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Zusammenfassung

Diclofenac gehort zu den am haufigsten in der aquatischen Umwelt gefundenen Pharmaka. Der
konstante Eintrag von Diclofenac in Oberflachengewasser ber Kléaranlagen fuhrt zu einer
chronischen Exposition aquatischer Lebewesen mit Konzentrationen im niedrigen pg/L Bereich.
Da Pharmaka die Eigenschaft besitzen spezifisch in bestimmte Regulationsmechanismen
einzugreifen, konnen schon niedrige Konzentrationen zu leichten Veranderungen
physiologischer VVorgéange flihren. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die
Exposition von Bachforellen (Salmo trutta f. fario) mit Diclofenac-Konzentrationen im Bereich
der in Oberflachengewéssern vorliegenden Werte, zu verminderten Hamatokrit-Werten und
histopathologischen  Verénderungen in  Kieme, Niere und Leber fiuhren kann.
Verteilungskinetiken mit einer einmaligen Dosis i.p.-injiziertem '*C-Diclofenac zeigten, dass
Diclofenac in Fischen einen enterohepatischen Zyklus eingeht und somit nicht vollstandig
ausgeschieden wird. Entsprechend liegt die Vermutung nahe, dass Diclofenac unter chronischen
Expositionsbedingungen in den Bachforellen akkumulieren kann. Versuche zur Hemmung der
Prostaglandin E,-Synthese in Kopfniere-Makrophagen deuten darauf hin, dass Diclofenac in

Bachforellen denselben Wirkmechanismus verfolgt, wie bereits fur Séugetiere beschrieben.
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Summary

As a consequence of its extensive use in human medicine, diclofenac may be found ubiquitously
in surface waters. The continuous contamination of surface waters with diclofenac via sewage
treatment plant effluents leads to chronic diclofenac exposure of aquatic organisms with
concentrations ranging in the low pg/L level. As pharmaceuticals are tailored to specifically
influence regulatory mechanisms, subtle effects on physiological functions can be expected even
at low-levels of exposure. The present study demonstrated, that exposure of brown trout (Salmo
trutta f. fario) to diclofenac concentrations that may be observed in our surface waters leads to a
decrease in haematocrit levels and histopathological alterations in gills, trunk kidney and liver.
Distribution kinetics with a single i.p.-injection of **C-diclofenac demonstrated that diclofenac
undergoes enterohepatic cycling in brown trout and is thus not readily excreted but may remain
in the organism for an extended period of time. These findings suggest that, despite its low
bioconcentration factor, diclofenac could accumulate in brown trout under a chronic exposure
scenario, such as in surface waters. In vitro studies with head kidney macrophages demonstrated
that diclofenac inhibits the induction of prostaglandin E, synthesis and thus follows a similar

mechanism of action as has been described for mammalian species.
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1. Einleitung

Der Fokus der Umwelttoxikologie hat sich in den letzten Jahren weg von klassischen
Schadstoffen (Schwermetallen, PCBs, etc.) hin zu so genannten ,,emerging contaminants* oder
»Mikroverunreinigungen* verlagert. Zu diesen neu erkannten potentiellen Schadstoffen gehoren
auch die humanen Arzneimittel, die Uber diverse Eintragspfade in Oberflachengewésser
gelangen konnen. Kommunale Klaranlagen sind die wichtigste Punktquelle fir humane
Arzneimittel in Oberflachengewassern (fiir einen Uberblick siehe Kiimmerer 2004). Abwasser
aus Klaranlagen aber auch Oberflachengewasser enthalten Pharmaka diverser Substanzklassen
wie z.B. nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs), Betablocker, Hormone, Psychopharmaka,
Cytostatika oder Lipidsenker im ng-ug/l Bereich. Auch im Grund- und Trinkwasser wurden
haufig Ruckstande dieser Stoffe gefunden, allerdings in geringen Konzentrationen. Hierbei ist
die Situation in allen untersuchten L&ndern Europas oder Nordamerikas dhnlich. Ein wichtiger
Faktor beim Eintrag von Pharmaka (ber Kléaranlagen sind einerseits die Substanzeigenschaften
beziglich Abbaubarkeit und andererseits die technische Ausristung der Klaranlage (Ternes et al.
2004). Hier spielen die Sorption an den Klarschlamm und die biologische Abbaubarkeit eine
wesentliche Rolle. So adsorbieren z.B. viele saure Pharmaka wie die Schmerzmittel Ibuprofen
oder Acetylsalicylsdure nur sehr wenig an Klarschlamm. Das Schlammalter spielt eine Rolle bei
der Abbaubarkeit der Pharmaka, méglicherweise aufgrund der Diversifizierung der mikrobiellen
Population oder aufgrund der Diversifizierung der metabolischen Aktivitat durch den geringeren
organischen Anteil im Schlamm. So wird z.B. Diclofenac nur dann zu einem erheblichen Anteil
abgebaut, wenn das Schlammalter >8 Tage betrdgt. Da aber viele européische oder
nordamerikanische Klaranlagen nicht auf die Elimination von Pharmaka hin optimiert sind,
werden weiterhin erhebliche Frachten an Humanpharmaka uber die Klaranlagen in die Vorfluter

und Oberflachengewasser eingeleitet.

Urspringlich sollten in diesem Projekt mehrere Humanpharmaka untersucht werden. Aufgrund
von technischen Problemen in der Analytik von Diclofenac, dem ersten untersuchten
Pharmakon, und dem daraus resultierenden Zeitverlust entschlossen sich die Projektpartner mit
radioaktiv. markiertem Diclofenac weiterzuarbeiten. Ausserdem entschlossen sich die
Projektpartner nach Konsultation mit der Projekttrdgerschaft und den Gutachtern, nur

Diclofenac, dafilr vertieft, zu untersuchen.
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Diclofenac ([2-(2,6-Dichloranilino)phenyl]essigsdure) (Abb. 1) gehért zu der Gruppe der
Arylessigsauren und besitzt ein Molekulargewicht von 296,15 g/mol (freie Sdure) bzw. 318,1
g/ml (Na-Salz). Diclofenac wird in der Regel als Natriumsalz zubereitet (Natrium[2-(2,6-
Dichloranilino)phenylJacetat). Laut EPI Suite™ besitzt Diclofenac einen log Koy von 4,02
(KOWWIN) bzw. 4,51 (Experte) und Diclofenac-Natrium 0,57 bzw. 0,7. Der
Biokonzentrationsfaktor (BCF; BCFWIN) wird mit 3,162 (log Kow 4,51) angegeben.

Nd*

Diclofienac-Hatrm
Abbildung 1

Mit einem Verbrauch von 75 t pro Jahr gehort Diclofenac in Deutschland zu einem der am
haufigsten angewandten Medikamente. In der Schweiz wurden von Juni 2001 bis Juni 2001 3883
kg verkauft (Tauxe et al., 2005). Als Folge dieser umfangreichen Anwendung und eines
unvolistandigen Abbaus wahrend der Klaranlagenpassage konnen Rickstdnde dieses nicht-
steroidalen Antiphlogistikums (NSAID) mittlerweile regelméRig in Oberflachengewdssern
nachgewiesen werden. In Flissen und Seen wurden bislang Konzentrationen im niedrigen pg/L
Bereich gefunden (Ternes, 1998; Lehmann, 2000). Besonders im Bereich wvon
Kléaranlagenausldufen wurden regelmassig Werte grosser 1 pg/L gemessen. Tabelle 1 zeigt
exemplarisch  einige Werte, welche typischerweise in verschiedenen européischen

Oberflachengewassern gemessen wurden.
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Tabelle 1: Diclofenac Konzentrationen in verschiedenen Oberflachengewéssern

