UItbundeSamt

Federal Environment Agency — Austria

UMWELTCHEMIKALIEN
MIT HORMONELLER WIRKUNG

Eine Standortbestimmung fiir Osterreich

Symposium 22.-23. April 1996

CONFERENCE PAPERS/TAGUNGSBERICHTE
| VOL. 19/8D. 19

CP-019

Wien/Vienna, 1996

Federal Ministry for Environment,
Youth and Family

Bundesministerium fiir Umwelt,
Jugend und Familie




Projektleitung: Dr. Robert Sattelberger
Moderation: Mag. Alarich Riss
Satz/Layout: = Manuela Kaitha

Impressum:

Medieninhaber und Herausgeber: Umweltbundesamt (Federal Environment Agency)
Spittelauer Lande 5, A-1090 Wien (Vienna), Austria
Die unverandert abgedruckten Einzelreferate geben die
Fachmeinung ihrer Autoren wieder.

Abdruck des Medienspiegels mit freundlicher Genehmigung der
Urheber.

Druck: Berger, 3580 Homn

© Umweltbundesamt, Wien, 1996
Alle Rechte vorbehalten (all rights reserved)
ISBN 3-85457-343-X




Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung 1

INHALT

Einleitung
R. SATTELBERGER, Umweltbundesamt, Wien ..., 3

Programm des SYMPOSIUMS...........oooiiiii s e 4

Umweltchemikalien mit endokriner Wirkung
H. SEIBERT, Institut fur Toxikologie, Universitat Kiel ..........ccccoviiieiniiniii 7

Umwelteinfliisse auf die mannliche Fertilitat _
H. PUSCH, Ambulatorium fir Andrologie, Graz ........ccccccoviiiiiiriinienincn s 22

Umweltverhalten und aquatische Toxizitét von Ethinylestradiol
H. SCHWEINFURTH, R. LANGE, H. MIKLAUTZ und G. SCHAUER,
Research Laboratories, Schering AG, Berlin..........cooociiieiiniiiinnne 28

Fertilitat bei Wein- und Obstbauern exponiert gegeniiber
Pflanzenschutz- und Schadlingsbekampfungsmittein in Osterreich
G. H. SCHULTES und H-G. SAINZ, Karolina Klinik Wien,
Institut fir Andrologie und interdisziplindre Reproduktionsmedizin und
Abteilung fur Geburtshilfe und Gynakologie, A. 6. KH Hollabrunn...........c..ccconiineenn 38

Untersuchungen zur Konzentration von
Ethinylostradiol und Ostradiol im Abwasser der Stadt Wien
P. FRIGO, Ch. LANG und J. HUBER,
Universitatsklinik fir Frauenheilkunde, Universitat Wien ..........cccccoovrvmviriiniinennneneininnineenn 44

Endokrinwirksame Substanzen in der aquatischen Umweit
P. STAHLSCHMIDT-ALLNER, ECT Oekotoxikologie, Flérsheim;
B. ALLNER, Hessische Landesanstalt fur Umwelt, Wiesbaden;
J. ROMBKE und T. KNACKER, ECT Oekotoxikologie, Flérsheim........c.ccccceiviienninnnee. 46

Erhdhen hormonell-wirksame Umweltchemikalien das Krebsrisiko?
W. BURSCH, Ch. VUTUC, W. PARZEFALL und R. SCHULTE-HERMANN,
Institut fir Tumorbiologie-Krebsforschung, Wien .........cocoommenciiiiiniiici e 57

Verfahren zur Bestimmung von dstrogener Aktivitat von Umweltchemikalien
A. JUNGBAUER, Institut fur Mikrobiologie, Universitat fir Bodenkultur, Wien ................ 69

Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung
Ch. GOTTSCHALK, Umweltbundesamt, Berlin, FG Il 1.3 ..., 74

Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung - Projekte, Forschungsbedarf
und Lésungsansatze i
Th. BELAZZI, Greenpeace OSteITEICH .....c..cooiiiiiiriiieiiricciie e r e s cvaaee e 81

Zusammenfassung und SchiuBfolgerungen
R. SATTELBERGER und A. RISS, Umweltbundesamt, Wien

Anhang A — Medienreaktionen................cccoooiiiiinin e 92
Anhang B - Einfithrende Literatur; Internet-Adressen

Adressenliste der Teilnehmer

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria ' CP-019 (1996)







Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — Einleitung 3

EINLEITUNG

R. Sattelberger
Umweltbundesamt, Wien

Das Umweltbundesamt veranstaltete am 22. und 23. April 1996 ein Symposium zum Thema
.Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung®. Diese Veranstaltung, die zum erstenmal in
Osterreich Wissenschaftler und Vertreter diverser Ministerien und Bundesanstalten zu dieser
Problematik an einen Tisch brachte, hatte den Untertitel ,Eine Standortbestimmung fir Oster-
reich“. Ziel der Veranstaltung war es, eine Einfiihrung und einen Uberblick tber den gegen-
wartigen Wissensstand zu geben, Gelegenheit zum Meinungs- und Gedankenaustausch zu
bieten und fir den zukinftigen Forschungs- bzw. Handlungsbedarf erste Ideen zu liefern.
Auch die Offentlichkeit sollte fiir dieses Thema sensibilisiert werden. Dieses Anliegen konnte,
gemessen an den Reaktionen in Presse und Rundfunk, einigermaBen zufriedenstellend erfllt
werden (siehe Anhang A).

Umweltchemikalien (Xenobiotika) wie Industriechemikalien, Pflanzenschutzmittel, Arzneimittel
usw. sind chemische Substanzen, die durch menschliche Tatigkeit in die Umwelt gelangen,
oder als Folge menschlicher Tatigkeit in der Umwelt entstehen. Einige dieser Chemikalien
(derzeit etwa 150 Substanzen), haben das Potential endokrine (endokrin = in den Blutkreis-
lauf Hormone absondernd) Regulationsmechanismen zu beeinflussen. Am meisten wurde und
wird Uber dstrogen wirksame Chemikalien (entsprechend der Wirkung des natiirlichen Sexual-
hormons Ostrogen) geforscht und publiziert. Nicht zu vergessen ist jedoch, daf3 auch natir-
lich vorkommende Stoffe in Pflanzen &strogen wirksam sein kdnnen. Als Beispiel seien hier
die Isoflavone in Sojabohnenprodukten genannt.

Xeno-Hormone stehen im Verdacht, Fruchtbarkeitsstérungen bei Mensch und Tier zu verur-
sachen. Auch werden sie in Zusammenhang mit menschlichen Erkrankungen, wie hormon-
abhangige Tumoren, Fruchtbarkeitsstérungen und Entwicklungsstorungen, gebracht. Ob die
gemeinsame Ursache in der vorgeburtlichen Exposition gegenuber Xeno-Hormonen liegt, ist
allerdings noch wissenschaftlich umstritten.

Wichtig erscheint die internationale Bearbeitung und Erforschung folgender grundlegender
Themen und Fragestellungen:

« Bestandsaufnahme und kritische Bewertung der bereits bekannten endokrin wirksamen
Substanzen

« Entwicklung von Teststrategien zur Prifung und Screening von neuen Chemikalien und
,Altchemikalien“ auf endokrine Wirkung

« Entwicklung und Validierung von Bioassays zur Testung von Umweltproben auf endokrine
Aktivitat. '

Weiters bedarf es der Klarung der spezifischen Expositionssituation des Menschen, Unter-
suchungen (ber etwaige negativen Auswirkungen auf die Umwelt, sowie Erforschung mogli-
cher additiver Wirkungen und der Ursache-Wirkungsbeziehungen.

Es ist zu hoffen, da3 dieser Tagungsbericht dazu beitragt, sowohl die Forschung als auch die
Offentlichkeit vermehrt fiir diese Problematik zu interessieren und sich als Promotor fur zu-
kiinftige Projekte auf diesem Gebiet erweist.

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria CP-019 (1996)




4 Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — Programm

UmWweltbundesamt

SYMPOSIUM

UMWELTCHEMIKALIEN MIT HORMONELLER WIRKUNG
Eine Standortbestimmung fiir Osterreich

22. April 1996, 13:00-18:00 Uhr
23. April 1996, 9:00-16:00 Uhr

» Ort der Veranstaltung:
Umweltbundesamt (Sitzungszimmer, Erdgeschof3), Ingen-Housz-Gasse 3, 1090 Wien

‘Offentliche Verkehrsverbindungen:
U4 oder StraBenbahnlinie 5 (Station Friedensbricke)

Montag, 22. April 1996

13:00 Uhr  BegriiBung der Teilnehmer
Dir.-Stellv. Dr. Manfred PETER, Umweltbundesamt Wien

13:15Uhr  Einfiihrung in das Thema
Mag. Alarich RISS, Umweltbundesamt Wien

UBERBLICK UND STAND DES WISSENS

13:30 Uhr  Dr. Hasso SEIBERT, Institut fir Toxikologie, Kiel
Umweltchemikalien mit endokriner Wirkung

14:00 Uhr  Prof. Dr. Hans PUSCH, Ambulatorium fir Andrologie, Graz
Einflu3 von toxischen Substanzen, Schwermetallen und Stref3 auf die
maénnliche Fertilitat

14:30 Uhr  Dr. Hermann SCHWEINFURTH,
Schering-AG, Experimentelle Toxikologie, Berlin )
Umweltverhalten und 6kotoxikologische Wirkungen von steroidalen Ostrogenen

15:00 Uhr Diskussion
15:30 Uhr Pause

CP-019 (1996) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria |
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EXPOSITION UND WIRKUNG AUF MENSCH UND UMWELT

16:30 Uhr Prim. Dr. Gunter SCHULTES, TransMed-Institut, Wien
Fertilitit bei Wein- und Obstbauern exponiert gegenuber Pflanzenschutz- und
Schédlingsbekdmpfungsmitteln in Osterreich

17:30 Uhr Diskussion

20:00 Uhr Heurigenbesuch
Dienstag, 23. April 1996
EXPOSITION UND WIRKUNG AUF MENSCH UND UMWELT

9:00 Uhr  Dr. Peter FRIGO, Univ.-Klinik fir Frauenheilkunde, Abt. Endokrinologie, Wien
Ostradiol- und Ethinylestradiolkonzentrationen im Abwasser von Wien
9:30 Uhr  Dr. Petra STAHLSCHMIED-ALLNER, ECT-Okotoxikologie GmbH, Fiorsheim

Endokrin wirksame Substanzen in der aquatischen Umwelt

10:00 Uhr  Doz. Dr. Wilfried BURSCH, Institut fir Tumorbiologie-Krebsforschung, Wien
Erhéhen hormonell wirksame Umweltchemikalien und Schwermetalle
das Krebsrisiko?

10:30 Uhr Doz. Dr. Alois JUNGBAUER, Institut fur Mikrobiologie, Wien
Verfahren zur Bestimmung der éstrogenen Aktivitdt von Umweltchemikalien

11:00 Uhr Diskussion

11:15 Uhr Pause
PROJEKTE, FORSCHUNGSBEDARF UND LOSUNGSANSATZE

11:30 Uhr  Christa GOTTSCHALK, Umweltbundesamt, Berlin
Forschungsaktivitdten (international und in Deutschland) auf dem Gebiet
hormonell wirksamer Substanzen

12:00 Uhr Dr. Thomas BELAZZI, Greenpeace, Wien
Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — Probleme und Lésungsansétze
aus der Sicht von Greenpeace

12:30 Uhr Mittagspause

14:00 Uhr Podiumsdiskussion: SchluBfolgerungen und Empfehlungen
Pressegesprach

16:00 Uhr

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria
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Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — H. Seibert 7

UMWELTCHEMIKALIEN MIT ENDOKRINER WIRKUNG

H. Seibert
Institut flir Toxikologie, Universitat Kiel

1 ENDOKRINE WIRKUNG VON CHEMIKALIEN

Spricht man.von der "endokrinen Wirkung" von Chemikalien, so umfaBt dieser Ausdruck alle
Arten von Wirkungen, die in die hormonelle Regulation im Kérper von Mensch und Tier ein-
greifen. Derartige Wirkungen kénnen in allen Lebensstadien -eines Organismus auftreten
und von besonderer Bedeutung wihrend sensibler Phasen der pré- und postnatalen Ent-
wicklung sein. Bedenkt man, wie komplex das endokrine System aufgebaut ist und wie viele
Teilprozesse an der hormonellen Regulation beteiligt sind, so wird deutlich, wie vielféltig die
Méglichkeiten sind, mit denen Fremdstoffe grundsatzlich das endokrine System beeinflussen
kénnen. So kdnnen Xenobiotika beispielsweise an Hormonrezeptoren binden und Wirkun-
gen auslésen, die denen eines kérpereigenen Hormons entsprechen, d. h. sie wirken als
Agonisten. Beispiele hierfir liefern zahlreiche Xenoostrogene (s. u.). Chemische Verbindun-
gen kénnen aber auch an Rezeptoren binden, ohne hormonartig zu wirken,damit aber die
Bindung korpereigener Hormone hemmen und so die Wirkung dieser Hormone vermindern,
d. h. sie wirken als kompetitive Antagonisten. Beispiele hierfiir sind einige antiandrogene
Substanzen (s. u.). Neben solchen rezeptorvermittelten, direkten Wirkungen sind eine ganze
Reihe indirekter Einfliisse moglich. Dazu gehéren Veranderungen der Konzentrationen von
Hormonrezeptoren in Erfolgsorganen, der Biosynthese und Sekretion von Hormonen in en-
dokrinen Organen sowie der Proteinbindung im Plasma. Sexualhormone beispielsweise lie-
gen im Blut nur zu einem sehr geringen Anteil in freier Form vor. Der groBte Teil ist an
SHBG (Sexual-Hormon-bindendes Globulin) und Albumin gebunden. Konkurriert eine Che-
mikalie nun um die Bindungsstellen an diesen Proteinen oder verandert die Konzentration
von SHBG im Plasma, so kann dies zu Anderungen der freien Konzentration von Hormonen
fihren. Von erheblicher Bedeutung kann schiieBlich die Wirkung von Fremdstoffen auf Bio-
transformationsreaktionen in der Leber sein. So kénnen bestimmte PCB-Kongenere bei-
spielsweise nicht nur an Ostrogenrezeptoren binden sondern zusétzlich mikrosomale Mo-
nooxygenasen in der Leber induzieren (d. h. ihre Aktivitat durch Stimulierung der Neusyn-
these erhohen), die einerseits fir die Metabolisierung der Induktoren selbst, andererseits
aber auch fiir den Abbau korpereigener Steroidhormone zustandig sind (Soontornchaat et
al.,1994; Li et al., 1994).

Der Teilbereich der Endokrintoxikologie, der in den letzten Jahren die gréBte Aufmerksam-
keit in der wissenschaftlichen und &ffentlichen Diskussion erregt hat, beschéftigt sich mit der
Frage nach dem Vorkommen und der 6ko- und humantoxikologischen Relevanz von Chemi-
kalien mit dstrogener Aktivitat (Xenoostrogene). Dabei ist die Erkenntnis, dai3 Umweltchemi-
kalien in geeigneten Tierversuchen (Allen-Doisy-Test, Uterus-Test mit Ratten und Mausen,
Gulden, 1995) Wirkungen entfalten kénnen, die zumindest teilweise denen natlrlicher
Ostrogene entsprechen, keineswegs neu. Schon seit den 60er Jahren ist dies flr syntheti-
sche Verbindungen wie Methoxychlor, o,p'-DDT und PCBs bekannt (Tuliner, 1961; Bitman et
al. 1968; Bitman & Cecil, 1970). Hintergriinde fir das in jingster Zeit gestiegene Interesse
an Ostrogenen in der Umwelt liegen 1. in neueren Beobachtungen zu Stérungen der Ge-
schlechtsdifferenzierung und Reproduktion bei Wildpopulationen u. a. von Fischen, Reptili-
en, Végeln und Wildkatzen (Colborn & Clement, 1992; Guillette et al., 1994, Facemere et al.,
1995), 2. in Ergebnissen von Versuchen mit Fischen als Bioindikatoren im AbfluBbereich von

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria CP-019 (1996)




8 . Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — H. Seibert

Klaranlagen in England, die zeigten, daf3 im geklarten Abwasser (unbekannte) Substanzen
enthalten sind, die bei weiblichen und méannlichen Forellen die Synthese von Vitellogenin (s. u.)
induzieren (Purdom et al., 1994) und 3. in neueren epidemiologischen Untersuchungen zur
Entwickiung und Funktion der Geschlechtsorgane bei Mannern. Zu dem letzten Punkt, der im
folgenden etwas eingehender dargestellt werden soll, gehdren Berichte, die auf eine Ver-
minderung der Spermienproduktion sowie erhdhte Inzidenzen von Hodenkrebs, Kryptorchis-
mus und Hypospadien im Verlauf der letzten 30-50 Jahre hindeuten.

2 STORUNGEN DER ENTWICKLUNG UND FUNKTION DES
MANNLICHEN REPRODUKTIONSSYSTEMS

2.1 Spermienproduktion

1992 verdffentlichten Carlsen et al. (1992) die Ergebnisse einer statistischen Metaanalyse, in
der die Resultate von 61 weltweit zwischen 1938 und 1990 publizierten Untersuchungen zur
* Spermienkonzentration im Ejakulat von Mannern ausgewertet wurden. Die Autoren kamen
dabei u. a. zu dem SchiluB, daf3 die Spermienkonzentration im Mittel von 113 x 10%ml im
Jahr 1938 auf 66 x 10%ml im Jahr 1990 abgenommen habe (s. Abb. 1). Dabei sei der Anteil
von Mannern mit weniger als 20 x 10° Spermien/mi deutlich gestiegen, wihrend der Anteil
mit mehr als 100 x 10°/ml drastisch abgenommen habe. Damit wurde eine Diskussion wie-
derbelebt, die ihren Ursprung bemerkenswerterweise schon in den 70er Jahren hatte, als u.
a. Nelson & Bunge (1974) aufgrund von Untersuchungen an einem gr6Beren Kollektiv von
Pravasektomiepatienten (386 Personen) in den USA zu dem Schiuf3 kamen, daf3, verglichen
mit Ergebnissen aus dem Jahr 1951 (McLeod & Gold), ein deutlicher Riickgang der Spermi-
enkonzentrationen stattgefunden hatte. Jahre spater kamen McLeod & Wang (1979) dem-
gegeniber aufgrund einer umfangreichen Analyse bis dahin vorliegender Daten von Patien-
ten aus New York zu dem Ergebnis, daB es keinen signifikanten Rickgang der Spermien-
konzentrationen gegeben habe. 1983 verglichen Bostofte et al. die Spermacharakteristika
von danischen Mannern, die 1952 bzw. 1972 die Klinik wegen Fertilitdtsproblemen aufge-
sucht hatten, und steliten eine Abnahme der Spermienkonzentration (Mediane) von 73 auf
55 x 10%/ml fest. Der Klarheit halber muB angemerkt werden, daf3 die Haufigkeitsverteilung
von Spermienkonzentrationen nicht “normal” ist sondern "rechtsschief, d. h. Median und
arithmetischer Mittelwert unterscheiden sich deutlich, wobei letzterer stets gréBer ist. Osser
et al. (1984) beobachteten einen Riickgang der Spermienkonzentrationen bei schwedischen
Mannern aus infertilen Paaren von (Mittelwerte) 125 x 10%ml 1960/61 auf 78 x 10%ml
1980/81. Im gleichen Jahr wurden die Ergebnisse einer Untersuchung von 861 amerikani-
schen Mannern verdffentlicht, die in 14 unabhéngigen Studien zu den Auswirkungen von
Chemikalienexpositionen am Arbeitsplatz als Kontrollen gedient hatten und von denen die
Autoren annahmen, daB sie als reprasentativ fir die berufstatige Bevolkerung in den USA
gelten kénnen (Whorton & Meyer, 1984). Dabei ergab sich fur die Spermienkonzentration
ein Mittelwert von 107 x 10%ml (Median: 83 x 10%ml). Dies sind Werte, die denen aus dem
Jahr 1951 (McLeod & Gold) entsprechen.

Dieser kurze historische Riickblick belegt, wie wenig einheitlich die Datenlage war, als 1992
die oben zitierte Arbeit von Carisen et al. erschien, die erneut einen Riickgang der Spermien-
dichten im Verlauf der letzten 50 Jahre postulierte. In der Folgezeit ist diese Untersuchung
von einigen Autoren stark kritisiert worden. Diese Diskussion kann hier nicht im einzelnen
wiedergegeben werden. Es bleibt aber festzustellen, daB Teile der geduBerten Kritik entweder
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Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — H. Seibert 9

wenig substantiell waren oder inzwischen widerlegt werden konnten. Was u. a. bleibt, ist die
berechtigte Frage, ob es den Daten wirklich angemessen ist, die "lineare Regression” als
Analysemethode, zu verwenden (Olsen et al., 1995). Ein Verdienst der Arbeit von Carisen et al.
besteht zweifellos darin, daB sie weitere Untersuchungen ausléste. So analysierten Auger et al.
(1995) die Spermacharakteristika von 1.351 fertilen Spendern einer Samenbank in Paris und
stellten eine Abnahme der Spermienkonzentration von im Mittel 89 x 10%/ml 1973 auf 60 x
108/ml 1992 fest. Eine jiingst publizierte Analyse der Daten von 577 freiwilligen Samenspen-
dern mit ungekiartem Fertilititsstatus in Schottland ergab signifikant héhere Konzentrationen
von Spermien bei Mannern die vor 1959 geboren waren (Median: 98 x 10%ml) als bei solchen,
die zwischen 1970 und 1974 geboren waren (Median: 78 x 10%ml) (Irvine et al., 1996).
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Abb. 1: Spermienkonzentrationen in Ejakulaten von Ménnern zwischen 1938 und 1992. Aus den von
Carlsen et al. (1992) verwendeten Daten sind nur diejenigen dargestellt, die auf Werten von
mehr als 100 Probanden basieren. Mit Ausnahme der Werte von Bostofte et al. (Mediane) sind
arithmetische Mittelwerte angegeben.

Die Griinde dafiir, daB die Frage, ob die Spermienkonzentrationen im Verlauf der letzten Jahr-
zehnte abgenommen haben oder nicht, so schwer eindeutig zu beantworten ist, sind mannig-
faltig:

1. In den bisher durchgefiihrten retrospektiven Studien besteht stets die Gefahr eines "selec-
tion bias", weil unterschiedliche Kollektive von Mannern untersucht wurden (erwiesener-
maBen fertile Manner, Manner mit ungeklartem Fertilittsstatus, Pravasektomie-Patien-
ten, Manner aus infertilen Paaren, freiwillige Spender fir Samenbanken u. s. w.). D. h., es
stellt sich stets die Frage nach der Reprasentativitat der Daten.

2. Es ist anzunehmen, daB nennenswerte geographische und regionale Variationen vor-
kommen. :

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria CP-d1 9 (1996)




10 : Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — H. Seibert

3. Spermienkonzentrationen unterliegen einer erheblichen interindividuellen Variabilitat. Dies
wird gut veranschaulicht in einer Originalabbildung aus der schon zitierten Arbeit von Au-
ger et al. (1995) , in der die Einzelwerte dargestellt sind ( s. Abb. 2). Diese Variabilitat er-
fordert die Untersuchung groBer Zahlen von Probanden. Auch wenn dies der Fall ist, ist
es schwierig, geringe, langsam verlaufende f\nderungen eindeutig festzustellen.

4. Unter den zur Charakterisierung von Ejakulaten bestimmten Parametern weisen gerade
Spermienkonzentration und Gesamtzahl der Spermien die héchsten intraindividuellen Va-
riationskoeffizienten auf (Noack-Filler et al., 1993). '

500 . . .
] . . .
SEEEEERESERE RS NS
1, Py . T F 1 o+ 2o
R S IR N
:|'||'!' S
s 1] ! I - !ll-:
goroopp bty bt
£ ] ’ o S B 1 | HEE ]
§ EEREER R R B Ea e
S osofttalyyritlibigbhaynyn
T SN G L R
X ; AR BT R BN -
e |- .- A I
a I : .
9 o} - P L
o . ' ..
z s} :
w3 982 1992

Abb. 2: Verdnderung der Spermienkonzentration bei fertilen Médnnern. Originalabb. aus Auger et al.
(1995): N. Engl. J. Med. 332, 281-285.

AbschlieBend sei noch darauf hingewiesen, daB die Spermienkonzentration kein eindeutiges
Man fir die Fertilitat eines Mannes darstelit. D. h., der Befund abnehmender Spermiendichten
ist keinesfalls identisch mit der Annahme einer Verminderung der mannlichen Fertilitat. Nach
Kenntnis des Autors existieren zurzeit keinerlei Untersuchungen, die Aussagen zu letzterem
zulieBen. Es ist aber davon auszugehen, daB sich eine deutliche Zunahme des Anteils oligo-
zoospermer (< 20 X 10°® Spermien/ml) Ménner in einer steigenden Zahi ungewollt kinderloser
Paare manifestieren wurde.

2.2 Hodenkrebs

Im Gegensatz zu den Diskussionen um sinkende Spermienkonzentrationen besteht keine
Kontroverse um das héufigere Auftreten von Hodenkrebs. Schon in den 80er Jahren haben
Untersuchungen in mehreren Landern einen deutlichen Anstieg der Inzidenz von Hodentu-
moren gezeigt. In Danemark beispielsweise hat sich die alters-standardisierte Inzidenz in
den Jahren 1943-1982 mehr als verdoppelt, wobei sie sich in der Altersgruppe von 15-24
Jahren vervierfacht hat (Osterlind, 1986). Diese Ergebnisse sind durch eine jingst veroffent-
lichte Studie an Mannern aus 9 européischen Staaten einschlieBlich der neuen Bundeslan-
der und des Saarlands bestétigt worden (s. Abb. 3). Fur die deutliche geographische Variati-
on der Inzidenzen gibt es zurzeit keine Erklarung (Adami et al., 1994).

CP-019 (1996) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency - Austria
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Abb. 3: Trends der alters-standardisierten Inzidenz von Hodenkrebs. Originalabb. aus Adami et al.
(1994): Int. J. Cancer 59, 33-38.

2.3 Kryptorchismus und Hypospadien

Es gibt eine Reihe von Untersuchungen, die auf einen Anstieg der Haufigkeit von Kryptor-
chismus und Hypospadien bei Neugeborenen hindeuten (Ubersicht s. Toppari et al., 1995).
Beispielsweise soll sich die Haufigkeit von Kryptorchismus bei 3 Monate alten Sauglingen in
England zwischen den 50er und 80er Jahren knapp verdoppelt haben (Ansell et al.,1992).
Insgesamt sind die Daten zur zeitlichen Veranderung der Haufigkeiten von Kryptorchismus
und Hypospadien aber relativ diirftig und méglicherweise durch Anderungen der Diagnose-
kriterien beeinfluBt (WHO, 1991; Giwercman, 1995).

3 OSTROGENHYPOTHESE

1993 ist von Sharpe & Skakkebaek die Hypothese formuliert worden, daf3 die oben beschrie-
benen Stérungen der Entwicklung und Funktion mannlicher Geschlechtsorgane eine gemein-
same Ursache haben koénnten und daf3 diese in einer erh6hten pranatalen Exposition gegen-
Uber Ostrogenen bestehen konnte. Grundlage hierfiir waren Erfahrungen mit dem syntheti-
schen Ostrogen Diethylstilbestrol (DES) bei Menschen sowie die Ergebnisse zahlreicher Tier-
versuche zur Wirkung pra- bzw. perinataler Behandiung mit Ostrogenen (Arai et al.; 1983).
DES ist in der falschen Annahme, daB dadurch Fehlgeburten verhindert werden konnten, in
den USA und Europa von den 40er bis zu den 70er Jahren in hohen Dosierungen an eine
groBe Zahl schwangerer Frauén verabreicht worden. Es stellte sich dann heraus, daB3 bei den
Tochtern der so behandelten Mitter in jungen Jahren mit erhohter Haufigkeit Adenokarzi-
nome der Vagina auftraten. Bei den Séhnen ergaben Untersuchungen dann statistisch erhohte
Haufigkeiten u. a. von Kryptorchismus, Hypospadien und verminderten Spermienkonzentra-
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tionen bzw. Gesamtzahlen von Spermien pro Ejakulat (Stillman, 1982). Nach jingsten Unter-
suchungen ist die Fertilitdt von erwachsenen Ménnem, die in utero DES-exponiert waren,
aber nicht vermindert (Wilcox et al., 1995). Zusétzlich liegen Hinweise flr eine erhdhte Inzidenz
von Hodentumoren vor, die allerdings weiterer Abklarung bedirfen (Toppari et al., 1995).

Soll die Eingangshypothese richtig sein, so miBte es im Verlauf der letzten 50 Jahre zu einer
erhohten Exposition gegeniiber Ostrogenen gekommen sein. Grundsétzlich moglich ware eine
erhohte Exposition sowohl gegeniiber endogenen als auch exogenen Ostragenen. Von Be-
deutung fir die Konzentration endogener Ostrogene kdnnen Anderungen der Erndhrungs-
gewohnheiten sein. So ist die Aufnahme ballastoffarmer/fettreicher Kost ("Western diet") bei-
spielsweise assoziert mit erhohten Konzentrationen von Sexualhormonen im Blut, verminderter
Exkretion von Ostrogenen (iber den Darm (erhohte enterohepatische Rezirkulation) sowie
erniedrigten Konzentrationen von Sexual-Hormon-bindendem Globulin (Adlerkreutz, 1990).

Bei den exogenen Ostrogenen kommen synthetische Ostrogene, Phyto- und Mykoéstrogene
sowie Umweltchemikalien mit dstrogener Wirkung in Frage.

3.1 Synthetische Ostrogene

Zu den synthetischen Ostrogenen gehért das schon erwdhnte Diethylstilbestrol. Es gibt
Schéatzungen, nach denen in den 50er Jahren in den USA 1-10 % aller schwangeren Frauen
mit DES behandelt wurden (Page, 1991). Als sich dann die Berichte ber unerwlinschte
Wirkungen dieser Behandlung hinreichend verdichtet hatten, wurde in den 70er Jahren auf
die weitere Verabreichung wahrend der Schwangerschaft verzichtet. Da sich DES jedoch bil-
lig synthetisch herstellen lieB und da es auch anabole Wirkung besitzt, wurde es zusétzlich
fir véllig andere Zwecke benutzt, namlich als Futterzusatz in der Rindermast und zur hor-
monellen Kastration von Gefligel. Erst als sich Berichte Uber nicht zu akzeptierende Rick-
standsmengen im Fleisch so behandelter Tiere hduften, wurde in den USA zunéchst die
Anwendung in der Geflligelproduktion (1959) und zwanzig Jahre spater in der Rindermast
verboten. In der Europaischen Gemeinschaft wurde die Vermarktung von DES zur Anwen-
dung in der Tierprokuktion 1981 untersagt (Page, 1991).

Synthetische Ostrogene finden sich weiterhin als Bestandteile oraler Kontrazeptiva. Haupt-
sachlich werden hier die oral wirksamen Abkémmlinge des 17B-Ostradiols, Ethinyldstradiol
und Mestranol, verwendet. Eine Konsequenz der (erwinschten) Erhdhung der chemischen
Stabilitat von Ethinylostradiol verglichen mit 17B-Ostradiol besteht darin, daB diese Verbin-
dung bis zu 80 % unverandert in konjugierter Form ausgeschieden wird (Turan, 1995). Seit
ihrer Einfiihrung ist die Anwendung oraler Kontrazeptiva enorm angestiegen. Damit ergibt
sich die durchaus berechtigte Frage, ob die ausgeschiedenen Mengen von Ethinylostradiol
bzw. seiner Metabolite gro3 genug sein kdnnen, um biologische Wirkungen auf ‘Okosysteme
oder den Menschen auszuliben. Geht man von stark vereinfachenden Annahmen aus, so
laBt sich die im Abwasser mogliche Konzentration an Ethinyldstradiol rechnerisch abschat-
zen. Fir eine Stadt wie Kiel mit 325 000 an das Klarwerk angeschlossenen Einwohnern und
einem taglichen Abwasservolumen von 70 000 m? ergabe sich beispielsweise eine Gesamt-
ausscheidung von 1500 mg/Tag und damit eine Konzentration von 20 ng/l im Abwasser,
wenn man von einer Tagesdosis von 30 pg ausgeht, die volisténdig ausgeschieden wird,
und weiterhin annimmt, daf3 30 % aller Frauen Kontrazeptiva benutzen. Es muf3 noch einmal
betont werden, daB eine derartige Abschéatzung natiirlich nur Anhaltswerte hinsichtlich der
méglichen GréBenordnung liefern kann. Wiirde Ethinyléstradiol nun durch die biologische
Reinigungsstufe im Klarwerk abgebaut werden, so wére die abgeschatzte Konzentration kaum
weiter bedenkenswert. Die wenigen bisher vorliegenden Untersuchungen mit Belebtschlamm-
Modellen deuten aber darauf hin, daB Ethinyldstradiol entweder gar nicht oder nur sehr lang-
sam abgebaut wird (Turan, 1995). D. h., daf3 die ins Abwasser gelangenden Mengen zum
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Teil im Klarschlamm verbleiben und zum Teil mit dem geklarten Abwasser in die als Vorfluter
dienenden Oberflachengewassern gelangen. DaB die in Oberflachengewasser eingeleiteten
Mengen zumindest lokal von 6kotoxikologischer Bedeutung sein kdnnten, wird daraus deut-
lich, daB im Laborversuch schon 0,5 ng/l Ethinyldstradiol ausreichen, um bei mannlichen Fo-
rellen einen signifikanten Anstieg von Vitellogenin im Plasma auszulésen, einem Protein,
das normalerweise nur von weiblichen Fischen wahrend der Eireifung gebildet wird (Purdom
et al., 1994). Von Bedeutung fiir den Menschen konnte Ethinylostradiol dann sein, wenn es
in nennenswerten Konzentrationen ins Trinkwasser gelange. Dies ware dort moglich, wo Trink-
wasser aus Oberflaichenwasser gewonnen wird, oder, wenn es zu einem Transfer ins Grund-
wasser kame. Tatsachlich ergaben wenig beachtete Messungen in Trinkwasserproben aus
Quellen und Brunnen in nicht sehr dicht besiedelten landlichen Bezirken in Suddeutschland
schon 1977 Ethinyldstradiolkonzentrationen bis zu 22,5 ng/l (Rurainsky et al., 1977).

Vor diesem Hintergrund erscheint es dringend notwendig, endlich systematische Untersu-
chungen zum Vorkommen von Ethinylostradiol und seinen Konjugaten in geklartem Abwas-
ser, Klarschlamm, Vorflutern sowie Grund- und Trinkwasser durchzufthren. In diesem Zu-
sammenhang sollte auch das Umweltverhalten naturlicher Ostrogene bericksichtigt werden,
die zwar chemisch weniger stabil sind als die synthetischen Derivate, dafir aber in wesent-
lich gréBeren Mengen von Mensch und Tier ausgeschieden werden. Dies kdnnte beispiels-
weise in Regionen mit konzentrierter Massentierhaltung durchaus von Bedeutung sein.

3.2 Phyto- und Mykodstrogene

Bei der Diskussion der toxikologischen Relevanz von Ostrogenen in der Umwelt durfen
Phyto- und Mykodéstrogene nicht unberiicksichtigt bleiben. Chemisch gesehen handelt es
sich dabei um nicht-steroidale Verbindungen aus den Gruppen der Isoflavone, Coumestane
und Resorcylsaure-Laktone. Inzwischen sind mehr als 300 Arten von Pflanzen bekannt, die
derartige Substanzen synthetisieren (Hughes, 1988). Aufmerksamkeit erregten Phytodstro-
gene erstmals in den 40er Jahren, als sich herausstellte, da3 weibliche Schafe, die auf Wei-
den mit bestimmten Varietiten des Erdklees gehalten wurden, gehauft Fertilitatsstorungen
aufwiesen (Mdiller et al., 1989). Intensive Untersuchungen fihrten dann in der Folgezeit zur
Isolierung und Identifizierung einer ganzen Reihe von dstrogen wirksamen Isoflavonen und
Coumestanen. Eine Ubersicht Giber inzwischen bekannte Wirkungen von Phytodstrogenen
insbesondere bei Haustieren geben Mdiller et al., 1989.

Phytodstrogene kommen aber nicht nur in Pflanzen vor, die als Futter fur Haustiere dienen,
sondern auch in solchen, die Bestandteil von Nahrungsmitteln des Menschen sind. Ein Bei-
spiel von besonderer Bedeutung stellen Sojabohnen dar, da Sojaprodukte hohe Konzentra-
tionen an Isoflavonen (u. a. Daidzein u. Genistein) enthalten (Setchell, 1985) und in ost-
asiatischen Landern sowie von Vegetariern in westlichen Landern in relativ groBen Mengen
aufgenommen werden. Versuche mit Personen, die 5 Tage lang jeweils eine Mahlzeit aus
gekochtem Sojaprotein (40 g Trockengewicht) zu sich nahmen, haben gezeigt, daf3 die im
Urin exkretierte Menge an Equol anschlieBend auf bis zu 7000 pg/Tag anstieg. Equol ent-
steht im Darm durch die Umwandlung von Isoflavonen durch Bakterien (Setchell, 1984).
Hinweise dafiir, daf? mit Sojaprodukten aufgenommene Menge an PhytoGstrogenen beim
Menschen endokrin wirksam sein kdnnen, liefern jungere Untersuchungen an pramenopau-
salen Frauen, bei denen der tagliche Verzehr von 60 g Sojaprotein Uber 4 Wochen u. a. zu
Verdnderungen der Zykluslange fiihrte (Cassidy et al., 1994).

