei der Bewertung des Recovery-Potenzials bzw. der Aussterbewahrscheinlichkeit kleinerer
Populationen bei toxischem Stress ist eine genaue Abbildung der Populationsstruktur auf der Basis
von Individuen von grofler Bedeutung. Zusitzlich kann durch die Simulation gekoppelter
Populationen der Einfluss der Migration innerhalb von Metapopulationen auf die Recovery untersucht
werden.

In der vorliegenden Fallstudie wurde im Rahmen einer aquatischen Mesokosmosstudie ein
individuenbasiertes Modell fiir die Biischelmiicke Chaoborus crystallinus zur Bewertung des
Recovery-Potenzials nach einer Insektizidbelastung entwickelt.

An diesem Beispiel wird ein Einblick in die Struktur individuenbasierter Modelle gegeben, Anzahl
und Qualitdt der benoétigten Modellparameter sowie der Freilanddaten zur Validierung der
Simulationsergebnisse werden vorgestellt. Neben der kausalen Analyse der Freilandstudie soll der
Einsatz von IBMs als prognostisches Werkzeug zur Inter- und Extrapolation anhand verschiedener
Szenarien gezeigt werden. Mdglichkeiten und Grenzen solcher Modelle bei der Risikobewertung
werden diskutiert.
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Messung, Modell und Malnahme — Integrierte Planung von Strategien
zur Reduzierung von Pflanzenschutzmittel-Eintrigen in Flielgewisser

J. Wogram', T. Hartung?, J. Holscher® und R. Schulz'

'Zoologisches Institut, TU Braunschweig, “Bezirksregierung Braunschweig, Dezernat 502
Korrespondenzautor: Jorn Wogram, Email: j.wogram@tu-bs.de

Belastungen von FlieBgewéssern mit Pflanzenschutzmittel-Riickstdnden (PSM) werden in erster Linie
durch Eintrdge aus diffusen Quellen landwirtschaftlicher Nutzflichen verursacht. RegelmifBig
wiederkehrende PSM-Kontaminationen konnen zu Verdnderungen in der Zusammensetzung
aquatischer Zonosen fithren. Auch kdnnen PSM aus Oberflachengewéssern in grundwasserfithrende
Bodenschichten gelangen. Ein Ziel gewiésser- und trinkwasserschiitzender Malinahmen ist daher, die
PSM-Abtragsgefahrdung an Gewésser angrenzender Nutzflachen zu verringern.

Geeignete Messmethoden fiir die PSM-Belastung in FlieBgewidssern wurden bereits entwickelt.
Ebenso GIS-basierte Modelle, mit denen sich die PSM-Abtragsgefahrdung von landwirtschaftlichen
Fléchen iiber Runoff und Sprayabtrift oder Versickerung modellieren lassen. Auch ist das PSM-
Retentionspotential von zumindest einigen der zahlreichen moglichen SchutzmalBnahmen untersucht
worden. Jedoch fehlt bislang ein Konzept, dass die genannten Mess- Simulations- und
Planungselemente effektiv miteinander verbindet und es den mit dem Gewdésserschutz beauftragten
Behdrden ermdglicht, mit vertretbarem zeitlichem und finanziellem Aufwand die Belastung und
Belastungsquellen zu erfassen und ggf. addquate Schutzmalinahmen auszuwéhlen und durchzufiihren.

Ziel des vorgestellten Projektes war die Erarbeitung von Vorschldgen, anhand derer eine mdgliche
PSM-Belastung in ausgewdhlten Gewéssern im Bereich eines Trinkwassereinzugsgebietes bei
Braunschweig reduziert werden kann. Zu diesem Zweck wurde ein Gesamtkonzept fiir die Erfassung
der PSM-Belastung, die Bestimmung der Eintragspfade und die Erarbeitung von konkreten
Gegenmalnahmen entwickelt und angewendet.