Diclofenac Land /
Konzentration Gewassertyp Bemerkung Referenz
Ortsangabe
(ng/L)
1,93 2,01, D / Miinchen El?lan | Auslauf ELISA Deng et al., 2003
2,92 2,08 Kléranlage
D/
1,34 Wolfgangsee- Auslauf Kléranlage ELISA Deng et al., 2003
Ischl
0,42 D/ Ried Auslauf Kldranlage ELISA Deng et al., 2003
D / diverse Einlauf | Auslauf HPLC-ESI- .
28 1,9 Klaranlagen ) MS/MS Q“'”;%%%“ al.
(N=7) Klaranlage Mittelwert
0,55- D / Frankfurt . Diaz-Cruz &
1,7-21 0.61 (N=7) Einlauf Auslauf Barcel6 2004
. ) Diaz-Cruz &
0,21-1,11 D / Berlin Auslauf Klaranlage Barcel6 2004
6,22 D / Stuttgart Auslauf Klaranlage Diaz-Cruz &
! g g Barceld 2004
CH / Mittleres . ) Tauxe et al.,
1,9 Emmental Ein- & Auslauf Klaranlage GC/MS 2005
Einlauf Auslauf
0,75 0,75 CH / Lausanne |'|.1 a : usiad GC/MS Tauxe etal,
Kléranlage 2005
0.25- 0,22- Einlauf |  Auslauf Soulet et al.
' ' CH / Nyon : GC/MS '
0,5 0,35 y Klaranlage 2002
0,47- 0,31- Einlauf Auslauf Buser et al.,
1,92 0,03 CH / Gossau Kléranlage GC/MS 1998
0,655 0,575 CH / Uster Elnnlauf i Auslauf GC/MS Buser et al.,
Kléranlage 1998
02-05 | 02 FI / diverse Einlauf Auslauf HPLC-ESI-  Lindgvist et al.
e 0,45 Kl&ranlagen Klaranlage MS/MS 2005
0,359 (Median) CA / diverse Auslauf Metcalfe et al.
28,4 (Max.) Kl&ranlagen 2004
GR / diverse Diaz-Cruz &
0,2-0,34 Kléranlagen Auslauf Barcel6 2004
.« Diaz-Cruz &
0,38 ES / Manresa Auslauf Klaranlage Barcel6 2004
<0,001-0,2 CH / Greifensee See GCIMS B”Sfé';; al,
<0,001-0,003  CH/Zirichsee See GCIMS B”nggé al,
(nr]naé(a,s\l/lere(é Hanisch et al.,
0,47 D / Brandenburg See . 2004; Salomon,
environmental
! 2005
concentration)
Wiegel et al.,
0,01-0,05 D/ Elbe Fluss GC/MS 2004
GC/MS
(unterhalb Kosjek et al.
0,282 Sl / Krka Fluss pharmazeu- 2005
tischer Fabrik)
0,009-0,049 SI/div. Fliisse Fluss GCIMS Kosjek etal.

2005
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Das 0Okotoxikologische Risiko von Diclofenac fur Wasserorganismen ist bislang nur
unzureichend untersucht. Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen deuten auf ein eher
geringes akutes 0kotoxikologisches Risiko hin; (sub)chronische Untersuchungen lagen allerdings
bisher kaum vor. In einem worst case Szenario (kein Metabolismus, keine Elimination in der
Kléranlage, 10fache Verdinnung im Vorfluter) wurde fiir Diclofenac ein PEC/PNEC (predicted
environmental concentration/predicted no effect concentration) Verhaltnis von 3,16 gefunden
(Jones et al. 2002). Eine andere Studie, die sowohl akute wie auch chronische Endpunkte
beriicksichtigte, fand dagegen fur Diclofenac ein PEC/PNEC Verhaltnis <1 (Ferrari et al. 2004)

Diclofenac hemmt einerseits die Cyclooxygenasen, aber auch Lipoxygenase und fuhrt zu einer
Verminderung der freien Arachidonsduren, welche durch eine Freisetzungshemmung und der
Forcierung der Wiederaufnahme zu erkléren ist. Diese dreifache Wirkung von Diclofenac ist
unter den NSAIDs ungewohnlich. Die Hemmung der Cyclooxygenasen (COX) fuhrt unter
anderem zu einer Veranderung der Prostaglandin-Konzentrationen. Da Prostaglandine neben
ihrer schmerzhemmenden und anti-entziindlichen Wirkung auch eine Rolle in der Regulierung
der Blutbildung, Blutgerinnung und Nierenaktivitat spielen, ergeben sich aus der COX-
Hemmung eine Vielzahl moglicher unerwiinschter Wirkungen. Die Expression von COX wurde
bereits auch in Fischen nachgewiesen (Zou et al., 2000; Grosser et al., 2002). Dies weist auf die
Madglichkeit hin, dass Diclofenac in diesen Vertebraten &hnliche Wirkungen hervorrufen kénnte

wie bereits flr Saugetiere beschrieben.

Voraussetzungen fiir eine Wirkung in aquatischen Organismen sind die Aufnahme der Substanz
aus dem Wasser und die Verteilung im Korper. Schwaiger et al. (2004) konnten bereits zeigen,
dass Diclofenac aus dem Wasser aufgenommen und zu einem gewissen Malie in Fischgeweben
angereichert wird. In unseren Studien wurde mit Hilfe von '*C-markiertem Diclofenac die
zeitabhangige Verteilung von Diclofenac in Bachforellen bis zu 36 Stunden nach
intraperitonealer Applikation untersucht. Die Erstellung einer solchen Verteilungskinetik kann
z.B. Hinweise auf Metabolisierungsmechanismen geben, wie etwa die Konjugation von
Diclofenac und Aufnahme in die Gallenflussigkeit. So ist bereits bekannt, dass Diclofenac in
Séugetieren nach Konjugation im Zuge des Phase Il Metabolismus zum Teil als Diclofenac-
Konjugat in die Galle gelangt, von wo es in den Darm abgegeben wird. Das Diclofenac-
Glucuronid Konjugat kann im Darm durch bakterielle Aktivitdt gespalten werden, und das nun

freie Diclofenac kann wieder zuriick in die Leber gelangen (enterohepatischer Zyklus).
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In der vorliegenden Studie wurden toxikologische Effekte von, in Oberflichengewéssern
auftretenden Diclofenac-Konzentrationen auf eine einheimische Salmoniden-Art unter
Anwendung eines Durchflusssystems untersucht. Hierbei wurden Bachforellen (ber einen
Zeitraum von 21 Tagen unter stdndiger Substanzerneuerung exponiert. Dadurch konnte ein
kontinuierlicher Eintrag, wie er im Falle von Kléranlagenabwasser stattfindet, nachempfunden
werden. Die Forellen wurden nach 7, 14 und 21 Tagen auf Veranderungen in den grundlegenden
Blutparametern Hamatokrit und Leukokrit, sowie auf Auswirkungen auf die Serum Lysozym
Aktivitat, die der Abwehr von bakteriellen Infektionen dient, untersucht. Nach 21 Tagen wurden
dartiber hinaus Kieme, Leber, Milz, Kopfniere, Restniere und Darm auf histopathologische
Veranderungen untersucht. Immunhistologie mit spezifischen Antikérpern machte in diesem
Zusammenhang den Nachweis verschiedener Leukozyten-Populationen in diesen Geweben

maoglich.

10
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2. Material und Methoden

2.1.Aufnahme und Verteilung von Diclofenac

Diese Versuche wurden im Zwischenbericht 2003 an die Projekttragerschaft und im Statusseminar
detailliert beschrieben. Im vorliegenden Abschlussbericht sollen sie nur der Vollstandigkeit halber
erwahnt und kurz beschrieben werden.

Fur die Methodenentwicklung wurde Bachforellen zuerst 0,949 mg Diclofenac/ml intraperitoneal
gespritzt. Nach 4 und 20 Stunden (1. Versuch) bzw. 0,5 bis 3 Stunden (2. Versuch) wurden die
Fische getotet und Organe (Leber, Niere, Muskel, Kieme, Blut, Serum) entnommen und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Ebenso wurden aus den Aquarien Wasserproben entnommen. Nachdem die
Analytik von Diclofenac mit GC-MS an der Universitat Stuttgart anhand dieser Versuche etabliert
war, wurden Expositionsversuche im Durchflusssystem durchgefihrt. Hierflr wurden Bachforellen
(Salmo trutta f. fario) mit 1 und 10 ug/l Diclofenac fur 14 Tage exponiert. In der 28tagigen
Clearance Phase wurden die Fische beprobt und die Organe in flussigem Stickstoff eingefroren.
Ausserdem wurden Wasserproben genommen. Die Diclofenac Analytik erfolgte nach der Extraktion,
Anreicherung (Anreicherung nur fiir Blut, Serum, Wasser) und Derivatisierung von Diclofenac mit
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) als Diclofenac-Methylester quantitativ im GC-MS.