Zearalenon ist ein Beispiel fiir ein Mykodstrogen, das von Pilzen der Gattung Fusarium ge-
bildet wird. Diese Pilze siedeln sich, z. B. auf Mais und Weizen an und kénnen — vorwiegend
bei unsachgeméafBer Lagerung — zur Kontamination daraus hergestellter Nahrungsmittel fih-
ren (Verdeal & Ryan, 1977; Kuiper-Goodman et al., 1987).
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Als letztes Beispiel dafiir, wie es zu einer Exposition gegeniber Phytodstrogenen kommen
kann, seien alkoholische Getranke genannt. Bourbon-Whisky, Bier sowie insbesondere Rot-
wein enthalten nachweisbare Konzentrationen an Phytodstrogenen, die als mdgliche Ursache
fur Femininisierungssymptome, die bei Alkoholikern beobachtet werden, diskutiert werden
(Gavaler et al., 1995).

3.3 Chemikalien mit 6strogener Wirkung

Nachdem, wie schon erwéahnt, in den 60er Jahren die dstrogene Aktivitat der Insektizide o,p'-
DDT und Methoxychlor entdeckt worden war, sind in der Folgezeit eine ganze Reihe weiterer
Verbindungen mit derartigem Wirkpotential gefunden worden, nicht immer jedoch als Ergeb-
nis systematischer Suche, sondern haufig mehr oder minder zuféllig. Die dstrogene Wirkung
von p-Nonylphenol hat sich beispielsweise dadurch herausgestellt, da3 Extrakte aus in bio-
chemischen Labors verwendeten Polystyrolréhrchen die Proliferation von dstrogensensitiven
humanen Brustkrebszellen (MCF7-Zellen) stimulierten (Soto et al., 1991). Alkylphenole wer-
den bei der Produktion von Kunststoffen als Antioxidans verwendet.

Zurzeit wird in unserem Institut an einer Studie gearbeitet, die u. a. zum Ziel hat, die bisher
in der Literatur beschriebenen Chemikalien mit dstrogener Aktivitat zu erfassen. Die voll-
standige Liste mit den zugehdrigen Quellenangaben wird im Herbst dieses Jahres vorliegen.
Bis jetzt sind jedoch schon weit mehr als 100 Substanzen registriert worden, von denen aber
nicht alle umweltrelevant sind. Tab.1 zeigt eine Ubersicht iber chemische Gruppen, aus de-
nen Vertreter als dstrogen wirksam beschrieben worden sind, sowie jeweils eine Beispiel-
substanz bzw. ein Substanzgemisch (Aroclor 1221, Aroclor 5442).

Die Ubersicht macht deutlich, wie unterschiedlich die Struktur der in dieser Weise endokrin
wirksamen Verbindungen ist, wenn man beispielsweise o,p'-DDT mit dem Insektizid Kepon
oder Diphenylhexamethylcyclotetrasiloxan, einem Monomer bestimmter Polysiloxane (Siliko-
ne), vergleicht. Diese Diversitat macht es unméglich, aus der chemischen Struktur einer Sub-
stanz auf ihre dstrogene Aktivitat zu schlieBen. Diese schon lange bekannte Tatsache be-
deutet, daB biologische Testmethoden herangezogen werden missen, um die Aktivitat einer
chemischen Verbindung zu untersuchen. Zu diesem Zweck sind zahlreiche Methoden verwen-
det worden, die von Rezeptorbindungsstudien in vitro Gber Untersuchungen an kultivierten
Zellen bis zu Tierversuchen reichen (Ubersicht s. Glilden, 1995). Dadurch, da3 die bisher als
dstrogen wirksam bekannten Substanzen mit sehr unterschiedlichen, nicht standardisierten
Testmethoden untersucht wurden, ergibt sich ein Problem, das von wesentlicher Bedeutung
ist, wenn die toxikologische Relevanz derartiger Chemikalien beurteilt werden soll. Neben
der qualitativen Kenntnis des 6strogenen Potentials einer Substanz sind dazu zuverlassige
Daten zu ihrer 6strogenen Potenz, d. h. zur Dosisabhéngigkeit inrer Wirkung nétig. Derartige
Informationen fehlen aber fir den groBten Teil der bisher bekannten Verbindungen. Dort wo

vergleichbare Daten fir kieinere Gruppen von Chemikalien vorliegen, z. B. aus Uterusge-
wicht-Tests mit juvenilen Ratten, hat sich gezeigt, daB die Aktivititen z. B. von o,p-DDT und
Kepon um 4 Zehnerpotenzen geringer als die von 1783- Ostradiol sind (Cecil et al., 1971;
Hammond et al., 1979). Zu &hnlichen Ergebnissen, bzw. noch schwacherer dstrogener Po-
tenz , vergluchen mit 17B-Ostradiol, ist man aufgrund von In vitro-Versuchen mit kultivierten
MCF7-ZeI»Ien beispielsweise fur Alkylphenole, Benzylbutylphthalat und PCB-Kongenere ge- -
kommen (Soto et al.,, 1995). Anzumerken ist hier aber, daB3 bei den in den letzten Jahren
vorwiegend durchgefuhrten In vitro-Tests zusétzliche Interpretationsprobleme dadurch auf-
treten, daB die dstrogene Potenz einer Substanz in vivo wesentlich von pharmakokmeﬂschen
Faktoren (Resorption/Exkretion, Verteilung, Metabolismus, Proteinbindung) abhéngt, die in vi-
tro entweder gar nicht oder nur zum Teil erfaBt werden konnen.
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Tab. 1: Chemikalien mit éstrogener Aktivitat: Chemische Gruppen und Beispiele.

Diphenylmethan-Derivate o,p"-DDT CI\E',cn
(chioriert) Q " 'Q‘"
i
Diphenylmethan-Derivate Bisphenol A f“a
(nicht chloriert) HO Qf—@—ou
CH,
Triphenylmethan-Derivate Phenolphtalein

"*0@ ) @OH
©\3\c=0

Biphenyle 2,2'-Dihydroxybiphenyl HO,
(nicht chloriert)
OH
Biphenyle Aroclor 1221 0 Q
(chloriert) c oy
-Chlorierte Triphenyle PCT Aroclor 5442 @_@_@
Clx Cly 1z
PAKs 3,9-Dihydroxybenz (a)- @ OH
anthracen
Ho“
Naphtole 1-Naphthol OH
Alkylphenole 4-tert. Oktylphenol

Hs
(H,C);C—CH,—(E—@—QH
CHj

Phenylsiloxane Dipehnylhexamethyl- Ph Me
cyclotetrasiloxan S—O0—#t
Me/o/ e Ph o/ Me
10—
Me Me
Chlorierte Cyclodiene Kepon c all
Cl
el
0 Cl 1
Phatséureester Benzylbutylphthalat
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4 CHEMIKALIEN MIT ANTIOSTROGENER WIRKUNG

Neben Chemikalien mit dstrogener Aktivitat kommen in der Umwelt auch strukturell unter-
schiedliche Gruppen von Chemikalien mit antiGstrogener Wirkung vor. Damit sind Substan-
zen gemeint, die die Wirkung von Ostrogenen unterdriicken bzw. hemmen kénnen. Wie
Tab. 2 zeigt, gehdren hierzu u. a. ubiquitdr verbreitete Substanzen aus den Gruppen der
polychlorierten Dibenzodioxine (PCDD), Dibenzofurane (PCDF) und Biphenyle (PCB). Ge-
meinsam ist diesen Verbindungen, daB sich nicht an den Ostrogenrezeptor binden sondern
ihre Wirkung (iber Bindung an den cytosolischen Ah-Rezeptor (Arylhydrocarbon-Rezeptor)
entfalten. Zum Wirkmechanismus gibt es bisher nur ansatzweise Modellvorstellungen (Safe
et al., 1991). Wesentlich erscheint aber, daB die antidstrogene Potenz dieser Substanzen
relativ hoch sein kann. In In vitro-Experimenten mit MCF7-Zellen reichen beispielsweise
Konzentrationen von 10°-10° M 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) aus, um die
Wirkung von 10° M 17 B-Ostradiol zu hemmen (Krishnan & Safe, 1993; Safe, 1995). Ver-
gleicht man damit die Konzentrationen von Substanzen mit Gstrogener Aktivitat, die notig
sind, um im gleichen Testsystem maximale éstrogene Wirkungen auszulbésen, so sind diese
mit Werten von 10°-10° M um 3-4 Zehnerpotenzen héher (Soto et al., 1995).

Zum SchiuB muB noch ein Umstand hinzugefugt werden, der bisher nicht erwéhnt wurde.
Fir viele der hier behandelten Substanzen ist eine vollig eindeutige Zuordnung zu Xeno-
dstrogenen bzw. Xenoantiéstrogenen nicht mdglich, da sie sowohl Ostrogene als auch anti-
éstrogene Wirkungen auslésen kénnen. Welche Wirkqualitat im Tierversuch dominiert, kann
abhéngig sein von der Héhe der eingesetzten Dosis, der Art der Applikation, der Tierspezies
(Mller et al., 1989) sowie dem endokrinen Status der Versuchstiere. '

Tab. 2: Chemikalien mit antiéstrogener Aktivitdt: chemische Gruppen und Beispiele.

Chilorierte Dibenzodioxine 2,3,7,8-Tetrachlor-dibenzo- Cl o cl
o-dioxin @i

cl 0 cl

Chiorierte Dibenzofurane 2,3,7,8-Tetrachlor- - cl Cl
dibenzofuran _

cl 0 cl

Chlorierte Biphenyle 3,3',4,4"-Tetrachlorbipheny! Ci Cl

5 CHEMIKALIEN MIT ANTIANDROGENER WIRKUNG

Erst in allerjiingster Zeit hat sich herausgestellt, daB3 vom Menschen in die Umwelt einge-
brachte Chemikalien nicht nur dstrogene bzw. antiéstrogene sondern auch antiandrogene Wir-
kung haben konnen. Einen besonders interessanten Fall stelit p,p"-DDE dar. Diese Verbindung
tritt im Korper von Mensch und Tier als schlecht abbaubarer Hauptmetabolit von DDT auf,
das als technisches Produkt zu 63-77 % aus p,p’-DDT und nur zu 8-23 % aus dem Ostrogen
wirksamen o,p’-DDT besteht. Untersuchungen von Kelce et al. (1995) haben nun gezeigt,
daf p,p’-DDE an Androgenrezeptoren bindet, in vitro die androgen-induzierte Transkription
in genetisch veranderten Zellinien hemmt und in vivo bei Exposition von fétalen, pubertaren
und adulten mannlichen Ratten zu Veranderungen fihrt, die auf eine Hemmung der Wirkung
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von Androgenen hindeuten. Zusammengenommen bedeutet dies, daB p,p’-DDE als kompe-
titiver Androgenrezeptor-Antagonist wirkt. Diese Ergebnisse veranlassen die Autoren zu der
Annahme, daB , the reported increased incidence of developmental male reproductive system
abnormalities in wildlife and humans may reflect antiandrogenic activity of the persistent DDT
metabolite p,p’-DDE, acting at the level of the androgen receptor.”

Zu den wenigen weiteren bisher bekannten Umweltchemikalien mit antiandrogener Aktivitat
gehéren das Herbizid Linuron und das Fungizid Vinclozolin (s. Tab. 3). Fir beide Substan-
zen liegen sowohl Rezeptorbindungsstudien in vitro als auch Ergebnisse von Versuchen mit
Ratten vor, die auf demaskulinisierende Wirkungen hindeuten (Cook et al., 1993; Gray et al.,
1994). Bei Vinclozolin ist die antiandrogene Aktivitat offensichtlich auf zwei durch Hydrolyse
entstehende Metabolite zuriickzufiihren (Kelce et al., 1994).

Tab. 3: Chemikalien mit antiandrogener Aktivitat.

' - E
50D ey
'] .
CCl,
Linuron Cl
. %
cl NHC-N-CHs
OCHs
Vinclozolin cl 9
Cc—O0
/
N{ |
C—C—CH,
Cl 1] |
0 ﬁﬂ*CHz

6 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Es kann kein Zweifel daran bestehen, daB eine ganze Reihe von Industrie- und Umweltche-
mikalien sowie natiirlich vorkommende Substanzen das Potential besitzen, Prozesse der endo-
krinen Regulation im Kérper von Mensch und Tier zu beeinfiussen. Die Ergebnisse zahlrei-
cher Tierversuche sowie die Erfahrungen mit DES beim Menschen sprechen weiterhin dafiir,
daB eine pra- bzw. perinatale Exposition gegenliber Substanzen, die die Regulation durch
Sexualhormone beeinflussen, sei es durch rezeptorvermittelte agonistische oder antagonisti-
sche Wirkungen oder duch indirekte Mechanismen, zu Stérungen der Entwicklung und Funkti-
on der Geschlechtsorgane fihren konnen.

Was ist nun von der ,Ostrogen-Hypothese® zu halten? Genau genommen besteht sie aus zwei
Teilen, namlich erstens der Annahme, daB verminderte Spermienproduktion, erhohte Inziden-
zen von Hodentumoren, Kryptochismus und Hypospadien eine gemeinsame Ursache haben
und zweitens, daB diese Ursache in einer erhohten pranatalen Exposition gegentber Ostroge-
nen besteht. In Erweiterung dieser Hypothese werden auch einige der bei wildlebenden Tieren
beobachteten Stérungen der Reproduktion auf Xenodstrogene zurtickgefiihrt. Geht man einen
Schritt weiter zuriick, so macht die Beschéftigung mit dieser Hypothese lberhaupt erst einen
Sinn, wenn man die zugrunde liegenden statistischen Analysen Uber die zeitlichen Verande-
rungen der Haufigkeit von Storungen des ménnlichen Reproduktionssystems als valide akzep-
tiert und damit als Problem anerkennt. Hier ist versucht worden darzustellen, daB3 dies nicht ein-
heitlich der Fall ist. Wahrend kaum Zweifel an einem Anstieg der Inzidenz von Hodentumoren
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besteht, haben insbesondere die Untersuchungen, die aufgrund retrospektiver Analysen ei-
nen Riickgang der Spermienkonzentration im Ejakulat von Mannern postulieren, zu gegen-
satzlichen Positionen gefuhrt. Wahrend ein Teil der Wissenschatftler diese Studien als aus-
sagekraftig beurteilt, bemihen sich andere, durch den Nachweis methodischer Unzulanglich-
keiten die Aussage generell in Frage zu stellen. Dafir, daB tatséchlich ein Rickgang der Sper-
mienkonzentrationen stattgefunden hat und daB dieser bis heute anhélit, spricht allerdings, dai3
neben der Metaanalyse von Carlsen et al. (1992) unabhéngige Untersuchungen aus Dane-
mark, Schweden, Frankreich und Schottland zu a&hnlichen Resultaten gekommen sind. Geht
man — und dies m(iBte aus Vorsorgegriinden getan werden — davon aus, daf3 es tatsachlich zu
einem Anstieg der Haufigkeiten von Stérungen der Entwicklung und Funktion des ménnlichen
Reproduktionssystems gekommen ist, so stelit sich die Frage nach den méglichen Ursa-
chen. Hier bietet die ,Ostrogen-Hypothese® einen (produktiven) Ansatzpunkt. Mehr nicht! Die
meisten Fragen, die zur Annahme oder Ablehnung dieser Hypothese beantwortet werden
miiBten, sind zurzeit noch vollig offen oder erst in Anséatzen geklart, dies sind u. a.:

1. Uber welche Mechanismen ist die Entwicklung der ménnlichen Geschlechtsorgane mit
der Entstehung von Hodenkrebs und Stérungen der Spermatogenese verknupft?

2. Welche Rolle kdnnen dabei exogene, endokrin wirksame Substanzen (Ostrogene, Anti-
dstrogene, Androgene, Antiandrogene) spielen?

3. Welche exogenen Substanzen (natirliche und synthetische) sind Uberhaupt endokrin wirk-
sam? Die meisten aller chemischen Verbindungen, die zurzeit produziert und angewendet
werden, sind nie auf derartige Wirkungen gepruft worden.

4. Wie hoch muB die Exposition gegeniiber derartigen Substanzen sein, damit es zu signifi-
kanten Effekten kommt?

5. In Bezug auf exogene Ostrogene: Wie hoch ist die Exposition des Menschen (und wildle-
bender Tiere) gegeniber synthetischen Ostrogenen und Umweltchemikalien mit éstroge-
ner Wirkung im Vergleich zu natiirlichen Ostrogenen?

6. Welche Daten sind notwendig, um eine derartige Expositionsabschatzung uberhaupt
druchfiihren zu kénnen? Die Verwendung von Aquivalenzfaktoren, die allein aufgrund von
In vitro-Experimenten mit kultivierten Zellen gebildet werden (Safe, 1995) erscheint dafir
auBerst zweifelhaft.

7. Welche Bedeutung hat die gleichzeitige Exposition gegeniiber Substanzen mit antiostro-
gener Wirkung, von denen bis jetzt einige, ubiquitir vorkommende bekannt sind?

8. Welche Bedeutung haben Substanzen mit androgener bzw. antiandrogener Wirkung, Wirk-
potentiale, auf die Chemikalien mit wenigen Ausnahmen bisher nicht untersucht worden
sind? '

Eine wissenschaftlich wirklich fundierte Bearbeitung all dieser Fragen wirde viele Jahre in-
tensiver Forschung erfordern, wenn sie denn Uberhaupt méglich ist. Dies ist deshalb zwei-
felhaft, weil es eines erheblichen Aufwands an Zeit und Arbeit bedirfte, allein fir eine ein-
zeine, als endokrin wirksam erkannte Substanz die notwendigen experimentellen Daten in
Tierversuchen (hierfur dirften die Standard-Versuche mit Labornagern nicht ausreichen) zu
erheben, die notwendig wéren, um eine Basis fiir eine haltbare Risikoabschéatzung zu liefern.
Damit hatte man sich aber dem Problem der gleichzeitigen Exposition gegeniber einer Viel-
zahl von Substanzen mit gleichem (r) bzw. unterschiedlichem (r) endokrinen (r) Wirkpotential
und -potenz nur einen kleinen Schritt genahert.

Vordringlich und in Giberschaubarer Zeit bewditigbar erscheint im Moment die Bearbeitung
folgender Teilaspekte:

1. Theoretisch

a) Kritische Bestandsaufnahme der bisher als dstrogen, antiostrogen, androgen bzw. anti-
androgen wirksam beschriebenen Substanzen. '
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b) Priifung der vorliegenden Daten zur Exposition des Menschen und wildlebender Tiere
gegeniiber Substanzen, die als relevant betrachtet werden mussen.

2. Experimentell

a) Entwicklung zuverlassiger und reproduzierbarer Teststrategien (sinnvolle Kombinatio-
nen aus In vitro- und In vivo-Tests) zur Prifung von Chemikalien und Umweltproben auf
endokrine Aktivitat (Potential und Potenz)

b) Prifung der dkotoxikologischen Relevanz endokrin wirksamer Substanzen an ausge-
wihlten aquatischen Spezies.

3. Umweltanalytisch

a) Bioassays: Priiffung von Proben aus Rohabwasser, geklartem Abwasser und Kiar-
schlamm auf das Vorkommen von ,endokriner” Aktivitat.

b) Chemische Analytik: Bearbeitung spezifischer Fragestellungen wie z. B. Vorkommen
und Verhalten natirlicher und synthetischer Ostrogene in Abwasser, Klarschlamm und
geklartem Abwasser.

Dariiber hinaus wére es notwendig, epidemiologische Untersuchungen zu initiieren, die ge-
sicherte Aussagen liber zeitliche Trends bei Spermienkonzentationen (und anderen Sperma-
charakteristika) und der Haufigkeit von Kryptorchismus und Hypospadien erlauben.
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UMWELTEINFLUSSE AUF DIE MANNLICHE FERTILITA T

H. Pusch .
Ambulatorium fir Andrologie, Graz

1 EINLEITUNG

Die weltweit zunehmende Beachtung von Umweltproblemen hat dazu gefihrt, daB3 der Pro-
blemkreis ,Umwelt und Reproduktion“ vermehrt in die Forschung einbezogen wurde. Dabei
kamen zum Teil erstaunliche, oft auch alarmierende Resultate ans Tageslicht, wie zum Bei-
spiel die kontinuierliche Abnahme der Anzahl der Spermatozoen im Ejakulat wahrend der
letzten 6 Jahrzehnte (Tabelle1).

Tab. 1: Langzeitbeobachtungen zur Spermatozoendichte (SHARPE, R. M. & SKAKKEBAEK, N. E., 1993).

Analyse der gesamten Weltiiteratur (1930-1990; 14.947 Personen)
1940 113 Mil./ml Ej Vol.: 3,40 m!
1990 66 Mill./mi Ej Vol.: 2,75 ml

2 DEFINITIONEN

Nach MORIARTY (1988) bedeutet ,Umwelt” die gesamte Umgebung eines idividuellen Orga-
nismus, sowohl unbelebte Komponenten (Habitat) wie Luft, Boden, Wasser als auch Pflanzen-
sowie Angehérige der eigenen Spezies. Schwieriger ist die Definition des Begriffes ,Fertilitat”:
Die einschlagigen Lehrbucher fihrén diesen Begriff nicht im Register, erst das Konversations-
lexikon bezeichnet damit die ,Vermehrungsstérke von Lebewesen®. TRUHAUT (1977) pragt
den Begriff Okotoxikologie. Damit werden toxikologische Einwirkungen auf ganze Okosy-
steme naher definiert und untersucht. Die Okotoxikologie verfiigt iiber ein spezielles statisti-
sches Instrumentarium, und zwar das Wahrscheinlichkeitsraster- oder Gittermodell, da nach
WOOD et al. (1992) die konventionellen statistischen Methoden zur Erfassung komplexer
Umweltprobleme oder zur Gefahrenanalyse vollig ungeeignet sind.

3 PROBLEMERFASSUNG UND METHODIK

Global gesehen hat die Spezies Homo sapiens keine Fertilititsprobleme — territorial gesehen
jedoch sehr wohl. Betrug 1953 der geschétzte Anteil kinderloser Paare noch 7-8 % der Be-
volkerung, so wurden 1993 bereits 15-20 % ungewolit kinderlose Partnerschaften registriert.
Dies gilt fiir die westeuropaischen Industrienationen. Die Tendenz ist untibersehbar steigend!

Wie bei allen sehr komplexen Vorgéngen ist auch die objektive Erfassung eines ,Rlckganges
der Fertilitat“ sehr schwierig. Die Auswirkungen bestimmter chemischer Substanzen auf die
Spermagqualitat zu untersuchen, macht an sich schon genug Probleme, ganz zu schweigen
von dem Versuch, Umweltfaktoren wie Larm, Luftgiite, Wohnqualitat, Stre3 oder Feuchtlgkelt
und Kalte im Wohnbereich oder am Arbeitsplatz erfassen zu wollen.
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LIVEMORE (1993) hat einen Literaturiiberblick durchgefihrt, wobei 132 wissenschaftliche
Publikationen tber 89 verschiedene Chemikalien naher beleuchtet wurden. Dabei hat man
die Samentadendichte in 87 Fillen, die Motilitat in 59 Féllen und die morphologische Sper-
maqualitat in nur 44 Féallen untersucht. Dennoch vertritt der Autor die Meinung, daf3 Sper-
matests zwar nitzlich seien, aber nichts aussagen hinsichtlich der Mutagenitat, Kanzeroge-
nitat und den Langzeitfolgen der untersuchten Substanzen. Die Durchtfihrung einer Dosis-
Wirkungs-Erfassung, die Prifung der Reversibiltat der Veranderungen am Keimepithel, die
Analyse des Wirkmechanismus, die genetischen Auswirkungen und die Testung an ver-
schiedenen Spezies werden zwar vehement gefordert, unterbleiben jedoch haufig aus Zeit-
oder Kostengriinden oder wegen fehlender methodischer Grundlagen. Daher erstaunt es
nicht weiter, das der GroBteil der Untersuchungen und Studien keine schlussigen Beweise
fir die Schadlichkeit einer Substanz liefert, sondern allenfalls Hinweise auf die negativen
Einflisse auf die Fertilitat anfiihren kann. Interessanterweise nimmt die Wissenschaft ein
Phanomen wie die Abnahme der Spermatozoendichte eher hin, indem sie die Normwerte
andert, anstatt die Ursachen zu erfassen (Tabelle 2). '

Tab. 2: Normwerte fiir Spermatzoendichte.

1951 (Mc Leod u. Gold) ‘ 120 Mill.Sp./mi
1961 (Schirren) 60 Mill.Sp./ml
1970 (Eliasson et al.) 40 Mill.Sp./mi
1989 WHO (Belsey et al.) 20 Mill.Sp./ml

Ein weiteres Problem ist, daB3 die Expositionsdauer und -intensitat bei verschiedenen Chemi-
kalien sehr unterschiedlich sein kann, wie z. B. bei den chlorierten Kohlenwasserstoffen in
Pflanzenschutzmitteln: Der Landwirt, der seine Kulturen spritzt, hat direkten Kontakt Uber die
Haut und das Einatmen des Spritznebel, der Konsument nimmt diese Stoffe lber die Nah-
rungskette zu sich, dies allerdings oft jahrelang. Auch hier gelingt der Beweis fiir die Toxizi-
tat oft nur bei extremer Exposition.

Entscheidend ist auch die biologische Halbwertszeit von Noxen. Alleine aus dem Tabakrauch
hat man bisher ca. 1.000 verschiedene chemisch definierte Verbindungen isoliert, der GroBteil
davon schadlicher Natur. Ein rauchender Arbeiter in einem. GieBereibetrieb oder beim StraBen-
bau ist nicht nur den Metallddmpfen oder Asphaltdampfen ausgesetzt, sondern oft auch einer
Belastung durch Hitze, Larm, Vibrationen etc.. Die Beispiele illustrieren die Schwierigkeit, ein-
zelne Noxen in ihrer Bedeutung richtig einzuschétzen. DOBBINS (1987) hat in der Abteilung
fiir Vorsorgemedizin und &ffentliche Gesundheit in Texas finf Studien Uber Athylendibromid,
einer hochtoxischen Substanz, analysiert, die alle zu dem SchluB kamen, daf3 die Substanz
-unschadlich sei. Erst die Anwendung eines verfeinerten Untersuchungsrasters in einer sechsten
Studie ergab das wahre Ausmaf der Gefahrdung. Auch hier zeigte sich deutlich, daB3 Tierver-
suche nur Hinweischarakter haben kdnnen und statistische Aussagen oft grenzwertig sind.

4 UBERSICHT DER WICHTIGSTEN NOXEN
UND UMWELTEIN-FLUSSE

Tabelle 3 stellt einen Ausschnitt der wesentlichsten Schadstoff- und Umwelteinflisse dar.
Daneben gibt es noch eine Reihe wichtiger Storfaktoren, die in Tabelle 4 zusammen gefaf3t
sind. Tabelle 5 stellt einige besonders gefahrdete Berufsgruppen (ohne Anspruch auf Voll-
standigkeit) vor.
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Tab. 3: Noxeniibersicht.

Trauma
Temperatur
Strahlung
Mikrowellen
Metallsalze
Mineraldle
Hormone
Pestizide
Neurotoxine

edikamente

i

Stre3, Wasserverschmutzung, Phytodstrogene
Freizeitgewohnheiten (Extremsport, Sauna)

Tab. 4: Storfaktoren.

Larm Larm

Geriiche Gerliche

Staub/Rui3 Witterungseinflisse

Kalte Staub, Schmutz

Feuchtigkeit Klimaanlagen
kinstliches Licht
geschlossene Fenster

Tab. 5: Betroffene Berufsgruppen.

Raffinerie- und Tankstellenpersonal:
Arbeiter in Chemie- und Metallbetrieben
Bergleute '

~ Kraftfahrer, Baggerfahrer
Landwirte insbesondere im Obst-, Weinbau
Schwei3er
Personal in chemischer Reinigung
Med. Techn. Personal
Polizeibeamte
Anstreicher, Spritzlackierer
Nacht- und Schichtarbeiter -
Berufsfeuerwehrieute
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Berufsbezogene Studien an gentigend groBen Kollektiven sind schwierig durchzufihren und
daher rar. AGNEW (1991) fiihrte an der John-Hopkins-Universitat eine Studie an Berufsfeu-
erwehrleuten durch und fand sowohl eine Einschrénkung der Zeugungsféhigkeit als auch ei-
ne erhéhte Abortusrate bei den Frauen der Feuerwehrleute. Er erklérte dies mit den beson-
deren Belastungen, denen diese Berufsgruppe ausgesetzt ist: Hitze, Rauch, giftige Dampfe
und Gase, Larm, StreB, psychische Anstrengungen und Schichtdienst. Untersuchungen an
danischen ElektroschweiBern ergaben eine Geféhrdung durch Metalldampfe, Hitze, nieder-
frequente Felder und ionisierende Strahlung. Bei den SchweiBern, die rostfreien Stahl verar-
beiteten, zeigt sich ein deutlicheres Absinken der Spermaqualitit als bei ihren Kollegen, die
Baustahle schweiBten. GERHARD und RUNNEBAUM (1992) konnten Zusammenhange von
Blei, Cadmium und Quecksilber im menschlichen Korper bei Zyklus- und Schwangerschafts-
problemen feststelien.

Angriffspunkte der Noxen:

« Speicherung im Fettgewebe

« Anreicherung in Sekreten des Genitaltraktes
e Anreicherung in der Follikelflissigkeit.

Die Speicherung von Schadstoffen im Fettgewebe ist gut dokumentiert. Besonders die Pflan-
zenschutzmittel auf der Basis chlorierter Kohlenwasserstoffe wie DDT, HCH, HCB und PCB
werden im Fettgewebe abgelagert und nur ganz langsam abgebaut. Im Ejakulat lassen sich
diese Stoffe ebenfalls nachweisen. WAGNER et al. (1989) fanden héhere Konzentrationen
dieser Stoffe in der Samenfliissigkeit von Ménnern mit sogenannter idiopathischer Sterilitat
als in gesunden Vergleichsgruppen. BAUKLOH et al. und FEICHTINGER (1991) et al. wie-
sen diese Substanzen in der Follikelflissigkeit nach und fanden héhere Konzentrationen bei
Frauen mit erfolglosen in Vitro Fertilisierungs-Behandlungszykien.

Der Pestizidwirkstoff Lindan enthalt PCP und ist in der Lage, die Ostradiolproduktion in den Ku-
muluszellen herabzusetzen. Andere Pestizide wiederrum bremsen die Progesteronsynthese.

41 Pestizide

Pflanzenschutzmittel stellen einen besonderen Problemkreis dar. Weltweit werden jéhrlich
fur 50 Milliarden DM Pflanzenschutzmittel verkauft. Jahrlich sind 750.000 Menschen in die
Produktion und Anwendung von Pflanzenschutzmitteln involviert und damit gefahrdet — vor
allem in den Entwicklungsliandern. Erschwerend kommt hinzu, daf3 in Landern der Dritten
Welt noch Substanzen verwendet werden, die in Europa und Nordamerika aufgrund ihrer
Toxizitét bereits verboten sind. Ein Beispiel dafiir ist DCP (Dibromochlorpropan), welches
den Kohlenwasserstoffwechsel in der Elektronentransportkette der Mitochondrien und damit
die Energieversorgung der Samenfaden blockiert (GREENWELL et al. 1987). Bei Kontakt
mit dieser Noxe sind schwere Stérungen der Spermatozoenbeweglichkeit die Folge. Daher
muBte die Produktion dieses Mittels gegen Fadenwirmer in Israel und Kalifornien eingestellt
werden nachdem Arbeiter in der DCP-Produktion steril geworden waren. In diesem Fall ist
es gelungen, sowohl die Ursache als auch die Wirkung exakt zu dokumentieren und daraus
Konsequenzen zu ziehen.

4.2 Nikotinabusus

Infolge der Anreicherung des Nikotins im Zervikalkanal und im Endometrium kann sich die
Konzeptionschance bis zu 72 % reduzieren. Gleichzeitig steigt das Abortusrisiko und, wie all-
gemein bekannt, die perinatale Mortalitat. Erwiesen ist auch, daf3 bei starken Raucherinnen
die Menopause friiher einsetzt, daB die Ostradiolspiegel insgesamt geringer sind, wobei eine
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Herabsetzung der Aktivitdt der Granulosazellaromatase dafiir verantwortlich ist (BARBIERI
et al. 1986). Bei Mannern sinkt bei einem Nikotinkonsum von bis zu 20 Zigaretten taglich das
Ejakulatvolumen, bei mehr als 20 Zigaretten taglich werden die Samenfadendichte und die:
Motilitat negativ beeinfluBt, gleichzeitig steigt das Malformationsrisiko.

43 Koffein

Kaffeekonsum von mehr als 4 Tassen Kaffee am Tag hat bei Nichtrauchern sogar eine Ver-
besserung der Samenfadenbeweglichkeit zur Folge, dieser Effekt wird jedoch bei kaffeetrin-
kenden Rauchern zunichte gemacht, die insgesamt eine schlechtere Motilitat aufweisen.

4.4 Alkohol

Chronischer massiver Alkoholabusus mit Leberschaden, Vitamin- und Spurenelementeman-
gel fihrt zu einer Herabsetzung der Spermaqualitdt und auch zu einer Verminderung der
Potentia coeundi. Die chronische Zufuhr von ca. 40 g reinen Alkohol téglich hat nach
- MARSHBURN et al. (1989) keine gesicherten Nebenwirkungen und negative Auswirkungen
auf die Fertilitat bei beiden Geschlechtern.

4.5 StreB und Fertilitat

Man unterscheidet zwischen Eustref3 als stimulierenden, eher angenehmen Form des Stres-
ses, und dem DistreB, der entnervenden, krankmachenden Form. In einer eigenen Untersu-
chung des Autors an 74 andrologischen Patienten wurde ein strukturiertes Interview zum Ar-
beitsleben und das ILE (Inventar zur Erfassung lebensverandernder Ereignisse ) angewen-
det. Die statistische Auswertung ergab, daB der Langzeitstre3, die belastenden Lebenser-
eignisse bzw. unlésbare Probleme sich weitaus negativer auf die Samenqualitit auswirkten
als kurzfristige Belastungen (GREIMEL 1992). HARRISON et al. (1987) berichteten tber die
Erfahrungen mit 500 Paaren, die sich einer in Vitro Fertilisierung unterzogen. Dabei fiel auf,
daRB die Samenqualitat, die wahrend des stre3beladenen in vitro Fertilisierung-Durchganges
erzielt werden konnte, wesentlich schlechter war als bei der Voruntersuchung. Dies legt den
SchluB nahe, daf die in Vitro Fertilisierung ein insgesamt fur beide Partner streBBbehaftetes
Verfahren darstelit, und daB die Ejakulation unter Akutstre3 zu einer schlechteren Sper-
magqualitat fihrt als im streBfreien Intervall.
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UMWELTVERHALTEN UND
AQUATISCHE TOXIZITAT VON ETHINYLESTRADIOL

Schweinfurth, H.; Lange, R.; Miklautz, H. & Schauer, G.
Research Laboratories, Schering AG, Berlin

ABSTRACT

17o0-Ethinylestradiol (EE;) besitzt eine geringe Wasserldslichkeit und einen relativ hohen
Verteilungskoeffizienten Oktanol/Wasser. Diese Daten weisen auf eine mdgliche Adsorption
an Sedimentpartikel und — soweit keine Metabolisierung erfolgt — ein Potential zur Bioakku-
mulation hin. Die Beurteilung der Verteilung von EE; z. B. in Kléranlagen wird dadurch er-
schwert, daB es vom Menschen hauptséchlich in Form von Konjugaten (Glucuroniden mit
geringer estrogener Aktivitat) ausgeschieden wird, die besser wasserloslich sind. Allerdings
ist anzunehmen, daB diese unter Umweltbedingungen von Mikroorganismen zumindest teil-
weise hydrolytisch gespalten werden kénnen. In einem Laborversuch auf biologische Ab-
baubarkeit (modifizierter CO,-Entwicklungstest nach FDA-Richtlinie) wurde innerhalb von 4
Wochen keine wesentliche Mineralisierung von EE, festgestelit. Andere Autoren haben bei
Inkubation mit Mikroorganismen aus Klarschlamm einen mehr als 90 %igen Primérabbau
von EE, nach 4 Wochen beobachtet. In einer Feldstudie betrug die Elimination von EE; in
Kidranlagen der USA ca. 20-40 %. Nach den uns vorliegenden Informationen schétzen wir
die Konzentration von unverandertem EE, am Ablauf von Kléranlagen auf < 0,1 ng/l.