Es wurden die Eintragspfade Oberflichen-Runoff, Versickerung, Drainage, schneller Bodentransport
und Kldranlagen-Ausldufe beriicksichtigt. Hierbei zeigten sich erhebliche Unterschiede in der
Belastung zwischen den Gewissern, abhidngig u.a. von der Abflussmenge und der Intensitit der
landwirtschaftlichen Nutzung. Die Zusammensetzung der Makroinvertebraten-Zoénose wurde
zusitzlich als Indikator fiir die Belastung eingesetzt. Das Eintragspotential der an die Gewaisser
angrenzenden Nutzflichen wurde unter Einbeziehung von Niederschlags- und PSM-
Anwendungsdaten mit Hilfe von Abtragsmodellen in ARCVIEW® simuliert und mit den empirischen
Befunden verglichen. Effektive Breiten und Positionierung von Gewisserrandstreifen wurden
anschliefend modelliert. Der Vortrag stellt das sinnvolle Ineinandergreifen angepasster Probenahme-,
Auswertungs- und Simulationsmethoden bis hin zur anschlieBenden Beratung der landwirtschaftlichen
Betriebe vor.
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Mischungstoxizitit von Kupfer und Zink bei simultaner und sequentieller
Exposition auf Lemna minor

W. Drostl; T. Backhaus' und L.H. Grimme'

'Universitidt Bremen, Institut fiir Zellbiologie, Biochemie und Biotechnologie,
Korrespondenzautor: Wiebke Drost, Email: drost@uni-bremen.de

Okosysteme sind durch eine Vielzahl von Schadstoffen gefihrdet. Aufgrund der groBen Variabilitit an
vorkommenden Substanzgemischen, ist eine Untersuchung aller moglichen Kombinationen von
Schadstoffen kaum durchfiihrbar. Um dennoch basierend auf Einzelstoffdaten eine Vorhersage iiber
die Mischungstoxizitit treffen zu konnen, haben sich zwei Konzepte bewihrt. Konzentrations-
Additivitdt geht von &dhnlich wirkenden Substanzen aus, widhrend das Konzept der unabhingigen
Wirkung die Toxizitdt undhnlich wirkender Substanzen vorhersagt. Beide Konzepte gehen von einer
gleichzeitigen, konstanten Exposition der Organismen gegeniiber den Schadstoffen aus. Dies
entspricht jedoch nicht der realen Situation in Gewassern, die durch eine hohe zeitliche Dynamik der
Stoffkonzentrationen gekennzeichnet ist.

Die présentierte Arbeit untersucht die Toxizitdt von Schwermetallen, welche durch Menschen oder
natiirlich in die Umwelt gebracht, eine wichtige Rolle als Umweltchemikalien spielen. Kupfer(Il) und
Zink(II) sind einerseits wichtige Mikrondhrelemente, wirken aber in héheren Konzentrationen toxisch.
Ziel dieser Arbeit war es, die Mischungstoxizitit dieser Metalle bei gleichzeitiger und sequentieller
Exposition auf die SiiBwasserpflanze Lemna minor zu testen und zu untersuchen inwieweit die beiden
Vorhersagekonzepte unter diesen Bedingungen die Mischungtoxizitét treffend vorhersagen.
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Modellierung der Okotoxizitit industrieller Abwasserschadstoffe in der
Okobilanz

A. Kohler'; S. Hellweg' und K. Hungerbiihler'

'Institut fiir Chemie- und Bioingenieurwissenschaften
Korrespondenzautorin: Annette Kohler, Email: koehler@tech.chem.ethz.ch