2.2.Verteilungskinetik von i.p.-injiziertem **C-Diclofenac

Da die GC-MS Analytik von Diclofenac in den Expositionsversuchen nicht die gewinschte
Sensitivitat erbracht hatte, wurden Versuche mit **C-markiertem Diclofenac durchgefiihrt. Etwa
1 Jahr alten Bachforellen (S. trutta f. fario, Fischzucht Peter Stérk, Wagenhausen/ Bad Saulgau)
wurde intraperitoneal (i.p.) je 6,2 pg **C-markiertes Diclofenac-Natriumsalz (freundlicherweise
von Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz zur Verfugung gestellt), mit einer Aktivitat von 70,5
kBq, injiziert (injiziertes Volumen 0,5 ml). Je 3 Fische wurden flr 45 min, 3, 6, 12, 24 oder 36 h
einzeln in Aquarien gehalten. Zur Erfassung der ausgeschiedenen Radioaktivitdt wurden in
regelméBigen Abstanden Wasserproben entnommen. Nach Ablauf der jeweiligen Expositionszeit
wurden 30 ul Blut, die Galle, sowie Stiicke von Leber, Milz, Niere (getrennt in Kopfniere und
Restniere), Magen, Pylorus, Darm, Kieme und Muskel in SzintillationsgefalRe uberfuhrt,
gewogen (Frischgewicht zw. 100 und 300 mg) und fur 48 h mit 1 ml NCS-II Tissue Solubilizer
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) inkubiert. Nach Verdau der Proben und Zugabe
von Essigséure und Szintillationscocktail fir organische Proben (BCS-NA counting scintillant,
Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) wurde die **C-Aktivitat im Szintillationszahler (LS

11
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6500 multi-purpose scintillation counter, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) als Zerfall pro
Minute (dpm) gemessen. Die *C-Aktivitat in Becquerel wurde ermittelt durch Division der dpm-
Werte mit dem Faktor 60. Fur die Berechnung der Wiederfindungsrate in Blut und Muskel
wurde angenommen, dass eine durchschnittliche Forelle 3,5 ml Blut / 100 g Korpergewicht
enthalt (Itazawa et al., 1983; Tort et al.,, 1991) und die Muskelmasse etwa 60 % des

Korpergewichts ausmacht. Der gesamte Kinetik-Versuch wurde einmal wiederholt.

2.3.Metabolismus von i.p.-injiziertem *C-Diclofenac

Zum Nachweis einer Phase Il-Konjugation von Diclofenac wurden Galleproben in einer
Dinnschichtchromatographie analysiert, was die Untersuchung der Laufeigenschaften des in der
Galle enthaltenen **C-Diclofenac erméglichte. Zwei Bachforellen (Alter ca. 1 Jahr) wurde
jeweils 6,15 g (70.45 kBq) **C-Diclofenac in 0,9 % Saline i.p. injiziert (injiziertes Volumen 0,5
ml). Nach 6 h wurde den Fischen die Galle entnommen, die schockgefroren und bis zur weiteren
Analyse bei -80°C aufbewahrt wurde. Die folgenden Proben wurden auf eine
Dinnschichtchromatographie (DC) Aluminium Platte mit Silica Gel 60 Fzsq (Merck KGaA,
Darmstadt) aufgetragen: 1) Galle einer unbehandelten Forelle als Negativkontrolle 2) mit 40 kBq
YC-Diclofenac-Stammldsung versetzte Galle einer unbehandelten Forellen 3) Galle einer **C-
Diclofenac behandelten Forelle 4) *C-Diclofenac Stammlésung (40 kBq), 5) Galle einer **C-
Diclofenac behandelten Forelle, nach Inkubation der Gallenprobe mit 25 Units B-Glucuronidase
(aus E. coli, Sigma, Steinheim) fir 1 h. Die Chromatographie wurde in einer pra-equilibrierten
DC-Kammer mit einer Mischung aus Dichlormethan, Methanol (8,5 : 1,4 Anteile) und 0.25 %
Ammoniak durchgefiihrt. Nach 1 h 30 min wurde die DC-Platte getrocknet und ftir 60 h auf einer
Phosphor Imager Platte inkubiert, gefolgt von der Detektion der **C-Aktivitat in einem Phosphor

Imager.

2.4.Diclofenac Konjugate in Galle: LC-MS Analyse

Zur weiteren Identifikation moglicher Diclofenac-Konjugate in der Galle, wurden
Expositionsanalysen im Durchfluss mit anschliessender LC-MS Analytik durchgefihrt. Die
Exposition erfolgte wie unter 2.5.1. beschrieben, wobei fur diesen Versuch nur Gallenproben der
Tiere der 50 ug/l Gruppe verwendet wurden. Gallen von drei Forellen wurden gepoolt, in 50%
Methanol gevortext und abzentrifugiert. Liquid chromatography-tandem triple quadrupole mass
spectrometry (LC-MS) wurde an einem Alliance HT model 2695 LC System (Waters Corp.) mit
Micromass QUATTRO micro mass spectrometry System (Micromass, Manchester, UK) und
MassLynx NT Version 4.0 Software durchgefuhrt. Als mobile Phase A wurde 99,9% Wasser und
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0,1 % Ameisensaure, als mobile Phase B 99,9% Acetonitril und 0,1% Ameisensdure verwendet.
Nach einer Injektion von 10 ul auf eine Tandem gekoppelte NovoGrom C18 Saule (40x1 mm;
1,5 um) (Grom Chromatography GmbH) wurde mit 40 pl/min eluiert. Das Eluent wurde mittels
electrospray ionization (ESI) analysiert (Flussrate 40 pl/min, 2,8 kV). Die Blocktemperatur
betrug 150°C, die Desolvationstemperatur 220°C; Desolvationsgas: 300 I/h. Stickstoff wurde als
Vernebelungs- und Trocknungsgas verwendet. Kalibration erfolgte (ber eine waéssrige

Casiumiodid Losung.
2.5.Durchflussexposition von Bachforellen mit Diclofenac

2.5.1. Versuchsaufbau

Etwa 1 % Jahre alte Bachforellen (S. trutta f. fario, Fischzucht Peter Stork, Wagenhausen/ Bad
Saulgau) wurden in Bodenseewasser zu Gruppen von 36 Fischen in 360 L Aquarien gehalten.
Nach einer Eingewohnungsphase von 13 Tagen wurden die Fische in einem Durchflusssystem
fir 21 Tage 0,5, 5 bzw. 50 pg/L Diclofenac-Natriumsalz (Sigma, Steinheim) ausgesetzt. Eine
Flussrate von 32 L/h ermdglichte dabei einen kompletten Wasseraustausch innerhalb von ca. 48
h. Zur Uberprifung der nominalen Diclofenac-Konzentration in den Expositionsaquarien wurden
taglich Wasserproben entnommen und bis zur Analyse mittels Diclofenac-ELISA bei -20°C
aufbewahrt. Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden je 12 Fische pro Expositionsgruppe beprobt. Den
Fischen wurde Blut aus der Caudalvene entnommen, das zur Bestimmung des Hamatokrit und
Leukokrit und fir Serumproben verwendet wurde. Dartber hinaus wurde Gewicht und
Korperlange der Fische protokolliert und anschlieBend zur Ermittlung des condition factors
verwendet. Nach 21 Tagen Expositionszeit wurden zuséatzlich zu den Blutparametern Proben von
Kieme, Kopfniere, Restniere, Darm, Leber und Milz fir histopathologische Untersuchungen und
immunhistologischen Nachweis verschiedener Leukozytenpopulationen in den Geweben

entnommen.