EE, zeigte als gesittigte Losung (ca. 10 mg/l) keine Hemmwirkung auf finf verschiedene
Mikrobenspezies (Bakterien, Pilze, Blaualgen). in der Priifung auf akute Immobilisierung am
Wasserfloh Daphnia magna wurde eine ECs, nach 48 h von 6,4 mg/l ermittelt. Die LCs, bei
96 h Exposition von Regenbogenforellen betrug 1,6 mg/l. Demzufolge scheinen Fische von
den genannten Spezies am empfindlichsten auf die akuten Wirkungen von EE; zu reagieren.

In einem Reproduktionsversuch uber 21 Tage an Daphnia magna wurde bis zur héchsten
gepriiften Konzentration von 0,4 mg/l EE; keine erhdhte Mortalitdt bei den Muttertieren und
keine Verminderung der Anzahl von Jungtieren beobachtet.

Bei der Dosisfindung fiir einen Life-cycle-Test mit EE, an der Fettkopfbrasse (Pimephales
promelas) wurden nach jeweils 4 Wochen Exposition verschiedener Lebensstadien Effekte auf
das Wachstum von Jungtieren sowie auf die Eiablage erwachsener Tiere festgestelit. AuBBer-
dem traten bei Jungtieren histopathologische Veranderungen der Leber und Niere auf. Die Kon-
zentrationsabhangigkeit dieser Befunde wird zurzeit im Rahmen der Hauptstudie untersucht.

1 EINLEITUNG

Das synthetische Steroid 170-Ethinylestradiol (EE;) ist — neben seinem 3-Methylether Mestra-
nol — die wichtigste Estrogen-Komponente in oralen Kontrazeptiva (siehe Abb. 1). Durch
Einfithrung der Ethinylgruppe in der 170-Position zeigt die Verbindung verglichen mit dem
endogenen Hormon 17B-Estradiol eine hohere metabolische Stabilitat und besitzt eine héhe-
re Bioverfligbarkeit [1, 2]. Erste Diskussionen Uber das Auftreten synthetischer Estrogene in -
der Umwelt als Folge ihrer breiten Anwendung zur Empféngnisverhitung wurden in den 70er
Jahren gefiihrt [3, 4, 5). Dabei stand die Sorge im Vordergrund, da3 sie in das Trinkwasser
gelangen und méglicherweise die menschliche Fertilitit beeintrachtigen konnten. Im Zusam-
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menhang mit einer estrogenen Wirkung von Abfliissen englischer Klaranlagen auf Fische
wurde EE, kiirzlich als moglicher ausldsender Faktor erdrtert [6]. AuBerdem ist EE, von In-
teresse in der allgemeinen Debatte iiber die méglichen Risiken von Arzneimitteln in der Um-
welt, da es sich dabei um eine Substanz mit hoher Wirksamkeit und anscheinend relativ
langsamer Abbaubarkeit handelt [7].

Abb. 1: Strukturformel von 17a-Ethinylestradiol (EE3).

OH
W|C=CH

HO

In dieser Arbeit wollen wir eine Ubersicht iber den Kenntnisstand zum Umweltverhalten und
zur Okotoxikologie von EE; geben. Da die Literatur keine Angaben zur Toxizitat der Substanz
gegeniiber Wasserorganismen enthielt, haben wir hierzu umfangreichere Untersuchungen
eingeleitet. Daraus werden die ersten Ergebnisse vorgestellt. AuBerdem wird eine vorlaufige
Abschatzung der mit dem Auftreten von EE; in der Umwelt verbundenen Risiken vorgestellt.

2 ANGABEN ZUM UMWELTVERHALTEN

Das Vorkommen und Verhalten von EE, in der Umwelt 148t sich beurteilen anhand von Infor-
mationen zu Metabolismus und Ausscheidung beim Menschen, zu physikalisch-chemischen Pa-
rametern sowie zu biotischen und abiotischen Mechanismen der Elimination aus der Umwelt.

2.1 Pharmakokinetik beim Menschen

Wenn Betrachtungen zu den Risiken fur die Umwelt angestellt werden, die als Folge der An-
wendung eines Arzneimittelwirkstoffes auftreten kénnen, muf3 berlicksichtigt werden, in wel-
cher Form er vom Menschen ausgeschieden wird. Untersuchungen zur Pharmakokinetik von
EE, beim Menschen zeigen, daB nur ein kleiner Teil der aufgenommenen Dosis (in der Gré-
Benordnung von 1 %) unverandert eliminiert wird [1, 2]. Der Hauptteil wird metabolisiert - ent-
weder in oxidativen Phase |-Reaktionen (hauptséchlich durch 2-Hydroxylierung unter Bildung
eines Katechols) oder in Phase lI-Reaktionen (Konjugation unter Entstehung des 3-Sulfats
oder von Glukuroniden). Nach heutiger Kenntnis ist die biologische Aktivitét dieser Metabo-
liten vergleichsweise gering [6, 8]. Allerdings muf3 zumindest mit einer partiellen Rickspaltung
der Konjugate durch Mikroorganismen gerechnet werden. Aus diesen Grinden halten wir es
fur sinnvoll, trotz relativ geringer Ausscheidung von freiem EE, die Abschatzung mogilicher
Umweltrisiken zunachst fiir diese Substanz durchzufihren.
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2.2 Physikalisch-chemische Daten

Bereits in der eingangs zitierten Arbeit von Norpoth et al. [3] findet sich mit 4,7 mg/l eine An-
gabe zur Léslichkeit von EE; in destilliertem Wasser. Diese steht in guter Ubereinstimmung
mit dem Wert 4,8 mg/l von Tabak et al. [9]. Fir die Dissoziationskonstante wurde mit photo-
metrischer Titration ein pK, von 10,46 bei 23 C ermittelt [10].

In unseren Laboratorien wurde eine Reihe von physikalisch-chemischen Prifungen mit der
genannten Verbindung nach den Technical Assistance Documents’(TAD) der U.S. FDA [11]
durchgefiihrt, die weitgehend den jeweiligen OECD Guidelines for Testing Chemicals ent-
sprechen (siehe Tab. 1).

Mit der Kolbenmethode wurde bei einem pH von 7 in gepufferter Losung eine Wasserl0s-
lichkeit von 18,6 mg/l ermittelt. Der Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser log P, beim glei-
chen pH betrug 4,2 nach der Kolbenschittelmethode. Fiir den Dampfdruck bei 25°C wurde
mit der Dampfdruckwaage ein Wert von 6 x 10° Pa bestimmt. Mit diesem und der obigen
Angabe fiir die Wasserléslichkeit ergibt sich fir die dimensionslose Henry'sche Konstante
ein Wertvon 4 x 10°™"".

Tab. 1: Physikalisch-chemische Kenndaten von Ethinylestradiol.

Molekulargewicht 296,4 g/mol -
Schmelzpunkt : * 180,3°C - - Differential Scanning Calorimetry
- (TAD3.06)

Wasserloslichkeit (25°C) 16,9 mg/l (pH = 5) Kolbenmethode
18,6 mg/l (pH = 7) (TAD 3.01)

18,2 mg/l (pH = 9)

Verteilungskoeffizient (log Pow) 4,17 (pH =5) © Kolbenschittelmethode
4,20 (pH=7) (TAD 3.02)
4,15(pH=9)

Dampfdruck 6x10° Pa Dampfdruckwaage

(25°C) - (TAD 3.03)

Henry Konstante (25°C) axio" Berechnet

Y TAD: FDA Environmental Assessment Technical Handbook [11], Technical Assistance Document no.

EE, besitzt also eine recht geringe Wasserloslichkeit, auch wenn diese — wohl wegen der
Phenol-Teilstruktur — noch etwas hoher liegt als bei einigen anderen synthetischen Steroid-
hormonen. Entsprechend dem o. g. pK, liegt es im umweltrelevanten pH-Bereich praktisch
undissoziiert vor. Der hohe Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient weist darauf hin, daB3 die
Substanz an Partikel adsorbiert oder in biologischem Material angereichert werden konnte.
lhre Fllchtigkeit ist gering, so daB ihr Vorkommen in der Atmosphére als vernachlassigbar
betrachtet werden kann.

2.3 Mechanismen der Elimination aus der Umwelt

Bei Inkubation von EE, — wie auch Mestranol — mit Belebtschlamm unter aeroben Bedingun-
gen Gber 5 Tage wurde von Norpoth und Mitarbeitern [3] keine Abnahme der Konzentration
festgestellt. Dagegen beobachteten Tabak und Bunch [12], daB EE, (20 mg/1) bei kontinuier-
licher Inkubation mit Belebtschiamm innerhalb von 4 Wochen bis zu 95 % abgebaut wurde,
wihrend bei Anreicherung_ adaptierter Mikroorganismen durch wdchentliche Subkultur be-
reits innerhalb von 3 Wochen ein 97 %iger und nach 4 Wochen ein vollstdndiger Primarab-
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bau erreicht waren. Dabei schien zunéchst eine Adsorption der Substanz an die Schlamm-
partikel zu erfolgen. Wie aufgrund der Daten zum Metabolismus beim Sauger zu erwarten, war
EE, unter diesen Bedingungen stabiler als die endogenen Estrogene Estradiol, Estron und
Estriol.

Um Informationen aus einem standardisierten Testverfahren mit dem Endpunkt Totalabbau
(Mineralisation) zu erhalten, haben wir einen aeroben Abbautest nach der Prufrichtlinie der
FDA [11] durchgefiihrt. Dieser beinhaltet zunéchst eine Praadaption von Mikroorganismen aus
Belebtschlamm und Gartenerde Uber 14 Tage. Bei anschlieBender Inkubation mit 10 mg/l EE;
{iber 28 Tage wurde eine CO.-Bildung von 3 % der theoretisch méglichen Menge festgestellt,
also keine wesentliche Mineralisierung. Die zur Kontrolle der Aktivitat der Mikroorganismen
eingesetzte Glucose wurde im gleichen Zeitraum zu 91 % abgebaut.

Weiterhin fihrten Tabak und Mitarbeiter [9] eine Feldstudie in mehreren (n = 12-14) Klaran-
lagen der USA durch, in der sie den Abbau verschiedener Steroidhormone untersuchten. Sie
berichten, daf ca. 20-40 % der Beladung des ungeklarten Abwassers mit EE; durch die Be-
handlung entfernt wurden. Aufgrund der verwendeten analytischen Verfahren (Extraktion und
Hydrolyse, gefolgt von Diinnschichtchromatographie und Quantifizierung durch Gas-chromato-
graphie) kann angenommen werden, daB die gemessenen Konzentrationen auch die konju-
gierten Metaboliten von EE, beinhalten, so daB die tatséchliche Elimination der freien Ver-
bindung hoher liegen durfte. Dabei dirfte Adsorption an Kldrschlamm-Partikel eine Rolle
spielen (s. 0.).

EE, bietet von der Struktur her keinen Anhalt fir mégliche Hydrolyse-Prozesse und zeigt im
UV/sichtbaren Spektralbereich nur geringe Absorption bei Wellenldangen von A > 320 nm.
Daher durften Hydrolyse und Photolyse dieser Verbindung unter Umweltbedingungen nicht
wesentlich zur Elimination beitragen.

2.4 Vorkommen in Wasser

Eine erste grobe Abschatzung der Konzentration von EE; in Oberflachengewéssern kann
mit Hilfe einer Formel erhalten werden, die im Zusammenhang mit der Risikoabschatzung
neuer Chemikalien in der EU entwickelt und inzwischen auch fur die Anwendung auf Arz-
neimittel vorgeschlagen wurde (siehe Abb. 2). Damit wird praktisch die gleichméBige Vertei-
lung von EE, vorausgesetzt, die mittlere Konzentration in allen deutschen Abwéssen inner-
halb eines Jahres berechnet und mit einem Faktor fir die Elimination bei der Klarung korri-
giert. Zusétzlich wird durch den Divisor D die Verdinnung beim Eintritt in ein FlieBgewasser
berlcksichtigt. Setzt man die fir die Situation in Deutschland zutreffenden Daten ein, so er-
halt man einen Schéatzwert far die Konzentration in FlieBgewéassern ("Predicted Environ-
mental Concentration", PEC) von 0,5 ng/l. Dabei ist allerdings zu bertcksichtigen, dafd in die
Ableitung dieses Schatzwertes der gesamte Verbrauch an EE; einging, also EE, sowie die
Gesamtheit seiner Metaboliten. Der Anteil von freiem EE; an den in den Ausscheidungen
gefundenen Steroiden wird mit 1-7 % angegeben [2]; jedoch kann dieser bei der Abwasser-
behandlung durch Esterspaltung von Sulfaten und Glukuroniden wieder steigen. Wenn diese
Gesichtspunkte bertcksichtigt werden, erscheint uns < 0,1 ng/l als eine zuverlassigere Ab-
schatzung der Konzentration an unverandertem EE; in der Nahe des Ablaufs von Klérania-
gen.
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Abb. 2: Geschétzte Konzentration von Ethinylestradiol (EE2) einschlieBlich Metaboliten in der Umwelt.

Abschatzung der Konzentration in Oberflachengewassern
(Predicted Environmental Concentration, PEC) nach Draft Note for Guidance der EU":

A (kg): Geschatzter Verbrauch von EE; in D (ca. 50 kg)
R (%): Eliminationsrate (ca. 50 %)
P: Einwohnerzahl von D (ca. 80 Mio.)
V (m®): Abwassermenge pro Kopf und Tag (0,15 m°)
D: Verdiinnung des Abwassers durch FlieBgewasser (ca. 10)
50 kg « (100 - 50)
365+80+10° « 0,15m> « 10100
PECee, = 5x 10" kg/m’ = 0,5 ng/l
" Note for Guidance Ill 5504/94 Draft 7, 10.1.1995

PECee, =

Die so erhaltene Schatzung kann verglichen werden mit publizieten MeBwerten zum Vor-
kommen von EE, in Wasserproben verschiedener Art und Herkunft, die in Tabelle 2 zu-
sammengefaBt sind. Insgesamt ergibt sich aus diesen Werten kein stimmiges Bild, was zu-
mindest teilweise in Unterschieden hinsichtlich der verwendeten Methoden begriindet sein
dirfte. Zu den Daten, die mit Radioimmunoassay ermittelt wurden, sei kritisch angemerkt, daf3
bei der Vielzahl der in Abwasser und Oberflichenwasser sowie auch im Trinkwasser im Spu-
renbereich enthaltenen Substanzen Kreuzreaktionen mdglich sind, die Angaben also eher
als oberer Schatzwert der tatsichlichen Konzentration von EE; zu verstehen sind.

Tab. 2: Vorkommen von Ethinylestradiol in Wasserproben (in ng/l); x = Mittelwert.

Probenart " USA"  Deutschland  Niederlande” GroBbritannien
Abwasser (vor Klarung)  (0,5-2,3)+10° - - -
Klarwasser 0,3-1,8)»10° <0,2-0,52 - <179
: ca. <19
Oberflachenwasser -- <0,22 0,3 <57
2-15°
Trinkwasser - 0-23 (X = 2) » 0,06 . <57
<0,2? <1-49
<0,02%

" TABAK et al. [9], Methode: Hydrolyse, Extraktion, Dinnschicht-/Gaschromatographie

2 KALBFUS [ 16], Methode: Extraktion, Silylierung, Gaschromatographie/Massenspektronomie (GC/MS)
% RURAINSKI et al. [4], Methode: "Radiorezeptorligandenassay" :

Y RATHNER UND SONNENBORN [5], Methode: Extraktion, GC/MS

5 AHERNE UND BRIGGS [13], Methode: Radioimmunoassay

& MAFF/WRC [15], Methode: GC/MS

" AHERNE et al. [14], Methode: Radioimmunoassay

Verglichen mit der o.a. PEC erscheinen die von Tabak et al. [9] in Kldranlagen der USA ge-
fundenen Werte um ca. drei GréBenordnungen zu hoch. Demgegeniiber wurde bei einer
Feldstudie in englischen Klaranlagen mit GC/MS nur in zwei von neun Proben eine maogliche
Anwesenheit von EE, im Bereich der Nachweisgrenze festgestellt, wobei die Konzentration
auf 0,5 bzw. 1,1 ng/l geschatzt wurde [15). Dies stimmt mit der o. g. Schétzung recht gut
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uberein. Aufgrund der erwahnten Schwéchen der vorliegenden Daten dirfte der kirzlich ver-
Sffentlichten Untersuchung von Kalbfus [16], der in Proben von Oberflachen- und Trinkwas-
ser aus Bayern mit GC/MS kein Ethinylestradiol nachweisen konnte (Bestimmungsgrenze
0,2 ng/l), besondere Bedeutung zukommen.

3 ANGABEN ZUR OKOTOXIKOLOGIE

3.1 KURZZEIT-PRUFUNGEN
3.1.1 Material und Methoden

Alle hier berichteten Untersuchungen zur Okotoxikologie von EE, wurden mit EE, einer
Reinheit von 99,3 % (Hersteller: Schering AG) durchgefihrt. Als Verdinnungswasser wurde
stets Berliner Leitungswasser eingesetzt. In sdmtlichen Tests wurden die eingesetzten Kon-
zentrationen von EE; analytisch Uberprift mittels HPLC oder Radioimmunoassay. Die Kon-
zentrationsangaben beziehen sich auf die so gemessenen Konzentrationen. Weitere metho-
dische Angaben finden sich in Tabelle 3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Probit-
Analyse.

Tab. 3: Methodische Angaben zu den Kurzzeit-Tests zur Okotoxizitat von Ethinylestradiol (EEy).

Spezies Expositions- Anzahl/ Konzen- T pH O, Guide-
' dauer  Gruppe tration EE; . (°C) (rel.)  line"
(mg/l) ‘

Pseudomonas putida 16 h 0,02-20 24 ' TAD

(DSM 50198) : 4.02
Azotobacter Beijerincki 72h ! 30

(DSM 378T)
Aspergillus niger 96 h -- " 22 - -

(DSM 1988)
Chaetomium globosum 96 h “ 22

(DSM 1962)
Nostoc ellipsosporum 14d * 25

(SAG-B 1453-7)
Daphnia magna 48 h 20 0,7-7,3 20 8+0,5 >60% TAD
STRAUSS (statisch) 4.08
Regenbogenforelle 96 h 10 0,2-3,2 13 8+0,5 >60% TAD
(Oncorhynchus mykiss (statisch) 4.11
RICHARDSON)

Y TAD: FDA Environmental Assessment Technical Handbook [11], Technical Assistance Document no.

3.1.2 Ergebnisse

Der Test auf Hemmung des mikrobiellen Wachstums nach FDA-Richtlinie 4.02 [11] beinhal-
tet die Untersuchung an Bakterien, Pilzen und Blaualgen (siehe Tab. 3). Bei den funf einge-
setzten Stammen zeigte sich bis zur hochsten gepriften Konzentration von 20 mg/l EE;
(entspricht der Loslichkeit unter Prufbedingungen) keine hemmende Wirkung.
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In der Prifung auf akute Toxizitdt an Daphnia magna wurde bis zu einer Konzentration von
3,0 mg/l keine Immobilisierung festgestellt. Die EC5/48 h fiir diesen Endpunkt betrug 6,4
mg/l EE,. «

Bei der Regenbogenforelle traten bereits ab der niedrigsten gepriften Konzentration von 0,2
mg/l EE; Stérungen des Verhaltens sowie Mortalitit auf. Die LCs/96 h betrug 1,6 mg/l EE..

3.2 LANGZEIT-PRUFUNGEN
3.2.1 Reproduktionsversuch an Daphnia magna (GroBer Wasserfloh)

Die Untersuchung wurde mit semi-statischer Exposition tber 21 Tage (Wasserwechsel 3mal
wochentlich) nach FDA-Richtlinie 4.09 [11] durchgefuhrt. Die Elterntiere wurden dabei Uber
21 Tage einzeln gehalten, jeweils 10 Tiere pro Konzentration. Die Temperatur betrug 20°C,
der pH Wert lag zwischen 7,7 und 9,1, die relative Sattigung von O, war > 60 %. Die einge-
setzten Konzentrationen von EE, betrugen O (Leitungswasser als Kontrolle), 19, 38, 88, 167
und 387 pg/l geman Analyse durch HPLC. Die zur Beurteilung der Wirkung erfaf3ten Para-
meter waren die Anzahl der Jungtiere und die Immobilisierung der Muttertiere.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 4 zusammengefaft. Im gesamten gepruften
Konzentrationsbereich wurde keine eindeutig substanzbedingte Immobilisierung in der El-
terngeneration festgestelit. Ebenso ergab sich bis zur Konzentration von 387 pg/l keine Ver-
ringerung der Anzahl der Nachkommen pro Muttertier. Allerdings zeigte sich in der héchsten
Konzentration eine Tendenz zu einer leichten Verkirzung der Brutdauer (entsprechend einer
héheren Wurfrate)'. .

Tab. 4: Ergebnisse des Reproduktionsversuchs mit Ethinylestradiol an Daphnia magna.

Korzentration” =  Zahl der Warfe _ Zahl der Nachkommen
(ugh) o ® s (X+s)
0 4,1 67 + 21
19 43 ' 72118
38 4,4 72+ 14
88 3,9 81+ 16
163 43 89+6
387 4,7 78425

" gemessen mit Radioimmunoassay; X = Mittelwert; s = Standardabweichung

3.2.2 Langzeit-Toxizitédt an der Fettkopfbrasse

Die Untersuchung wurde zur Ermittlung geeigneter Konzentrationen fir eine geplante Life-
cycle-Studie an der Fettkopfbrasse (Pimephales promelas) durchgefihrt. Drei verschiedene
Lebensstadien (Embryo-Larven, juvenile sowie adulte Fische) wurden jeweils vier Wochen
im DurchfluB exponiert (siehe Tab. 5). Die eingesetzten Konzentrationen von EE: betrugen
0,00 (Kontrolle); 0,01; 0,10; 1,00 sowie 10,0 pg/l. Sie wurden mittels Radicimmunoassay
Gberpruft.

! Diese Tendenz wurde jedoch in einer weiteren, kirzlich von uns durchgeflhrten Reproduktionsstudie an Daphnia
magna {iber zwei Generationen nicht bestatigt (Veréffentlichung der Ergebnisse wird vorbereitet).
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Die beobachteten Endpunkte waren Mortalitat, Wachstum (Lange und Gewicht), Morpholo-
gie und Histopathologie (lichtmikroskopische Untersuchung ausgewahlter Organe) sowie bei
adulten Tieren die Eiablage.

Tab. 5: Subchronische Toxizitdtsstudie mit Ethinylestradiol (EE,) an der Fettkopfbrasse: Expositions-

bedingungen.
Embryo-Larven- |  Juvenil-Stadium | Adulte
Stadium
Zahl der exponierten Eier: 30/Konz. 20/Konz. 9/Konz.
Individuen Larven: 20/Konz. (3 mannl./6 weibl.)
Konzentration EE» 0,01-10,0 g/l
Test-Dauer o 4 Wochen
pH 7,3-7,9
T 23,6-25,7 °C
O 6,2-8,4 mg/l
Wasserqualitat Entchlortes Leitungswasser,
Harte 43,5 mg/l (als CaCOs3)

In den einzelnen Lebensstadien wurden folgende Befunde erhoben:

« Die Schlupfrate der Eier war nicht beeinfluf3t.

« Larven zeigten nur bei der hdchsten Konzentration von 10,0 pg/l eine erhohte Mortalitat.
ihr Wachstum war bereits ab 0,1 pg/l vermindert. Die histopathologische Untersuchung
ergab Veranderungen der Niere und der Leber. Die Leber zeigte ab 0,1 pg/l eine Hypopla-
sie/Atrophie des Parenchyms bei gleichzeitig erweiterten Sinusoiden (Teleangiektasie). In
den Nieren traten ab 0,01 pg/l degenerative Veranderungen der Nephrone auf, vergesell-
schaftet mit EiweiBablagerungen in den Tubuli (Nephrose). Uber die Einflisse auf die Re-
produktionsorgane wird an anderer Stelle berichtet.

« Bei juvenilen Tieren war die Sterblichkeit bereits bei 1,0 pg/l erhoht, wéhrend ein deutli-
cher Effekt auf das Wachstum erst bei 10,0 pg/l auftrat. Histopathologische Veranderun-
gen wurden wiederum in der Leber und den Nieren ab 0,01 pg/i festgestelit. In der Leber
konnte eine vermehrte Speicherung von Lipiden (Vakuolisierung, Lipidose) beobachtet wer-
den, wahrend in den Nieren gleichartige Veranderungen wie im Larvenstadium auftraten.

« Adulte Tiere wiesen ab 1,0 pg/l eine gesteigerte Mortalitat auf. In allen gepriften Konzen-
trationen ab 0,01 pg/l wurde keine Eiablage beobachtet, wohl aber bei den Kontrolltieren.

4 DISKUSSION UND VORLAUFIGE RISIKOBEWERTUNG

Anwenderinnen von oralen Kontrazeptiva oder Hormonpraparaten scheiden EE; hauptséach-
lich in Form von Konjugaten (Glukuroniden, Sulfaten) und Hydroxy-Metaboliten aus und nur
zu einem geringen Teil als unveranderte Substanz. Es ist allerdings damit zu rechnen, daB3 in
der Umwelt aus den konjugierten Verbindungen durch Esterasen von Mikroorganismen teil-
weise freies EE, entstehen kann. Laboruntersuchungen und Feldstudien zeigen, daB3 EE; in
Klaranlagen in begrenztem Umfang durch Primérabbau und Adsorption eliminiert werden
kann. Die bei landwirtschaftlicher Nutzung von Klarschlamm entstehenden Konzentrationen im
Boden durften sehr gering sein, zumal auch dort mikrobieller Abbau stattfinden wird. Damit
bestehen keine Anhaltspunkte fir eine Besorgnis hinsichtlich des Auftretens von EEzim Boden.
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Fir die Konzentration von freiem EE;in FlieBgewassern haben wir einen Schatzwert (= PEC)
von < 0,1 ng/l ermittelt. Dieser ist vor allem hinsichtlich der o. g. Ruckbildung des Wirkstoffs
aus seinen Konjugaten mit Unsicherheit behaftet. Leider stehen bisher nur ungeniigende In-
formationen aus Feldstudien zur Verfigung, mit denen diese Schéatzung der PEC verglichen
werden kénnte. Diese Liicke wird teilweise durch die bei dieser Fachtagung vorgestelite Unter-
suchung von Kalbfus [16] geschlossen. Die analytische Problematik der bereits vorliegenden
Arbeiten haben wir oben zumindest im Ansatz diskutiert. Falls weitere Projekte dieser Art
durchgefiihrt werden soliten, wére es wiinschenswert, daf3 dabei spezifische Detektionsme-
thoden angewandt und sowohl freies EE; als auch Konjugate erfaBt werden. AuBerdem soliten
fir die vergleichende Risikoabschatzung sowie die Betrachtung evtl. Kombinationseffekte auch
die Konzentrationen endogener Estrogene (Estradiol, Estron und Estriol) ermittelt werden. -

In den von uns durchgefihrten Kurzzeit-Tests zur aquatischen Okotoxikologie erwies sich die
Regenbogenforelle mit einer LCs/96 h von 1,6 mg/l als die empfindlichste Spezies. Wenn
man die in der EU bei der Chemikalienbewertung Ublichen Regeln [17] anwendet, 4Bt sich
hieraus mit einem Sicherheitsfaktor von 1000 ein Schatzwert flr die Konzentration ohne be-
eintrachtigende Wirkung auf die Umwelt (“Predicted no-effect concentration®, PNEC) von 1,6
pg/l ableiten. Das Verhéltnis PEC : PNEC, das ein MaB fir die méglichen Umweltrisiken dar-
stellt, betragt hier < 0,0001. Dies scheint einen betrachtlichen Sicherheitsabstand anzudeu-
ten. Es muB jedoch beriicksichtigt werden, da3 Purdom und Mitarbeiter [6] bereits im Kon-
zentrationsbereich von 0,1-0,5 ng/l EE; einen Anstieg von Vitellogenin bei mannlichen Re-
genbogenforellen beobachteten. Vitellogenin ist ein Vorlaufer von Dotterprotein, dessen Bil-
dung physiologischerweise in der Leber weiblicher Fische durch Estradiol induziert wird. Der
genannte Befund ist somit als Hinweis darauf anzusehen, daf3 EE, noch bei Konzentrationen
deutlich unterhalb des 0. g. Schatzwertes der PNEC eine endokrinpharmakologische Wir-
kung bei Fischen besitzt, die zu einer Stérung der Fortpflanzung fihren kann. Dies wird
durch die Befunde aus der orientierenden Langzeitstudie an der Fettkopfbrasse bestatigt.
Die Ergebnisse einer z.Z. laufenden Life-cycle Studie mit EE; an derselben Spezies werden
eine verlaBlichere Basis fir die Risikoabschatzung bieten. Allerdings ist aufgrund der sehr
niedrigen erwarteten Konzentration von EE; in Oberflichengewéssern zurzeit kein Anhalt far
eine Beeintrachtigung der Umwelt gegeben.

Hinsichtlich einer Risikoabschatzung fiir den Menschen kann die in oralen Kontrazeptiva tb-
liche Tagesdosis von 30 pg EE; als Referenz dienen. Im Trinkwasser durften generell noch
niedrigere Konzentrationen als in FlieBgewéssern zu erwarten sein. In Anbetracht der o. g.
Schatzung der PEC haben wir daher Zweifel an den von Rurainski et al. [4] mitgeteilten EE»-
Konzentrationen siid- bzw. stidwestdeutscher Trinkwasserproben (siehe Tab. 2), die bei ein-
zelnen Brunnen mit bis zu 22,5 ng/l angegeben wurden. Allerdings wéren selbst derartige
Werte bei taglicher Aufnahme von 1-2 | Trinkwasser hinsichtlich méglicher pharmakologisch-
toxikologischer Effekte noch als unbedenklich zu betrachten, da die Belastung des Men-
schen nur ca. ein Tausendstel der o. g. zur Empfangnisverhltung angewandten Dosis ent-
sprache. Die aus Untersuchungen in Berlin und den Niederlanden [5] mitgeteilten Gehalte
von < 0,02 ng/l bzw. 0,06 ng/l EE; bestatigen jedoch unsere Annahme einer weit geringeren
Verbraucherbelastung.
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FERTILITAT BEI WEIN- UND OBSTBAUERN
EXPONIERT GEGENUBER PFLANZENSCHUTZ- UND
SCHADLINGSBEKAMPFUNGSMITTELN IN OSTERREICH

G. H. Schultes und H-G. Sainz

Karolina Klinik Wien, Institut fiir Andrologie und interdisziplindre Reproduktionsmedizin und
Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynékologie, aé. KH Hollabrunn

ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand dieser prospektiven Studie war der EinfluB von Insektiziden und Pestiziden auf die
mannliche Fertilitat von Obst- und Weinbauern. 164 Paare einer Infertilitétsklinik wurden unter-
sucht, wobei der mannliche Partner regelmasBig tiber mindestens 5 Jahre Pflanzenschutzmittel
angewandt hatte. Die Kontroligruppe bildeten ebenfalls Kinderwunschpaare der entsprechen-
den landlichen Regionen ohne spezifische Exposition. Alle weiblichen Partner in beiden Grup-
pen zeigten normale Ergebnisse im Hormonstatus, Follikelmonitoring und in der Laparoskopie.
Es wurden 2 Spermiogramme an allen Probanden mittels computerisierter Imageanalyse
durchgefiihrt (Motion Analysis, Santa Rosa, USA). Die Morphologie wurde nach Kruger Strict
Criteria (Tygerberg, SA) beurteilt. Zwischen beiden Gruppen gab es bezlglich der Gesamt-
motilitat, der Morphologie, der Dichte, der Linearitat, der Wegstrecke und der Weggeschwin-
digkeit keine signifikanten Unterschiede. Das Ejakulatvolumen, die Progression und die Seiten-
bewegung des Spermienkopfes zeigten Signifikanz. Da alle sonstigen Lebensgewohnheiten
und Einflisse zwischen beiden Gruppen keine Unterschiede zeigten, diirfte die spezifische Ex-
position der Obst- und Weinbauern gegenuber Insektiziden und Pestiziden der alleinige Grund
fur die Einschrankung der Fertilitat sein.

Korrespondenzadresse: Prim. Dr. Gunter, H. Schultes
‘ Karolina Klinik Wien, A-1040 Wien, Karolinengasse 5/8
Tel. +43-(1)-(222)-504 69 17
Fax +43-(1)-(222)-504 69 17-18

FERTILITY IN FARM WORKERS
EXPOSED TO HERBICIDES AND PESTICIDES IN AUSTRIA

The purpose of this study was to assess exposure of agricultural workers to herbicides and
pesticides. A prospective study was undertaken of male patients referred for the investigation
of infertility between May 1992 and September 1995. The relationship between the regular
use of pesticides and herbicides and fertility was studied in 164 couples attending an infertility
clinic. The male patients reported long-term exposure to herbicides and pesticides. 171 infertile
couples of the same rural area served as a control. All female partners in both groups had re-
gular spontaneous ovulation and were investigated by laparoscopy. Assessment of male infer-
tility was based on concentration, motility and morphology of sperm. Semen analyses were
performed in both groups by a computer system (Motion Analysis,Santa Rosa, USA) and ac-
cording to Kruger Strict Criteria (Tygerberg, SA). No correlation was found between the two
groups in spemiogramm parameters such as total motility, morphology, density, linearity,
path speed and average path, but there was significant association between both groups
concerning volume, progression and lateral head movement. Our results suggest that chemi-
cals that are known as occupational toxicants may have an adverse effect on the reproductive
capacity. Herbicides and pesticides probably have a detrimental effect on male fertility and we,
therefore, suggest more caution in the way they are handled.
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1 EINLEITUNG

In Europa und Nordamerika lag die ungewolite Kinderlosigkeit 1953 bei 7-8 %. 1993 hat sich
die Rate mit 15-20 % verdoppelt (12). In 40 % der Félle liegt die Ursache beim Mann, in ca.
20 % kann ein andrologischer Zusatzfaktor gefunden werden.

Fertilitatsstdrungen des Mannes kénnen auf mannigfaltige Ursachen zurGckgefihrt werden.
Neben angeborenen Einschriankungen konnen Verletzungen, Infektionen, Stress, Medika-
mente u. v. m. eine Rolle bei der Kinderlosigkeit spielen. Weiters beeinflussen neben Klima,
Erndhrung und Lebensgewohnheiten mdglicherweise auch Alkohol- oder Nikotinabusus die
Fortpflanzungsfahigkeit. Die wahrscheinliche Beeintrachtigung der menschliche Reproduktion
durch Umweltgifte unterliegt einer standigen Diskussion. Der Nachweis, ob Schadstoffe aus
der Umwelt die Fertilitat reduzieren kdnnen, ist aber bisher nur in wenigen Studien gelungen.
Das Nematozid DBCP konnte durch die Untersuchung der herstellenden Fabriksarbeiter als
schwer gonadotoxisch erkannt werden (6,11,14).

Ziel dieser Studie war die Untersuchung von Einfliissen bestimmter Pestizide auf die Fertili-
tat von Obst- und Weinbauern. Viele Substanzen, die in der Landwirtschaft eingesetzt wer-
den, gehdren zur Gruppe der chlorierten cyclischen Kohlenwasserstoffe, chiorierte Phenoxy-
carbonséuren sowie zu den Alkylphosphaten. Alle chlororganischen Insektizide sind gut fett-,
aber nur minimal wasserléslich. Sie werden entweder als verstaubte Trockenpulver, als wass-
rige Verdiinnungen mit Emulgatoren oder in organischer Losung als Spray angewendet. Ge-
meinsames Mekmal ist die hohe Resistenz gegeniiber physikalischen und chemischen Ein-
flissen. Chlorierte Kohlenwasserstoffe kénnen inhalativ, enteral, aber vor allem dermal rasch
und komplett resorbiert werden. Aufgenommene Substanzen verteilen sich Gberwiegend in
Fettdepots. Teilweise sind sie durch recht lange Halbwertszeiten charakterisiert. Der Abbau
erfolgt zur entsprechenden Essigséure und ist dann leicht nierengangig.

Insektizide Organochlorverbindungen sind Nervengifte. Sie erzeugen an den Nervenmembra-
nen in geringeren Konzentrationen Ubererregbarkeit, in hoheren Lahmung. Insektizide sind
recht bestéandig, sie widerstehen weitgehend sowohl meteorologischen als auch metabolischen
Einflissen.

Im Rahmen dieser Arbeit soliten die besondere Exposition von Obst- und Weinbauern zu
Pflanzenschutz- und Schadlingsbekampfungsmitteln in Hinblick auf die Fertilitat untersucht
werden.