Industrielle Abwisser enthalten eine Vielzahl organischer und anorganischer Schadstoffe, die in
aufwendigen Abwasserreinigungsanlagen eliminiert werden miissen. Die Abwasserkontaminaten
gehoren unterschiedlichen Stoffgruppen an (z.B. halogenierte Aromaten, nichthalogenierte Aromaten,
Schwermetalle etc.) und konnen sehr unterschiedliche Umweltwirkungen haben, wenn nicht-
abbaubare Restmengen von ihnen nach Behandlung in industriellen Abwasseranlagen in das
aquatische System emittiert werden. Zu diesen Umweltwirkungen gehoren im Speziellen dkotoxische
Effekte, die eine wichtige Wirkungskategorie im Rahmen der Okobilanz (Life Cycle Assessment
LCA) darstellen. In der Praxis der industriellen Abwasserbehandlung werden insbesondere die
organischen Schadstoffe nicht als Einzelstoffe erfasst sondern vorwiegend in Form von
Summenparametern wie TOC (Total Organic Carbon) oder AOX (Adsorbierbare Organische
Halogenide) analytisch charakterisiert. Es ist somit unklar, welche Einzelsubstanzen im Abwasser
enthalten sind und in welchen Mengen sie in die Umwelt entlassen werden. Dies hat zur Folge, dass
die Umweltwirkungen von industricllen Abwissern in der Okobilanz weder beschrieben noch
bewertet werden konnen, da eine Bewertung der Umwelteffekte nur auf Basis von chemisch-
physikalischen Daten und Toxizitdtsdaten von Einzelstoffen erfolgen kann.

Wegen dieses methodischen Defizits in der Wirkungsabschitzung der Okobilanz wird eine Studie
durchgefiihrt, um den refraktéiren Abwasser-TOC industriespezifisch in unterschiedliche Schadstoff-
gruppen und Einzelstoffe aufzulosen. Das Umweltverhalten der Kontaminanten wird mit mehreren
globalen und regionalen Multikompartiment-Modellen modelliert und die okotoxischen Effekte mit
Risikoquotienten abgestiitzt. Auf Grundlage der modellierten Okotoxischen Wirkungen (Boden-,
Sediment- und aquatische Okotoxizitiit) der Einzelstoffe wird die Variabilitit der Toxiziztitspotentiale
des refraktiren TOC untersucht. Ergebnisse der Abschidtzung des TOCcams und dessen
Toxizitidtsbewertung sowie die implizierten Unsicherheiten werden vorgestellt und diskutiert.

Schliisselworter: Okotoxizitit, Modellierung, industrielle Abwasserkontaminanten, Wirkungsabschitzung,
Okobilanz
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LYSOSOMAL STORAGE DISORDERS AND MEMBRANE
DESTABILISATION DURING TOXIC EXPOSURE

Angela Kohler and Sonja Einsporn,
Alfred Wegener Institute of Polar and Marine Research

Evolution of life in extreme biotopes at deep sea vulcanos and hot seeps was possible because of the
capacity of lysosomes to trap natural toxins. But, foreign anthropogenic pollutants may provoke
overloading of the storage capacity of lysosomes and loss of latency of hydrolases by membrane
damage. For the present study we selected lysosome-rich tissues (liver/ hepatopancreas) of marine fish
and of blue mussel from polluted areas and experimental exposure for electron microscopy, immuno/
enzyme histochemistry and quantitative image analysis. Membrane stability of lysosomes was
measured histo-chemically according to Bitensky et al. (modified, 1973) with N-acetyl- hexosamidase
as marker enzyme. Beside conventional transmission electron microscopy, we used a catalysed signal
amplification system (CSA; DAKO) to localise relevant proteins such as cathepsin B, acid
phosphatase and P-glycoprotein, a drug transporter of the ABC gene family. A dramatic increase in
size of lysosomes was associated with reduced lysosomal membrane stability in fish and blue mussel.
At the subcellular level, lysosomes showed evidence of lipid engulfment and, in later pathological
stages accumulation of phospholipid aggregates (toxic phospholipidosis; Liillmann-Rauch, 1979)
under conditions of chronic organic intoxication (DDE, HCB, PCB congeners, HCH isomers, PAHs).
Acute experimental exposure to phenanthrene (oil component) provoked storage of large cristal-like
structure inside of lysosomes. Copper and iron exposure, instead, induced intralysosomal storage of
aggregates of electron-dense particles. With the use of the AB C219 (Centocor) which recognises a
conserved amino acid sequence present in all drug transporters mediating multidrug resistance we
identified a P-gp-like drug transporter in the lysosomal membrane. Therefore, we anticipate 1. that
active transport of foreign compounds take place via the lysosomal membrane 2. that chronic or acute
high exposure to anthropogenic toxins induce lysosomal storage disorders leaving a characteristic
fingerprint and 3. that loss of the integrity of the lysosomal membrane with release of enzymes and
chemicals play a key role in toxically induced cell injury and carcinogenesis.