2.5.2. Analyse von Diclofenac in Wasserproben mittels ELISA

Der ELISA zum Nachweis von Diclofenac in Wasserproben folgte der Beschreibung von Deng
et al. (2003). Diclofenac-spezifische Antikdrper und Diclofenac-Schwein Thyroglobulin (TG)-
Konjugat (coating antigen) wurden freundlicherweise von Dr. Dietmar Knopp, Technische
Universitat Miinchen, zur Verfugung gestellt. Alle Wasserproben wurden in drei unabh&ngigen
ELISA-Durchlaufen getestet. 96 well-Mikrotiter-Platten fur ELISA (Nunc Maxisorp, Invitrogen,
Karlsruhe) wurden ber Nacht bei 4°C mit 20 ng/mL Diclofenac-TG coating Antigen in 0,05 M
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Natrium-Carbonat Puffer (pH 9,6) inkubiert und anschlieBend 3x mit Waschpuffer (0.01 M
phosphate balanced salt solution (PBS, pH 7,4), 0,1% Tween 20) gewaschen. Nach dem Blocken
der ELISA-Platten mit 1% Casein in PBS (Sigma, Steinheim) flr 1h bei RT und einem weiteren
Waschzyklus, wurde mit je 100 pL/well Diclofenac-Standard (Diclofenac Stammldsung: 0,5 g/L
Diclofenac in Methanol, seriell verdinnt in MilliQ-Wasser zu Konzentrationen von 0,01 — 10
ug/L) oder Wasserproben, gefolgt von 100 uL/well Kaninchen anti-Diclofenac Serum (1: 20.000
in PBS) auf einem Schittler fur 1 h bei RT inkubiert. Nach 3x Waschen wurde fir 1h bei RT mit
sekundaren Antikorper Ziege anti-Kaninchen IgG-Peroxidase (Dako, Verdinnung in PBS
1:1000) inkubiert. Nach einem weiteren Waschzyklus wurde mit je 200 pL/well
Tetramethylbenzonate (TMB liquid substrate, ready-to-use, Sigma, Steinheim) fiir ca. 20 min auf
einem Schittler inkubiert und die Reaktion anschlieBend mit 100 pL/well 1 M Schwefelsdure
abgestoppt. Die Farbreaktion wurde bei 450 nm in einem Plattenmessgerat (Reader 340 ATTC,
SLT Labinstruments, Grodig, Osterreich) ermittelt.

2.5.3. Blutparameter

Zur Bestimmung des Hamatokrit und Leukokrit wurden Heparin-beschichtete Mikrokapillaren
(VWR International, Bruchsal) mit Blut beflllt, verschlossen und bei 12000 rpm, fir 5 min in
einer Biofuge haemo mit einem speziellen Hamatokrit-Rotor (Heraeus/Kendro Laboratory
Products, Hanau) zentrifugiert. Hamatokrit und Leukokrit wurden mit Hilfe einer Hamatokrit-
Harfe (Heraeus/Kendro Laboratory Products, Hanau) in Prozent des in die Kapillare gefillten

Blutvolumens abgelesen.

2.5.4. Serum Lysozym Aktivitat

Die Absorption von 950 ul einer Micrococcus lysodeikticus-Losung (Sigma, Steinheim) (0,5
mg/ml in 0,05 M Natrium-Phosphat Puffer, pH 6,2) wurde in einem Photometer gemessen. Nach
Zugabe von 50 pl Serum wurde die Abnahme der Absorption, die aus der Lyse von M.
lysodeikticus resultiert, Uber eine Zeitraum von 4 % min gemessen. Die Lysozym Aktivitat

wurde als Abnahme der optischen Dichte pro min angegeben.

2.5.5. Histologie

Organproben wurden zunéchst fur 3 h auf einem Schiittler in 4 % Paraformaldehyd (Extra pure,
Sigma-Aldrich, Seelze) in Phosphat-Puffer nach Sérensen (0,1 M Kalium-Dihydrogen-Phosphat
und 0,1 M Di-Natriumhydrogen-Phosphat, gemischt im Verhéltnis 3 : 7; pH 7,3) fixiert. Danach
wurde das Fixans gewechselt und die Proben (iber Nacht bei 4°C weiterfixiert, gefolgt von einem
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weiteren Wechsel des Fixans. Die Proben wurden bis zur Paraffineinbettung bei 4°C aufbewahrt.
Paraffineinbettung folgte einer Standardmethode. Serielle Schnitte mit einer Dicke von 4 pum
wurden auf Objekttrager aufgebracht, tber Nacht bei 50 °C getrocknet und bis zur weiteren
Verwendung bei Raumtemperatur aufbewahrt. Entparaffinisierung und Rehydrierung der
Paraffinschnitte erfolgte nach der folgenden Prozedur: 2 x 5 min in Rotihistol (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe), 2 x 3 min in 100% n-Propanol, jeweils 3 min in 96, 80, 70 und 50% n-Propanol,
gefolgt von einer kurzen Inkubation in MilliQ-Wasser. Ein Set der Schnitte wurde nach
Standardprozedur mit Hamatoxylin/Eosin geféarbt und mit Hilfe eines Zeiss Axiolab Mikroskops
(Carl Zeiss, Hallbergmoos) auf histopathologische Veranderungen untersucht.

2.5.6. Immunhistologischer Nachweis einzelner Leukozyten-Populationen
in Organproben

Demaskieren der entparaffinisierten und rehydrierten Schnitte wurde mit einer 1 : 1,7 Mischung
von 0,01 M Zitratpuffer und 0,2 M Natrium-Dihydrogen-Phosphat Puffer fir 20 min bei 120°C
durchgefihrt. Nach Abkulhlen auf RT wurden die Schnitte zweimal in PBS gewaschen und mit
Starting Block™ (TBS) Blocking Puffer (Pierce, Rockford, USA) fiir 30 min bei RT geblockt.
Nach 3x Waschen wurden die Schnitte mit verschiedenen priméaren monoklonalen Antikérpern,
verdinnt in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, fir 1h bei RT inkubiert. Zum
immunhistologischen Nachweis von Leukozyten-Populationen in den Geweben wurden
monoklonale Antikorper verwendet, die spezifisch an verschiedene Leukozyten-Populationen
von Regenbogenforellen binden (Tabelle 2). Nach weiterem Waschen wurde fur 1h bei RT mit
Fluoreszenz-markiertem Sekundar-Antikoérper (Ziege anti-Maus 1gG/IgM-Alexa Fluor 488,
MoBiTec, Gottingen) inkubiert, gefolgt von 3x Waschen, Eindeckeln der Schnitte mit 10%
Glycerin und 2,5% 1,4-diazobicyclooctan (Dabco) (Sigma, Steinheim) in PBS und Untersuchung
auf spezifische Fluoreszenz-Farbung mit Hilfe eines LSM 510 konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (Carl Zeiss, Hallbergmoos). Die Schnitte wurden im konfokalen Modus mit einem
40x Olimmersions-Objektiv gescannt. Die 488 nm Linie eines Argonlasers wurde fiir Alexa 488
Anregung verwendet. Die Fluoreszenz-Emission wurde bei 525 nm detektiert unter Verwendung
eines Hauptstrahlenteilers bei 488/543 nm in Kombination mit einem zweiten Strahlenteiler bei
545 nm und einem Emissionsfilter bei 503-530 nm. Das konfokale Laser Scanning Mikroskop
wurde an jedem Untersuchungstag mit Hilfe der jeweiligen Konjugat-Kontrolle abgestimmt, so
dass keine unspezifische Hintergrundfluoreszenz verblieb und die Fluoreszenz-markierten

Schnitte wurden daraufhin unter den gleichen Bedingungen, wie fur die Konjugat-Kontrolle
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eingestellt, gescannt. Die erhaltenen Scans wurden unter Verwendung der LSM 510/2.1
Software (Carl Zeiss, Hallbergmoos) analysiert. Pro Expositionsgruppe wurden Organproben
von mindestens 4 Fischen untersucht. Unterschiede in der Grun/Rot-Intensitat der Gewebe-
Autofluoreszenz zwischen verschiedenen Proben sind auf Variationen in der Einstellung des

Fluoreszenz-Scanners an verschiedenen Untersuchungstagen zuriickzufuhren.

Tabelle 2: Fir die Immunhistologie verwendete monoklonale Antikérper

Ot?:rl;rél?:ﬂglnargngﬂier Primarer Antikorper Referenz
MHC II 1E7 (Stachowski et al., 2004)
Granulozyten Q4E (Kuroda et al., 2000)
Thrombozyten mADb22 (Kollner et al., 2004)

2.6.Inhibierung der Cyclooxygenase in Makrophagen

Zum Nachweis der Inhibierung der Cyclooxygenase durch Diclofenac wurden Makrophagen aus
der Kopfniere von Bachforellen mittels einer Percoll-Gradienten-Zentrifugation isoliert
(Secombes, 1990). Die Zellen wurden in 24 Well-Zellkulturplatten ausgesat (1 x 10° Zellen/well
in 500 pl Medium) und ca. 4 h bei 18°C stehen gelassen. Nach Inkubation der Makrophagen mit
5 pg/ml LPS (E. coli Serotyp 0111:B4, Sigma, Steinheim) fur 12 h, wurden die Zellen fir 30
min mit 10-100 uM Diclofenac vorbehandelt und anschlieBend mit 10 uM Calcium-lonophor
A23187 fur 20 min inkubiert. Als MaR fir die COX-Aktivitat wurden die Zellkulturiberstande
mit Hilfe eines Enzymimmunassay (EIA) auf Prostaglandin E,-Gehalt untersucht (Biotrak EIA,
Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK).