10 %

45 %

29 %

Abb. 1: Prozentuelle Verteilung der Expositionsdauer der Wein- und Obstbauern gegeniber Pflanzen-
schutzmittel.
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-2 MATERIAL UND METHODEN

164 Wein- und Obstbauern, die unser Institut wegen unerfilltem Kinderwunsch aufsuchten,
wurden in die Studie aufgenommen. Ein wesentliches EinschluBBkriterium war die herkébmm-
liche Bewirtschaftung der Kulturen und eine mindestens 5jéahrige regelmafige Exposition zu
Pestiziden (Abbildung 1). Gleichzeitig wurde eine Kontrollgruppe von 171 Méannern der glei-
chen landlichen Region untersucht (in dieser Gruppe sind 34 biologisch wirtschaftende Obst-
und Weinbauern enthalten — keine Exposition zu Pestiziden mindestens 5 Jahre). Das Durch-
schnittsalter der Probanden betrug 30,4 (22-44) Jahre, das in der Kontrollgruppe 33,0 (24-
56) Jahre. Die ausfiihrliche Anamnese in beiden Gruppen ergab keine Signifikanzen in den er-
hobenen Befunden. Insbesondere konnten keine Unterschiede im Alkoholgenu3 und Nikotin-
abusus festgestellt werden. Die Lebensgewohnheiten und das Frelze|tverhalten waren ver-
gleichbar.

Die spezifische Anamnese ergab die Ubliche Exposition gegentiber Pflanzenschutz- und Schad-
lingbekampfungsmitteln. Die Substanzen umfaBten Fungizide, Insektizide, Akarizide, Roden-
tizide und Herbizide. Bis auf wenige Ausnahmen wurden Mittel entsprechend dem Amtlichen
Pflanzenschutzmittelverzeichnis (Bundesamt und Forschungszentrum fiir Landwirtschaft, Wien)
verwendet. In 78 % erfogte kein besonderer Schutz vor Inhalation und vor allem bezuglich
Hautkontamination (Abbildung 2).

In beiden Gruppen wurden jeweils zwei Spermiogramme im Abstand von 6 Wochen durch-
gefihrt. Die Karenzzeit betrug 4,2 (4-7) Tage. Die Ermittlung der Dichte und der Motilitat er-
folgte mit einem computerunterstitztem Imageanalysesystem (Motion Analysis, Santa Rosa,
CA. USA), die Morphologie nach Tygerberg Strict Criteria (Kruger SA) und Cell Form (Motion
Analysis, Santa Rosa, CA. USA).

AusschluB3griinde in beiden Gruppen waren Anzeichen akuter oder chronischer genitaler In-
fektionen sowie rezente fieberhafte oder allgmeine Erkrankungen (letzten 3 Monate vor der
Erstuntersuchung).

Ein weiteres AusschluBkriterium war ein ausgeprégter weiblicher Faktor der Partnerin (schwere
ovarielle Insuffizienz, tubarer Faktor) sowie eine Exposmon zu Pflanzenschutz- und Schad-
lingsbekampfungsmittel.

Fir die statistische Auswertung wurde der t-Test fir Paardiffferenzen verwendet. Als Signifi-
kanzniveau galt generell p < 0,05.

13 %

9 %

0 kein besonderer Schutz
78 %
B Inhalationsschutz

O Inhalations- und Hautschutz

Abb.2: Schutz vor Inhalation und Hautkontamination durch Pflanzenschutzmittel bei der Ausbringung
im Wein- oder Obstgarten.
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3 ERGEBNISSE

Die Dichte und die Morphologie der Spermien ergaben in der Probandengruppe ein Redukti-
on, aber keine Signifikanz gegentiber der Kontroligruppe. Die aufgeschlisselten Motilitatspa-
rameter zeigten signifikante Unterschiede im Volumen, in der Lateral Head Bewegung und in
der Progression. Weggeschwindigkeit, Linearitat und durchschnittliche Wegstrecke zeigten
keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 3, Tabelle 1).

s
]

4001 /
350-//
300
250+
200"
1504~ i
100 Kontrollgruppe
50 " Probanden
° Volumen Dichte VSL  VCL LIN ALH VAP m Signifikanz

Abb. 3: Vergleich der Spermiogrammergebnisse erhoben mittels computerisierter Imageanalyse (Motion
Analysis, Santa Rosa, CA., USA).

Tab. 1: Spermiogrammdaten erhoben mittels computerisierter Imageanalyse (Motion Analysis, Santa
Rosa, CA., USA).

~ SPERMIOGRAMM - Probanden Kontroligruppe Normalwerte Signifikanz

Testvariable N=164 N=171

‘Volumen ‘ : 1,73 ml 2,04 mi - >0,6mi P=0,0001
Dichte 12,2 Mill./ml 14,1 Mill./ml > 25 Mill./ml n.s.
VSL (Progression) ' : 21,0 mic/s 32,4 mic/s > 25,0 mic/s P=0,0001
VCL (Weggeschwindigkeit) 33,6 mic/s 35,4 mic/s > 40 mic/s n.s.
LIN (Linearitat) 44,8 47,2 >40 n.s.
ALH (Kopfseitenbewegung) 1,91 mic 3,03 mic > 3,0 mic P=0,0001
VAP (durchschn. Wegstrecke) 27,4 mic/s 29,4 mic/s > 35,0 mic/s n.s.
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4 DISKUSSION

Die Menge der Umweltschadstoffe, die normalerweise auf Manner einwirkt, ist im allgemeinen
klein, so daB ihre Wirkung auf die Fertilitit moglicherweise zu vernachlassigen ist. Berufs-
bedingte Anwendungen von bestimmten Substanzen kdnnen zu weit hdheren Expositionen
fihren. Jedoch konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Art des Stoffes und der Ferti-
litatsstorung selten erbracht werden. Erschwert wird die Durchfiihrung von Studien durch die
wahrscheinlich multifaktorielle Beeintrachtigung der Fortpflanzungsfahigkeit, obwohl Arbeiten
nach der Life Table Methode zum Beispiel bei infertilen Paaren keinen Einflu3 von Alkohol und
Nikotin auf die zu erwartende Fertilitdt zeigen (3,4). Selbst der direkte Nachweis erhdhter
Mengen chlorierter Kohlenwasserstoffe in Follikelflissigkeit und Seminalplasma ergab keine
Korrelation mit den Spermiogrammen und der Fertilitat (5). In zahireichen Tierversuchen
konnte jedoch bei hoherer Exposition die gonadotoxische und allgemein toxische Wirkung
vieler Pestizide nachgewiesen werden (8,9,13). Genaue Wirkmechanismen der Schadigung
konnen nur selten nachgewiesen werden (7).

Neben der Dauer (blologlsche Halbwertzeit) und der Dosis der einwirkenden Noxe scheint
auch die spezifische Toxizitat eine Rolle zu spielen (10).

Erhebliche Belastungen an Arbeitsplatzen werden durch Blei, Quecksilber, Cadmium und Zink,
SchweiBrauche sowie Losungsmittel aus den Gruppen der aromatischen und aliphatischen
Kohlenwasserstoffe hervorgerufen, da sie haufig in hohen Konzentrationen auftreten.

Obwohl wir keine Untersuchungen von Schadstoffen und Metabolitengehalten in biologischen
Materialien, wie Blut, Harn, Fettgewebe und Ejakulaten durchgefiihrt haben, lassen unsere
erhobenen Daten zwischen beiden Gruppen vermuten, daf3 bezuglich der Einwirkung allge-
meiner Noxen kein Unterschied besteht.

Die spezifische Exposition der Obst- und Weinbauern gegentber Pflanzenschutz- und
Schadlingsbekampfunsmitteln dirfte der alleinige Grund fir die Einschréankung der Fertiltat
sein. Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen fiihren zu &hnlichen Schiissen (1,2). In einem
zweiten Teil der Studie werden die Paare zur Zeit einer Therapie zugefuhrt, so da3 die Be-
eintrachtigung der Fortpflanzung mit der notwendigen Therapie korreliert werden kann.
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UNTERSUCHUNGEN ZUR KONZENTRATION
VON ETHINYLOSTRADIOL UND OSTRADIOL IM ABWASSER
DER STADT WIEN

Peter Frigo, Christine Lang, J. Huber
Universitétsklinik fir Frauenheilkunde, Universitat Wien

1 EINLEITUNG

Weltweit wird eine Verminderung der mannlichen Zeugungskraft sowie eine Zunahme von
hormonabhéngigen Tumoren (Brustkrebs, Hodenkrebs) beobachtet: Moglicherweise ist eine
der Ursachen fir diese Trends die "Verschmutzung" der Umwelt mit Hormonen, respektive
hormonéahnlichen Substanzen. Grund zu dieser Annahme geben Erscheinungen aus der
Tierwelt: So zeigen Alligatoren in der Nahe von Kunststoffabriken (Florida) eine erhdhte Préa-
valenz von Kryptorchismus (Hodenatrophie) oder méannliche Fische in der Nordsee weibliche
Laichzeichen.

Wasser als Urquell des Lebens, vor allem aber das Abwasser, war schon immer das Haupt-
verbreitungsmedium fiir sehr viele Krankheiten und Seuchen. Ohne reines Wasser gibt es
kein gesundes Leben; der Mensch ist praktisch zu hundert Prozent von sauberem Wasser
abhangig.

Laut WHO wird das Trinkwasserproblem schon kurz nach der Jahrtausendwende ein grof3es
Problem: Wir Osterreicher sind mit reichlichen Trinkwasservorraten gesegnet; doch was ge-
schieht, wenn unser Trinkwasser durch Verunreinigungen untrinkbar wird?

Die Verunreinigungen bestehen nicht nur aus anorganischen Substanzen; organische Sub-
stanzen, wie Hormone, dirften ebenfalls eine immer gréBere Rolle spielen.

2 METHODE

Ziel unserer Studie war die Erfassung von Ethinyldstradiol- sowie Ostradiolkonzentrationen
im Abwasser der Stadt Wien.

Hypothese: ca. 70 % des in der Pille enthaltenen Ethinyléstradiols werden vom weiblichen
Organismus nicht resorbiert und durch Harn und Faeces ausgeschieden. Da sich die héch-
sten Konzentrationen im Morgenharn finden wurden Abwasserproben morgens entnommen.

Die Probenentnahme erfolgte an 3 aufeinanderfolgenden Tagen in der Hauptklaranlage der
Stadt Wien (EBS-Entsorgungsbetriebe Simmering, Haidegnerstraf3e 6, 1110 Wien) sowohl
vom Zu- wie vom Ablauf. Die Abwasserproben wurden jeweils 9 und 10.00 Uhr vormittags
entnommen und sofort tiefgefroren. Um diese Zeit erreicht der Morgenharn von 7. 00 bis 7.30
die Klaranlage.

Die Konzentrationsmessungen von Ostradiol wurde mittels Enymun-Test, Boehringer Mann-
heim, Intra Assay Variance 5,2 %, Inter Assay Variance 6,8 % (116 pg/ml) durchgefihrt.

Die Konzentrationen von Ethinylestradiol wurden in Berlin von der Fa. Schering mittels Ra-
dioimmunoassay bestimmt. An dieser Stelle méchten wir der Firma Schering fir die Unter-
stitzung danken.
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3 ERGEBNISSE

Die Analyse zeigte eine durchschnittiche Konzentration von 24,33 + 2,15 pg/mi Ethinyl6-
stradiol (22,2-26,5), sowie 81,89 + 2,99 pg/mi Ostradiol (79,2-86,2) im Zulauf, wahrend nach
Klarung (Ablauf) keine Hormonkonzentrationen mehr meBbar waren.

Unsere Ergebnisse zeigen die Belastung des Abwassers mit Hormonen: in wieweit hier hor-
mondhnliche Substanzen mitbestimmt wurden 148t sich auf analytischem Weg kaum nach-
weisen. Substanzen wie Endosulfan, Nonylphenol, Bisphenol-A oder DDE haben ostrogen-
ahnliche Wirkungen.

4 DISKUSSION

Die Belastung der Umwelt mit Ostrogenen und Ostrogenahnlichen i. e. Ostrogenaktiven Sub-
stanzen wurde durch unsere Studie unterstrichen. Abnehmende Fertilitatsraten und Zunah-
me von hormonabhangigen Tumoren konnten darin eine ihrer Ursachen haben.

Die Belastung unserer Umwelt mit diesen Substanzen, in Wien, wie Uberhaupt in ganz
Osterreich, wurde bis dato nicht untersucht. Zwar wird die Wasserqualitét auf anorganische
Verunreinigungen untersucht; daB das Wasser mit Hormonen ebentalls belastet ist, ist ein
relativ neues Wissen.

Hauptdiskussionspunkt unserer Studie ist deren Bedeutung fur den Menschen: Dies ist ein-
fach erklart: Natirlich handelt es sich bei dem untersuchten Wasser um Abwasser und die-
ses wird sicher nicht getrunken; Werte Uber Trinkwasser liegen bis jetzt nicht vor: Doch gibt
es jetzt schon einige Donaubrunnen, die das Uferfiltrat der Donau direkt in das Trinkwasser-
system leiten. Weiters stellt sich die Frage, wieviel des Osterreichischen Abwassers tatsach-
lich geklart wird, respektiv wieviel ungeklartes Abwasser jetzt schon in die Flisse kommt.
Von der Belastung durch die Nachbarlander, speziell des ehemaligen Ostblockes, liegen
ebenfalls nur mangelnde bis gar keine Werte vor.

Ob Ostrogene bereits in der Nahrungskette vorhanden sind und welche Auswirkungen dies
zur Folge haben kdnnte, ist Gegenstand internationaler Forschung. '
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ENDOKRINWIRKSAME SUBSTANZEN IN DER
AQUATISCHEN UMWELT

P. Stahischmidt-Allner®, B. Allner*, J. Rémbke**, T. Knacker**

*Hessische Landesanstalt fiir Umwelt, Wiesbaden
**ECT Oekotoxikologie, Flérsheim

1 EINLEITUNG

In jingster Zeit wird zunehmend die Sorge geauBert, daB Umweltchemikalien die hormonelle
Kontrolle der Fortpflanzung von Mensch und Tier beeintrachtigen. Iinsbesondere die vermin-
derte Fertilitit von Mannern und MiBbildungen und Erkrankungen der maéannlichen Ge-
schlechtsorgane werden mit endokrin wirksamen Xenobiotika in Zusammenhang gebracht
(THIERFELDER et al., 1995). Als weitere Indizien fir die Prasenz von Umweltgiften, die se-
lektiv auf das Hormonsystem wirken, geiten Fehlentwicklungen der Geschlechtsorgane und
Verschiebungen des Geschlechterverhéltnisses bei wildlebenden Tieren. Freilandbeobach-
tungen von toxischen W|rkungen auf die endokrine Kontrolle der Fortpflanzung von Tieren
verschiedener Taxa zeigen, daB vornehmlich die aquatischen Lebensrdume betroffen sind.
Aber auch Organismen, die in erster Linie via Nahrungskette den Schadstoffbelastungen
des Wassers ausgesetzt sind (FluBseeschwalben, Seehunde), weisen Beeintrachtigungen
des endokrinen Systems auf (LEISEWITZ, 1996).

2 DAS ENDOKRINE SYSTEM DER WIRBELTIERE

Um die Auswirkungen endokrintoxischer Substanzen richtig einschatzen zu kénnen, ist es
wichtig, sich die Besonderheiten des endokrinen Systems der Wirbeltiere zu vergegenwarti-
gen.

Exogene Reize wie Tagesladnge, Licht, Temperatur, Pheromone, Verhalten von Artgenossen
aber auch endogene Stimuli, gemeinhin “innere Uhr" genannt, werden zentralnervos verar-
beitet und lésen eine Kaskade verschiedener, voneinander abhéngige physiologische Pro-
zesse aus. Definierte Reize bewirken im Hypothalamus die Ausschiittung von Releasing
Hormonen. Diese wiederum wirken auf die Hypophyse und I6sen die Freisetzung von Pepti-
den, den sogenannten glandotropen Hormonen (z. B. schildrisenstimulierendes Hormon,
TSH; gonadotrope Hormone, GTH) aus. Diese hypophyséren Hormone steuern unter ande-
rem die Hormonproduktion der Gonaden, der Schilddriise oder der Nebennieren. Erst die
Botenstoffe, die von den genannten inneren Driisen, (z. B. Testosteron von den Hoden oder
Thyroxin von der Schildriise) sezerniert werden, wirken dann auf die Zielorgane (z. B. Testo-
steron: Ausbildung sekundérer mannlicher Geschlechtsorgane; Thyroxin: Ruckbildung des
Kaulquappenschwanzes der Anuren) (REINBOTH, 1980).

Die wesentliche Funktion des endokrinen Systems ist, eine Vielzahl von Reizen unterschied-
licher Natur in chemische Botschaften, die Hormone, umzuwandeln. Am Ende der homonel-
len Wirkkette steht oft die Expression der jeweils adaquaten Gene. Das endokrine System
ist ein wesentliches Instrument der zeitlichen Koordination der Genaktivierung (z. B. Indukti-
on von Laichzyklen oder Geschlechtsreife). Neuerdings werden aber auch von Steroidhor-
monen sogenannnte nichtgenomische Hormonwurkungen beschrieben (De BOLD & FREYE,
1994).
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Abb. 1: Fremdstoffwirkungen auf das endokrine System der Wirbeltiere; E2: Ostradiol, T: Testosteron.

Hormonell gesteuerte Prozesse sind meist langfristig, tiefgreifend und irreversibel (z. B. Me-
tamorphose, Geschlechtsdifferenzierung). Hormone wirken in sehr geringen Konzentrationen.

Bei der Mehrzahl der sogenannten endokrinen Effekte von Fremdstoffen, die bisher beschrie-
ben wurden, handelt es sich um Wirkungen auf die Reproduktion. Die endokrine Kontrolle der
Fortpflanzung ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. Die Abbildung zeigt, daf3 Fremdstoffe
prinzipiell auf allen Ebenen des hierarchisch organisierten endokrinen Systems Beeintrachti-
gungen der hormonellen Koordination hervorrufen kénnen.
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2.1 Endokrintoxische Substanzen bei Wirbeltieren,
Eintragspfade und Wirkmechanismen

2.1.1 Arzneimittelriickstande

Eine Reihe endokrinwirksamer Ausscheidungsprodukte von Pharmaka wird in Klaranlagen
nicht abgebaut und gelangt in die Oberflachengewasser (STUMPF et al.,1996, ROMBKE et
al.,1996) Beim bestimmungsgemaBen Gebrauch von Pharmaka sind nur definierte Personen-
kreise (z. B. Patienten) temporér exponiert. Im Oberflachengewasser sind alle Entwicklungs-
stadien, insbesondere auch Embryonen und Larven von Nichtzielorganismen permanent mit
ihrer gesamten Korperoberfldche dem Wirkstoff ausgesetzt.

2.1.1.1 Ethinylostradiol

Die Wirkung von Pharmaka auf aquatische Nichtzielorganismen soll am Beispiel des syn-
thetischen Steroids Ethinyldstradiol (EE,), das als dstrogene Komponente von oralen Kon-
trazeptiva eingesetzt wird, aufgezeigt werden (Abb. 2).

Natiirliche Ostrogene wie z. B. Ostradiol eignen sich nicht zur oralen Kontrazeption, da diese
Substanzen im Korper sehr schnell zum Ostron bzw. Ostriol metabolisiert und damit inakti-
viert werden. Die Ethinylierung am C,, des Steroidgrundgeristes unterbindet die Metaboli-
sierung und verlangert damit die Hormonwirkung. Ethinylostradiol wird im Wirbeltierkbrper
vornehmlich glucuronidiert (MUTSCHLER, 1991). EE,-Glucuronid wird nur zum Teil ausge-
schieden. Je nach Zusammensetzung und Zustand der Darmflora wird das EE,-Glucuronid
im Darm in unterschiedlichem AusmaB hydrolysiert. Das freie EE, wird erneut Uber den
enterohepatischen Kreislauf aufgenommen (ADLERCREUTZ et al., 1984).

Die Ethinylierung des Ostradiolmolekiils verhindert aber nicht nur die Metabolisierung und damit
vermutlich auch einen raschen Bioabbau, sie vermindert auch die Affinitdt des Hormons zu
steroidbindenden Proteinen (KATZENELLENBOGEN et al., 1980). Den steroidbindenden Enzy-
men kommt aber eine besondere Funktion bei der sexuellen Pragung des Gehimns zu (Abb. 3).

Ostriol =+ Ostradiol —™ Ostron

Glucuronyltransferase

Konjugat

Abb. 2: 17B-Ostradiol wird durch Hydroxylierung am C,; oder Oxidation an der Hydroxygruppe an C,y
inaktiviert. Die C,,-Ethinylgruppe behindert sowohl die Anlagerung metabolisierender als auch
steroidbindender Enzyme.
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Abb.3: Imprinting bei Wirbeltieren, Erlduterungen siehe Text. E,: 17B-Ostradiol, T: Testosteron, EE,:
Ethinyléstradiol, a-Fetoprotein als Beispiel fir ein steroidbindendes Protein bei Sdugern.

Wahrend der Fotalentwicklung der Wirbeltiere bewirkt Testosteron, das vom fotalen Testis ge-
bildet wird, die sexuelle (ménnliche) Pragung des Gehirns. Testosteron gelangt Gber das Blut
zum Zentralnervensystem. Im Gerhim wird Testosteron von der neuronalen Aromatase, einem
P450 Enzym, zu Ostradiol konvertiert. Ostradiol ist dann die eigentlich wirksame Substanz,
die das "Imprinting” also die geschlechtsspezifische Determination bestimmter neuronaler Zen-
tren auslost. In der Zerebrospinalfliissigkeit sind ostradiolbindende Proteine in sehr hohen
Konzentrationen vorhanden. Diese Proteine verhindern, daB exogenes Ostradiol, das z. B.
vom fotalen/larvalen Ovar gebildet wird oder materneller Herkuntft ist, die Hirnschranke pas-
siert. So ist gewahrleistet, daB diese pragende Wirkung auf das Zentralnervensystem einzig
vom fétalen/larvalen Testis ausgeht (REINBOTH, 1980; McCEWEN, 1975). Es ist denkbar,
daf3 synthetische Ostrogne wegen ihrer stark verminderten Affinitat zu steroidbindenden Pro-
teinen nicht in der Zerebosinalflissigkeit abgefangen werden und ins Gehirn gelangen. Es
besteht also das Risiko, daB synthetische Ostrogene in weiblichen Féten/Larven eine sexuell
méannliche neuronale Pragung auslésen. Bei Saugern ist dieser Determinationsvorgang auf
bestimmte Phasen der Fotalentwicklung beschrankt.

Bei Knochenfischen sind viele ambisexuelie Spezies bekannt, deren Individuen sich zunachst
als Mannchen fortpflanzen, und die dann einen Geschlechtswechsel zum Weibchen erfahren
oder umgekehrt (REINBOTH, 1980; STAHLSCHMIDT-ALLNER & REINBOTH, 1991). Auf-
grund dieser Plastizitat der Sexualdetermination ist es denkbar, daB die mannliche Pragung
des Teleosteergehirns eine andauernde neuronale Testosteronkonversion zu Ostradiol erfo-
dert. Die Aktivitat der neuronalen Aromatase der Knochenfische ist in der Tat zeitlebens sehr
hoch. Es ist davon auzugehen, daB3 der neuronalen Ostrogensynthese dariiber hinaus noch
weitere Funktionen bei der Kontrolle der Fortpflanzung der Teleosteer zukommt (CALLARD
& GELINAS, 1991). Xenodstrogene kdnnen bei Fischen also erhebliche, subletale, neuroen-
dokrine Wirkungen verursachen, die experimentell nur schwer faBbar sind.

Auch im adulten, funktionell mannlichen Nichtzielorganismus kann Ethinyléstradiol in sehr
niedrigen Dosen die Fertilitat beeinflussen. Unter physiologischen Bedingungen sezerniert der
Wirbeltierhoden Testosteron, das nach dem Transport (iber die Blutbahn an Androgenrezep-
toren der Zielorgane bindet. Freies Testosteron wird in den Leydigzellen des Hodens zu Ostra-
diol aromatisiert. Im Zentralnervensystem indiziert Ostradiol einen Testosterontberschuf3 und
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bewirkt Gber Ruckkopplungsmechamsmen eine verminderte Androgensynthese. Exogene
Ostrogene kénnen also einen TestosterontiberschuB vortauschen. Eine derartige antiandroge-
ne Wirkung kann theoretisch auch von exogenem Ostradiol ausgelést werden. Da natiirliche
Sexualhormone in der aquatischen Umwelt sehr rasch biologisch abgebaut werden (NOR-
PORTH et al., 1973; TABAK et al., 1981), ist eine antiandrogene Wirkung in erster Linie von
dem wesentlich stabileren synthetischen Ethinyldstradiol zu erwarten.

Eine weitere Gruppe von synthetischen meist ethinylierten Steroiden, die Gestagene, gelangt
gleichfalls durch den Gebrauch von Hormonpréparaten in die Umwelt. Die bisher durchge-
fihrten Versuche zum Bioabbau dieser Hormone lassen eine relativ gute biologische Ab-
baubarkeit erwarten (NORPORTH et al., 1973; TABAK et al. 1981).

Eine abschlieBende Bewertung des Umweltrisikos von synthetischen Steroiden ist derzeit noch
nicht moglich, da die bisher vorliegenden Analysenwerte stark divergieren. In einer schon
langer zuruickliegenden Untersuchung von TABAK et al. (1981) wurden im Abflu3 von Klar-
anlagen Ethinylostradiolwerte von ca. 800 ng/l ermittelt. Bei dieser Untersuchung wurden die
organischen Wasserinhaltsstoffe vor der Analyse einer sauren Hydrolyse unterworfen. Auf
diese Weise werden eventuell vorhandene Steroidglucuronide in freie Steroide Uberfiihrt und
bei der Bestimmung berlcksichtigt. Bei den anderen bislang vorliegenden Messungen wurden
lediglich freie Steroide erfaBt. Freies Ethinyldstradiol wurde in Konzentrationen unter 20 ng/|
nachgewiesen (AHERENE & BRIGGS; 1989, KALBFUSS a/b, 1995).

Es sei hier darauf hingewiesen, daB neuere Untersuchungen zum Steroidtiter von Kindern
- ergaben, daB der Ostradiolgehalt im Blut von Madchen bei 0,6 ng/l liegt, wahrend bei Knaben
nur 0,08 ng/l Ostradiol nachweisbar waren. Dieser Unterschied der Ostradiolkonzentration von
einer GroBenordnung 148t vermuten, daB Ostradiol auch im kindlichen Organismus eine phy-
siologische Funktion bei der Kontrolle von Wachstum und Entwicklung hat (KLEIN et al.,
1994). Aus diesen Daten ist abzuleiten, daB im Trinkwasser Ethinylostradiolkonzentrationen im
Nanogramm-Bereich ein Risiko darstellen.

2.1.1.2 Peroxisomenproliferierende Lipidsenker

Eine weitere Klasse von Pharmaka, deren Vertreter in jungster Zeit in erstaunlich hohen
Konzentrationen im Wasser nachgewiesen wurden, sind Lipidsenker mit peroxisomenprolife-
rierender Aktivitat. Der bekannteste Wirkstoff dieser Gruppe ist Clofibrat, ein Ethylsdureester
der Clofibrinsaure (Abb. 4). Die Saure ist die eigentlich wirksame Substanz, die jedoch erst
durch Hydrolyse im Organismus freigesetzt und ausgeschieden wird (MUTSCHLER, 1991).

Hy H, o)
I

Cc o) C
. |
o (o t—t—oon ado—b—i—o
| |
C C

Hy Hy

Clofibrat Clofibrinsaure

Abb.4: Strukturformel des Lipidsenkers Clofibrat und der Clofibrinséure.

Clofibrinsdure bindet an ein nukleares Protein, das aufgrund seiner biochemischen Eigen-
schaften als Steroidrezeptor (Peroxisomen-Proliferatoren Aktivierter Rezeptor, PPAR) gilt.
Bisher sind jedoch weder die natirlichen Liganden dieses Rezeptors eindeutig identifiziert
noch die Gene bekannt, die von diesem Protein aktiviert werden (GOTTLICHER et al.,

1992).

CP-019 (1996) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — P. Stahischmidt-Aliner et al. 51

Clofibrinsaure wurde im Oberflachengewéssern in Konzentrationen von 7-180 ng/l (STUMPF
et al., 1996) und im Gehirn von Fischen in Konzentrationen von mehr als 5,2 pg/kg (KALB-
FUSS a/b, 1995) nachgewiesen. Es ist also von einem erheblichen Bioakkumulationspoten-
tial dieser Substanz auszugehen. Es stellt sich die Frage, welches Skotoxikologische Risiko
von einem Fremdstoff ausgeht, der auf die Proliferation eines Zellorganells und vermutlich
des Lipidstoffwechsels der Eukaryontenzelle Einflu3 nimmt.

Eine reproduktionstoxische Wirkung von Clofibrat fanden CSABA et al. (1995) bei Experi-
menten mit Ratten. Einmalige perinatale Gaben von Clofibrat flihrten zu irreversiblen Veran-
derungen des Sexualverhaltens des adulten Individuums. Die Autoren dieser Arbeit gehen
davon aus, daf3 die Homologie zwischen dem PPAR und den neuronalen Ostrogenrezepto-
ren so hoch ist, daB beide Rezeptortypen wahrend frither Entwicklungsstadien vom gleichen
Liganden aktiviert werden konnen. Sollten sich diese Befunde bestatigen, so stellt das Vor-
kommen dieser Substanzklasse in Oberflaichengewassern ein erhebliches Risiko dar.

2.1.2 Pestizide mit endokriner Wirkung

Anhand eines Beispiels aus der Substanzgruppe der Pestizide soll dargelegt werden daB
Fremdstoffe auch antiandrogene Wirkung haben kénnen.

Viele Phenylharnstoffderivate werden im Boden oder auch im Oberflachengewasser zu 3,4-
Dichloranilin (3,4-DCA) abgebaut. 3,4-DCA entsteht nicht nur beim Bioabbau von Phenyl-
harnstoffpestiziden, sondern es wird auch in den Kldranlagen chemischer Anlagen aus einer
Reihe von Abfallprodukten der chemischen Industrie gebildet.

3,4-DCA wird von Fischen rasch aufgenommen und zu 3,4-Dichloracetanilid (3,4-DCAc) meta-
bolisiert. Exposition gegenlber 3,4-DCA bewirkt beim Stichling eine verminderte Androgen-
synthese. Androgenabhéngige sekundédre Geschlechtsmerkmale, wie z. B. Brutfarbung, wer-
den zuriickgebildet. Das Balzverhalten wird bei vormals aktiven Mannchen unterdrickt (ALL-
NER, 1996). Vergleicht man den Metaboliten 3,4-DCAc mit Flutamid, einem pharmakologisch
gut untersuchten Antiandrogen, so ist eine Strukturanalogie zwischen beiden Substanzen
evident (Abb. 5). Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen beiden Molekilen ist davon auszuge-
hen, daB metabolisiertes 3,4-DCA ebenso wie Flutamid an den Androgenrezeptor bindet und
diesen blockiert.

o o o CHy
| N o/
; N
O CHs
Cl CF3
3,4-Dichloracetanilid Flutamid

Abb. 5: Strukturanalogie zwischen 3,4-Dichloracetanilid und dem nichtsteroidalen Antiandrogen Flutamid
(Eriduterungen siehe im Text).
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2.1.3 Industriechemikalien mit endokriner Wirkung

Beispiele fir Industriechemikalien mit endokriner Wirkung sind Nonylphenol und niedrig
ethoxylierte Abbauprodukte von Alkyphenolethoxylaten. Alkylphenolderivate binden nicht nur
an den peripheren Ostrogenrezeptor, sondern sie aktivieren diesen auch und lésen somit die
Expression 6strogenkontrollierter Gene aus (SOTO et al., 1992; JOBLING & SUMPTER,
1993). Die Affinitit dieser Xenobiotika zum Rezeptor ist sehr viel niedriger als die des natur-
lichen Liganden Ostradiol. Nonylphenol wird jedoch in aquatischen Orgnanismen in so ho-
hem MaBe angereichert (EKELUND et al.,1990), daB bei umweltrelevanten Konzentrationen
(0,1-15 pg/l, ZELLNER & KALBFUSS, 1995) mit Wirkungen auf die peripheren Ostrogenre-
zeptoren zu rechnen ist. Uber die Affinitat von Nonylphenolen zu neuronalen Ostrogenre-
zeptoren ist auf der Basis der bisherigen Daten keine Aussage moglich.

2.1.4 Pflanzeninhaltsstoffe mit endokriner Wirkung

Als endokrinwirksame Komponente von Papiermihlenabwéssern in Kanada konnte unlangst
ein pflanzliches Sterol, das B-Sitosterol, identifiziert werden (Van der KRAAK et al., 1995).
Diese schwach &strogenwirksame Substanz scheint tiber verschiedene im Detail noch nicht
verstandene Mechanismen mit dem Ostrogenmetabolismus des Goldfisches zu interferieren.
Papiermihlenabwasser in Florida haben eine androgene Wirkung. So entwickein Weibchen le-
bendgebarender Zahnkarpfen der Gattung Gambusia ménnliche Begattungsorgane. Es konnte
gezeigt werden, daB diese androgenen Effekte erst nach Biotransfomation der Sterolfracht
der Abwasser auftreten (DAVIS & BORTONE, 1992).

B-Sitosterol, Lipidsenker
(p_flanzliches Sterol)

CHs CHs
HiC > CHs

HaG CHa

HO

Mycobacterium CCM 3529

(o}

o 3

Androsta-1,4-dien-3,17-dion
(Androgen)

Abb. 6: Biotransformation von B-Sitosterol (Erlduterungen siehe im Text).

Das B-Sitosterol dient als Ausgangssubstanz bei der biotechnologischen Produktion von An-
drogenen mit Mycobakterium CCM 3529. Es ist anzunehmen, dafB Sterole aus Papiermihlen-
abwasser bei den in Florida gegebenen Bedingungen zu Androgenen biotransformiert wer-
den. .
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in Abfallen der Fettindustrie sind Sterole gleichfalls in hohen Konzentrationen vorhanden
(PROTIVA et al. 1984). Als lipidsenkendes Parmakon wird B-Sitosterol in Tagesdosen bis zu
10 g verwendet (MUTSCHLER, 1991). Daten iber die Belastung der Oberflachengewasser
mit endokrinwirksamen Sterolderivaten liegen bisher nicht vor.

3 ENDOKRINTOXISCHE WIRKUNGEN BEI INVERTEBRATEN

Zur Frage nach der Wirkung von Fremdstoffen auf aquatische Invertebraten liegen bislang
nur fiir zwei Taxa verwertbare Daten vor. In sehr umfasssenden Studien konnten OEHL-
MANN et.al.(1996) aufzeigen, daB Tributyizinn schon in Spuren bei getrenntgeschlechtlichen
Schnecken die Differenzierung méannlicher Organe in genetisch weiblichen Organismen
(Imposex) auslost. Das Ausmaf der Vermannlichung ist so hoch, daB die Weibchen schon
nach kurzer Exposition gegentiber TBT nicht mehr fortpflanzungsfahig sind. TBT hemmt bei
der Schnecke die Aromatisierung von Testosteron zu Ostradiol. In die Oberflaichengewasser
wird TBT als biocide Komponente von Bootsanstrichen eingetragen.

Bei Seesternen konnte Den BESTEN (1991a/b) zeigen, daB hohe Cadmium- und PCB-Be-
lastungen mit Veranderungen des Hormonstoffwechsels korrelieren. Diese Substanzen be-
eintrachtigen die Oogenese, die sich dann als Schaden bei der Embryonalentwicklung manife-
stieren. Als Wirkmechanismus wird angenommen, daf3 die mischfunktionellen Oxidasen, die
zugleich am Metabolismus von Steroiden wie auch von PCB beteiligt sind, steroidale Sexual-
hormone nicht mehr mit der fur den natiirlichen Reproduktionszyklus erforderlichen Aktivitat
umsetzen.

Abgesehen von Schnecken und Seesternen sind steroidale Sexualhormone, die denen der Ver-
tebraten weitgehend entsprechen, noch fir andere Invertebratentaxa (Muscheln: VARAKSINA
et al., 1992, Krebse: KANAZAWA, 1979) nachgewiesen. Es konnte auch gezeigt werden, daf3
diese Hormone die Gametogenese beeinflussen. Es liegen jedoch nur sehr wenige Erkennt-
nisse daruber vor, wie die Hormonausschiittung bei Invertebraten kontrolliert wird, d. h., ob und
" iber welche Mechanismen die endokrinen Drisen mit dem Nervensystem gekoppelt sind.

Auch Uber die Rezeptoren der steroidalen Sexualhormone der Invertebraten liegen keine Er-
kenntnisse vor. In Seeanemonen konnte ein Glycoproteinrezeptor nachgewiesen werden,
der Homologie zum GTH-Rezeptor der Sauger aufweist (NOTHACKER et al.,1993). Die bio-
chemischen Komponenten des Hormonsystems sind demnach stammesgeschichtlich sehr alt.
Diese Befunde lassen jedoch nicht den SchiuB zu, daB Invertebraten-Proteine, die eine Homo-
logie zu Hormonrezeptoren der Vertebraten aufweisen, auch endokrine Funktionen haben.