Address of corresponding author: Dep. of Ecotoxicology, Am Handelshafen 12, 27570 Bremerhaven,
Germany, akoehler@awi-bremerhaven.de
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QSAR-Einsatz bei der Risikobeurteilung niedervolumiger Chemikalien:
Eine Fallstudie

J. Tolls'; T. Wind' und J. Steber!

' Fachabteilung Okologie, Henkel KGaA, D-40191 Diisseldorf
Korrespondenzautor: Johannes Tolls, Email: johannes.tolls@henkel.com

In vielen Konsumentenprodukten wird eine groe Anzahl von Fein-chemikalien in geringen
Konzentrationen eingesetzt. Deshalb werden diese Chemikalien in relativ niedrigen Mengen
produziert. Aufgrund des geringen Produktionsvolumen existieren fiir viele dieser Stoffe nur begrenzte
Information zur Okotoxikologie. Die zukiinftige europdische Chemikaliengesetzgebung (REACH)
macht jedoch die Einsetzbarkeit dieser Stoffe abhidngig von der Verfiigbarkeit dkotoxikologischer
Daten und einer Risikobeurteilung. Gleichzeitig sieht die EU die Moglichkeit vor, fehlende
experimentelle 6kotoxikologische Daten durch Schitzung auf der Basis von quantitativen Struktur-
Wirkungsbeziechungen zu ersetzen. Daher stellt sich die Frage, ob eine Risikobewertung
niedervolumiger Stoffe unter Verwendung von QSARs mdglich ist. Dies impliziert zwei Teilfragen:
* Sind QSARs geeignet zur Schitzung dkotoxikologischer Daten?
» Ist eine QSAR-basierte Risikobewertungen fiir niedervolumige Chemikalien moglich und wenn ja,
bis zu welcher Tonnage?
Diese Fragestellung wurde in einer Fallstudie fiir eine Klasse von Feinchemikalien am Beispiel
bearbeitet.

Die Expositionsanalyse wurde mit EUSES durchgefiihrt, die QSAR-Prognosen wurden mit der
ECOSAR-Software erhalten. Eine Pilotstudie zur Eignung der ECOSAR-Modelle ergab, dass die
Okotoxizititsvorhersage in der Regel konservativ ist.

Die auf den Okotoxizititsprognosen fuBende Risikobewertung fiir die untersuchten Feinchemikalien

ergab folgendes Bild fiir den Risikokoeffizienten RCR:

» Stoffe mit experimentellen Daten: PEC/PNEC < 1, unabhéngig von der Tonnage

»  Stoffe mit QSAR-Schétzung und < 1 JaTo (EU): PEC/PNEC < 1

»  Stoffe mit QSAR-Daten und > 1 JaTo (EU): PEC/PNEC héngt von Toxizitdtsschdtzung ab

+ Stoffe im Grenzbereich: 1 — 25 JaTo (EU) (siche Abbildung 3): PNEC Vorhersage ist
entscheidend

Im Hinblick auf die kiinftige EU-Chemikaliengesetz-gebung bieten QSAR-Prognosen

okotoxikologischer Daten daher eine gute Perspektive als Input fiir die Umweltrisikobewertung

niedrigvolumiger Chemikalien.
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Last Minute-Poster

Effects of bisphenol A and other endocrine disruptors on the reproduction
of freshwater pondsnails (Lymnaea stagnalis L.)