2.7.Statistik

Statistische Analyse der Daten wurde mit SAS JMP Version 4.0.4 (SAS Institute Inc.,
Heidelberg) und GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgefihrt.
Im Falle von Homogenitét der Varianzen und Normalverteilung der Daten, wurde mit Hilfe von
one-way ANOVA mit Dunnett’s post test gegen die in Bodenseewasser gehaltene
Kontrollgruppe auf Signifikanz der beobachteten Unterschiede getestet. Semi-quantitative Daten
aus der Histopathologie wurden mit Kruskal-Wallis nicht-parametrischem ANOVA mit Dunn’s

multiple comparison test als post test getestet.
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3. Ergebnisse

3.1.Aufnahme und Verteilung von Diclofenac

Diese Versuche wurden im Zwischenbericht 2003 an die Projekttragerschaft und im Statusseminar
detailliert beschrieben und diskutiert. Im vorliegenden Abschlussbericht sollen sie nur der
Vollstandigkeit halber erwahnt und kurz diskutiert werden.

Die Ergebnisse der Spritzversuche mit 0,949 mg/ml Diclofenac i.p. zeigten, dass eine relativ schnelle
Verteilung des Wirkstoffs im Fisch erfolgt. Bereits nach vier Stunden ist Diclofenac in allen
untersuchten Organen zu finden. Die hochsten Konzentrationen wurden im Serum (11 ug/g
Frischgewicht (FG)) und in der Leber (7-10 pg/g FG) festgestellt. Auch die Kopfnieren enthielten
mit 5,3-6,4 pg/g FG relativ viel Diclofenac. Die Kiemen und Muskeln wiesen bereits deutlich
geringere Gehalte von 1,4-2 ug/g FG bzw. 0,41-1,1 pg/g FG auf. Es zeigt sich in den Ergebnissen,
dass Diclofenac relativ schnell metabolisiert und eliminiert wird, da die Konzentrationen in allen
beprobten Organen nach 20 Stunden bereits deutlich abnahmen. Ein Diclofenac-Gehalt von 7,4 pg/l
Aquariumwasser deutet ebenfalls auf eine Ausscheidung hin. Die Mengen an Wirkstoff 20 Stunden
nach der Behandlung waren wie folgt: Leber 1,9-4,5 pg/g FG, Serum 1,3 pg/g FG, Kopfniere 0,4-2,7
ug/g FG, Kieme 0,12-0,65, Muskel <0,15-0,26 pg/g FG. Die Matrizes der Kontrollfische wiesen
allesamt Gehalte <0,4 pg/g FG auf.

Bachforellen, welche Uber das Umgebungswasser im Durchflussversuch mit 1 und 10 g/l
Diclofenac exponiert waren, zeigten nach 14 Tagen Exposition signifikant erhohte Kopf- und
Restnierengewichte, sowie einen erhohten hepatosomatischen Index. Wahrend des
Expositionsversuches lag die Mortalitatsrate bei knapp 25% in beiden Dosisgruppen, wobei die
Mortalitat vorwiegend in der zweiten Halfte der Expositionsphase und zu Beginn der Clearance
Phase auftrat.

Die analysierten Proben der Fischmatrizes aus dem Versuch mit 10 pg Diclofenac/I
Expositionskonzentration wiesen allesamt Diclofenac-Gehalte unter der Bestimmungsgrenze (BG),
zum groBten Teil unterhalb der Nachweisgrenze auf. Lediglich in einer Leberprobe, entnommen am
1. Tag der Clearance Phase (t1), sowie in der Mischprobe der restlichen Leberproben von t1, waren
Diclofenac-Gehalte von 0,057 und 0,042 pg/g Trockengewicht (TG) nachweisbar (BG = 0,1 und
0,05 ng/g TG.
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3.2. Verteilungskinetik von i.p.-injiziertem **C-Diclofenac

Die Versuche zur Verteilungskinetik von **C-Diclofenac wurden an jeweils 3 Forellen zweimal
durchgefiihrt. Aufgrund der hohen individuellen Schwankungen der Messwerte werden in Abb. 2
nur die Mittelwerte und keine Standardfehler gezeigt; es wird auch auf eine statistische
Auswertung verzichtet und die Daten rein deskriptiv beschrieben. Beide Versuche zeigten
vergleichbare Verteilungskinetiken, aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden im vorliegenden
Bericht nur die Daten eines der Versuche gezeigt.

Die Daten zeigen, dass der Uberwiegende Teil des injizierten **C-Diclofenac von den
Bachforellen in das umgebende Wasser abgegeben wurde. Uber eine Expositionsdauer von 36 h
wurde von den einzelnen Fischen zwischen 25 und 60 kBq freigesetzt, wobei nicht klar ist auf
welchem Weg (uber Urin, Darmausscheidung oder Kieme) das Diclofenac freigesetzt wurde
(Abb. 2c). Innerhalb der ersten 6 h kam es in der Gallenblase zu einer Anreicherung von **C-
Diclofenac (Abb. 2b). Im weiteren Verlauf (zwischen 6 und 24 h) wurde Diclofenac mit der
Galle in den Pylorus abgegeben, von wo es in den Darm gelangte. In Folge (zwischen 24 und 36
h) zeigte sich eine Abnahme der Diclofenac-Konzentration in Pylorus und Darm, die mit einer
erneuten Prasenz von **C-Aktivitat (Diclofenac) in der Gallenblase einherging. Im Zeitraum
zwischen 6 und 24 h nach Injektion war darlber hinaus eine gesteigerte Ausscheidung von

Diclofenac aus dem Organismus zu beobachten, die nach 24 h abflachte.
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Abbildung 2: a) und b) Verteilungskinetik von 'C-Diclofenac in
Organproben, angegeben in Prozent der gesamten im Organismus
wiedergefundenen Radioaktivitat. Gezeigt sind die Mittelwerte von 3
Fischen aus einem der zwei Versuchsreplikate.

c¢) In das Wasser ausgeschiedene Radioaktivitat im Verlauf von 36 h nach
i.p.-Injektion mit "*C-Diclofenac.
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3.3.Metabolismus von i.p.-injiziertem *C-Diclofenac

Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie konnte gezeigt werden, dass **C-Diclofenac in der
Galle in konjugierter Form vorliegt, was zu einer Verminderung der Laufeigenschaften des
Diclofenac fuhrte (Abb. 3). Zugabe von B-Glucuronidase zu einer Galleprobe ergab einen
Hinweis auf eine Glucuronidierung von Diclofenac im Laufe der Phase Il Metabolisierung, da
die Bande des konjugierten **C-Diclofenac mit verminderten Laufeigenschaften nach

Glucuronidase-Behandlung verschwand (Abb. 3e).

Abb. 3: Dunnschichtchromato-

graphie zum Nachweis von

konjugiertem Diclofenac in

Galleproben. a) Kontroll-Galle einer

. unbehandelten Forelle, b) Galle einer

' unbehandelten Forelle versetzt mit

40kBq '*C-Diclofenac Stammlésung,

c) Galle einer “C-behandelten (i.p.-

‘ | injizierten) Forelle, d) "C-Diclofenac-

Standard, e) Galle einer ™C-

a b c d e injizierten Forelle nach Inkubation mit
B-Glucuronidase.

3.4.Diclofenac Konjugate in Galle: LC-MS Analyse

Die Spektren der LC-MS Analyse der Galleproben sind in der Auswertung und werden derzeit noch
diskutiert. Das Manuskript zu diesen Ergebnissen ist in Vorbereitung und wird der
Projekttragerschaft nach Annahme zur Verfugung gestellt (s. 6. Kongressbeitrdge und
Publikationen).