4 FAZIT

In Anbetracht der Bedeutung, welche Invertebraten fiir aquatische Okosysteme haben, be-
steht im Sinne eines vorbeugenden Naturschutzes die Notwendigkeit, auch fir diese Orga-
nismen Bioindikatoren zur Erkennung subletaler, endokrintoxischer Fremdstoffwirkungen zu
finden.

Zur langfristigen Sicherstellung der Trinkwasserresourcen und zum Schutz der humoralen
Koordination der menschlichen Entwicklung und der Fertilitét, ist in Anbetracht der niedrigen
Wirkschwellen von endokrintoxischen Fremdstoffen, jedwede Kontamination der Oberfla-
chengewésser mit endokrinwirksamen Xenobiotika zu vermeiden. Die Entwicklung von Me-
thoden zum Nachweis endokriner Wirkungen auf die verschieden Komponenten des endo-
krinen Systems (Abb. 1) ist dringend erforderiich.
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ERHOHEN HORMONELL-WIRKSAME
UMWELTCHEMIKALIEN DAS KREBSRISIKO?

Wilfried Bursch, Christian Vutuc, Wolfram Parzefall und Rolf Schulte-Hermann
Institut fiir Tumorbiologie-Krebsforschung, Borschkegasse 8a, 1090 Wien

1 EINLEITUNG

Tumore von hormon-abhéngigen Organen gehdren weltweit zu den haufigsten Krebs-er-
krankungen, in den letzten zwei Jahrzehnten wurde sogar eine Zunahme der Brust-, Endo-
metrium-, Prostata und Hodenkrebs-Inzidenz beobachtet (Parkin et al., 1988, 1992). In jung-
ster Zeit wird dieser Anstieg an Krebserkrankungen mit der Exposition des Menschen ge-
geniber in der Umwelt verbreiteten Chemikalien mit dstrogener Wirkung in Verbindung ge-
bracht (Mussalo-Rauhamaa et al., 1990; Falck et al,, 1992: Wolff et al., 1993, 1995; Davis et
al., 1993; Hunter et al., 1993; Krieger et al., 1994; Dewalilly et al., 1994). Diese sog. "Um-
weltdstrogene" oder "Xenoostrogene” umfassen synthetische Pestizide wie o,p’-1,1,1,-Tri-
chlor-2,2,-Bis(p-Chlorphenyl)Athan (o,p’-DDT) und seine Metabolite, Hexachlor-cyclohexan,
Industriechemikalien wie Polychlorierte Biphenyle (PCBs) u. a. m. Aber auch Naturstoffe aus
Pflanzen (Phytodstrogene) und Pilzen (Mykotoxine) sowie von Mensch und Tier ausgeschie-
dene natiirliche und synthetische Ostrogene, die in Klaranlagen nicht vollstandig abgebaut
werden und in Oberflachengewassern nachgewiesen wurden, werden dazu gezahit (McLach-
lan et al., 1987; Turan, 1995; Schéfer et al., 1996). Weitere aufgrund ihres Vorkommens als
relevant erachtete Substanzen mit éstrogener Wirkung umfassen Alkylphenole, Bisphenol A,
Phthalate, Butylhydroxyanisol und Endosulfan (Schéafer et al., 1996).

Der Verdacht auf eine durch "Umwelt-Ostrogene" ausgeldste Gesundheitsgefahrdung des Men-
schen beruht im wesentlichen auf Beobachtungen an Wildtierpopulationen, die lokal hohen
Konzentrationen der fraglichen Chemikalien ausgesetzt waren (Colborn et al., 1993; Kaviok
et al., 1996). Beispielsweise konnten Geschlechtsumwandlungen in Vogel-Populationen in
Siidkalifornien auf eine DDT-induzierte Feminisierung von mannlichen Embryonen wahrend
ihrer Entwicklung zurlickgefiihrt werden (Fry and Toone, 1981). In Sudkalifornien wurden in
Pelikan-Eiern bis zu 79 ppm DDT, in Kormoran-Eiern im Mittel 32 ppm DDT gefunden. In
Méwen-Eiern fanden sich 6,3-30 ppm DDT 3 Jahre nach Beendigung seiner Freisetzung in
die Umwelt (Fry and Toone, 1981). Jingere Beobachtungen in Dicofol- und DDT-belasteten
Gewassern (Lake Apopka, Florida) erwiesen eine hohe Embryonensterblichkeit von Alliga-
tor-Populationen und verkiimmerte Fortpflanzungsorgane bei den mannlichen Nachkommen
(Guillette et al., 1994). Aus dem Lake Apopka entnommene Alligator-Eier enthielten als Haupt-
kontaminante bis zu 5,8 ppm p,p’-DDE bezogen auf Feuchtgewicht (Heinz et al., 1991). Ein
weiteres Beispiel sind mannliche Fische, die nach Exposition gegeniber Abwassern von
Klaranlagen das sonst nur in weiblichen Tieren gebildete dotterbildende Protein Vitellogenin
produzieren; méglicherweise sind Alkylphenole fir diesen Effekt verantwortlich (Purdom et
al., 1994). Viel Aufmerksamkeit erregte eine Publikation, derzufolge die Spermienzahl von Man-
nern in den letzten 50 Jahren um 50 % abgenommen haben soll; dieses Phanomen wurde
mit der Exposition gegenuber hormonell wirksamen Chemikalien in Verbindung gebracht
(Carlsen et al., 1992, Sharpe and Skakkebaek 1993). Eine Re-Evaluierung dieser Analyse
sowie neuere Studien konnten eine Abnahme der Spermienzahl bei Ménnern allerdings nicht
bestatigen (Fisch et al., 1996a, b; Paulsen et al., 1996).
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2 HORMONE UND KREBS

Beim Ablauf von Lebensvorgéngen sind die einzelnen Zellverbdnde und Organe des Orga-
nismus in bestimmte Funktionseinheiten integriert. Eine solche Integration ist jedoch nur
moglich, wenn zwischen den einzelnen Organen ein "Nachrichtensystem” wirksam ist, wel-
ches ihre Funktion raumlich und zeitlich so aufeinander abstimmt, daB sich ein "sinnvoller”
Ablauf ergibt. Die Kommunikation zwischen den einzelnen Organen kann auf zwei Weisen
erfolgen:

1. durch das Nervensystem und
2. durch das Hormonsystem.

Hormone fungieren als chemische Botenstoffe, die in endokrinen Organen (z. B. Hoden,
Ovarien, Hirnanhangdriise, Nebennieren) gebildet werden und iber den Blutweg ihre Zielor-
gane erreichen. Dort steuern die Hormone Lebensfunktionen wie Stoffwechsel, Reifung,
Wachstum u. a. m.. Die Hormonwirkung auf die Zielzelle wird durch sog. Rezeptoren vermit-
telt. Hormone und ihre Rezeptoren passen aufgrund ihrer chemischen Struktur wie "Schllissel
und SchiloB" zueinander, wodurch die Spezifitat der Wirkung des Boten auf die Zielzelle ge-
wahrleistet wird.

In der derzeitigen Diskussion iiber hormonell-aktive Chemikalien stehen jene mit 6strogener

erkung im Vordergrund. Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften kénnen eine Reihe von

in der Umwelt vorkommenden Substanzen an Ostrogen- Rezeptoren binden und so manche

Wirkungen des natiifichen Ostradiols "nachahmen" ("estrogen mimics") und infolgedessen das
Gleichgewicht der hormonellen Steuerung von Lebensfunktionen unterbrechen ("endocrine

disruptors"). Neben einer direkten Wirkung Uber Bindung an Ostrogen- Rezeptoren konnen

"Umwelt-Ostrogene" im Organismus aber auch indirekt wirken, z. B. durch Beeinflussung des

physiologischen Metabolismus von Steroidhormonen in der Leber und anderen Organen, Ein-

wirkung auf das Nervensystem etc. (Abb. 1).

ENDOKRINES
direkt SYSTEM

FREMDSTOFF | |

direkd™s ZIELORGANE

Reproduktionsorgane
Immunsystem
Nervensystem
Leber, andere Organe

!

SCHADWIRKUNG

indirekt

modifiziert nach Kaviok et al., 1996

Abb .1: Schematische Darstellung der méglichen Interaktion von Umweltchemikalien mit dem endokrinen
System.
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Ferner ist zu beriicksichtigen, daB3 Tier und Mensch stets gegeniber Gemischen von Umwelt-
chemikalien exponiert sind. Diese enthalten nicht nur Chemikalien mit 6strogener Wirkung,
sondern auch solche mit anti-androgener (z. B. p,p-DDT) und anti-Gstrogener Wirkung (z. B.
TCCD) (Safe & Krishnan, 1995; Ahlborg et al., 1995). Dieser Tatsache wurde mit einer breit
gefaBten Definition des Begriffes “endocrine disruptor* Rechnung getragen: demzufolge
handelt es sich hierbei um eine "exogene Substanz, die mit Produktion, Freisetzung, Trans-
port, Metabolismus, Bindung, Wirkung oder Elimination von natirlichen, im Kérper fir die Er-
haltung der Homdostase und Regulation von Entwicklungsprozessen verantwortlichen Hor-
monen interferiert " (Kavlok et al., 1996).

Die Entstehung von Tumoren in endokrinen Organen wird im Rahmen des heutigen Mehrstufen-
Konzeptes der Karzinogenese in erster Linie damit erklart, da3 Hormone in ihren Zielgeweben
die Vermehrung sogenannter "préneoplastischer" Zellen (Tumor-vorstadien) anregen (“Tumor-
Promotion*). Diese Zellpopulationen kénnen durch exogene Noxen wie Strahlung, Viren und
Chemikalien, aber auch “spontan" durch unbekannte endogene Ursachen (moglicherweise
altersbedingte fehlerhafte Regulation der Genexpression, Zellteilung u. a. m.) entstehen (*Tumor-
Initiation"). Im Verlauf eines langjahrigen Wachstums dieser Tumorvorstadien entstehen dann
durch Selektion maligne, metastasierende Tumore.

Epidemiologische Studien zeigen, daB der hormonelle Status die Krebsentstehung in endo-
krinen Organen des Menschen beeinfluBt. Krebserkrankungen der Brust, des Endometriums
und des Ovars sind bei Frauen mit einer friihen Schwangerschaft weniger haufig als bei Nul-
lipara. Andererseits erhdhen frihe Menarche, spate Erstschwangerschaft und spate Meno-
pause das Brustkrebsrisiko des Menschen, was durch eine langere Dauer derjenigen Le-
bensphase erklart werden kann, in der (tumor-promovierende) Ostrogene in relativ grof3er
Menge gebildet und ausgeschuttet werden. Im Tierexperiment und beim Menschen wird die
Endometriumkrebs-Inzidenz durch Ostrogen-Gaben erhéht, durch Progesteron-Gaben ver-
mindert. Diese gegensétzliche Wirkung der beiden Hormone 1483t sich als Promotion und Anti-
promotion interpretieren, denn in Mensch und Tier stimuliert Ostrogen die Zellvermehrung im
Endometrium, wahrend Progesteron sie hemmt (Schulte-Hermann et al 1994). '

2.1 Fallbeispiel Diethylstilbestrol

Die Hypothese, daB "Umwelt-Ostrogene" Krebserkrankungen verursachen kénnen, beruht u.
a. auf der nachgewiesenen kanzerogenen Wirkung des synthetischen Ostrogens Diethylstil-
bestrol (DES). Diese Substanz wurde seit Mitte der 40er Jahre bei drohendem Abort einge-
setzt, um die Schwangerschaft zu erhalten; die DES-Dosen wurden von 5 mg/Tag zu Beginn
bis zu 125 mg/Tag gegen Ende der Schwangerschaft gesteigert (Hogan et al., 1987). Die
kanzerogene Wirkung von DES im Menschen wurde Ende der 60er Jahre erkannt. In Toch-
tern von mit DES-behandelten Miittern traten nach der Geschlechtsreife Vaginalkarzinome
auf. In mannlichen Nachkommen wurden Gonadenanomalien und Penishypoplasien festge-
stellt. Fall-Kontrollstudien an DES-exponierten mannlichen Nachkommen ergaben allerdings
keine Hinweise auf eine reduzierte Spermienqualitdt, Sexualfunktion oder erhéhte Hoden-
krebs-Inzidenz (Leary et al., 1984; Wilcox et al., 1995).

Die embryonale Entwicklung der Geschlechtsorgane bildet die Grundlage zum Verstandnis
der kanzerogenen Wirkung von DES. Wéhrend der Organogenese werden die Sexualanla-
gen zunachst nebeneinander fir beide Geschlechter angelegt. In spateren Stadien werden
die Anlagen teilweise wieder eingeschmolzen, wobei persistierende Abschnitte des embryo-
nalen (weiblichen) MUllerschen Gangs bei der Frau zu Tube, Uterus und oberer Vagina, beim
Mann zu gestielter Hydatide und Prostataschlauch werden. In beiden Geschlechtern beruht
die primare Schadigung durch DES auf einer unvolistandigen Regression der zur Elimination
determinierten Abschnitte des Mullerschen Ganges. Vermutlich persistieren Abkdmmiinge des
embryonalen Mullerschen Ganges in weiblichen Nachkommen in Abschnitten der Vagina, die
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normalerweise zu Plattenepithel differenzieren, und in ménnlichen Nachkommen im Bereich
der spéteren Prostata. Der Wirkungmechanismus des DES bei der Tumor-Initiation ist unkiar;
eine gentoxische Wirkung wurde nur in vitro und nur bei extrem hohen Konzentrationen nach-
gewiesen, deren Bedeutung fiir die Initiation im Menschen fraglich ist. Eine nicht-gentoxische
Initiation infolge von Fehldifferenzierung der Zellen und Hemmung des “programmierten*
Zelltodes (Apoptose) ist eine denkbare Alternative. Die resultierenden abnormen Zellgruppen
in den Geschlechtsorganen, die in 100 % der DES exponierten Tochter festgestellt wurden,
sind sehr wahrscheinlich das Ziel einer promovierenden Wirkung durch Geschlechtshormo-
ne. Mit Einsatz der Pubertit ausgeschittete Hormone kénnen eine Promotion bewirken, wo-
durch sich das gehéufte Auftreten der Karzinome im Alter von 15-25 Jahren erklaren laft.
Anhand des DES-induzierten Vaginalkarzinoms lassen sich folgende prinzipielle Aspekte der
Kanzerogenese beim Menschen aufzeigen:

1. die Méglichkeit der transplazentaren Kanzerogenese. Dieses Beispiel zeigt auch, daf3 Or-
ganismen wahrend der Embryonalentwicklung in der Phase der Geschlechtsdifferenzie-
rung gegeniiber Stérungen der endokrinen Regulation besonders empfindlich sind und
ferner, daB die Nachkommen ohne zunéchst offensichtliche Schéden geboren werden
kénnen. Fur die Risikobeurteilung hormonell wirksamer Substanzen ist also neben der
Expositionshéhe auch der Zeitpunkt der Exposition eine unerlaBliche Information.

2. die kausale Rolle eines exogenen Hormons bei der Entstehung bestimmter Tumore.

3. die Gliederung der Kanzerogenese in Initiations- und Promotionsphase, wobei sich die
Pubertat als empfindliche Phase gegenuber der promovierenden Wirkung von endoge-
nem Ostradiol erwies.

3 "UMWELT-OSTROGENE" UND KREBSRISKO DES MENSCHEN

3.1 Wie kann die éstrogenartige Eigenschaft einer Substanz
festgestellt werden?

Die Bindungsfahigkeit von Chemikalien an Ostrogen-Rezeptoren (Rezeptoraffinitat) gibt ei-
nen ersten Hinweis auf die mégliche Interaktion einer Substanz mit dem Hormonsystem. In
kompetitiven Bindungsassays (Verdrangung von radioaktiv markiertem Ostradiol vom Re-
zeptor durch die zu priifende Substanz) kann die Rezeptoraffinitdt von Chemikalien quanti-
tativ verglichen werden. Vergleichende Studien zeigten beispielweise, da3 DES mit einer etwa
2 5fach hoheren Affinitat an den Ostradiol-Rezeptor bindet als das nattirliche Hormon, PCBs
andererseits mit einer um mehrere 10er Potenzen geringeren Affinitat (Korach et al., 1988).
Der Nachweis einer Rezeptorbindung 148t aber keine Aussage dariiber zu, ob die betreffen-
de Substanz eine éstrogene oder antiéstrogene Wirkung besitzt.

Zur Erfassung einer éstrogenen Wirkung von Chemikalien stehen eine Reihe von Zellkuitur-
und in vivo-Tests zur Verfligung. In vivo kann eine 6strogene Wirkung anhand der Vergro3e-
rung des Uterusgewichtes, der Aktivitats-Steigerung von Enzymen im Uterus, der Verhor-
nung der Scheidenepithel-Zellen, der Wachstumsstimulation von 6strogen-abhéangigen,
transplantablen Tumorzelllinien in Wirtstieren u. a. m. experimentell erfaBt werden. o,p"-DDT
bewirkte beispielsweise in nicht geschlechtsreifen Ratten u. a. eine Stimulation der Zellver-
mehrung im Uterus (beurteilt an der DNS-Synthese). Allerdings war o,p’-DDT um mehr als
drei GréBenordnungen geringer wirksam als Ostradiol, 250 mg/kg o,p'-DDT erreichten nur
70 % der Wirkung von 50 pg/kg Ostradiol (also 5.000fach geringere Dosis; Robsion et al.,
1985). Ferner ist zu beriicksichtigen, daB technisches DDT aus einem Gemisch verschiedener
Kongenere mit den Hauptkomponenten p,p-DDT (ca. 77 %) und o,p’-DDT (ca. 15 %) be-
steht (WHO, 1993). Firr o,p’-DDT und den Metaboliten o,p’-DDE [1,1.dichloro-2,2-bis (p-
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chlorphenyl) ethylen] sind &strogenartige Wirkungen nachgewiesen worden. Dagegen wer-
den fur das p,p-lsomer von DDE keine Ostrogenen, sondern anti-androgene Effekte be-
schrieben (Kelce et al., 1995). p,p’-DDE ist der in der Umwelt persistierende Hauptmetabolit
des Insektizids, wahrend o,p’-DDE in deutlich geringeren Mengen vorkommt. Aufgrund die-
ser Befunde wird diskutiert, daB in Alligator-Populationen (Lake Apopka) die anti-androgene
Wirkung mehr als die 6strogene Wirkung zur Feminisierung der mannlichen Tiere beitrug
(Culotta, 1995).

In Zellkultur kann mit dem sog. "E-Screen" die Féhigkeit von Substanzen gepruft werden, eine
Vermehrung von Ostrogen-abhéngigen Brustkrebszellen zu bewirken. In diesem Test zeigten
sowohi 0,p'-DDT und p,p'-DDT allein als auch das Kongeneren-Gemisch eine wachstums-
stimulierende Wirkung. Im Vergleich zum physiologischen Hormon Ostradiol erwiesen sie sich
jedoch, wie eine Reihe anderer Xenobiotika mit ostrogenartiger Wirkung (z. B. Dieldrin, Endo-
sulfan,1-Hydroxychlordan, Kepon, Toxaphen, Methoxychlor), als um den Faktor 1.000 bis
1.000.000 geringer wirksam; DES war 10mal starker wirksam als Ostradiol (Soto et al., 1995).

Es ist darauf hinzuweisen, daB Zellkultur- und in vivo-Befunde nicht immer tbereinstimmen.
Als Ursache kommen Unterschiede im Stoffwechsel der Hormone und in ihrem &uBerst
komplexen Zusammenspiel, in der Funktion von Hormon-Freisetzungsfaktoren, Hemmung
der Hormonfreisetzung durch negative Riickkopplung etc. in Frage, die in der Zellkultur nicht
nachgestellt werden kénnen. Fir die Suche ("Screening") nach hormonell wirksamen Che-
mikalien sowie zum Vergleich ihrer Wirkungsstarke bedtrfen die derzeit verfligbaren Test-
systeme einer Validierung und Standardisierung (Ahlborg et al., 1995; Kavlok et al., 1996).

3.2 Umwelt-Ostrogene und Krebs: tierexperimentelle Befunde

Hinsichtlich des kanzerogenen Potentials von "Umwelt-Ostrogenen” ist zunéchst festzustel-
len, daB fiir viele der fraglichen Organochlorverbindungen (z. B. Methoxychlor, Hexachlor-
benzol, Hexachlorcylohexan, PCDD/PCDFs, DDT und seine Metabolite) kanzerogene Wir-
kungen z. B. in Leber, lymphatischem System und anderen Organen von Nagetieren nachg-
ewiesen worden sind (IARC 1987, 1991). Im Tierversuch (Ratte, Maus) wird vielfach Leber-
wachstum ausgeldst, hohe Dosen iber lange Zeit verabreicht fihren zu Lebertumoren.
Hierfiir ist wahrscheinlich nicht eine erbgutschadigende (genotoxische), sondern eine tumor-
promovierende Wirkung verantwortlich. Lebertumore wurden auch in Fisch-Populationen in
lokal begrenzten, hoch belasteten Gewéassern beobachtet (Kavlok et al., 1996). Nach Auf-
fassung von Kavlok et al., (1996) gibt es allerdings keine Hinweise darauf, daB an der Ent-
stehung von Lebertumaren in Fischen, sowohl unter Freiland- als auch unter experimentellen
Bedingungen, eine Stérung des Hormonsystems beteiligt ist. In einer Reihe von Mehr-Gene-
rationen Studien mit Ratten zeigte technisches DDT (bis zu 250 mg/kg) eine tumorinduzie-
rende Wirkung nur an der Leber, nicht aber an anderen Organen (Ahiborg et al., 1995). Da-
gegen wurde ein beschleunigtes Auftreten von Brusttumoren in Ratten durch Triazine beob-
achtet (Wetzel et al., 1994; Stevens et al., 1994). Im Rahmen des National Toxicology Pro-
gram der USA wurde das kanzerogene Potential von 450 Chemikalien getestet, 34 davon
induzierten Brusttumore in Nagetieren (Dunnick et al., 1995). Von diesen 34 Chemikalien
erwiesen sich 26 als mutagen, d. h. an der Induktion von Brusttumoren war in diesen Fallen
eine genschadigende Wirkung beteiligt. Wieweit eine hormonelle Wirkung von Bedeutung far
die Brustkrebs-Entstehung war, ist derzeit nicht bekannt (Dunnick et al., 1995).

3.3 Umwelt-Ostrogene und Krebs: epidemiologische Befunde
Erste Hinweise auf mégliche Zusammenhéange zwischen Umwelt-Ostrogenen und Brustkrebs

wurden aus dkologischen Untersuchungen abgeleitet. Bei dieser Untersuchungsform werden
Zeitreihen oder geographische Verteilungsmuster der Krebssterblichkeit oder -Inzidenz mit
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bestimmten Variablen (z. B. Exposition gegenlber Organochlorverbindungen) korreliert. Mittels
dieser Untersuchungen wird haufig versucht, einen kausalen Zusammenhang zwischen Krebs-
entstehung und Risikofaktoren zu belegen. Dieser Untersuchungsansatz erlaubt jedoch nur
sehr bedingt Riickschlusse auf einen Zusammenhang zwischen einem vermuteten Risikofak-
tor und dem Auftreten einer Krankheit, weil Informationen Gber individuelle Expositionen fehlen.
Im giinstigsten Fall kénnen Hypothesen kreiert werden. Fir die vorliegende Fragestellung wird
die Aussage zusétzlich erschwert, weil fir die Entstehung von Brustkrebs und Krebs des En-
dometriums eine Reihe endogener und exogener Risikofaktoren vermutet werden, die in 6ko-
logischen Studien nicht getrennt betrachtet werden kdnnen. Ebenso kénnen mdgliche Ein-
fliisse auf Mortalitatsraten (durch Anderung der Uberlebensrate bzw. Anderung diagnostischer
Kriterien) und auf Inzidenzraten (durch Screeninguntersuchungen) nicht kontrolliert werden.

Von allen deskriptiven Untersuchungen sind jene Uber die Folgen des Industrieunfalls in Se-
veso im Jahr 1976 hervorzuheben, da Exponierte und Exposition (Zuordnung entsprechend
der Bodenkontamination) definiert und Relative Risiken (RR) berechnet werden konnten
(Bertazzi et al., 1989, 1993). Es wurde keine Haufung von Brustkrebs und Endometriumkar-
zinomen beobachtet. Das Risiko an Brustkrebs zu erkranken war in den Zonen A und B
(starke, mittlere Bodenkontamination) mit RR=0,5 (95 % CI 0,1-3,3) und RR=0,7 (95 % CI
0,4-1,4) geringer als erwartet. Fiir Endometriumkarzinom lauten die entsprechenden Werte
RR=2,6 (95 % CI 0,6-10,4) und RR=0,5 (95 % CI 0,2-1,3). Alle Ergebnisse sind nicht signifi-
kant und ihre Interpretation wegen der kieinen Fallzahlen sehr limitiert.

Zur Frage nach einem Zusammenhang zwischen Umwelt-Ostrogenen und Brustkrebs wurden
auch einige Fall-Kontroll-Studien durchgefihrt (Wassermann et al., 1976; Albert et al., 1982;
Unger et al., 1984; Mussalo-Rauhamaa et al., 1990; Falck et al., 1992; Wolff et al., 1993,
1995; Krleger et al., 1994; Dewalilly et al., 1994) Die Expositionen gegeniber Umwelt-Ostro-
genen wurden mittels Serumproben bzw Gewebeproben ermittelt. Es liegen positive und
negative Ergebnisse vor. Alle Studien weisen methodische Méngel auf, worauf die Autoren
selbst hinweisen, und erlauben keine schlissige Aussage Uber kausale Zusammenhange.
Als wesentlichste Mangel dieser Studien sind ihre geringe GroBe (in 5 von 8 Studien weniger
als 20 Falle) sowie die fehlende bzw. unzulangliche Kontrolle von Stérfaktoren (reproduktive
Faktoren, Lebensstilfaktoren) zu nennen.

Zwei Studien, die auf gréBeren Fallzahlen beruhen und Stérfaktoren teilweise kontrollieren,
sollen exemplarisch angefiihrt werden. In einer Fall-Kontroll-Studie (58 Frauen mit Brustkrebs
und 171 Kontrollpersonen), abgeleitet aus der prospektiven Kohorte der New York University
Women's Health Study, wurde €in Ansteigen des Brustkrebsrisikos mit zunehmenden DDE-
Serumkonzentrationen [1,1.dichloro-2,2-bis (p-chlorphenyl) ethylen] beobachtet (Wolff et al.,
1993). Das adjustierte Risiko von Frauen mit DDE-Serumkonzentrationen im obersten Quin-
til war um 3,68 (95 % Cl 1,01-13,5) gréBer als jenes von Frauen mit Werten im untersten
Quintil. Keine signifikante Zunahme konnte beziiglich PCBs nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu unterstitzen die Ergebnisse einer zweiten Fall-Kontroll-Studie (150 Frauen
mit Brustkrebs und 150 Kontrollpersonen), abgeleitet aus der prospektiven Kohorte der San
Francisco Bay Area Studie, nicht die Hypothese, daB Umwelt-Ostrogene das Brustkrebstrisi-
ko erhohen (Krieger et al., 1994). Die multivariate Analyse ergab fur Frauen mit DDE-
Serumkonzentrationen im obersten Tertil gegenuber Frauen im untersten Tertil ein adju-
stiertes Risiko von 1,33 (95 % CI 0,68-2,62); Weil3e 2,38 (95 % CIl 0,54-10,64), Schwarze
3,85 (95 % CI 0,93-16,05), Asiatinnen 0,71 (95 % Cl 0,28-2,18). Die entsprechenden Werte
beziiglich PCBs lauten fir Frauen insgesamt 0,76 (95 % Cl 0,41-1,44), WeiB3e 0,25 (95 % CI
0,06-0,99), Schwarze 1,72 (95 % Cl 0,61-4,87), Asiatinnen 0,75 (95 % CI 0,24-2,38).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf3 die Ergebnisse epidemiologischer Untersu-
chungen keine plausiblen Aussagen hinsichtlich eines kausalen Zusammenhangs zwischen
Umwelt-Ostrogenen und Brustkrebs erlauben. Die Hypothese, daB Umwelt-Ostrogene einen
Risikofaktor fir die Entstehung von Krebs darstellen, kann auf Grund dieser Daten weder
bestatigt noch ausgeschlossen werden.
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4 RISIKOBEURTEILUNG

Die Beurteilung einer méglichen Gesundheitsgefahrdung des Menschen durch Chemikalien
und andere Noxen ist ein mehrstufiger Prozess (Committee on the Institutional Means for
Assessment of Risks to Public Health, 1983):

1. Identifikation der Schadwirkung, d. h. Feststellung eines Gesundheitsschadens und der
hierfur verantwortlichen Substanz. :

2. Ermittlung der Dosis-Wirkungsbeziehung (Starke der Giftwirkung), d. h. des Zusammen-
hanges zwischen AusmaB der Exposition bzw. aufgenommener Menge einer Chemikalie
und dem AusmaB der Schadwirkung. Solche quantitative Studien zielen insbesondere auf
die Ermittiung von Schwellenwerten und "No-Observed-Effect-Levels (NOEL)". Bendtigt
werden ferner Daten iiber Resorption, Verteilung, Speicherung, Metabolisierung und Aus-
scheidung der betreffenden Substanz.

3. Ermittlung der Expositionshohe und -dauer des Menschen gegenuber Schadstoffen und
nach Méglichkeit der aufgenommen Mengen.

4. Ableitung des Risikos, d. h. der Wahrscheinlichkeit des Eintritts einer Schadwirkung, so-
wie der Art und GroBe der betroffenen Population.

Die firr die Toxikologie relevanten Erkenntnisquellen umfassen:

1. isolierte Zelle (in vitro Test)

2. Tier (Tierversuch)

3. Mensch (Epidemiologie).

Insbesondere fur die gegenstandliche Fragestellung hinsichtlich von Substanz-Wirkungen

auf die komplexen hormonellen Regelkreise im Organismus sind Erkenntnisse an Tier (in vi-
vo) bzw. Mensch unerlaBlich.

Am Beipiel einer Studie zur tumorpomovierenden Wirkung (Schadwirkung) von drei Isome-
ren des Hexachlocyclohexans (a-, B-, y-HCH) in der Leber von Ratten sei erortert, wie die
Kenntnis der Mechanismen zur Krebsentstehung, namentlich die Wachstumsférderung von
Tumorvorstadien, als Grundlage fiir eine quantiative Risikoabschatzung genutzt werden kann
(Schroter et al., 1987). In der Leber von Ratten wurden Tumorvorstadien in einem ersten
Schritt durch Verabreichung eines gentoxischen Karzinogens induziert. Die HCH-Isomere
wurden dem Tierfutter in verschiedenen Konzentrationen (Dosis-Wirkungsbeziehung) bei-
gemischt und (ber 20 Wochen verabreicht. Als MaB fur deren Wirkung wurde die Wachs-
tumsgeschwindigkeit von sog. “praneoplastischen” Zellgruppen (s. 0.) herangezogen. Zur Be-
urteilung der Wirkungsstérke wurde aber nicht die von den Tieren durch das Futter aufge-
nommene (externe), sondern die im Fettgewebe vorhandenen HCH-Konzentrationen (interne
Dosis) herangezogen. Der Grund fur diese Vorgehensweise war, daB3 die untersuchten HCH-
Isomere ein unterschiedliches Akkumulations-Potential aufweisen. Die aus diesem’ Versuch
abgeleiteten NOEL sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Diese NOELs sind bekannten Organkon-
zentrationen des Menschen gegeniiberzustellen (Exposition, "interne" Dosis, Tabelle 1). Wie
aus Tabelle 1 ersichtlich, lagen die Gewebsspiegel bei erwachsenen Westeuropéern und
Sauglingen deutlich unter den aus dem Tierexperiment abgeleiteten NOEL. Hingegen lagen
die Spiegel bei HCH-exponierten Arbeitern nur um den Faktor 5-10 unter den aus der Ratte
abgeleiten NOEL. Unter der Annahme, daB menschliches Lebergewebe ahnlich empfindlich
reagiert wie das der Ratte, scheint die Moglichkeit eines promovierenden Effektes (Risiko)
der HCH-Isomere beim Menschen sehr gering und am ehesten bei HCH-exponierten Arbei-
tern an ungeniigend geschutzten Arbeitsplatzen gegeben zu sein.
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Tab. 1: Tierexperimentell ermittelte NOELs fir a-, B- und +HCH im Vergleich zur Belastung des Men-

schen.
gewebskonzentration
1eoplasien in der Rattenleber
vHCH
15
Fettgewebskonzentrationen von HCHs im Menschen
ug HCH/g Fetigewebe , |
| » ‘ . o-HCH  BHCH . yHCH
Westeuropaer (Erw.)" 0,03 0,33 0,05
max.: 0,35 max.: 0,66 max:: 0,44
Sauglinge® 0,01 £ 0,01 0,15+0,18 0,04 0 + 0,04
max.: 0,07 max.: 1,02 max.: 0,21
HCH-Arbeiter® 58+5,0 45,6 + 24,4 3,131
max.: 15 max.: 103 . max.: 11

) Bertram et al,, 1983,% Niessen et al., 1984, ¥ Baumann et al., 1980;
max. .... in diesen Studien beobachtete maximale Belastung.

Dieses Beispiel illustriert, daB die Risikoabschatzung von Umweitschadstoffen allgemein In-
formationen uber Dosis-Wirkungsbeziehungen, aus denen NOEL abgeleitet werden konnen,
sowie {iber die Exposition voraussetzt. DaB Organochlorverbindungen aufgrund ihrer hormon-
artigen Wirkung in hohen Konzentrationen Gesundheitsschaden hervorrufen kénnen, zeigen
die genannten Beobachtungen an Wildtierpopulationen. Hinsichtlich der gegenstandlichen
Frage nach der krebsauslésenden Wirkung ist hervorzuheben, daf3 exogen zugefihrte hor-
monartig wirkende Substanzen wie DES beim Menschen prinzipiell Krebs verursachen kon-
nen; die Frauen nahmen mit 5 mg DES/Tag und mehr jedoch relativ hohe Dosen der ostro-
gen-wirksamen Substanz ein.

Als lipophile und persistente Substanzen reichern sich Organochlorverbindungen in der Nah-
rungskette an, der Hauptaufnahmepfad fir den Menschen ist deshalb die Nahrung. In Fleisch,
Geflugel, Fisch betrug die Konzentration von DDT und verwandten Verbindungen in den
USA 1970/71 0,004-0,009 ppm DDT, 1979/80 etwa 0,0008 ppm DDT und 0,0048 ppm DDE
(Ahlborg et al., 1995). Generell nimmt die Belastung durch DDT seit Stopp der Verwendung
(1972) in USA und Europa ab (Furst et al., 1991; Ahlborg et al., 1995). Es ist davon auszuge-
hen, daB die tagliche Exposition des Menschen Uber die Nahrung um GroBenordnungen nied-
riger liegt als in den oben genannten Beispielen aus der Tierwelt. Fur diese Expositionss-
zenarien liegen keine Erfahrungen Uber hormonelle Wirkungen der fraglichen Organochlor-
verbindungen in Saugetieren vor, entsprechend niedrige Dosen missen gegebenfalls gete-
stet werden. Ferner fehlen zum Vergleich der Wirkungsstérke hormonartiger, exogen zuge-
fGhrter Chemikalien mit derjenigen von endogenen Hormonen Informationen tber die Toxi-
kokinetik einschlieBlich der Bioverfigbarkeit (so binden Organo-chlorverbindungen bei-
spielsweise nicht wie Ostradiol an Serumproteine), Rezeptordynamik etc.. Es ist festzustellen,
daB die auf den Menschen einwirkenden Xenodstrogene nicht nur in geringer Konzentration
vorliegen, sondern dariiberhinaus meist eine um GréBenordnungen geringere Rezeptoraffi-
nitat bzw. dstrogene Potenz als die korpereigenen Ostrogene besitzen. Wie bereits erwahnt,
wurde z. B. fur DDT eine um mindestens drei GréBenordnungen geringere 6strogene Potenz
an der Ratte festgestellt. Aus diesen Griinden scheint — jedenfalls bei Betrachtung von Ein-
zelsubstanzen — eine direkte Wirkung, d. h. Bindung an Ostrogenrezeptoren und Auslosung
einer Hormonwirkung, in der durchschnittlich exponierten Population als unwahrscheinlich.
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Neben einer direkten Wirkung Uber Bindung an den Ostrogen-Rezeptor kénnen "Umwelt-
Ostrogene” im Organismus auch indirekt wirken, z. B. kdnnen diese Substanzen eine Akti-
vitatssteigerung (Enzym-Induktion) der Cytochrom P450-abhéngigen Monooxigenasen be-
wirken, die am physiologischen Abbau von Steroidhormonen beteiligt sind, und dadurch das
Ostrogen-Gleichgewicht stéren. Die Enzym-Induktion erfordert allerdings meist relativ hohe
Dosen. Ferner ist zu berlcksichtigen, daB die Ausschittung von Hormonen im intakten Or-
ganismus durch eine negative Feedback- Regulation gesteuert wird, deshalb dirfte eine mdg-
liche Modifikation des Steroidmetabolismus in vielen Féllen kompensierbar sein, so daf3
nachweisbare Gesundheitsschaden nicht auftreten.