L. Weltje*?; C. Scholz*; C. Stark®; S. Ziebart’; J. van Doornmalen® and J. Oehlmann?

!International Graduate School (IHI), Zittau, 2JW. Goethe-University, Frankfurt am Main
Author for correspondence: Lennart Weltje, E-mail: weltje@zoology.uni-frankfurt.de

The common freshwater pondsnail Lymnaea stagnalis was exposed to binary combinations of
pharmaceuticals (17a-ethinylestradiol [estrogen] plus cyproterone acetate [anti-androgen] and 17a-
methyltestosterone [androgen] plus tamoxifen [anti-estrogen]), fungicides (vinclozolin [anti-androgen]
and fenarimol [androgen]; single and in combination) and also to bisphenol A [estrogen]; chemicals
known to be endocrine disruptors in vertebrates. Since L. stagnalis is a simultaneous hermaphrodite,
i.e. both male and female sexual functions are active at the same time, targets for both (anti-)estrogenic
and (anti-)androgenic substances are present within one organism. This presents an interesting
challenge, because the possibility of masking subtle effects of a substance is apparent.

Concentrations in the (sub)nanomolar range were applied to freshly hatched juvenile snails. They were
exposed until adulthood was reached and their subsequent egg(mass) production was recorded. Also,
the viability of the produced eggs was assessed. These long-term experiments lasted 130 to 170 days.
Another experiment consisted of individually exposed adult snails, so that the number of laid
egg(masses) could be traced back to individual snails. This experiment lasted for 38 days. In all cases,
water was renewed twice a week and ethanol was used as a solvent.

It was shown that 1 nM vinclozolin and a combination of 0.17 nM 17a-ethinylestradiol plus 0.12 nM
cyproterone acetate stimulated the egg production of L. stagnalis. The stimulatory action of
vinclozolin was also present in the experiment when adult snails were exposed. Further, bisphenol A
(at 30 nM and 300 nM) stimulated eggmass production, but these eggmasses contained significantly
fewer eggs. No clear effects on egg viability were found.



Last Minute-Poster

Effects of twelve endocrine disruptors on nematode (Caenorhabditis
elegans) growth and reproduction

L. Weltje**; S. Hoss?; J. van Doornmalen® and J. Oehlmann®

YInternational Graduate School (IHI), Zittau, Ecossa, Miinchen, *J.W. Goethe-University, Frankfurt
am Main.

Author for correspondence: Lennart Weltje, E-mail: weltje@zoology.uni-frankfurt.de

The nematode Caenorhabditis elegans was used to assess the endocrine disrupting potential of twelve
substances in water. It concerns: 17a-ethinylestradiol, tamoxifen, cyproterone acetate, 17a-methyl-
testosterone (pharmaceuticals), vinclozolin, fenarimol (fungicides), methoprene, precocene Il
(insecticides), butylbenzylphtalate, 4-n-octylphenol (industrial chemicals), and two naturally-occurring
compounds: luteolin (flavonoid) and 20-hydroxyecdysone (natural insect moulting hormone).

Ethanol was used as a solvent in all cases. Nematodes were exposed at concentrations ranging from
0.1 to 1,000 nM at 20°C for 96 h. This time is sufficient for the completion of a whole life-cycle. The
endpoints determined were fertility (percentage of adults carrying eggs), reproduction (number of
offspring per adult) and growth (body length). Data were analysed statistically by means of one-way
ANOVA, followed by Dunnet’s test (p < 0.05) to test for significant differences of the applied
treatments against performance of the solvent control.

All animals were fertile, but reproduction and growth showed distinct differences between substances.
Monotone concentration-response curves were hardly found, but instead significant effects mostly
occurred in a particular concentration window. Reproduction was stimulated by low concentrations of
eight substances (tamoxifen, cyproterone acetate, methoprene, precocene Il, butylbenzylphtalate,
4-n-octylphenol, luteolin and 20-hydroxyecdysone), while the other four substances had values
comparable to those of the control. Five substances reduced growth significantly (tamoxifen,
vinclozolin, fenarimol, 4-n-octylphenol and luteolin) and six substances had no effects on growth.
Only in the case of precocene ll, a significant stimulation of growth was observed at low
concentrations, whereas growth was reduced at higher concentrations.

An exchange between growth and reproduction was often found, which suggests that the nematodes in
our test system had a limited energy budget at their disposal. Further, it appears that stimulation of
reproduction in C. elegans is a suitable endpoint for the detection of estrogenic or anti-androgenic
effects.