3.5.Durchflussexposition von Bachforellen mit Diclofenac

3.5.1. ELISA  Analyse der Diclofenac-Konzentrationen in den
Expositionsaquarien

Die ELISA Analyse der taglichen Wasserproben zeigte tatsdchliche mittlere Diclofenac-

Konzentrationen (+ Standardabweichung) in den Expositionsaquarien von 1,15 + 0,37, 6,63 +

1,08 und 63,05 + 5,61 pg/L fir die nominalen Konzentrationen von 0,5, 5 und 50 pg/L. Die
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Diclofenac-Konzentration in den Bodensee-Wasserproben aus dem Referenzaquarium lagen

unter dem flr den ELISA angegebenen Detektionslimit von 20 ng/L (Deng et al., 2003).

3.5.2. Hamatokrit und Leukokrit

Bachforellen zeigten nach 7 Tage Exposition mit den nominalen Diclofenac-Konzentrationen
von 0,5 und 50 pg/L, sowie nach 14 Tagen Exposition mit allen 3 Konzentrationen signifikant
verminderte Hamatokrit-Werte (Abb. 4). Nach 21 Tagen zeigten Diclofenac-exponierte Fische
keine signifikant niedrigeren Hamatokrit-Werte mehr im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Allerdings waren die Hamatokrit-Werte der nach 21 Tagen beprobten Kontrolltiere ebenfalls
niedriger als die Werte der nach 7 und 14 Tagen beprobten Kontrolltiere, wobei dieser Effekt
nicht statistisch signifikant war. Exposition mit Diclofenac hatte keine Auswirkungen auf die
Leukokrit-Werte in Bachforellen, mit Ausnahme der mit 0,5 pug/L Diclofenac exponierten Fisch,
die nach 14 Tagen gegenuber den Kontrolltieren statistisch signifikant verminderte Leukokrit-
Werte zeigten (Abb. 5).

3.5.3. Serum Lysozym Aktivitat

Diclofenac flhrte nicht zu einem eindeutigen Effekt auf die Serum Lysozym Aktivitat in den
exponierten Bachforellen. Die Exposition mit 0,5 pg/L Diclofenac fur 7 Tage fihrte zu einer
signifikant niedrigeren Lysozym Aktivitat wahrend Exposition mit 5 pug/L Diclofenac zu einer
Stimulierung der Serum Lysozym Aktivitat nach 14 und 21 Tagen fihrte; allerdings war diese
nur nach 21 Tagen statistisch signifikant. Diese Unterschiede werden aufgrund einer fehlenden

Dosis-Wirkungs- sowie Dosis-Zeit-Kurve nicht als biologisch relevant gewertet (Abb. 6).
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Hamatokrit
[% des Blutvolumens]

Leukokrit
[% des Blutvolumens]

Serum Lysozym-Aktivitat

[Abnahme der OD]

35 T

0.020 +

0.015 A

0.010 A

0.005 A

Kontrolle

Kontrolle

@7 Tage
014 Tage
B 21 Tage

0.000 -

Kontrolle

0,5 ug D/L

@7 Tage
014 Tage

W21 Tage

*

0,5 ug DL

0,5 ug D/L

5 ug D/L

5 pg DIL

5 ug D/L

@7 Tage
014 Tage
W21 Tage

50 ug D/L

50 pg DIL

50 ug D/L

Abb. 4: Hamatokrit in Prozent
des gesamten Blutvolumens
nach Exposition mit 0,5; 5 oder
50 ug/L Diclofenac fir 7, 14 und
21 Tage.

Gezeigt sind Mittelwerte mit 95%
Konfidenzintervall (Cl). Daten
wurden mit one-way ANOVA mit
Dunnett’s post test getestet. N 2
11; *p < 0,05.

Abb. 5: Leukokrit in Prozent des
gesamten Blutvolumens nach
Exposition mit 0,5; 5 oder 50
pg/L Diclofenac fur 7, 14 und 21
Tage.

Gezeigt sind Mittelwerte mit 95%
Cl. Daten wurden mit one-way
ANOVA mit Dunnett’s post test
getestet. N =2 11; *p < 0,05.

Abb. 6: Serum Lysozym-
Aktivitat, gemessen als
Abnahme der optischen Dichte
(OD) einer M. lysodeiktikus-
Ldsung, nach Exposition mit 0,5;
5 oder 50 pg/L Diclofenac fir 7,
14 und 21 Tagen.

Gezeigt sind Mittelwerte mit 95%
Cl. Daten wurden mit one-way
ANOVA mit Dunnett’s post test
getestet. N =2 11; *p < 0,05.
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3.5.4. Histopathologische Veranderungen in Kieme, Restniere und Leber

Exposition mit Diclofenac Uber einen Zeitraum von 21 Tagen fihrte in allen Expositionsgruppen
zu einer milden bis moderaten Degeneration von Pillarzellen der sekundédren Kiemenlamellen
(Telangiectasis) (Tabelle 3). Exposition mit 50 pg/L Diclofenac fiihrte weiter zu einem
signifikant erhohten Auftreten keulenartiger Verdickungen der sekundaren Kiemenlamellen.
Dartiber hinaus konnten einige Falle von Hyperplasie der Epithelialzellen, verdickten
Lamellenspitzen und Fusion der sekundédren Lamellen beobachtet werden. Die am hdaufigsten
auftretende histopathologische Veranderung in der Restniere war ein verstarktes Auftreten von
interstitiellen Hyalintropfchen (in milder Ausprédgung) in allen mit Diclofenac exponierten
Gruppen (Tabelle 4). Interstitielle proteindse Flussigkeitseinlagerungen (milde bis moderate
Auspragung) und eine milde tubuldre Nekrose konnte regelméfig in Fischen beobachtet werden,
die den hoheren Diclofenac-Konzentrationen ausgesetzt waren. Einige Fische zeigten dartber
hinaus proteindse Zylinder in den Tubuli, sowie intratubuldre und intravasculdre proteindse
Leber

exponierter Forellen umfassten Monozyten-Infiltration /-Ansammlungen, am deutlichsten

Flussigkeitsablagerungen. Histopathologische Veranderungen in der Diclofenac-
sichtbar in den mit 5 pg/L Diclofenac exponierten Fischen, sowie Erweiterung der Sinusoide,
diffuses Zytoplasma und fokale Nekrose (Tabelle 5). Dariiber hinaus wurden einzelne Falle von
interstitiellen proteindsen Fllssigkeitseinlagerungen, Stellen mit erhohter Basophilie und

schutteres Zytoplasma beobachtet.

Tabelle 3: Histopathologische Effekte von Diclofenac in Kiemen nach Exposition fir 21 Tage.

. . | Hyperplasie | Verdickte | Hyperplasie | Fusion der | Keulenartige
E)lc;ﬁlienac ;esliz;mglec epithelialer | Lamellen- | mukoser sek. Verdickung der
HY Zellen spitzen Zellen Lamellen | Lamellen
Kontrolle | 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6)
0 (1/6)
1 (2/6) 0 (5/6)
0.5 2 (1/6) 1(1/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6)
3 (2/6)
0 (2/4) 0 (2/4) 0 (5/6)
5 3 (2/4) 1(2/4) 1(1/4) 1(1/6) 2 (1/4) 0 (4/4)
0 (2/6) 0 (4/6) 0 (4/6) 0 (2/6)
50 2 (3/6) 1(2/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 1 (1/6) 1 (3/6) o
3 (1/6) 2 (1/6) 2 (1/6)

Einstufung der histopathologischen Effekte: 0 = normal, 1 = mild, 2 = mild - moderat, 3 = moderat, 4 =
schwerwiegend; in Klammern angegeben: Zahl der Forellen, die den genannten Effekt zeigen / Zahl der
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Forellen, die einer histopathologischen Untersuchung unterzogen wurden. Die Daten wurden mit Kruskal-
Wallis nicht-parametrischem ANOVA auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht, ** p < 0.01.

Tabelle 4: Effekte von Diclofenac in der Restniere nach Exposition fur 21 Tage.