Allerdings mufB3 wegen der Persistenz und Akkumulation der fraglichen Chemikalien in der
Umwelt die Frage gestellt werden, ob Spuren von hormonell wirksamen Fremdstoffen auf
Dauer auch beim Menschen kummulieren und negative gesundheitliche Folgen haben kén-
nen. Nach Auffassung von Ahlborg et al. (1995) ist diese Frage gegenwartig nicht zu beant-
worten. Eine weitere Komplikation besteht darin, daB in der Umwelt stets zahlreiche Sub-
stanzen nebeneinander im Gemisch vorliegen. Fur die Bewertung dieser Tatsache ist in Be-
tracht zu ziehen, daB Substanz-Kombinationen additive oder synergistische, aber auch an-
tagonistische Effekte auslésen konnen. Kurzlich wurde auf Grund von Versuchen an gene-
tisch veranderten Hefezellen mit transfiziertem Ostrogenrezeptor berichtet, daB3 Dieldrin, En-
dosulfan oder Toxaphen in Kombination (iberadditiv am Ostrogenrezeptor wirksam seien
(Arnold et al., 1996). Die Relevanz dieser Befunde fur Tier und Mensch muB allerdings noch
gepruaft werden. Andererseits kdnnen Tier und Mensch aber auch Gemischen von Substan-
zen mit — fiir sich allein betrachtet — entgegengesetzter Wirkung exponiert sein, sa wirkt
DDT 6strogen TCDD hingegen anti-6strogen (Ahlborg et al., 1996). Die Annahme oder Ab-
lehnung einer additiven oder antagonistischen Wirkung von Substanz-Gemischen ist zum
gegenwartigen Zeitpunkt spekulativ. Diesbeziiglich besteht groBer Informationsbedarf.

Zusammenfassend ist festzustellen, daB3 ein kausaler Zusammenhang zwischen der Exposi-
~ tion gegeniber Umwelt- -Ostrogenen und dem Anstieg der Krebserkrankungen in hormon-
abhangigen Organen des Menschen bislang nicht bewiesen ist. (sieche auch Ahlborg et al.,
1995; Kaviok et al., 1996). Fur die fraglichen Substanzen kann ein durch ihre hormonelle
Wirkung ("endocrine disruption") begriindetes Risiko fiir den Menschen weder als gegeben
angesehen noch ausgeschlossen werden. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen, um das bislang recht geringe Wissen auf diesem Gebiet zu vergréBern.
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VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG VON
OSTROGENER AKTIVITAT VON UMWELTCHEMIKALIEN

A. Jungbauer
Institut fiir Mikrobiologie, Universitat fir Bodenkuitur, Wien

1 EINTEILUNG DER HORMONE UND AKTIVIERUNG DES
OSTROGENREZEPTORS

Eine Dekade nach der Entdeckung des Ostrogens durch Butenandt und Westphal hat man
nach der Ursache der Infertilitat von Schafen gesucht, die auf Kleefeldern in Westaustralien
geweidet haben. Der &strogene Effekt von Isoflavonen wurde dafir verantwortlich gemacht
(Bennet et al., 1946; Bradbury and White, 1951). Heute ist anerkannt, da3 Substanzen, die
nicht steroiden Charakter haben, auch wie Steroidhormone wirken kénnen (Barnes and Pe-
terson, 1995). Bevor man auf die Analytik der ostrogenen Aktivitédt eingeht, sollte die Sub-
stanzklasse, sowie das Wesen der dstrogenen Aktivitat definiert werden. Man muB zwischen
Hormonen, Vitaminen und Neurotransmittern unterscheiden. Hormone sind Botenstoffe, die
den Zellstoffwechsel, die Entwicklung sowie die Reproduktion regulieren. Vitamine sind in
der Regel nicht kérpereigene Substanzen, die als Kofaktoren von Enzymen wirken. Vitamin
D kann auch als Hormon aufgefaBt werden. Neurotransmitter wirken an den Synapsen von
Neuronen, in einigen Fillen sind auch Hormone daran beteiligt. Die Zuordnung von Sub-
stanzen zu einer der obengenannten Klassen ist nicht immer eindeutig moglich. Die Hormo-
ne werden allgemein in zwei Klassen eingeteilt, die Klasse | umfaBt die Hormone, die mit ei-
nem loslichen Rezeptor reagieren. Die Hormone der 1l. Kiasse arbeiten mit einem Rezeptor,
der in der Zellmembran verankert ist (Tabelle 1).

Tab. 1.: Allgemeine Eigenschaften der Hormonklassen.

Kiassel . Klassell
Arten Steroide, lodothronine, Polypeptide, Proteine, Glycoproteine,
Caicitriol, Vitamin D Catecholamine
Loslichkeit lipophil . hydrophil
Transportproteine ja nein
Plasmahalbwertszeit  lang (Stunden bis Tage) kurz (Minuten)
Rezeptor intrazellular Plasmamembran
Mediator Rezeptor-Hormonkomplex cAMP, Ca®*, Metaboliten von komplexen
; Phosphoinositiden und andere

Ostrogen (17 B-Estradiol, Abkiirzung E2) und seine Metaboliten Estron und Estriol gehoren
zur Klasse 1. Ostrogen wird mit Hilfe von Transportproteinen wie z. B. dem Albumin zur Zelle
befordert. Man nimmt an, daB E2 durch Diffusion in die Zelle gelangt. Dort bindet es an den
Ostrogenrezeptor, der aktiviert wird und in Folge in den Zellkern wandert und dort an eine
bestimmte DNA-Sequenz bindet. Diese DNA-Sequenz ist am Promotor des Zielgenes lokali-
siert und wird Hormonresponseelement (HRE) genannt. Durch das Binden an das HRE wird
die Transkription vom Zielgen reguliert. Der Vorgang vom Binden des Hormons an den Re-
zeptor bis zum Binden des Rezeptors an das HRE wird als Aktivierung bezeichnet (Wen and
McDonnell, 1995). Dieser Vorgang ist sehr komplex und seine molekularen Grundlagen sind
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noch nicht vollstdndig aufgeklart. Eine schematische Darstellung dieses Vorganges findet
man in Abbildung 1. Eine Substanz, die an den Hormonrezeptor bindet muB3 per se keine
homonelle Wirkung entfaiten. Erst wenn die Substanz den Rezeptor zu aktivieren vermag,
wird ihr hormonelle Aktivitat zugewiesen. Eine Substanz, die die Aktivierung eines Rezeptors
inhibiert wird Antihormon genannt. :

Biologische
Antwort

Transkription
von Zielgenen

Transport-}

protein
- Hormonrezeptor

2w Assozierte Proteine
* Hormon

Abb. 1: Schematische Darstellung der Aktvierung eines Steroidhormones. Der Rezeptor liegt inaktiv

: gebunden an Hitzeschockproteinen im Cytosol vor. Nach dem Binden des Hormones werden

die Begleitproteine abdissoziiert und der Rezeptor wandert in den Zellkern. Im Falle des Ostro-
genrezeptors bindet ein Dimer an das Hormonresponseelement.

2  EINTEILUNG DER TESTSYSTEME .
NACH DEM GRAD IHRER KOMPLEXIZITAT

Die molekularbiologischen Vorgénge, die zur Messung der strogenen Aktivitat herangezogen
werden, dienen zur Einteilung der Testsysteme (Tabelle 2). Wie bereits aus dem vorigen
Kapitel ersichtlich ist, ist die chemische Natur alleine kein Maf3 fur die ostrogene Aktivitat.
Desto mehr Information aus dem molekularbiologischen Vorgang der Rezeptoraktivierung zur
Analyse der Hormonaktivitat herangezogen wird, desto spezifischer wird die Aussage.

Tab. 2.: Bestimmung und Monitoring von Steroidhomonaktivitét.

Test ‘ e © Hormonaktivitat
Chemische Analyse von Steroiden ' - nein
. Ligandenbindungstest mit dem entsprechenden Rezeptor:
Radioimmunoassay (RIA) : ; nein
Rezeptoraffinitatschromatographie , _ nein
Zellkulturtests mit hormonsensitiven Zellen ja
Rekonstitution der Rezeptoraktivierung mit Reporterp!aémiden ja -
Tierversuche ' ja
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Die elegantesten Testsysteme sind die Tests mit Reporterplasmiden. In der Vergangenheit
wurden immer Tierversuche eingesetzt, um hormonelle Wirkung von Substanzen zu identifi-
zieren und zu bestétigen. Die Testsysteme mit Reporterplasmiden kénnen diese Versuche
teilweise ersetzen.

3 LIGANDENBINDUNGSTESTS

Bei den Ligandenbindungstests wird die Bindung einer Substanz an den Rezeptor gemes-
sen (Wittliff, 1987). Die Umkehr dieses Tests ist in der klinischen Diagnostik zur Entschei-
dung Uber die Anwendung einer Hormontherapie bei Brustkrebs sehr weit verbreitet. Der Li-
gandenbindungstest fir das Monitoring von endokrinen Umweltmodulatoren basiert auf der
Verdrangung von radioaktiv markiertem Hormon. Als Standard kann das natirlich vorkom-
mende Hormon, dessen Bindungskonstante bekannt ist, verwendet werden. Es aBt sich ei-
ne Aussage Uber die Bindungsfahigkeit einer unbekannten Substanz in bezug auf das Hor-
mon machen (Abbildung 2).

(dpm) A (dpm) B
B C e e e Blank
Probe
a N : Standard
[3H-Estradiol] Reziproke Probenverdiinnung

Abb. 2: Der Ligandenbindungstest, wie er in der klinischen Diagnostik eingesetzt wird, ist in (A) darge-
stellt. Es werden unterschiedliche Konzentrationen an radioaktiv markiertem E2 mit der Probe in
Verbindung gebracht. Nach Entfernung von (berschissigem E2 wird die Radioaktivitit gemes-
sen. Der Wert Bmax entspricht der Rezeptorkonzentration. Im Umweltmonitoring kann eine kon-
stante Menge Rezeptor mit radioaktiven E2 und der Probe zur Reaktion gebracht werden. Je
geringer die gemessene Radioaktivitdt desto stérker hat die unbekannte Probe E2 vom Re-
zeptor verdrédngt (B).

Nachteile der Ligandenbindungstests sind die Verwendung radioaktiv markierter Substanzen
sowie seine limitierte Aussagekraft in bezug auf echte Hormonaktivitat. Die Rezeptoraffinitats-
chromatographie funktioniert &hnlich, es werden zwar keine radioaktiven Substanzen benétigt,
jedoch erlaubt die Analyse auch nur bedingte Riickschliisse auf die Hormonaktivitat.

4 ZELLKULTURTESTS

Hormonabhangige tierische Zellen kénnen auch zum Monitoring von Umweltstrogenen
verwendet werden. Das Wachstum der Zellen im Vergleich zu einem bekannten Hormon
wird als MaB fir die Hormonaktivitat herangezogen. Im Bereich der Ostrogene eignen sich
Brustkrebszellkulturen, die sehr oft E2 abhéangig sind. Man kann zur Bestimmung der Aktivi-
tat eine Endpunktsmethode oder eine Methode, die die Wachstumsrate mi3t, zur Quantifizie-
rung heranziehen. Die Endpunktsmethode erlaubt ein rasches Screening, aber das analyti-
sche Fenster ist sehr gering. Die kinetischen Methoden sind zeitaufwendiger, aber es lassen
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sich mehr und fundiertere Aussagen Uber eine Probe machen. Eine lange Verzégerungs-
phase weist unter Umstanden auf eine toxische Substanz in der Probe hin, die das Wachs-
tum der Zellen beeinflut. Eine solche Probe kann dann bei einer Endpunktsbestimmung
falsch negativ sein. Tierische Zellkultur ist sehr empfindlich auf bakterielle Endotoxine, was
beim Einsatz in Umweltanalytik zu berlicksichtigen ist.

5 REPORTERPLASMIDSYSTEME

Reporterplasmidsysteme simulieren den Aktiverungsmechanismus eines Hormonrezeptors
(Abbildung 1), indem man auf einem Expressionsplasmid das Rezeptorgen lokalisiert hat;
auf einem zweiten Plasmid hat man das HRE und ein Reportergen (Abbildung 3). Dieses
Reportergen ist zweckméagBigerweise ein Enzym, wie z. B. B-Galaktosidase, das ein chromo-
genes Substrat umsetzen kann (Lyttle et al., 1992; Graumann et al., 1996). Dieses Repor-
tersystem kann auch in Hefe (Saccharomyces cerevisiae) kloniert werden, weil viele Steroid-
hormonrezeptoren dort funktionieren (Metzger et al., 1988). Die Begleitproteine, die am in-
aktiven Rezeptor sitzen sind sehr konserviert.

Afll 1 ~ Nhel
1...GlvMetThrMetThr...1 Vitellogenin
(ERE).
C‘yol
YRPE2 lac Z

Abb. 3: Das Expressionsplasmid (YEpE12) hat einen kupferinduzierbaren Promotor (CUP1) zur Expres-
sion des humanen Ostrogenrezeptors. Wird der Rezeptor aktiviert, bindet er an das ERE am
Reporterplasmid (YRpE2) und induziert die Transkription vom lac Z Gen (B-Galaktosidase), das
dann in weiterer Folge translatiert wird. Die Konzentration an -Galaktosidase ist ein MaB3 fir.die
Konzentration von Substanzen, die den Rezeptor zu aktivieren vermégen (Graumann et al., 1996).

Fur rasche Screeningzwecke kann eine Oberflachenkultur durchgefiihrt werden. Die rekom-
binanten Hefen werden dann in Gegenwart des Farbstoffes X-Gal kultiviert. Bei Expression
von B-Galaktosidase verfarben sich die Hefekolonien blau. Fir quantitative Studien ist eine
Suspensionskultur vorzuziehen. Die Enzymaktivitat kann dann nach dem AufschiuB3 der Zel-
len photometrisch gemessen werden.

Solche Reporterplasmide kénnen auch in tierische Zellen kloniert werden (Miksicek, 1994).
Es gelten aber die genannten Nachteile bezlglich der Sensitivitat auf andere toxische Be-
standteile in Proben.

Ein groBer Vorteil der Reporterplasmidsysteme ist inre hohe Empfindlichkeit. Je nach Akti-
vitat der Substanz kann von diesen noch eine Konzentration von 100 pmol nachgewiesen
werden. Im Testansatz liegen 500 fMol vor.
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6 TIEREXPERIMENTE

Tierexperimente sind per se nicht geeignet um endokrine Umweltmodulatoren zu testen. Sie
wurden zu Studien tber Einflusse von Phytodstrogenen auf die Entwicklung eingesetzt
(Whitten et al., 1995). Transgene Tiere, denen bestimmte Gene, die zur Funktion des Re-
zeptors als notwendig erachtet werden, deletiert wurden, erlauben eine genaue Einsicht in
den Mechanismus der hormonellen Stimulation (Korach, 1994), denn viele Substanzen wir-
ken nicht nur auf einen Rezeptor, sondern auf mehrere (Cato et al., 1992).

7 ZUSAMMENFASSUNG

Zur Bestimmung von dstrogener Aktivitat stehen eine Reihe von Methoden unterschiedlicher
Komplexitat zur Verfiigung. Wichtig ist, daB Teile des biologischen Ablaufes, der durch ein
Hormon oder eine hormonaktive Substanz induziert wird, im Testansatz simuliert wird. Man
kann die Hormonrezeptorbindung einsetzen, aber auch die Induktion von bestimmten Genen
messen, indem man die Wanderung des Hormonrezeptors vom Cytosol in den Zellkern si-
muliert. Da man die grundiegenden molekularbiologischen Vorgénge der Rezeptoraktivie-
rung kennt, diirften diese Systeme groBBe Zukunft haben.

8 LITERATUR

BARNES, S. & PETERSON, T.G. (1995): Biochemical Targets of the isoflavone genistein in tumor cell
lines. Proceedings Society Experimental Biology and Medicine 208: 103-108.

BENNETS, H. W.; UNDERWOOQOD, E. W.; SHIER, F. L. (1946): A specific breeding problem of sheep
on subterranean clover pasture in Western Australia. Aust. Vet.J. 22: 2-12.

BRADBURY, R. B. & WHITE, D. E. (1951): The chemistry of subterranean clover. Part |. Isolation of
formonoetin and genistein. J. Chem. Soc. 3.447-3.449.

CATO, A. C. B; KONIG, H.; PONTA, H.; HERLICH, P. (1992): Steroids and growth promoting factors in
the regulation of expression of genes and gene networks. J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 43: 63-68.

GRAUMANN, K.; WITTLIFF, J. L.; RAFFELSBERGER, W.; MILES, L.; JUNGBAUER, A,; BUTT, T. R.
(1996): Structural and functional analysis of N-terminal point mutants of the human estrogen
receptor. J. Steroid. Biochem. Molec. Biol. In press.

KORACH; K. S. (1994): Insights from the study of animals lacking functional estrogen receptor. Science
. 226: 1.524-1.527. :

LYTTLE, R. D.; DAMIAN-MATSUMURA, P.; JUUL, H.; BUTT, T. R. (1992): Human estrogen receptor
regulation in a yeast model system and studies on receptor agoniists and antagonists. J. Steroid.
Biochem. Molec. Biol. 42: 667-685.

METZGER, D.; WHITE, J. H.; CHAMBON, P. (1988): The human oestrogen receptor functions in yeast.
Nature 334: 31-36.

MIKSICEK, R. J. (1994): Interaction of naturally occuring Nonsteroidal Estrogens with expressed reco-
binant estrogen receptor. J. Steroid. Biochem. Molec. Biol. 49: 153-160.

WEN; D.X. & MCDONNEL; D.P. (1995): Advances in our understanding of ligand activated nuclear
receptors. Current Opinion in Biotechnology 6: 582-589.

WHITTEN, P. L.; LEWIS, C.; RUSSEL, E.; NAFTOLIN, F. (1995): Potential adverse effects of phyto-
estrogens. J. Nutrition 125: 771S-776S.

WITTLIFF, J. L.(1987): Steroid hormone receptors. In PESCE, A. J. & KAPLAN, L. A. (eds), Methods
in Clincal Chemistry. The C.V. Mosby Company, St. Louis, MO, 767-795.

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria | CP-019 (1996)




74 Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — Ch. Gottschalk

UMWELTCHEMIKALIEN MIT HORMONELLER WIRKUNG

Christa Goltschalk
Umweltbundesamt, Berlin, FG Il 1.3

1 EINLEITUNG

Die im Rahmen des Umweltschutzes betriebene Wirkungsforschung sieht inren Schwerpunkt vor
allem in der Feststellung und Ermittlung toxischer Phanomene, die auf der Grundlage gut sicht-
barer Kriterien an praktisch geeigneten Indikator-Organismen ermittelt werden. Weitergehende
biologische Untersuchungen werden bei 6kotoxikotogischen Bewertungen von Umweltchemika-
lien und der Ermittiung unkritischer Schwellenwerte fiir Einzelstoffe aufgrund der bestehenden
Konventionen weitgehend vernachlassigt. Eine Ausnahme bilden krebserzeugende Wirkungen,
fur die im Rahmen des Gesundheitsschutzes durch internationale Anstrengungen mehr oder we-
niger befriedigende Analyseverfahren mit weltweit verbindlichem Charakter entwickelt wurden.

Mit der Entwicklung und Ausarbeitung aligemein anerkannter und valider Testmethoden zum
Nachweis toxischer Wirkung von umweltrelevanten Stoffen, wurden zwar auch Methoden zur
Untersuchung reproduktionstoxischer Wirkungen entwickelt, die Bewertungskriterien waren
jedoch weltgehend auf den unmittelbaren Reproduktionserfolg gerichtet und weniger auf die
Absicherung einer stérungsfreien Entwicklung und der Uberlebenschancen auch nachfolgen-
der Generationen.

Die in jungster Zeit neu entfachten Diskussionen um die Méglichkeit hormoneller Wirk-eigen-
schaften von vielfach bereits ubiquitdr verbreiteten chemischen Substanzen der verschieden-
sten Art, haben dazu gefiihrt, daB die Aufmerksamkeit der Okotoxikologen auch auf die viel-
faltigen biologischen Steuerungsvorgange bei Organismen gerichtet wurde, die durch die An-
wesenheit dieser Fremdstoffe erheblich gestort werden kdnnen, ohne daf3 die Ublicherweise
einsetzbaren standardisierten und validierten Testmethoden deutliche Hinweise flir Fehlent-
wicklungen liefern.

Es ist zwar eine grundlegende Erkenntnis, daB alle Lebens- und Stoffwechselvorgénge bei
biologischen Organismen durch ein wohlabgestimmtes System von Strukturelementen bio-
genen Ursprunges, dem sogenannten Endokrinium, gesteuert werden und daB auch unter
natirlichen Umweltbedingungen durch Zufallsereignisse der verschiedensten Art Fehlentwick-
lungen nie auszuschlieBen sind. In vielen Fallen sind solche Abweichungen von der ,Norm*
sogar als Strategie zur Verbesserung der Uberlebenschancen einzelner Arten in Anpassung
an bestimmte Umweltbedingungen eingesetzt worden. Die aus der Ent-wicklungsgeschichte
der Arten bekannten Fille sind jedoch das Ergebnis einer langwierigen Evolution, deren Ziel-
setzung in einer auf Selbsterhaltung gerichteten Artenvielfalt besteht.

Die durch anthropogene Aktivitaten auf Dauer in die Umwelt eingebrachten chemischen Sub-
stanzen stellen, gemessen an entwicklungsgeschichtlichen Zeitrdumen, aufgrund ihrer erst
kurzen Anwesenheit eine Anpassungshirde dar, deren Bedeutung zum gegenwartigen Zeit-
punkt nicht eingeschatzt werden kann.

Insbesondere Substanzen, die aufgrund geeigneter Stoffeigenschaften von den Strukturele-
menten der biologischen Systeme als Katalysatoren, Botenstoffe oder Substrate angenommen
werden oder durch ihre Anwesenheit die Vorraussetzungen flr Iebenswmhhge Folgereaktio-
nen blockieren, stellen deshalb eine Gefahr dar, weil sie entweder wie die biogenen Sub-
stanzen selbst bereits auf sehr niedrigen Konzentrationsebenen zu irreversiblen Reaktionen
fihren kénnen, oder aufgrund von Anreicherungsvorgangen in so hohen Konzentrationen
vorkommen, daB die stoffwechseleigenen Reaktionspartner weitgehend verdrangt werden.
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2 HORMONELLE STEUERUNGEN

Nahezu alle Abliufe und Funktionen werden bei lebenden Organismen durch ein sich gegen-
seitig beeinflussendes Reaktionsmuster Uber eine Vielzahl von spezifischen Hormonen gesteu-
ert. Im Rahmen der genetisch festgelegten Norm werden Hormone wie alle anderen funktio-
nellen Struktureinheiten durch Biosynthese nach Bedarf gebildet und auch wieder abgebaut,
wenn sie nicht mehr bendtigt werden. Der Bedarf der im Laufe des Lebenszyklusses benotig-
ten Hormone wird durch exogene und endogene Faktoren gesteuert und ist abhéangig vom
Entwicklungszustand, vom Alter, von Jahres- und Tageszyklen, vom Nahrungsangebot, vom all-
gemeinen Gesundheitszustand, von den verschiedenen Phasen der Reproduktionszyklen etc..

Wahrend der frilhen embryonalen Entwicklung gibt es bei vielen Arten besonders sensible
Phasen, in denen ein unausgewogenes Angebot der notwendigen Hormone irreversible Scha-
den verursachen kann. Als Folge davon kénnen bestimmte Zielorgane oder Kérper-funktionen,
bei héheren Organismen aber auch lebenswichtige Verhaltensmuster, nur unvolistandig oder
gar nicht entwickelt werden. Bei langlebigen Arten mit mehrjéhriger Juvenilphasen zeigen
sich die Auswirkungen solcher Stérungen vielfach erst nach AbschiuB3 der Entwicklung, so
daB ein Zusammenhang zwischen Ursache und Wirkung nur schwer herzustellen ist.

Kritisch fiir Lebenslauf von Individuen sowie deren Nachkommenschaft sind bei zwei-
geschlechtlichen Arten Stérungen wahrend der verschiedenen Stufen der geschlechtlichen
Differenzierung, da sie je nach dem Schweregrad zu unvolistandiger Differenzierung mit vi-
talitatsmindernder Auswirkung bis hin zu vollstandiger Unfruchtbarkeit fihren konnen.

Die aktuellen Diskussionen tiber hormonelle Wirkungen von Umweltchemikalien konzentrie-
ren sich deshalb vor allem auf den Teilbereich der 6strogenen Wirkung und deren Bedeu-
tung fur die Embryogenese, die sexuelle Differenzierung bei héher entwickelten Organismen
sowie deren Funktion bei der Entstehung hormonébhangiger Krebserkrankungen.

Die Bedeutung dstrogener Wirkungen wird sichtbar durch die Anzahl und Vielfalt der Organe,
fir deren gesunde Entwicklung wihrend der Embryogenese, sowie deren normaler Funktion
wihrend des gesamten Lebenslaufes, neben den anderen Steroidhormonen ein ausgewo-
genes Angebot an biogenem Ostrogen unabdingbar ist.

« Bei beiden Geschlechtern sind es: Immunsystem, Niere, Leber, Schilddrise, Skelett,
Gehirn, Nervensystem, auf3ere Genitalien

« Bei weiblichen Embryonen und Organismen sind es: Brustdrisen, Eileiter, Uterus, Ute-
rusausgang und Vagina

 Bei minnlichen Embryonen und Organismen sind es: Prostata, Samenkanalchen, Ne-
benhoden, Hoden.

3 XENO-HORMONE

Seit im Rahmen der Entwicklung und Anwendung von Industriechemikalien Wirkungs-for-
schung betrieben wird, gibt es Hinweise darauf, daf3 Schadstoffe hormongesteuerte Prozesse
bei Lebewesen auf vielfaltige Art und Weise beeinflussen kénnen. Auch Berichte Gber direkte
hormonanaloge Wirkeigenschaften bestimmter Verbindungen finden sich zahlreich in der Fach-
literatur. Verdffentlichungen tber dstrogene Wirkungen der Chemikalien wie DDT, Methoxy-
chlor oder polychlorierte Biphenyle lassen sich zuriickverfolgen bis in die Zeit, bevor sie als
Massenchemikalien oder Pestizide breite Anwendungen gefunden haben.

Inzwischen ist die Liste von Stoffen, bei denen hormonanaloge Wirkungen im Tierexperiment
oder mit in vitro Tests nachgewiesen wurden recht umfassend. Neben Naturstoffen, zu denen
die aus dem Bereich der Landwirtschaft wohlbekannten Phyto- und Mykodstrogene zéhlen,
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finden sich darunter viele der wirkungsvollen Pestizide sowie typische Industrie-chemikalien,
als auch Stoffe, deren Umweltrelevanz von untergeordneter Bedeutung ist (1, 2, 3, 4, 5).

Iim Experiment ist die hormonelle Potenz gegeniiber den kdrpereigenen Hormonen, wie Un-
tersuchungen aus der jingsten Zeit zeigen, vergleichsweise gering. Fur Alkylphenole und Bis-
phenol A wurden mit in vitro Tests relative Wirksamkeiten ermittelt, die um 4 bis 6 Zehner-
potenzen niedriger lagen, als die des natlrlichen Ostrogens (4, 5, 6, 7, 8, 9).

Fir die Einschatzung des Gefahrdungspotentials dieser Wirkeigenschaften gegeniber frei-
lebenden Organismen, bedeuten Ergebnisse dieser Art jedoch noch keine Entwarnung. Das
gilt insbesondere fir Stoffe, die sich in Organismen anreichern, und so in den Geweben leicht
physiologisch bedeutsame Konzentrationen erreichen konnen.

Unter Umweltbedingungen ist weiterhin davon auszugehen, daf3 verschiedene Umwelt-hor-
mone von den Organismen gleichzeitig aufgenommen werden. Bisher gibt es noch keine ge-
sicherten Erkenntnisse dariiber, welche Auswirkungen mehrere verschiedenartige hormon-
analoge Einflisse von Umweltchemikalien auf dem Niveau typischer Umweltbelastungen auf
die Funktion biologischer Syteme haben.

Untersuchungen mit gentechnisch verénderten Hefestammen, die mit einem Humanrezeptor
fur Ostrogen ausgestattet sind, stitzen die Hypothese, daB mit Synergismen zu rechnen ist.

Mit diesem Rezeptorbindungs-Modell konnte der Nachweis erbracht werden, daf3 die geringe
dstrogene Potenz einer Einzelsubstanz durch die Anwesenheit einer weiteren Verbindung mit
dstrogener Reaktivitat um mehrer Zehnerpotenzen (bis zu Faktoren von 1.000) verstarkt wer-
den kann (10).

Erste Befunde aus européischen Gewassem liefern Hinweise dafir, daf3 auch hier bei Fischen
Phaenomene wie Verschiebung der Geschlechterverhdltnisse und untypische Produktion von
Vitellogenin bei mannlichen Tieren feststellbar sind, die als hormonelle Fehlsteuerungen ge-
deutet werden konnen (11, 12, 13). Beweise fir einen direkten Zusammenhang dieser Aus-
wirkungen mit bestehenden Gewasserbelastungen kénnen jedoch ohne weitergehende Un-
tersuchungen und Analysen noch nicht erbracht werden.

Hypothetisch werden dem méglichen Wirkungspotential von Stoffen mit endokrinen Wirkei-
genschaften nach eingehenden Literaturrecherchen folgende Effekte zugeschrieben:

beim Menschen:

e Fehlbildungen des Fortpflanzungsapparates und Minderung der Fortpflanzungsfahigkeit,
z. B. Hodenhochstand, offene Harnrohre, Endometriose, qualitative und quantitative Beein-
trachtigung der Samenproduktion

« Mitwirkung bei der Enwicklung hormonabhéngiger Krebsarten wie Hodenkrebs, Brustkrebs
¢ Minderung der Lernféhigkeit im Sauglingsalter.

bei wildlebenden Arten:

« Veranderungen arttypischer Verhaltensmuster; z. B. verschiedene Vogelarten

e Beeintrachtigung des Immunsystems; z. B. marine Sauger

« Beeintrachtigung der embryonalen Entwickiung; z. B. Amphibien, Végel, Fische, Sauger
« Fehlbildungen an den Fortpflanzungsorganen; z. B. Reptilien

« Stdérungen der Fruchtbarkeit; z. B. Saugetiere

« Verschiebungen des Geschlechterverhélitnisses; z. B. Fische, Mollusken

e Induktion der Vitellogenese bei mannlichen Fischen

 Minderungen der Populationsdichte bei verschiedenen Arten; z. B. Seeforellen, Weif3kopf-
adler, Reptilien, Amphibien.
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Tab. 1: Auswahl von Substanzen mit hormoneller Wirkung.

Ostrogene Wirkung: Phytodstrogene:  Butin, Citral, Coumestrol, Daidzein,
Formononetin, Genistein, Luteolin, Naringenin,
Panoferol, Quercetin;
Tetrahydrocannabiol

Mykodstrogene: Zearalenon

Pestizide: Aldrin, Atrazin, Chinalphos, 2,4-Dichlorphenol,
Dicophol, DDT, Dieldrin, Endosulfan, Heptachlor,
Hexachlorcyclohexan, Chlordecon, Methoxychlor,
Mirex, Phosmet, Toxaphen

Chemikalien: Alkylphenole (4-Nonylphenol, 4-Octylphenol),
Benzophenon, Bis-(2-ethylhexyl)adipat (DEHA)
Bisphenol A, Bisphenol A-Dimethacrylat Butylbenzol,
t-Butylhydroxyanisol, Nitrotoluol Phenolrot,
Phthalate (Butylbenzylphthalat, Di-n-butylphthalat),
Polychlorierte Biphenyle Polychlorierte
Hydoxybiphenyle

Antidstrogene Wirkung:  Naturstoffe: Indol-3-carbinol, Indol [3,2-b] carbazol

Chemikalien: Polychlorierte Biphenyle, (koplanare Kongenere)
Polychlorierte Dibenzodioxine und Dibenzofurane
(PCDD/PCDF)
Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK)

Androgehe Wirkung: Tributyizinn (indirekte Wirkung)
Antiandrogene Wirkung: p.p’-DDT, 3,4-Dichloranilin, Vinclozilin
Antithyroide Wirkung: PCB's

4 FORSCHUNGSLUCKEN

Trotz langjahriger Warnungen davor, da8 Umweltchemikalien auch tber endokrine Reaktions-
mechanismen der verschiedensten Art gesundheitliche Schéden und Entwicklungsstorungen
verursachen kénnen, wurde dieser Thematik keine besondere Aufmerksamkeit gewidmet und
vereinzelte Forschungsergebnisse nicht weiter verfolgt.

Erst seit Mitte der neunziger Jahre sind verschiedene Arbeitsgruppen in den USA und Europa
dabei, die bisher vorliegenden Erkenntnisse zusammenzufassen und einer wissenschaftlichen
Analyse zu unterziehen. In bezug auf die Hypothesen, daB Xeno-Hormone fur bestimmte ge-
sundheitliche oder ékologische Schaden mitverantwortlich sind, kommen jedoch alle Uberein-
stimmend zu der Uberzeugung, daB die bisher vorliegenden Erkenntnisse nicht ausreichen,
um Beweisketten zwischen Wirkungen und Ursachen zu schlieBen.

Schwerpunkte, die eine zufriedenstellende Bewertung feststellbarer Phaenomene zur zeit noch
verhindern, werden vor allem in folgenden Bereichen gesehen:

« liickenhafte Erkenntnisse Uber die biologischen Ursachen von Stérungen bei der Entwick-
lung und den zelluldren Steuerungsvorgéngen, die funktioneile oder anatomlsche Anoma-
lien der Fortpflanzungsorgane begtinstigen

o liickenhafte Erkenntnisse Uber das gesamte Spektrum von Umwelteinflissen auf die Ent-
wicklung von Individuen und das Artengefiige und die Bedingungen die Schadstoffeinflis-
se begtinstigen

« unbefriedigende methodische Anséatze zur Abschétzung tolerierbarer Umweltbelastungen.
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Die grundlegenden Fragen der Reaktionsmechanismen von Xeno-Hormonen sind flr jeden
einzelnen Schadstoff an artspezifischen Organismen zu klaren, insbesondere auch im Hin-
blick auf antagonistische oder synergistische Effekte. Der Stand der Entwicklung geeigneter
und valider Testmethoden zur Erarbeitung reproduzierbarer Grunddaten ist noch weitgehend
unzureichend. Neben in vitro Testmethoden zur Identifikation hormoneller Wirkeigenschaften
von Stoffen werden auch Methoden benétigt, mit denen deren Wirkung in Organismen un-
tersucht werden konnen.

Unter der Vorraussetzung, daB3 unter Umweltbedingungen eine Vielzahl von Stérfaktoren in
Betracht kommt, muB insgesamt ein Verfahren entwickelt werden, mit dem der Wirkungs-
anteil der Xeno-Hormone so klar wie méglich definiert werden kann.

5 FORSCHUNGSSTRATEGIE

51 OKOTOXIKOLOGIE

Neben der Erforschung der biologischen Grundlagen lber Ablauf und Bedeutung der ver-
schiedenen hormonellen Regelkreise bei Organismen werden im Hinblick auf den Umwelt-
schutz folgende Forschungsschwerpunkte als vorrangig angesehen:

o Entwicklung geigneter Test-Methoden zum Nachweis hormoneller Wirkungen von Stoffen
in vitro und in vivo (Rezeptorbindungsmodelle, Tiermodelle)

« Klarung biogener Verteilungsmechanismen, Speicherungsformen und Remobilisierdngsbe-
dingungen hormonell wirksamer Stoffe bei Organismen unterschiedlicher Trophiestufen
auch im Hinblick auf deren Verbreitung Uber Nahrungsketten

« Klarung metabolischer und katabolischer Regelkreise hormonell wirksamer Stoffe bei Or-
ganismen unterschiedlicher Trophiestufen

e Untersuchung des Einflusses hormonanaloger Stoffe auf die verschiedenen Stufen der in-
dividuellen Entwicklung, der Entwicklung nachfolgender Generationen sowie der Popula-
tionen

« Entwickiung von Methoden zur Untersuchung antagonistischer, synergistischer oder son-
stiger, die Vitalitat beeintrachtigenden Wirkungen

« Entwicklung von Verfahren und Methoden zur Feststellung regionaler und ubérregionaler
Belastungssituationen fir Stoffe mit hormoneller Wirkung.

Insbesondere durch die Weiterentwicklung von Rezeptorbindungsmodelien, aber auch den
Einsatz geeigneter Tiermodelle, wird ein wesentlicher Beitrag zum Versténdnis hormonana-
loger Wirkzusammenhénge erwartet.