Diclofenac Interstitielle | Interstitielle Tubulare Proteindse Intratubuldre | Intravasculare
Hyalin- proteindse . proteindse proteindse
WO | wopfchen | Flussigkeit | N7 Zylinder | Elissigkeit | Flssigkeit
Kontrolle | 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 0 (6/6)
05 =R EICD 0 (6/6) 0@ | 0@) 0 (6/6)
0 (4/6) 0 (3/6) 0 (5/6)
> 1 (2/6) 1(3/6) 0 (6/6) 0 (6/6) 1 (1) 0 (6/6)
0 (1/6)
50 o< EECT B o S LY T B 1T 0 (5/6)
2 (2/6) 1 (1/6) 1 (1/6) 1 (1/6)
2 (2/6) 3 (1/6) 2 (2/6)

Einstufung der histopathologischen Effekte: 0 = normal, 1 = mild, 2 = mild - moderat, 3 = moderat, 4 =
schwerwiegend; in Klammern angegeben: Zahl der Forellen, die den genannten Effekt zeigen / Zahl der
Forellen, die einer histopathologischen Untersuchung unterzogen wurden. Die Daten wurden mit Kruskal-
Wallis nicht-parametrischem ANOVA auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht, * p < 0.05, ** p

<0.01.

Tabelle 5: Effekte von Diclofenac in der Leber nach Exposition fir 21 Tage.

. Monozyten . , Diffuses Stellen Interstitielle .
[chllﬁlienac Infiltration/ ?)Iir;gesr?slgon Zyto- E%kk?:)ie erhéhter proteindse ;C?gttlzrsﬁa
HY Ansammlung plasma Basophilie | Flussigkeit ytop
Kontrolle | 0 (6/6) 0 (6/6) 0(6/6) |0(6/6) |0(6/6) 0 (6/6) 0 (6/6)
0 (4/6)
0 (4/6) 0 (5/6)
0.5 1 (206) 2 (1/6) 0(6/6) |0(6/6) |0 (6/6) 0 (6/6) 1 (26)
0(1/6 0(4/6) |0 (46 0 (5/6
5 1 (2/6) o |0(46) 1y (1/6) 1 (1/6) 0(5/6) | 0(5/6) (79
(2/6) 1(2/6) (1/6) | L6 14 16y | 1(16) 1 (1/6)
2 (3/6) 2 (1/6) | 2 (1/6)
0 (2/6 0 (3/6
i 0 23 /63 0 EZ /6; 0(s/6) |0(3/6) |0(s/6) |0 (506 0 (616)
2 (U6) 2 (16) 2(1/6) |1(3/6) |1(1/6) 1 (1/6)

Einstufung der histopathologischen Effekte: 0 = normal, 1 = mild, 2 = mild - moderat, 3 = moderat, 4 =
schwerwiegend; in Klammern angegeben: Zahl der Forellen, die den genannten Effekt zeigen / Zahl der
Forellen, die einer histopathologischen Untersuchung unterzogen wurden. Die Daten wurden mit Kruskal-
Wallis nicht-parametrischem ANOVA auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht, ** p < 0.01.
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3.5.5. Immunhistologischer Nachweis einzelner Leukozyten-Populationen

in Organproben

Der immunhistologische Nachweis verschiedener Leukozyten-Populationen in der Restniere
zeigte einen deutlichen Anstieg der Granulozytenzahlen im Interstitium zusammen mit einer
erhohten MHC Il Expression in Diclofenac exponierten Forellen, was auf eine
Entzindungsreaktion hindeutet (Abb. 7). Die beobachteten Effekte folgten allerdings keiner
Dosis-Wirkungskurve. Wahrend Exposition mit 0,5 und 5 pg/L Diclofenac zu einer Zunahme
der MHC 11 Expression fihrte, resultierte Exposition mit 50 pg/L in einer Abnahme der MHC I
Expression. In den Fischen, die den niedrigeren Konzentrationen ausgesetzt waren ging die
Zunahme der MHC Il Expression mit einem Verlust der morphologischen Integritét einher.
Verteilung und Anzahl der Thrombozyten im Nierengewebe Diclofenac-exponierter Forellen
waren unverandert im Vergleich mit den Kontrolltieren.

In den primaren Kiemenlamellen von Bachforellen, die 0,5 pug/L Diclofenac ausgesetzt waren
zeigte sich gegenliber den Kontrolltieren eine erhdhte Granulozytenanzahl (Abb. 8). Die
Thrombozytenzahlen und Verteilung dieser Zellpopulation, sowie die MHC I1-Expression in den
Kiemen waren durch die Exposition mit Diclofenac nicht beeinflusst.

In allen anderen untersuchten Geweben, namlich Kopfniere, Milz, Leber und Darm konnten
keine deutlich erkennbaren Verénderung im Auftreten und der Verteilung von Thrombozyten,

Granulozyten und der MHC Il Expression gegentber den Kontrolltieren festgestellt werden.
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Kontrolle 50 pg/L

Abb. 7: Immunhistologischer Nachweis von Granulozyten (a) und Major Histokompatibilitats
Komplex (MHC) Il (b) in Restnierenproben Diclofenac-exponierter Fische. In der ersten Reihe
von a) and b) reprasentieren die gezeigten Bilder den Mittelwert der in den untersuchten
Fischen beobachteten Reaktion. Zwei der vier untersuchten Forellen allerdings wiesen nach
Exposition mit 0,5 pg/L Diclofenac eine starke Granulozytenansammlung in der Niere auf (a)
(zweite Reihe). Exposition mit 0,5 and 5 ug/L Diclofenac fihrte dariiber hinaus zu einem Verlust
der morphologischen Integritdt des Nierengewebes in zwei von vier Forellen je
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Expositionskonzentration, zusammen mit einer starken Zunahme der MHC Il Expression in
einem dieser zwei Fische pro Konzentration. In allen finf Fischen, die nach Exposition mit 50
Mg/L untersucht wurden, war die MHC |l Expression vermindert. Unterschiede in der grin / rot
Intensitat der Gewebe-Autofluoreszenz zwischen verschiedenen Proben, die in den Bilder zu
sehen sind, beruhen auf Variationen in der Einstellung des Fluoreszenz-Scanners zwischen den
unterschiedlichen Untersuchungstagen, an denen samtliche Gerateeinstellungen mit Hilfe der
entsprechenden Negativkontrolle abgeglichen wurden.

Kontrolle 0,5 ug/L 5 ug/L 50 pg/L
Abb. 8: Immunhistologischer Nachweis von Granulozyten in Kiemenproben. Exposition mit
Diclofenac flhrte zu einer Zunahme der Granulozytenzahlen in den primaren Kiemenlamellen,
was am deutlichsten in Forellen der 0,5 ug/L Gruppe zu sehen war.
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3.6.Cyclooxygenase-Inhibierung in Makrophagen

Die Stimulierung von Kopfnieren Makrophagen mit LPS und dem Calcium-lonophor A 23187
(LPS+A23187) flhrte zu einer deutlichen Induktion der Prostaglandin E, (PGE;)-Synthese. Die
Induktion von PGE; konnte durch die Zugabe von 100 nM (31,8 ng/L) Diclofenac signifikant
gehemmt werden (Abb. 9).
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Abb. 9: Prostaglandin E, (PGE;) in Zellkulturiberstanden von Kopfnieren-
Makrophagen nach Stimulierung mit LPS und dem Calcium-lonophor A23187, sowie
Hemmung der PGE,-Synthese duch Diclofenac (Diclo). Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standardabweichung. Daten wurden mit one-way ANOVA mit Dunnett’'s post test
gegen LPS+A23187 (als 100% gesetzt) getestet, n=4, ** p<0,01.

Die PGE,-Synthese nahm weiter ab bei Zugabe von 500 nM und 1 uM Diclofenac, allerdings
konnte mit den verwendeten Testkonzentrationen keine klare Dosis-Wirkungskurve gezeigt
werden. Bei einer Diclofenac-Konzentration von 10 uM war eine komplette Hemmung der
PGE,-Synthese und somit PGE,-Level im Bereich unbehandelter und mit Methanol behandelter
Zellen (Vehikel-Kontrolle) zu beobachten.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse des Expositionsversuchs zeigen, dass Diclofenac in umweltrelevanten
Konzentrationen, im Serum und in Organen von Bachforellen nur in minimalen Konzentrationen
nachweisbar ist. Dies deutet auf einen schnellen Metabolismus und eine hohe Eliminierungsrate
dieses Wirkstoffs hin. Eine hohe Biokonzentration oder gar Akkumulation des Diclofenac ist nicht
nachweisbar, wie es aufgrund der chemischen Struktur und Eigenschaften auch zu erwarten war.
Wenn auch der Wirkstoff nur in minimalen Konzentrationen in den Fischmatrizes zu detektieren ist,
konnte aufgrund des Wirkmechanismus aber nicht davon ausgegangen werden, dass eine

Beeinflussung des Immunsystems der Bachforellen ausbleibt.