5.2 HUMANTOXIKOLOGIE

Durch verbesserte epidemiologische Untersuchungen und Bilanzierungen der epidemiologisch
nachweisbaren Gesundheitsschiden fiir Populationen mit durchschnittlichen, berufsbeding-
ten und unfallbedingten Belastungen mit hormonell wirksamen Substanzen, sind Klarungen
herbeizufihren Gber:

 AusmafB und Verbreitung generativer Funktionsstérungen beim Menschen, vor allem in den
hochentwickelten Industriestaaten

e AuBmaB und Verbreitung hormonabhéngiger Krebsarten “
« AuBmaf und Verbreitung von Fehlbildungen an den Fortpflanzungsorganen.
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6 FORSCHUNGSPROJEKTE

Vom Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit in Deutschland
werden folgende Forschungvorhaben durchgefuhrt:

e Im Rahmen einer Literaturstudie zum Thema ,Vorkommen von Substanzen mit dstrogener
Wirkung in Oberflachengewéassern” (FKZ-Nr. 102 04 279), soll eine Bilanz der, in deutschen
‘Gewassern und aquatischen Organismen nachweisbaren naturfremden Substanzen mit
Ostrogener Wirkung, deren wirkungsrelevante Konzentrationsbereiche und deren Vertei-
lung in den verschiedenen Kompartimenten oberirdischer Binnengewésser ermittelt wer-
den, mit der Zielsetzung der Feststellung des Handlungsbedarfes. Neben der Gruppe der
Umweltchemikalien sollen auch die im medizinischen und tiermedizinischen Bereich ein-
gesetzten synthetischen Sexualhormone in die Recherchen mit einbezogen werden.

¢ In einem Vorhaben mit dem Titel ,Ostrogene und sonstige endokrine Wirkung von Chemi-
kalien auf Organismen und Okosysteme (Entwicklung einer Test-, Beobachtungs- und Be-
wertungsstrategie-)” (FKZ-Nr. 108 03 901), werden bereits bekannte Testmethoden zum
Nachweis dstrogener Wirkung von Umweltchemikalien einer Uberprifung und Validierung
unterzogen. Das Vorhaben ist in 5 Teilprojekte mit folgenden Themen gegliedert:

1. ,Entwicklung eines in vitro Test-Systems mit einer neuronalen dstrogen-sensitiven Zell-
Linie.”

2. ,Entwicklung und Erprobung eines in vitro Test-Systems zum Nachweis Ostrogener Wir-
kung von Umweltschadstoffen an primaren Leberzellen von Forellen.”

3. ,Entwicklung und Erprobung eines in vitro Test-Systems zum Nachweis &strogener Wir-
kung von Umweltschadstoffen an priméren Leberzellen von Karpfen (und Amphibien).”

4. Entwicklung und Erprobung eines in vitro Test-Systems zum Nachweis &strogener Wir-
kung von Umweltschadstoffen an permanenten Leberzellen.”

5. ,Entwicklung und Erprobung eines in vitro Test-Systems zum Nachweis Gstrogener Wir-
kung von Umweltschadstoffen mit einer gentechnisch veranderten Hefe.”

o Hormonelle Wirkungen werden auch im Rahmen eines laufenden F+E-Vorhabens (FKZ-
Nr. 106 04 121) zum Thema ,Umweltprobleme im Zusammenhang mit Arzneimittelin” be-
arbeitet. Aufgabe dieses Vorhabens ist es, eine Ubersicht Uber den Erkenntnisstand zu
Umweltproblemen durch Human- und Tierarzneimittel zu geben, sowie Konzepte zur Be-
arbeitung des 6kotoxikologischen Gefahrdungspotentials von Arzneimitteln zu bearbeiten.
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UMWELTCHEMIKALIEN MIT HORMONELLER WIRKUNG
— PROJEKTE, FORSCHUNGSBEDARF UND LOSUNGSANSATZE

Thomas Belazzi
Greenpeace Osterreich

1 WIE IST DER HEUTIGE WISSENSSTAND?

"Die Samenqualitit des Mannes nahm am Anfang des 21. Jahrhunderts stetig ab, bis schiief3-
lich kaum jemand sich noch normal fortpflanzen konnte. Mittlerweile war die Natur fast leer,
da die natiirlich vorkommenden Tierpopulationen zusammengebrochen waren. Die ersten
Zeichen dieser sich anbahnenden Katastrophe wurden in den 90er Jahren des 20. Jahrhun-
derts festgestellt, aber nur wenige Leute glaubten damals, daf3 der Schadstoff-Cocktail von
hormonell wirksamen Substanzen einen solchen massiven Effekt haben kénnte. Also wurde
nichts getan — bis es zu spéat war."

Dieses furchterregende Szenario wurde von der angesehenen Wissenschaftszeitschrift "New
Scientist" 1995 erstellt. (New Scientist, 1995).

Zwei Phanomene kdnnen seit einigen Jahren gleichzeitig beobachtet werden. Erstens gibt es
immer dichtere Hinweise von Gesundheitsbeeintrachtigungen von Mensch und Umwelt, an-
dererseits steigt die Zahl der als synthetische Hormone identifizierten Chemikalien.

Im Laufe der letzten Jahre erscheinen immer mehr Publikationen (ber Fortpflanzungssto-
rungen bei Wildtieren und Menschen. Zu Verdffentlichungen von Alligatoren mit verkrippel-
ten Sexualorganen (Guillette et al., 1994), Feminisierung von Fischen in englischen Flissen
(Jobling et al., 1995) und Veranderungen im Paarungsverhalten von Seemdven (Fox, 1992,
Geisy et al., 1994) erschienen parallel Untersuchungen, die eine Abnahme der menschlichen
Sperma-Konzentration und -Qualitét (z. B. Carlsen et al., 1992; Auger et al., 1995, Irvine et al.,
1996) beschreiben. AuBerdem beschreiben sie steigende Raten an Hodenkrebs und genita-
len Defekten wie etwa Hodenhochstand (Giwercman & Skakkebaek, 1992) und steigende
Brustkrebserkrankungen bei Frauen (Harris et al., 1992).

Die SchluBfolgerung aus vielen dieser Studien ist, daB vom Menschen in die Umwelt freige- '
setzte Chemikalien im Verdacht stehen, das Hormonsystem des Menschen bzw. jenes von
Tieren zu stéren (Danisches Umweltbundesamt, 1995; Sharpe & Skakkebaek, 1993).

Synthetische Hormone kénnen auf unterschiedliche Weise wirken; Bei jenen, die das Sexual-
system stéren, gibt es viele, die das weibliche Hormon Ostrogen nachahmen (und damit ei-
nen feminisierenden Effekt haben). Andere wirken als Anti-Androgene. Dies fihrt zu einer
Blockierung des méannlichen Hormons Testosteron und damit zu einem demasculinisierenden
Effekt. (Kelce et al., 1995) Hormon-Disruptoren kénnen auch wirken, indem sie die Produktion
von Hormonen verhindern, den Abbau und die Ausscheidung beschleunigen, oder den Ab-
bau und damit die Exkretion stéren (Colburn et al., 1996).

Unsere Kinder sind am stérksten gefahrdet. Hormonell wirksame Schadstoffe werden von der
Mutter Uber die Plazenta auf den Fotus Ubertragen (z. B.: Jacobsen et al., 1985; Ando et al.,
1986; Kanja et al., 1992; Koopman-Esseboom et al., 1994). Dabei kommt es nicht nur auf
die Dosis sondern auch auf den Zeitpunkt der Einwirkung der synthetischen Hormone an.

Am umfassendsten sind die Untersuchungen fiir 6sterogene Chemikalien. Diese kénnen die
Entwicklung des Fortpflanzungssystems des Kindes beeintrachtigen, wenn sie der Mutter
wahrend der kritischen Zeit der Entwicklung des Embryos verabreicht werden. Dies wurde
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etwa fUr das Phthalat BBP (Butyl-benzyl-phthalat) im Tierversuch (Sharpe et al., 1995) oder
 beim Menschen mit dem Medikament DES (Diethylstylbestrol) gezeigt. Téchter von Mittern,
die wahrend der Schwangerschaft DES einnahmen, leiden vermehrt unter einem seltenen
Gebarmutterkrebs; Tochter und Séhne von "DES-Mdttern" haben Abnormitéaten in ihrem Ge-
schlechtstrakt. (Colburn & Clement, 1992).

Tierversuche bei Affen (Mably et al., 1991) wie auch die schadlichen Auswirkungen der DES-
Einnahme bei schwangeren Frauen (Colburn et al., 1996) zeigen, daB sogar bereits eine bzw.
nur wenige Dosen zur zeit der Entwicklung des Sexualsystems zu fatalen Folgen fiir das
Ungeborene, etwa reduzierte Fruchtbarkeit, fuhren konnen.

Dies sind extrem schwierige Untersuchungen: “Es ist ein groBer Alptraum herauszufinden,
was los ist, herauszufinden wieviel Ostrogen vorhanden ist und welche Konsequenzen dies
hat — 50 Jahre wissenschaftliche Forschung ist notwendig (New Scienist, 1995b)

Im Gegensatz zu den natirlichen Kérperhormonen kénnen sich einige der synthetischen
Hormone Uber die Nahrungskette anreichern. Wahrend sich nattrliche Hormone rasch nach
der Uberbringung "ihrer Botschaft* abbauen, kénnen die langlebige(re)n kiinstlichen Hormo-
ne Uber eine viel langere Zeit ihre falschen "Botschaften” aussenden und so wieder und wie-
der Schaden anrichten. (Allsopp et al, 1995)

Dadurch werden auch nach der Geburt durch die Muttermilch Schadstoffe von der Mutter
auf das Kind (bertragen. (Hall, 1992) Nach Berechnungen des US-Umweltbundeamtes be-
kommt das Kind zwischen 4 und 12 % der Gesamt-Lebensbelastung durch das synthetische
Hormon Dioxin allein durch das Stillen (US EPA, 1994a/b).

Chemikalien, die als "synthetische Hormone" erkannt sind
(Danisches Umweltbundesamt 1995, wenn nicht anders angegeben):

¢ verschiedene Pestizide: viele davon chiororganische Pestizide wie etwa DDT, Lindan, 2,4-D,
Methoxychlor, Chlordan, Dieldrin, Hexachlorbenzol, Kepon, Dicolfol, Kelthan, synthetische
Pyrethroide, Triazine (wie etwa Atrazin) (Colburn & Clement, 1992). Pestizid-Abbauprodukte
kdénnen ebenfalls hormonelle Eigenschaften haben;

¢ Polychlorierte Biphenyle (PCBs);

o Dioxine und Furane: unerwinschtes und unvermeidliches Nebenprodukt vieler chlorche-
mischer Reaktionen wie etwa der Produktion, Verbrennung und Entsorgung des Chlor-
kunststoffs Polyvinylchlorid (PVC) (US EPA, 1994a; Gray et al., 1995);

o Blsphenol A: Ein Ausgangsmaterial fur die Erzeugung des Kunststoffs Polycarbonat (PC).
(Brotons et al., 1995) PC wird fir wiederbeflllbare Flaschen (Milchflaschen, Babyflasch-
chen), lnnenbeschlchtungen von Konservendosen, Zahnfillungen, Kredltkarten u. v. m.
verwendet;

« Alkyiphenole: Abbauprodukte industrieller Waschmittel, Zusatzstoff (etwa als Antioxidans)
in Kunststoffen wie PVC und Polyurethan (PU),

« Phthalate: Chemische Weichmacher, der hauptsachlich in PVC verwendet werden. So
werden etwa 95 % des haufigst produzierten Weichmachers DEHP (2-Di-ethyl-hexyl-phtha-
lat) in PVC-Produkten verwendet. (US HHS, 1993; Meek & Chan, 1994a,b,c; Ema et al,
1994));

» Butylierte Hydroxyanisole: etwa Butylhydroxyanisol (E320) wird als Antioxidans in der
Lebensmittelindustrie verwendet.

Viele der heute als synthetische Hormone bekannten Chemikalien sind mit der Produktion
von Chior und Chlorverbindungen verbunden. Einige wie 2,4-D, Atrazin, DDT oder Phthalate
(letztere Uber ihren Hauptanwendungsbereich PVC), werden als Produkte “absichtlich” pro-
duziert. Dagegen sind andere wie — Dioxine und Furane — unerwiinschte Nebenprodukte
verschiedenster industrieller Prozesse, welche chlorhaltige Substanzen wie etwa PVC pro-
duzieren, verarbeiten oder entsorgen.
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Einige dieser synthetischen Hormone sind bereits in vielen Landern verboten (etwa PCBs,
DDT). Andere — wie etwa PVC — werden dagegen weiterhin weltweit — zum Teil mit steigen-
den Produktionsmengen — erzeugt. So ist etwa PVC wesentlich verantwortlich fir drei hor-
monell wirksame Umweltschadstoffe: Dioxine, Furane und Phthalate.

2 WAS SAGT DIE BETROFFENE INDUSTRIE?

Die Industrie zitiert immer wieder Studien, die belegen sollen, da3 andere Faktoren fir die
publizierten Effekte wie reduzierte Spermiendichte und -qualitét verantwortlich sind. Dazu
zahlen etwa Autofahren und Hitze (AgPU, 1996).

Lifestyle (etwa StreB, hoher Kaffee- und NikotingenuB3) kann tatsachlich ein Faktor flr einige
Manner sein. (Feichtinger, 1991) Jedoch wire dies der dominante Faktor, so soliten altere
Manner, die diesen Einflissen langer ausgesetzt waren, eine niedere Spermiendichte haben.
Verschiedene Publikationen zeigen aber gerade den umgekehrten Trend, namlich niederere
Spermiendichte bei jingeren Mannern (Auger et al., 1995; Irvine et al., 1996)

Weiters zeigten Tierstudien, daB Dioxin (Mably et al., 1992a, b, c), Octylphenol, DES, BBP
(Sharpe et al., 1995) die Spermiendichte reduzieren. Llfestyle kann aber bei Tieren wohl nicht
wirklich als relevanter Faktor angesehen werden.

Hormonell wirksame Substanzen, im speziellen chlororganische Verbindungen, werden auch
mit einer steigenden Zahl von Fortpflanzungsproblemen bei Wildtieren und auch in Labor-
versuchen in Verbindung gebracht. Im Juli 1991 lud die US-Wissenschatftlerin Theodora
Colburn 20 Wissenschaftler zu einem Workshop ein, um die gemeinsamen Untersuchungen
zu diskutieren. Zu aller Uberraschung erkannten die anwesenden Wissenschattler, daf3 sie alle
Auswirkungen von Industriechemikalien auf das Hormonsystem von Fischen, Végeln und
Saugetieren beobachteten. Sie formulierten ein Konsens-Statement, das sogenannte Wing-
spread Statement, das wie folgt begann: (Colburn & Clement, 1992):

"Wir sind von folgenden Dingen (iberzeugt:

"Eine groBe Zahl von vom Menschen hergesteliter Chemikalien, die in die Umwelt freigesetzt
werden, und einige wenige nattirliche, haben das Potential, das Hormonsystem von Tieren und
Menschen zu stéren. Unter diesen sind persistente, bioakkumulierende chlororganische Ver-
bindungen, darunter einige Pestizide (Fungizide, Herbizide, Insektizide) und Industriechemi-
kalien, andere synthetische Produkte, und einige Metalle."

"Viele Wildtier-Populationen sind durch diese Substanzen betroffen. Die Auswirkungen inkludie-
ren Thyroid-Fehlfunktion in Végeln und Fischen; reduzierte Fruchtbarkeit bei Végeln, Fischen,
Muscheln und Sadugetieren; reduzierte Paarungserfolge bei Fischen, Végeln und Schildkré-
ten; schwere Geburtsdeformationen bei Fischen, Végeln und Schildkréten; metabolische
Verdnderungen bei Fischen, Végeln, und Séugetieren; Verhaltensstérungen bei Végein; Ent-
ménnlichung und Verweiblichung bei mannlichen Fischen, Végeln und Séugetieren; Entweibli-
chung und Verménnlichung von weiblichen Fischen und Végeln und gestérte Inmunsysteme
bei Végeln und Sadugetieren.”

Es ist derzeit nicht méglich, einzelne Chemikalien direkt mit speziellen Effekten in Verbindung
zu bringen. Es sind wahrscheinlich mehrere Faktoren, inklusive Lifestyle, die neben Umwelt-
schadstoffen mitverantwortlich sind. Jedoch belegen verschiedene Studien, daB hormonsto-
rende Substanzen mitbeteiligt sind, und weiters, daf3 Dioxine und Phthalate diese Effekte
prenatal auslésen kdnnen (Mably et al., 1992c; Sharpe et al., 1995).
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3 WAS MUSS AUS SICHT VON GREENPEACE GESCHEHEN?

Die Hormonforscherin Dr. Theodora Colburn brachte es in ihrem jlingst erschienen Buch "Our
Stolen Future® auf den Punkt, in dem sie forderte: "Unsere Kinder haben ein Recht, ohne Ein-
fluB von Fremdchemikalien ("chemikalienfrei®) geboren zu werden" (Colburn et al., 1996).

Um dies langfristig zu erreichen sind folgende Schritte unablassig:
1. Vorsorgeprinzip anwenden
Definition des Vorsorgeprinzips:

"Das Vorsorgeprinzip, nach dem vorsorgliche Ma3nahmen zu treffen sind, ist anzuwenden,
wenn es die begriindete Annahme gibt, dal3 Substanzen oder Energien, welche direkt oder
indirekt das marine Okosysteme beeinflussen, Gefahren fir die menschliche Gesundheit,
Meereslebewesen bzw. das marine Okosystem insgesamt darstellen kénnten, Schéden, die
andere legitime Beniitzungen des Meeres beeintrachtigen kénnten, selbst wenn noch kein
abschlieBender Beweis fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Eintrag und dem
Effekt besteht.”

Diese, von der Oslo-Paris-Kommission (Meereskonvention zum Schutz des Nordostatlantiks)
verwendete Definition des Vorsorgeprinzips bescheibt anschaulich, daB kein abschlie3ender
Beweis fur vorsorgendes Handeln notwendig ist. Wie wichtig dieses Prinzip ist, zeigen die
nun einsetzenden Folgeschéaden der globalen Ozonschichtzerstérung, wo zwischen hinrei-
chenden Beweisen und effektivem Handeln viel zu viel Zeit verging.

Das Vorsorgeprinzip anwenden bedeutet auch ein Ende fir die "Unschuldsvermutung far
Chemikalien". Die heutige Situation zeigt nur allzu deutlich, wie geféhrlich diese ist. Millionen
von Tonnen an Chemikalien, deren hormonelle Wirksamkeit bereits bekannt ist, werden
jahrlich weltweit produziert und freigesetzt bzw. entstehen als "Nebenprodukte® industrieller
Aktivitaten. Sehr beunruhigend ist, daB ein GroBteil von den "Altchemikalien" noch gar nicht
auf ihre hormonellen Eigenschaften untersucht wurde.

2. "Es gibt keine sichere Dosis!" |
Dies ist eine der zentralen Erkenntnisse tiber die hormonellen Eigenschaften vieler Chemikalien.

Viele der heute gliltigen gesetzlichen Regelungen zum Schutz der menschlichen Gesundheit
basieren auf Risikoabschatzungen, welche eine "sichere Dosis" fir einzelne Chemikalien fest-
zulegen versuchen — eine Dosis die keine "inakzeptablen Schaden” in Form eines klar iden-
tifizierbaren Krankheitsbildes wie etwa Krebs hervorruft. Dies ist — so zeigen die niederen
Wirkstoffkonzentrationen von hormonell wirksamen Substanzen — ein geféhrlicher Ansatz.

Gesetzgeber und Industrie miissen akzeptieren, da es firr viele heute produzierte Chemika-
lien keine "sichere Dosis" gibt. Heute sind nur wenige von den zehntausenden Chemikalien
auf-ihre das Hormonsystem stérenden Eigenschaften untersucht (Danisches Umweitbundes-
amt 1995).

3. Strategien zur Reduktion der heute bekannten Hauptverursacher
der hormonellen Verschmutzung unserer Umwelt
a) Reduktion — mit dem Ziel eines Ausstiegs — der Pestizid-Anwendung: Pestizide

und Pestizid-Abbauprodukte sind der zahlenmaBig groBte Anteil an den heute bekann-
ten synthetischen Hormonen.

b) Globales Phthalat-Verbot wie dies etwa in Schweden angekindigt ist. (Schweden, 1995)
Phthalate sind mit einer jahrlichen, globalen Produktion von mehreren Millionen Tonnen je-
ne Produktgruppe von synthetischen Hormonen mit der mengenmaBig groBten Produktion.

CP-019 (1996) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Umweltchemikalien mit hormoneller Wirkung — Th. Belazzi 85

Besonders betroffen davon wire der Phthalat-Hauptverbraucher PVC. Phthalate sind
chemische Weichmacher, die hauptsachlich in PVC verwendet werden. So werden etwa
95 % des am haufigsten produzierten Weichmachers DEHP (2-Di-ethyl-hexyl-phthalat)
in PVC-Produkten verwendet. (US HHS, 1993). Etwa 3,2 Millionen Tonnen Phthalate
werden jahrlich produziert (DTI, 1996). Phthalate sind in der Umwelt omniprasent (UBA
Berlin, 1994).

a) Dioxin/Furan-Reduktionsplan: Dieser kann nur erfolgreich sein, wenn an der
“Quelle”; dem Chloreintrag, angesetzt wird (Stichwort: "Ausstieg aus der Chlorchemie").
(Stringer et al., 1995) PVC-und Chloraromaten-Lebenszyklus und Dioxin-Emissionen
erzeugende Technologien (z. B. Verbrennungsanlagen aller Art, Sinteranlagen, Chior-
Zellstoffbleiche) sind einige der wesentlichen Dioxin-/Furan-Quellen (z. B.: Wagner &
Green, 1993; Wilken 1994; Fluthwedel & Pohle, 1993; Angrick & Bat, 1994; UBA Ber-
lin, 1994b).

b) Globales PCB-Produktions- und Verwendungéverbot und ordnungsgemane (dioxin-
und furanfreie!) Entsorgung von existierenden PCB-Bestanden

c) Produktions- und Verwendungsstop fiir alle jene Chemikalien (z. B.: Alkylphenole,
BHA, Bisphenol A), fur die — nach der Definition des Vorsorgeprinzips — hinreichende
Beweise einer hormonellen Aktivitat vorhanden sind.

4. Rasche Identifikation weiterer hormonell wirksamer Chemikalien
unter den Altchemikalien

Da es sich bei den heute bekannten synthetischen Hormonen mit Sicherheit nicht um alle hor-
monell wirksamen Chemikalien handelt, ist zur Abwehr weiterer Schaden eine rasche ldentifi-
kation aller hormonell wirksamen Substanzen dringend erforderlich.
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ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

R. Sattelberger, A. Riss
Umweltbundesamt, Wien

1 ZUSAMMENFASSUNG

Daf Xenobiotika die hormonelle Kontrolle der Fortpflanzung von Mensch und Tier beeinflus-
sen konnen, ist wissenschatftlich unstrittig. Die Diskussionen in Wissenschaft und Forschung
iiber hormonelle Wirkungen von Xenobiotika konzentrieren sich derzeit auf die 6strogene
Wirkung und deren Auswirkungen auf die Fortpflanzungsfahigkeit von Mensch und Tier.

Fir Hasso SEIBERT ist die Ostrogenhypothese nur ein Ansatzpunkt. Die Hypothese besagt,
daB Fruchtbarkeitsstérungen und hormonabhangie Tumorerkrankungen eine gemeinsame
Ursache haben und diese in einer erhdhten pranatalen Exposition gegenlber Ostrogen be-
steht. Der Referent ist der Meinung, daB die meisten Fragen zur Annahme oder Ablehnung
dieser Hypothese noch véllig offen sind.

Ca. 150 Stoffe sind bis jetzt als endokrin wirksam erkannt worden. Besonders die aquatische
Umwelt ist ein Lebensraum, der von méglichen negativen Auswirkungen von Xeno-Hormonen
besonders betroffen ist, meint Petra STAHLSCHMIDT-ALLNER. Dies gilt auch fur alle Orga-
nismen, die am Ende von Nahrungsketten stehen, wie Mensch, Meeressauger und Seevigel.

Fur Petra STAHLSCHMIDT-ALLNER sind folgende Substanzen vordringlich zu beachten
und von groBer Umweltrelevanz:

« Ethinyléstradiol (6strogene Komponente der oralen Kontrazeptiva)

Lipidsenker (z. B. Clofibrat, Arzneinmittel zur Senkung erhéhter Blutlipide)

Pestizide, insbesondere Phenylhamstoffderivate und deren Abbauprodukte 3,4-Dichloranilin
Alkylphenole (Abbauprodukte industrieller Detergentien)

Phthalate (Weichmacher in Kunststoffen insbesondere PVC)

Pflanzliche Sterole (z. B. B-Sitosterol) in Abwassern von naturstoffverarbeitenden Betrieben
(z. B. in der Papier-, Zellstoffindustrie).

Das Fazit Ihres Vortrages: ,Zur langfristigen Sicherstellung der Trinkwasserressourcen und
zum Schutz der humoralen Koordination der menschlichen Entwicklung und der Fertilitat ist
in Anbetracht der niedrigen Wirkschwellen von endokrintoxischen Fremdstoffen jedwede
Kontamination der Oberflachengewasser mit endokrinwirksamen Xenobiotika zu vermeiden®.

Ausfihrlich wurde auch das Thema ,Ethinylestradiol“ wahrend des Symposiums behandelt.
Hermann SCHWEINFURTH fiihrte eine vorlaufige dkotoxikologische Risikobwertung far die-
ses Xeno-Hormon durch. Die geschatze Konzentration von Ethinylestradiol in FlieBgewas-
sern betragt < 0,1 ng/l. Als empfindlichste Spezies erwies sich die Regenbogenforelle. Es ist
jedoch zu beachten, daB bereits in einem Konzentrationsbereich von 0,1 bis 0,5 ng/l ein An-
stieg der Vitellogeninsynthese bei ménniichen Regenbogenforellen bobachtet wurde. Vitello-
genin ist ein Vorlaufer des Dotterproteins, dessen Bildung physiologischerweise nur in der
Leber weiblicher Tiere durch Estradiol induziert wird. Da aussagekrafige Daten aus Lang-
zeitstudien (z. B. Life-cycle Studien) noch fehlen, ist eine umfassende Risikoabschéatzung fur
Wasserorganismen derzeit noch nicht mdglich. Far Menschen besteht nach Meinung von
Hermann SCHWEINFURTH (z. B. durch eine etwaige Kontamination des Trinkwassers mit
Ethinylestradiol) nach den bisherigen Befunden keine Gefahr.
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Peter FRIGO préasentierte eigene MeBergebnisse von Ethinylestradiol im Abwasser der Stadt

Wien. Die Analyse zeigte eine durchschnittliche Konzentration von 24,33 + 2,15 pg/l Ethinyl-
estradiol im Zulauf der Klaranlage. Im Ablauf war Ethinylestradiol nicht mehr nachweisbar.

Wilfried BURSCH gab einen Uberblick zum Thema ,Krebsrisiko und Xeno-Hormone*. Zusam-
menfassend stellte der Referent fest, daB3 ein durch Umwelt-Ostrogene begriindetes Risiko
fur den Menschen weder als gegeben angesehen noch ausgeschlossen werden kann. Hier-
aus ergibt sich die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, um das bislang recht geringe
Wissen auf diesem Gebiet zu vergréBern.

Einen besonders vielversprechenden Ansatz zur Bestimmung der dstrogenen Aktivitat von
Xeno-Hormonen préasentierte Alois JUNGBAUER. In diesem Verfahren (Reporterplasmid-
system) werden rekombinante Hefen verwendet. Es zeichnet sich durch eine hohe Empfind-
lichkeit aus und stieB bei vielen Teilnehmern des Symposiums auf groBes Interesse.

Hans PUSCH zeigte in seinem Referat auf, daB die Ursache fiir ménnliche Fruchtbarkeits-
stérungen ein multifaktorielles Geschehen ist, bei dem zahlreiche Noxen beteiligt sind. Der
dramatische Rickgang der Spermatozoendichte im maénnlichen Samen ging bemerkens-
werterweise mit einer kontinuierlichen Absenkung der Normwerte fiir die Spermatozoendichte
einher. 1951 wurde in der medizinischen Literatur der Normalwert mit 120 Mill.Sp./ml ange-
geben, wahrend die WHO im Jahre 1989 einen Grenzwert von 20 Mill.Sp./ml festlegte. Eine
systematische Ursachenerforschung ware daher dringend erforderlich, betonte Hans PUSCH.

Gunter SCHULTES referierte in seiner prospektiven Studie (iber den EinfluB von Pestiziden
auf die mannliche Fertilitdt von Obst- und Weinbauern. Sein Resiimee: ,Die spezifische Ex-
position der Obst- und Weinbauern gegentiber Pflanzenschutz- und Schadlingsbekampfungs-
mitteln durfte der alleinige Grund fir die Einschrankung der Fertilitat sein. Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen filhren zu dhnlichen Schliussen.”

Christa GOTTSCHALK berichtete tber laufende Forschungsprojekte in Deutschland und tber
die zukiinftigen Forschungsstrategien im Bereich der Okotoxikologie und Humantoxikologie.

Aus der Sicht von Thomas BELAZZI, Vertreter von Greenpeace, wéren folgende Beurteilungs-
strategien und globale MaBnahmen zur Lésung des Umwelthormonproblems erforderlich:

Vorsorgeprinzip anwenden

Internationale Reduktionsstrategien flr persistente Chemikalien entwickeln (z. B. globales
Phthalat- und PCB-Verbot)

Rascheste Identifikation der hormonell wirksamen Chemikalien unter den ,Altchemikalien“

Prinzip der ,sicheren Dosis® ist fiir die Risikobewertung von Xeno-Hormonen nicht anwend-
bar.
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2 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Insgesamt wéren aufgrund der im_Symposium gewonnen Erkenntnisse folgende Mafnah-
men und Forschungsvorhaben fir Osterreich vordringlich:

= Entwicklung von validen Bioassays zur Testung von Umweltproben (Wasser, Sedimente,
Klarschlamm, Boden) auf hormonelle, insbesondere dstrogene Aktivitat

= Erhebung der regionalen Belastungssituationen mit endokrin wirksamen Stoffen und lden-
tifizierung dieser Substanzen (Expositionsanalyse) -

= Bei positivem Nachweis Ausforschung und Erfassung der Verursacher (z. B. kommunale
Klaranlagen, Industrie, Landwirtschaft)

= Epidemiologische Untersuchungen Gber Ausmaf3 und Verbreitung hormonabhéngiger Krebs-
arten, von Fehlbildungen an Fortpflanzungsorganen und von Fruchtbarkeitsstérungen
beim Menschen

= Mitwirkung bei der Erhebung der Gkotoxikologischen Relevanz und der Umwelteigen-
schaften wie z. B. Persistenz, Bioakkumulation, aquatische Toxizitat bestimmter Xeno-Hor-
mone (Wirkungsanalyse)

= Mitwirkung bei der Entwicklung eines internationalen Beurteilungskonzeptes fir die Risiko-
bewertung (Risikocharakterisierung)

= Mitwirkung bei der Entwicklung von Teststrategien zur Prifung und Screening von neuen
Chemikalien und ,Altchemikalien” auf hormonelle Wirkung

— Verstarkte internationale Koordination und Kooperation der auf diesem Gebiet laufenden
Projekte, vor allem bei Forschungsvorhaben in Europa, da hier oft dieselben Problem-
stellungen vorliegen.
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ANHANG A - MEDIENREAKTIONEN *

APA (Austria Presse Agentur)
Umweltchemikalien mit hormonell wirksamen Substanzen: Eine Gefahr, 23.04.1996

ORF (Osterreichischer Rundfunk Fernsehen)

01 (MORGENJOURNAL-Nachrichtenjournal): 25.04.1996 **

O3 (HELP-Konsumentenjournal): Synthetische Hormone, 28.07.1996
ORF2 (Willkommen C)sterreich)z Phthalate in Lebensmitteln, 20.09.1996 **

Tageszeitungen:
KURIER: Chemikalien verandern das Hormonsystem, 29.04.1996

STANDARD: ,Pille” kann Forellen schaden, 24.04.1996
Sperma wird immer schlechter, 11.05.1996

DIE PRESSE: Transsexuelle Schnecken, verweiblichte Fische, 27.04.1996

SALZBURGER NACHRICHTEN: Erdbeeren: Fruchte mit Hormonen, 16.08.1996
Wenn Forellen die ,Pille“ schlucken, 31.07.1996

Wochenzeitungen:
DIE FURCHE: Hormone in der Umwelt: Gefahr fiir den Menschen?, Nr. 32/8.08.1996

Umweltjournale:
UMWELTSCHUTZ: Machen uns Umweltchemikalien unfruchtbar?, Nr. 11/96 **

* Abdruck auszugsweise und unkommentiert
** nicht abgedruckt
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APA553 5 CI 0292 23.Apr 96
Umwelt/Chemie/Gesundheit/Osterreich
Umweltchemikalien mit hormonell wirksamen Substanzen: Eine Gefahr

Utl.: Von der Stdrung des Sexualsystems bis zum Brustkrebs - Rasche
Identifikation erforderlich =

Wien (APA) - Unfruchtbare Bauern, Stdrungen des Sexualsystems und
auch Brustkrebs - dies alles kénnte nicht zuletzt auf die Wirkung
sogenannter synthetischer Hormone zuriickzufilhren sein. Aus diesem
Grund veranstaltete das Umweltbundesamt zum Thema "Umweltchemikalien
mit hormoneller Wirkung" am Montag und Dienstag ein Symposium, dessen
Erkenntnisse heute, Dienstag, bei einer Pressekonferenz in Wien
prisentiert wurden. Vor allem eine rasche Identifikation aller
hormonell wirkenden Substanzen sei erforderlich, betonte der Thomas
Bellazzi von Greenpeace, einer der Referenten. ***%

Eine ganze Reihe von Umweltchemikalien ist bereits als hormonell
wirkend identifiziert. Dazu zdhlen Pestizide - wie zum Beispiel DDT -
und chlorierte organische Verbindungen. Bekannt ist auch, daB
synthetische Hormone auf verschiedene Weise wirken kénnen. Einige
ahmen das weibliche Ustrogen nach und wirken so feminisierend. Andere
blockieren als Anti-Androgene das midnnliche Testosteron und haben so
demasculisierende Effekte. Auch die Produktion von Hormonen kann
.verhindert, ihr Abbau und die Ausscheidung beschleunigt oder gestoért
werden.

"Es besteht Handlungsbedarf”, betonte Alarich Riss vom
Umweltbundesamt. "Bestimmte Teilaspekte miissen Uberpriift werden." Das
Hauptaugenmerk ist dem Experten zufolge darauf zu legen, in welchen
Konzentrationen hormonell wirkende Substanzen tatsdchlich Einfluf auf
den Organismus nehmen und ob sie tatsdchlich in solchen
Konzentrationen in Umlauf, sprich in die Nahrungskette gelangen.

Fiir den Greenpeace-Chemiker Bellazzi ist klar: Es muB das
Vorsorgeprinzip gelten. Dies bedeutet, da8B entsprechende Mafnahmen
auch dann zu treffen sind, wenn kein abschlieBender Beweis fir die
Schiadlichkeit einer Substanz vorhanden sind. Die Unschuldsvermutung
fiir Chemikalien diirfe nicht mehr gelten, so Bellazzi. Ebenso gebe es
"keine sichere Dosis". Risikoabschitzungen, in welchen
Konzentrationen keine "inakzeptablen Schidden" in Form eines klar
identifizierbaren Krankheitsbildes wie etwa Krebs. auftreten, seien
ein gefdhrlicher Ansatz, betonte der Greenpeace-Experte.

(Schiluf) gu/km '

APAS553 1996-04-23/16:31
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Chemikalien mit hormondhnlicher Wirkung sind in der Umwelt weit
verbreitet, Hidufig handelt es sich um Produkte der Chlorchemie.
So fallen viele Pflanzenschutzmittel in diese Kategorie, auch
PCB-Verbindungen und Ausgangsmaterialien . Kunststoffe y Wie
Bigphenol A oder Alkylphenole. Diese synthetischen Hormone sind
moglicherweise fur eine Reihe von Stdrungen und Erkrankungen
*Xgrantwortlich:
Die Fortpflanzungsfihigkeit hsi Menschen und Tieren nimmt ab;
die Spermienqualitdt wird zunehmend schlechter; Hoden- und Brust-
krebserkrankungen nehmen zu, auch Fdlle von Hodenhochstand und
Harnr8hrenspalten.
Vieles deutet auf StSrungen im hormonellen Regelkreis hin,
Alle diese Krankheiten stehen in engem Zusammenhang mit Hormon-
wirkungen und den Regelungsfunktionen dieser Geschlechtshormone.
Allerdings, so meint Mag. Alarich Riss vom Umwelthundesamt ein-
schrinkend:
Damit ist die Ursache noch nicht definiert, es ist eine Hypothese,
daB man sagt, daB auch Umweltchemikalien bel diesen Entwicklungen
eine Rolle spielen kinnten.
“Die Hypothese wird durch neue Untersuchungsergebnisse, die jungat
in der Zeitschrift "Sciences" verdffentlicht wurden, erheblich
Junterstitzt. '
Wissenschaftler von der Tulane University in Alabama bestrichen
midnnliche Schildkrétenembryonen mit dem Geschlechtshormon Ustrogen
und erzielten damit bei einigen Exemplaren eine Geschlechtsumwand-
lung.
Als sie dasselbe mit einer PCB-Verbindung versuchten, passierte
nichts, Mit der Kombination zweier verschiedener PCB-Verbindungen
war es aber ebenfells moglich, Geschlechtsumwandlungen bei einigen
Embryonen herbeizufiihren.
Zu den in Osterreich bereits vernotenen PCB-Verbindungen meint
Mag. Riss:
Dzs sind die Polychlorierten Biphenyle, die als Hydraulikdle ver-
wendet vurden in Kondensatcren, natirlich in Abfillen immer noch
vorhanden sind und immer noch in die Umwelt verbreitet werden
well sie einfach vorhanden sind in Produkten.
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Synthetische Hormcne 2 Rumpold

o

Um diz Wirkungesn dstrogendhnlicher Substanzen besser verfolgen
zu kdnnen, verwendeten die amerikanischen Wisssnschaftler ein
neues Testsystem.

1 Hefezellen, denen das Gen fir den Ustrogen-Rezeptor einge-
schleust worden war. Denn Ustrogene und dstrogenzhnliche Sub-
stanzen kénnen ihre Wirkung nur dann entfalten, wenn sie an
einen Rezeptor andocken.

2 ly verschiedene Pestizide, und zwar Endosulfan, Dieldrin, Toxa-
phen und Chlordan, wurden so auf ihre hormcnelle Wiykung hin
untersucht und zwar nicht nur die Einzelsubstanz, sondern auch
Kombinationen der & Pflanzenschutzmittel.

1 Wieder zeigte sich, daf8 durch die Einzelsubstanzen die Ustrcgen-

Rezeptoren kaum aktiviert wurden.

Bei den Kombinationen zeigte sich ein ¢anz anderes Bild. Endo-

A

sulfan und Dieldrin gemeinsam zeigten, verglichen mit den beider
Einzelsubstanzen eine 1000fach verstidrkte Virkung.

1 Untersuchungen mit verschiedenen PCB-Verbindungen, einzeln und
in Kombination, bestétgé%egypaggeﬁgniger bestimmte Einzelsubstar-
zen, sondern vielmehr die Komhination verachiedenster, hormonell
wirkender Chemikalien diverse Stirungen im Hermonhaushalt ver-

ursachen.
giﬁﬁﬁngen sind schon bei geringen Dosen zu beobachten.
1 Einen Mangel an synthetischen Hormonen gibt es in der Umwelt

sicher nicht. Denn die meisten bisher bekannten Substanzen
zeichen sich auch noch durch schwere Abbaubarkeit und extreme
_Langlebigkeit aus. |
liod Die Befunde der amerikanischen Wissenschaftler liefe ensloeis
erstmals eine plausible Erkldrung dafiir, wieiﬁg;gzg—géggﬁnﬁon '
8strogendhnlichen Verbindungen stSrend in den menschlichen oder
tierischen Hormonhaushalt einwirken kdnnen.
oT ‘,“Das Ausma8, welche Wirkungen wirklich auf sogenannte Umwelt-
chemikalien zuriickzufithren sind, ist nicht abschZtzbar zur Zeit.
Wie gesagt, in dem Fall gilt meiner Meinung nach im besonderen
MaB der Vorsorgegrundsatz,
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GESUNDHEIT/ UMWELT / WISSENSCHAFT

Erdbeeren: Friichte mit Hormonen

WWEF Deutschland: Hinweise, daR Pestizidriickstinde Fortpflanzung beeintréchtigen

Von Gertraud Leimiiller,
SN-Redaktion Wien

WIEN, BREMEN.  Obst und Gemilse
schiidigen moglicherweise auch dann
die Gesundheit, wenn es ,erlaubte*
Mengen an Schadstoffen enthilt.
Darauf weist eine Untersuchung an
Erdbeeren hin, die das Institut fiir
Riickstandsanalytik in Bremen
durchgefithrt hat: Von den 54 in ganz
Deutschland gezogenen Proben iber-
schritt zwar keine einzige die fiir Pe-
stizide geltenden Grenzwerte. Jedoch
wurden bei einem GroBteil — nim-
lich 85 Prozent — Stoffe gefunden,
die bereits in Spuren wirken kdnnen
und als Pestizide auch in Osterreich
zugelassen sind: Umwelthormone.
Noch stirker belastet als konven-
tionell angebaute inlindische Erd-
beeren seien auslindische (aus Ita-
lien, Spanien, Frankreich und Bel-
gien), betont der WWF (Word Wide
Fund for Nature), der den Test ge-
meinsam mit der Zeitschrift ,,TV-H6-
ren und Sehen“ in Auftrag gegeben
hat. Zahlreiche der gefundenen Pesti-
zide stiinden in Verdacht, entweder

wie das weibliche Sexualhormon
Ostrogen zu wirken oder ménnliche
Sexualhormone zu blockieren. So
hitte jede vierte der in ganz Deutsch-
land gezogenen Proben Endosulfan
(Ostrogen-dhnlich, auch in Oster-
reich erlaubt) enthalten. Bei zwei
Dritteln sei Procymidon (antiantro-
gen wirksames Fungizid, hierzulande
erlaubt) gefunden worden, bei 13
Prozent wiederum das Antipilzmittel
Vinclozolin. Gar keine hormonellen
Riickstinde hitten hingegen biolo-
gisch angebaute Friichte enthalten.
Besonders bedenklich sei, so die
Umweltorganisation, da8 60 Prozent
der konventionellen Erdbeeren meh-
rere Wirkstoffe gleichzeitig enthalten
hitten. Thr Effekt wiirde sich mogli-
cherweise summieren. Dabei stiitzt
sich der WWF vor allem auf eine
Studie (in Sience Nr. 272, 1996), die
zeigt, daB die Wirkung hormoné&hnli-
cher Umweltchemikalien sprunghaft
ansteigen kann, wenn sie mit anderen
zusammenwirken. Von Bedeutung ist
dieser Befund auch deshalb, weil an-
zunehmen ist, daB Menschen wie Tie-
re immer mehreren verschiedenen

Chemikalien gleichzeitig ausgesetzt
sind. Wie stark die hormonihnliche
Wirkung des Schadstoff-Cocktails in
Erdbeeren ist, wurde freilich nicht
getestet. Denn noch fehlen Testme-
thoden, die sensibel genug sind. Rou-
tinemiBig wird derzeit lediglich ge-
priift, ob Substanzen akut giftig,
krebserregend oder erbgutschidi-
gend sind. Die Zulassungssysteme
milBten dringend mit international
standardisierten Tests erginzt wer-
den, die die Wirkung auf Hormonsy-
steme erfassen. Das sei Aufgabe der
Behorden, betont der WWF. Fiir In-
dustriechemikalien solite auBerdem
so wie filr Pestizide eine Zulassungs-
pflicht eingefiihrt werden.

Denn neben Pestiziden stehen
auch Weichmacher in PVC und Aus-
scheidungsprodukte von Human- und
Tiermedikamenten in Verdacht, fiir
in der Natur beobachtbare Verénde-
rungen verantwortlich zu sein. Ver-
mutet wird ein Zusammenhang mit
Stsrungen des Immunsystems, der
sexuellen Entwicklung sowie der
Fortpflanzungsfahigkeit bei Men-
schen und freilebenden Tieren.
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Wenn Forellen die
»Pille” schlucken

Alarmierender Bericht: Arzneimittel sind Umweltrisiko

Von Gertraud Leimiiller,
SN—RedaktionLWien

Die Natur ist sensibler, als der
Mensch vermutet: Seit Jahrzehnten
verwendete Chemikalien stehen in
Verdacht, in der Natur als Hormone
zu wirken — und dabei einiges durch-
einanderzuwirbeln.

Lange blieb das Thema unbeach-

tet. Nun beginnen Forscher, systema-
tisch Puzzleteile zusammenzuklau-
ben: In mehreren européischen Lin-
dern, auch in Osterreich, fanden be-
reits Symposien statt. Und demnéchst
wird das Berliner Umweltbundesamt
(UBA) einen Bericht fiber Arznei-
mittel veroffentlichen, der zeigt, daB
auch politisch gehandelt werden mu8.

Die Vorgeschichte beginnt mit
haarstriubenden Beobachtungen bei
Tieren: In Florida fand man etwa in
der Niahe einer fritheren Pestizidfa-
brik Alligatoren mit verkriippelten
Sexualorganen; in England wiederum
erzeugten minnliche Forellen, die
sich in Gewissern unterhalb von
Kliranlagen tummelten, Dotter-Be-
standteile (dies tun normalerweise
nur Weibchen); Seeschwalben zeig-
ten plotzlich ein abartiges Sexual-
und Brutverhalten, und im Raum
Berlin ritseln Wissenschafter, warum
70 Prozent der Fische im HavelfluB
weiblich sind.

Auch die Fortplanzung der Men-
schen scheint beeintrichtigt. So
konnten &sterreichische Arzte in ei-
ner Studie zeigen, da8 Obst- und
Weinbauern, die mit Pestiziden han-
tieren, eine geringere Zeugungskraft
besitzen als andere. Ob hingegen die
generelle Zunahme ungewollt kin-
derloser Paare und die weltweit fest-
gestellte Verringerung der Spermien-
zahl mit Umweltchemikalien zu tun
hat, ist umstritten. Moglicherweise

haben Hormone und hormonihnli-
che Substanzen auch mit der Zunah-
me von Prostata-, Brust- und Hoden-
krebs sowie MiBbildungen bei Babies
wie Hodenhochstand zu tun.
Vorliufig ist das freilich erst eine
Vermutung. Denn noch ist nicht be-
kannt, welche der langlebigen Stoffe
genau hinter den Phéinomenen stek-
ken. In Verdacht stehen derzeit viele
(siche Kasten). Fiir Diskussionen in
der Fachwelt sorgen insbesondere
Medikamente, weil deren Inhaltsstof-
fe — original oder ver#indert — groB-
teils wieder (iiber den Harn) ausge-
schieden werden und so in groSen
Mengen in die Umwelt gelangen.

Riickstinde: Hormonelie
Wirkung noch méglich -

So schlucken weltweit 60 bis 80
Millionen Frauen die Antibabypille.
Der wirksamste Inhaltsstoff, Ethinyl-
estradiol (Ostrogen), sei zwar nur in
Spuren in Gewiissern nachweisbar (in
Abwissern 15 bis 20 Milliardstel
Gramm, in Fliissen und Seen in noch
geringeren Mengen), sagt Jorg
Rombke, einer der Autoren des deut-
schen Berichts. Die Konzentrationen
wiirden aber ausreichen, um bei Le-
bewesen (z.B. Fischen) hormonelle
Wirkungen hervorzurufen. Ein &hnli-
ches Risiko wiirde auch bei dem in
Lipidsenkern weit verbreiteten Wirk-
stoff Clofibrat bestehen. Er sei im
gesamten Rhein, in Oberitalien und
der Tschechischen Republik zu fin-
den, sagt der Wissenschafter des pri-
vaten Forschungsinstituts ECT Oko-
toxikologie im deutschen Flérsheim
— ,,wahrscheinlich tiberall dort, wo
man mifit“.

Rombke fordert, daB vor der Zu-
lassung von Human- und Tiermedi-
kamenten deren Folgen fiir die Um-

welt Uiberpriift werden missen. Der-
zeit seien Medikamente die einzigen
Chemikalien, wo dies noch nicht der
Fall sei. Zwar habe es vor zweiein-
halb Jahren schon den Entwurf fiir
eine entsprechende EU-Richtlinie
gegeben. Doch der Antrag sei wieder
zurtickgezogen worden.

Im Wiener Gesundheitsministeri-
um weiB man von der Initiative, die
auch das Wiener Umweltbundesamt
fordert, noch nichts, ,Ich hére das
zum ersten Mal“, sagt Hugo Sedlak,
einer der filr Ameimittel zustindigen
Beamten.

Bereits Anfang der Achtziger seien
Pillen-Stoffe im Abwasser nachge-
wiesen worden, sagt Petra Stahl-
schmidt-Allner, ebenfalls von der
ECT Okotoxikologie. Damals wire
die Diskussion jedoch eingeschlafen,
weil man die Mengen mit medizini-
schen Dosen verglichen habe — ,.ein
bedenklicher Ansatz“, sagt Stahl-
schmidt-Allner. Es gebe nimlich Hin-
weise flir eine Wirksamkeit selbst in

Spuren. Insbesondere in der vorge-

burtlichen Phase reagierten Men-
schen wie Tiere weit empfindlicher
als erwachsene Lebewesen auf Hor-
mone, die im Bauplan der Natur nicht
vorgesehen sind.

Extrem schwierig ist es, die gerin-
gen Mengen der biologisch hochakti-
ven Stoffe iiberhaupt nachweisen zu
kénnen, noch fehlen Tests fiir die
Wirkung in Okosystemen. Forscher
der Uni fiir Bodenkultur in Wien
tifteln derzeit im Auftrag des Um-
weltministeriums an einem Schnell-
test mit Hefezellen, der Ostrogene in
Abwissern, Boden-, aber auch Le-
bensmittelproben anzeigt — ein wei-
terer Schritt, um die extrem schiechte
Datenlage verbessern zu konnen.
Rombke: ,Uber die Umweltfolgen
von Veterinirmedikamenten wissen
wir noch so gut wie gar nichts.“
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Mittwoch, 31. Juli 1996 177

150 Chemikalien
stehen unter
,Hormonverdacht“

150 Stoffe sind bekannt, die ins
Hormonsystem von Mensch und
Tier eingreifen kénnen.

% Pestizide: DDT . filhrte dazu,
daB Vogel Eier mit dilnnen Scha-
len legten, die schon beim Brilten
kaputtgingen. Auch andere chlo-
rierte Kohlenwasserstoffe stehen
in Verdacht. Sie sind hierzulande
verboten, auBer Lindan (jéhrlich
16 Tonnen fiir die Beizung von
Saatgut). Daneben zeigt aber auch
Atrazin, ein im Maisanbau frither
beliebtes, vereinzelt noch illegal
verwendetes Spritzmittel, im La-
bor hormon#hnliche Wirkung - so
wie auch

1 % Industriechemikalien;, von de-
nen jihrlich Tausende Tonnen
zum Einsatz kommen, etwa fir die

. . g ' Herstellung von Polycarbanat-
Fische schlucken Medikamente, die fiir Menschen gedacht sind — in Dosen, | Kunststoffen filr Milch- und Baby-

die bereits hormonelle Wirkungen verursachen kénnen.  8ild: SN/Helmut strauf | flaschen (Bisphenol A). Auch in
PVC-Kunststoffen  enthaltene
Weichmacher (Phtalate) sowie
| Abbauprodukte von Industrie-
reinigungsmitteln  (Polyethoxyla-
te). Wihrend bei den-bisher ge-
nannten Chemikalien Umweltpri-
fungen vorgesehen sind, ist das bei

: % Medikamenten nicht der Fall.
Obwohl groBe Mengen tiiber den
Harn wieder ausgeschieden wer-
den und so ins Abwasser gelangen.
Im Mittelpunkt des Interesses der
Okotoxikologen steht die Anti-
babypille. Von ihr werden hierzu-
lande jihrlich fast drei Millionen
Packungen verkauft; mehr als
400.000 Frauen verwenden sie.
Die Hormone konnten im Abwas-
ser nachgewiesen werden. Aber
auch andere glingige Arzneien wie
Lipidsenker mit dem Wirkstoff
Clofibrat wirken vermutlich hor-
monthnlich.

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria CP-019 (1996)
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MENSCH & UMWELT

6 DIEFURCHE

NR. 32/8.AucusT 1996

Folgen der Umweltverschmutzung

Hormone in der Umwelt:
Gefahr fiir den Menschen?

Hormone sind neben dem Ner-
vensystem die wichtigsten In-
formationstriger im Korper
von Mensch und Tier. Es meh-
ren sich die Hinweise, daB ihre
Funktion durch Umwelt-
einfliisse beeintriichtigt wird.

VON ROBERT SATTELBERGER

eue Publikationen und zahl-
Nreiche internationale Work-
shops iiber unerwiinschte Ho-
rmonwirkungen, insbesondere von
Umweltchemikalien, erwecken gro-
Bes Interesse in der Fachwissen-
schaft und in der Offentlichkeit.
Beim Menschen ist es denkbar, dal
einige chemische Substanzen, ob-
gleich sie chemisch keine Ahnlich-

. keit mit natiirlichen Hormonen auf-

weisen, an der Entstehung von Er-
krankungen wie Brustkrebs, Hoden-
krebs, Fruchtbarkeitsstérungen und
Hodenhochstand beteiligt sind. Auch
fiir die Umwelt ist Gefahr in Ver-
zug. Zahireiche Veroffentlichungen
in der Fachpresse berichten iiber
Fortpflanzungsstorungen bei Sidu-
gern, Végeln und Fischen, Verinde-
rung des Sexual- und Brutver-
haltens bei Vogeln und Verweib-
lichungserscheinungen bei Fischen,
um nur einige Beispiele zu nennen.

Vom Umweltbundesamt Wien wur-
de im April dieses Jahres ein zwei-
tidgiges Fachsymposium zu diesem
Thema veranstaltet. Das Symposium
hatte das Ziel, einen Uberblick iiber
den gegenwirtigen Wissenstand zu
bieten und gab den Teilnehmern Ge-
legenheit zum intensiven Meinungs-
austausch und zur Diskussion. Der-
zeit, ist ein Tagungsbericht in Aus-
arbeitung, der im Herbst dieses Jahres
vom Umweltbundesamt bezogen wer-
den kann.

Von den zahlreichen Fremdstoffen
in unserer Umwelt sind derzeit zir-
ka 150 Substanzen als hormonell
wirksam erkannt worden.

1. Pflanzenschutzmittel wie zum
Beispiel Endosulfan, Lindan, Atra-
zin, 2,4-D und deren Abbauprodukte
kénnen durch
deren landwirt

Abwasser.und Klarschlamme

gebaut und gelangen so iiber das
Abwasser in Oberflichengewisser.
Auch via Klidrschlamm ist ein Ein-
trag derartiger Substanzen in die Um-
welt denkbar. .

3. Hormonell wirksame Ausschei-
dungsprodukte von Arzneimitteln,
wie kiinstliche Sexualhormone, (An-
tibabypille), Lipidsenker (Clofibrin-
sidure, Fenofibrat) und auch einige
Schmerzmittel werden in Kléiranla-
gen nur unzureichend abgebaut. Ge-
langen sie so in Oberflichengewis-
ser, konnen sie vor allem aquatische
Organismen in ihrer Entwicklung
und Fortpflanzung gefahrden.

4. Hormonwirksame Substanzen
entstehen auch bei Naturstoffverar-
beitungen wie zum Beispiel Holz-
stoffverarbeitung und konnen im
Abwasser in ho-
hen Konzentra-

schaftlichen Ge- ‘ tionen vorkom-
brawchinsGrund  sind auf hormonell wirksame  men.

wasser und in Lo b - Petra Stahl
Oberfldchenge- : ?ubStanzen zu priifen schmied-Allner,
wisser und letzt- . Expertin fiir hor-

endlich in unser Trinkwasser gelangen.

2. Indystriechemikalien wie zum
Beispiel Phtalate (chemischer Weich-
macher in Kunststoffen), Bisphenol
A (Ausgangsmaterial fiir die Kunst-
stofferzeugung), Alkylphenolethoxy-
late (Abbauprodukte industrieller
Waschmittel) werden in Kléranla-
gen nicht oder nur unzureichend ab-

monell wirksame Substanzen in der
aquatischen Umwelt, berichtete auf
dem Symposium des Umweltbunde-
samtes, daB »anthropogen bedingte
Verinderungen des Hormonhaushal-
tes bei aquatischen Wirbeltieren
Riickschliisse auf eine mogliche Ge-
fahrdung des Menschen zulassen.«
Das Resiimee ihres Vortrages: »Zur

CP-019 (1996)
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langfristigen Sicherstellung der Trink-
wasserressourcen und zum Schutz
der hormonellen Koordination der
menschlichen Fertilitit, ist in Anbe-
tracht der niedrigen Wirkschwellen
von endokrintoxischen (schédlich
fiir den Hormonhaushalt) Fremd-
stoffen, jedwede Kontamination der
Oberflichengewisser mit Xenobio-
tika (Umweltschadstoffe) zu ver-
meiden.«

Auch der Kieler Toxikologe Has-
so Seibert ist der Meinung, daB »ei-
ne ganze Reihe von Industrie- und
Umweltchemikalien sowie natiirlich
vorkommende Substanzen das Poten-
tial besitzen, Prozesse der endokri-
nén Regulation im Korper von
Mensch und Tier zu beeinflussen.
Seiner Meinung nach ist die Ostro-
genhypothese noch lange nicht be-
wiesen, sie sollte aber dennoch
ernst genommen werden.

Die Ostrogenhypothese besagt, da
Erkrankungen wie Brustkrebs, Ho-
denkrebs beziechungsweise eine ver-
minderte Spermienproduktion eine
gemeinsame Ursache haben, und
diese Ursache in einer erhdhten vor-
geburtlichen Exposition gegeniiber
exogenen Ostrogenen besteht.

GuterRat ist also teuer, wenn sich
Experten nicht einmal in grundle-
genden Fragen einig sind. Eines ist
jedoch -sicher, das Risikopotential
einer unerwiinschten Hormonwir-
kung durch diese Stoffe ist heute
noch schwer zu beurteilen. Bei der
Risikobewertung ist auch zu be-
riicksichtigen, daB in der Umwelt
eine Mischexposition vorliegt und
additive Effekte von Einzelstoffen
zu erwarten sind (Schifer, Univer-
sitéits-Frauenklinik Freiburg).

Einig sind sich die Experten darii-
ber, daB noch groBer Forschungs-
bedarf, sowohl in den Bereichen der
Human- als auch der in der Okoto-
xikologie besteht. Vordringlich sind
Forschungsvorhaben wie Entwick-
lung von Reproduzierbaren Test-
strategien von Umweltchemikalien
auf hormonelle Aktivitit oder die
Entwicklung von biologischen Test-
verfahren zur Priifung von Abwas-
ser und Kldrschlamm auf hormoneil

wirksame Substanzen erforderlich.
In Osterreich wird derzeit, mit For-
derung des Umweltministeriums, von
Alois Jungbauer an der Universitit
fiir Bodenkultur Wien ein neuarti-
ges Verfahren zur Bestimmung der
ostrogenen Aktivitdt von Umwelt-
chemikalien entwickelt. Auch im me-
dizinischen Bereich fehlen grund-
legende Daten iiber AusmaB und
Verbreitung von hormonabhingigen
Krebsarten, Fehibildungen von Fort-
pflanzungsorganen und Fruchtbar-
keitsstorungen beim Menschen.

International bekannt gemacht, hat
dieses brisante Thema die Hormon-
forscherin Theodora Colburn, die hef-
tig angegriffen von ihren Kollegen,
jiingst das populdrwissenschaftliche
Buch »Our Stolen
Future« (1996,
Pinguin Group)
veroffentlichte.
Sie zeigt in
ihrem Buch klar
auf, daB bei die-
sem Problem Mensch und Umwelt
gleichermaBien betroffen sind und
Stérungen des Hormonsystems nicht
nur diese Generation beeinflussen,
sondern auch alle weiteren. Beson-
ders wichtig ist auch, daB nicht nur
die Hohe der Dosis, sondern auch
der Zeitpunkt der Einwirkung der
Umwelthormone, insbesondere in der
vorgeburtlichen Entwicklungsphase,
von Bedeutung ist.

Auch das deutsche Nachrichten-
magazin »Der Spiegel« (9/1996) teil-
te jiingst »Nur noch halbe Minner —
Werden die Spermien rar?«. Der
Artikel befaBt sich hauptsichlich
mit dem Problem der sinkenden
minnlichen Fruchtbarkeit aufgrund
geringer Spermienzahl und man-
gelnder Qualitit der Spermien zum
Beispiel durch die geringe Be-
weglichkeit oder aufgrund morpho-
logischer Deformationen.

Wie uns die Geschichte lehrt, ver-
geht zwischen dem ersten Verdacht
einer Gefdhrdung von Mensch und
Umwelt und dem tatsédchlichen Ver-
bot oder Verzicht derartiger Sub-
stanzen und Techniken ein langer
Zeitraum, meistens 30 bis 40 Jahre.

Ostrogene aus der Umwelt:
Beglinstigen sie das Auftre-
ten von Brustkrebs?

meinungen iiber

Als Beispiel seien hier die chlo-
rierten Kohlenwasserstoffe wie DDT,

-ein Insektizid, oder Pentachlorphe-

nol (PCP), ein Holzschutzmittel, er-
wiihnt. Im Problembereich »Um-
weltchemikalien mit, hormoneller
Wirkung« ist die Lage derzeit be-
sonders verfahren. Erstens sind. un-
terschiedlichste Substanzgruppen be-
troffen, von den chlorierten Kohlen-
wasserstoffen bis hin zu den endo-
krin wirksamen Naturstoffen (zum
Beispiel Sterole) und zweitens feh-
len in groBem Ausma8 noch theore-
tische und experimentelle Grund-
lagen.

Es ist zum Beispiel derzeit nicht
bekannt, wieviel von den zahlrei-
chen Chemikalien, die bereits in Ver-
wendung stehen,
tatsidchlich eine
hormonelle Wir-
kung haben. Dies
fiihrt dazu, daB

die Experten

»Was miite geschehen?«, im Sinne
einer politischen Vorgabe stark aus-
einandergehen. Eines ist jedenfalls
sicher: DaB dieses Thema von To-
xikologen, Umweltmedizinern, Oko-
logen, Epidemiologen und Biologen
durchaus ernst genommen wird, zeigt
die steigende Zahl an Publikationen
in den letzten fiinf Jahren.

Der Autor ist
Mitarbeiter des
Umweltbundesamtes in Wien

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria
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Center for the Study of Environmental
Endocrine Effects
- Center for the Study of Environmental Endocrine Effects Database

references scientific and media materials on chemicals that may mimic
hormones and disrupt human or wildlife endocrine systems.

Please note: the database will be expanded and updated regularly

A About the Center for the Study of Environmental Endocrine Effects

e Science Panel Members
e Principal Staff

A What's New

A Center Abstracts and Commentary

A Sciéentific Bibliographies

A Governmental Information

A Media Coverage and Other Informational Materials

A Recent and Upcoming Conferences and Other Events

A Participate in a Discussion Group On Environmental Endocrine
Issues

A Send Comments and Scientific Material to the Center

http://www.endocrine.org/ ' 25.09.96
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About the Center for the Study of Environmental
Endocrine Effects

Science Panel Me IS

Principal Staff

The Center for the Study of Environmental Endocrine Effects was established in 1994 to
begin examining the emerging issue of potential effects of man-made or generated "endocrine
disruptors” or "hormone mimics" on human and wildlife health -- principally cancers,
reproductive system disorders, fertility, immune system dysfunction, and neurological
problems. A draft paper containing an overview of the current state of scientific knowledge
and uncertainties is available from the Center and is referenced in this database. At this time,
the Center is still seeking comments on this initial Overview paper, and it will continue to
welcome comments and new information after the initial paper is finalized, since the Center
intends to update it periodically.

The research program of the Center is guided by a Science Panel comprised of academic
scientists with recognized expertise in human health and environmental endocrine effects. The
inside back cover of this report provides biographical information about individual Science
Panel members and Center staff.

The fundamental mission of the Center is to provide objective and unbiased scientific
information on the "environmental endocrine modulators" issue to government officials, the
media, and the general public. It pursues this mission through the following mechanisms:

e preparation of periodic reports updating the state of the science

o identifying and clearly defining research needs, and funding studies that the Science
Panel determines will meet those needs

¢ educating the media, including participation in programs carried out at schools of
journalism, and funding such programs

e developing and maintaining a publicly-accessible database that includes key scientific
studies and commentary, research under way, policy developments, medla coverage,
significant upcoming events, and involved organizations.

The Center receives funding from a variety of both public and private-sector sources. It is the
policy of the Center to insulate its Science Panel from knowledge concerning sources in order
to avoid any pos51ble perception of outside influence.

Science Panel Members and Staff of the Center for the Study of
Environmental Endocrine Effects

http://www.endocrine.org/about.html : © 25.09.96
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Science Panel

William J. Waddell, M.D. (Chair): Dr. Waddell is Professor and Chairman of the
Department of Pharmacology & Toxicology, School of Medicine, University of Louisville.
He is a Fellow of the Academy of Toxicological Sciences and a member of the Editorial
Board of Human and Experimental Toxicology. He has over forty years of experience, and
numerous publications, in the area of distribution, metabolism, and disposition of
chemicals and pharmaceutical agents, including steroidal hormones and receptor-mediated
effects, in humans and animals, and particularly in fetal and maternal tissues.

William H. Benson, Ph.D.: Dr. Benson is Professor of Pharmacology and Toxicology,
School of Pharmacy, The University of Mississippi, and Coordinator of the School's
Environmental Toxicology Research Program. He has been Chair of the Society of
Environmental Toxicology and Chemistry (SETAC) Education Committee, and is SETAC
President for 1995-96. He has conducted research and published extensively in the field of

aquatic biology and chemistry, particularly with regard to organochlorine pesticides and
PCBs.

Keith R. Solomon, Ph.D.: Dr. Solomon is Professor, Environmental Biology, and Director
of the Centre for Toxicology, at the University of Guelph in Ontario, Canada. He has been
researching, writing, and educating in the field of risks to aquatic ecosystems (and
waterfowl), and particularly on the effects of "hormone" mimics" and chlorine compounds,
for twenty years. The Centre for Toxicology which he heads currently has under way a
program to study substances that may pose risks of reproductive or endocrine toxicity.

John A. Thomas, Ph.D.: Dr. Thomas is Vice President and Professor, Pharmacology,
Health Science Center, University of Texas at San Antonio. He is also a Professor in the
University's Department of Obstetrics/Gynecology, and holds professorships in toxicology
and pharmacology at several other universities. He is the President-elect of the American
College of Toxicology, a member of The Endocrine Society, and Editor-in-Chief of the
Journal of Toxic Substances. Dr. Thomas has published over 300 scientific articles and
books in the area of endocrine pharmacology and reproductive toxicology.

Principal Staff
Daniel M. Byrd, Ph.D., Executive Director: Dr. Byrd is a Diplomate of the American |

Board of Toxicology and formerly served as Executive Secretary for the Environmental
Health Committee of the U.S.EPA's Science Advisory Board.

http://www.endocrine.org/about.html 25.09.96
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Joel A. Rosenblatt, Ph.D., Director of Development: Dr. Rosenblatt reviewed Federal
agency environmental programs at the Office of Management and Budget and served as a
senior staff member at the National Science Foundation and the Office of the Science
Advisor to the President.

William G. Kelly, Jr., Director for Planning and Communications: Before joining the
Center, Mr. Kelly was an attorney and advisor on natural resource and environmental
matters at the U.S. Department of the Interior and a regulatory consultant concentrating on
environmental risk assessment and risk management issues.

The address of the Center is:

11 Dupont Circle
Washington, DC 20036.
202-939-6962
Fax number is 202-939-6969

The "Bulletin Board" and "E-Mail" sections of this database describe other means for
communicating with the Center and other interested parties on this subject.
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Welcome to the Catalogue

The effort of building an inventory or catalogue of the research activities on Endocrine
Disrupters outside America has been taken up by the German Environment Agency. It is part
of a joint effort with the USA-EPA. If you live on the American continent please contact Bob
Kavlock. He will take care of your information. There is a paper published by Kavlock et al.
with the scientific background of the questionnaire.

The information gathered by us will be given to the USA-EPA as well as the USA-EPA will
provide us with their informatio. We hope to be able to establish an up to date catalogue at
both sides of the Atlantic until the beginning of 1997.

The system has been built to give as many people as possible the chance to register their
research work. Due to its temporary scope it is not perfect. We therefore hope that everybody
participating has the patience and the good will to supply as much as possible to the joint
effort. If you have any problem entering data please let us know. We need to know if there are
problems so we can fix them as soon as possible. You can simply drop us a mail.

The information you supplied is now available in a database with some search facilities. The
database is still under construction and we will constantly update the structure of the interface
as well as the contents of the database from the information entered by the questionnaire.

Please note that we dynamically generate pages. If you use cache techniques and do not check
for expiration properly you might experience some delays before the title page reflects your
changes.

We supplied a list of all Users already known to the catalogue as well as a list of all Titles.

After all this directory information you should register yourself and start putting something
into the catalogue.

Please enter your Name and your Password

to view, modify or add our own entries.

(= ) )

Lippke und Wagner Online KG under contract of the German Federal Environmental Agency.

http://www .liwa.de./rneed/ 27.11.96
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ADRESSENLISTE DER TEILNEHMER AM SYMPOSIUM
"UMWELTCHEMIKALIEN MIT HORMONELLER WIRKUNG"
22. bis 23. APRIL 1996 in WIEN

Name Institution - Abteilung Adresse  Tel/Fax-Nummer
Dr. Thomas Greenpeace - Auenbruggerg.2  Tel.: +43-1-71300-31
Belazzi Osterreich A-1030 Wien Fax: +43-1-71300-30
Dr. Werner Bundesministerium  Abteilung Hif2 RadetzkystraBe 2  Tel.: +43-1-71172-4861
Britller fir Gesundheitund  Toxikologie A-1030 Wien Fax: +43-1-7137952
Konsumentenschutz
Doz. Dr. Wilfried inst. f. Tumorbiologie- - Borschkegasse 8a Tel.: +43-1-40154-218
Bursch Krebsforschung A-1090 Wien Fax: +43-1-4060790
Dr. Mag. Elisabeth  Umweltbundesamt  Abt. Spittelauer Lénde 5 Tel.: +43-1-31304-671
Fassold Umweltchemikalien A-1080 Wien Fax: +43-1-31304-5400
Dr. Odo Amt der Kartner Abt. 12S HasnerstraBe 8 Tel.: +43-463-55194-77
Feenstra Landesregierung Umweltmedizin A-9020 Klagenfurt ~ Fax: +43-463-55194-20
Dr. Peter Allg. Krankenhaus Univ. f. Wabhringer Tel.: +43-1-40400-2804
Frigo Frauenheilkunde, Girtel 18-20 Fax: +43-1-40400-2817
Abt. Endokrinologie A-1090 Wien
Christa Umweltbundesamt FGII1.3 Postfach 3330022 Tel.: +49-30-23145-815
Gottschalk Berlin Mauerstrafle 52 Fax: +49-30-2315638
D-14191 Berlin
Dipl.-Ing. Klaus Universitat inst. f. angewandte Muthgasse 18 Tel.: +43-1-36006-6227
Graumann fur Bodenkultur Mikrobiologie A-1190 Wien Fax: +43-1-3697618
Dr. Britta Veterinarmedizinische Institut fur Josef-Baumanng. 1 Tel.: +43-1-250770-4603
Grillitsch Universitat Versuchstierkunde A-1210 Wien Fax: —
Mag. Margit Umweltbundesamt  Abt. Pflanzen- Spittelauer Lande 5 Tel.: +43-1-31304-685
Grimm schutzmittel A-1080 Wien Fax: +43-1-31304-5400
Dr. Karin Die Presse Abt. Parkring 122 Tel.: +43-1-51414-463
Gruber Wissenschaft A-1010 Wien Fax: +43-1-51414-476
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Jurgen Standard Abt. Herrengasse 1 Tel.: +43-1-53170-192
Langenbach Wissenschaft A-1010 Wien Fax: +43-1-53170-258
Michael Die Presse Abt. Wissenschaft Parkring 122 Tel.: +43-1-51414-316
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A-1160 Wien
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Dr. Stefan Bundesministerium  Abteilung lll/2 RadetzkystraBe 2  Tel.: +43-1-71172-4455
Napetschnig fur Gesundheitund  Toxikologie A-1030 Wien Fax: +43-1-7137952
Konsumentenschutz
Dipl.-ing. Martina ~ Bundesministerium  Abteilung 1/2 Stubenbastei 5 Tel.: +43-1-51522-2341
Oberiehner fur Umwelt, Jugend A-1010 Wien Fax: +43-1-51522-7334
und Familie
Dr. Karin Ludwig Boltzmann - Rinnbockstr. 15 Tel.: +43-1-79514-97946
Plochberger Institut f. Biologischen A-1110 Wien Fax: +43-1-7951499-97940
Landbau
Prof. Dr. Hans Ambulatorium - Schmiedg. 40/2 Tel.: +43-316-834683
Pusch fir Andrologie A-8010 Graz Fax: +43-316-834683
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Toxikologie
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