Aus diesem Grund und aufgrund der zu wenig sensitiven Analytik mittels GC-MS von
Diclofenac aus Organen der Forellen nach Exposition ber das Umgebungswasser, wurden

Versuche mit **C-Diclofenac sowie weitere Expositionsversuche mit Diclofenac durchgefiihrt.

In den Untersuchungen mit **C-markiertem Diclofenac konnten wir erstmals zeigen, dass
Diclofenac in Bachforellen einem enterohepatischen Zyklus unterliegt und damit l&nger im

Organismus verbleiben kann.

Die toxikologischen Untersuchungen nach Exposition von Bachforellen mit Diclofenac im
Umgebungswasser zeigten, dass Diclofenac bereits in der Grossenordnung der Konzentrationen,
die in Oberflachengewéassern vorkommen, zu einer Verminderung der Hamatokrit-Werte, zu
histopathologischen Veranderungen in Kieme, Restniere und Leber, sowie zu einer Zunahme der
Granulozytenzahlen in Niere und Kieme und erhéhter MHC II-Expression in der Niere fihrt.

Unser Befund, dass Diclofenac in Bachforellen, analog zu Saugetieren einen enterohepatischen
Zyklus durchléuft fiihrt zu der Annahme, dass Diclofenac nicht vollstandig ausgeschieden wird
und im Organismus angereichert werden kann. Diese Annahme wurde auch indirekt durch die
Untersuchungen von Schwaiger et al. (2004) bestétigt, die nach Exposition von Bachforellen fur
28 Tage eine Anreicherung von Diclofenac in verschiedenen Geweben zeigen konnten. Unsere
Annahme, dass Diclofenac in Form eines Glucuronid-Konjugates in die Galle gelangt, konnte
mit Hilfe einer Dunnschichtchromatographie unterstitzt aber nicht zweifelsfrei bewiesen

werden. In Sdugetieren wurde bislang eine Glucuronidierung von Diclofenac beschrieben, die
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allerdings instabil ist und in einer weiteren Reaktion durch Glutathion ersetzt werden kann
(Kretz-Rommel & Boelsterli, 1994; Grillo et al., 2003). Eine Glucuronidierung von Diclofenac
liegt vermutlich auch dem Auftreten eines enterohepatischen Zyklus zugrunde, da im Darm vor
allem Glucuronid-Konjugate durch bakterielle B-Glucuronidasen wieder gespalten werden
konnen, was zu einer Freisetzung des Diclofenac und letztendlich erneuerten Aufnahme in den

Blutkreislauf, Metabolisierung in der Leber und Abgabe in die Galle fihrt.

In unserer Durchfluss-Expositions-Studie zeigten sich Auswirkungen von Diclofenac in einer
Abnahme der Hdmatokrit-Werte in exponierten Bachforellen bereits nach einer Expositionsdauer
von 7 Tagen. Eine Verminderung der Hamatokrit-Werte nach Einnahme von Diclofenac ist
bereits in Patienten beobachtet worden und konnte auch in Ratten-Studien gezeigt werden
(Elliott et al., 1995; Sanchez et al., 2002). Da fiir Prostaglandine unter anderem eine regulierende
Rolle in der Blutbildung beschrieben ist, kdnnen die verminderten Hamatokrit-Werte eventuell
auf eine verminderte Blutbildung zurtickgefuihrt werden. Die vorliegenden Studien lassen keine
Schlisse auf Konsequenzen der niedrigeren Hamatokrit-Werte zu. Denkbar ist allerdings, dass
eine geringere Anzahl von roten Blutkérperchen gemall Hamatokrit, den Sauerstofftransport im
Organismus beeintrachtigt. Fur die Leukokrit-Werte zeigte sich kein dosisabhangiger bzw. tber
die Zeit einheitlich verlaufender Effekt der Diclofenac-Exposition. Bei der, laut Statistik
signifikanten Verminderung der Leukokrit-Werte nach Exposition mit 0,5 pug/L Diclofenac fir
14 Tage handelt es sich vermutlich um einen Fehler 1. Art in der statistischen Auswertung. Eine
sinnvolle Aussage uber Auswirkungen von Diclofenac auf die Leukokrit-Werte exponierter
Fische lasst sich aus den vorliegenden Ergebnissen nicht ableiten.

In Bachforellen, die 5 pg/L Diclofenac ausgesetzt waren, konnte eine tber die Zeit tendentiell
zunehmende Stimulierung der Serum Lysozym Aktivitdt beobachtet werden. Aufgrund einer
fehlenden Dosis bzw. Zeit-Wirkungskurve ist die biologische Relevanz dieser Beobachtung
fraglich, so dass Aussagen lber den Mechanismus, der dem beobachteten Effekt zugrunde liegen
kdnnten, bislang nicht gemacht werden kénnen. Auch sind die Konsequenzen einer Stimulierung
dieser Immunreaktion in Fischen durch anthropogene Substanzen in Gewassern schwer

abschétzbar.

Untersuchungen von Organproben zeigten histopathologische Verdnderungen in Niere, Kieme

und Leber Diclofenac-exponierter Bachforellen. Adverse Effekte von Diclofenac in der Niere
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wurden bereits in verschiedenen Spezies, wie z.B. in Ratten und Geier, sowie in Menschen
beschrieben (Hickey et al., 2001; Oaks et al., 2004). Erste Hinweise auf negative Auswirkungen
von Diclofenac auf Fische wurden bereits von Schwaiger et al. (2004) erbracht, die das Auftreten
von Hyalintropfchen, eine Degeneration von Tubuluszellen und eine interstitielle Nephritis in
Niereproben von Regenforellen (Oncorhynchus mykiss), die iber 28 Tage einer Konzentration
von 5 pg/L ausgesetzt waren, beschreiben. Es wird angenommen, dass die Nephrotoxizitat von
Diclofenac hauptsachlich auf die Inhibierung der Prostaglandin-Synthese und darausfolgende
Verdnderungen in  Prostaglandin-regulierten  Mechanismen, wie z.B. Gefaltonus,
Gefallpermeabilitdt und lonenhaushalt zurickzufiihren ist (Sanchez et al., 2002). In vitro
Untersuchungen zur Prostaglandin E,-Synthese in Kopfniere-Makrophagen zeigten, dass
Diclofenac analog zu seiner Wirkweise in Saugetieren auch in Forellen die Stimulierung der
Cyclooxygenase-Aktivitdt hemmen kann. Dieser Befund deutet darauf hin, dass Diclofenac in
Fischen den gleichen Wirkmechanismus wie bereits in Sdugetieren beschrieben verfolgt und

somit ahnliche Auswirkungen haben kann.

Es ist bekannt, dass die Effekte von NSAIDs auf die Prostaglandin Synthese in Menschen zu
Natriummangel und Hyperkaldamie fuhren konnen. Hickey et al. (2001) nehmen daruber hinaus
an, dass oxidative Schéden und darausfolgende Nekrosen und moglicherweise auch
apoptotischer Zelltod eine wichtige Rolle bei der durch Diclofenac induzierten Nephrotoxizitat
spielen. In der vorliegenden Studie zeigten immunhistologische Untersuchungen das
Vorhandensein einer entzindlichen Reaktion in Nierenproben Diclofenac-exponierter
Bachforellen, die durch eine Zunahme der Granulozytenzahlen und einer erhéhten MHC II
Expression charakterisiert war. Diese Erkenntnis unterstitzt die These, dass den beobachteten
Nierenschadigungen ein entzlndlicher Prozess zugrunde liegt. Unsere Ergebnisse konnen
allerdings keinen Aufschluss tber den Ausldser der Entziindungsreaktion geben, bei dem es sich
sowohl um Proteinaddukte, wie bereits in Sdugetieren beschrieben (Atchison et al., 2000; Hargus

et al., 1995), als auch um oxidativen Stress handeln konnte.

Die histopathologischen Verénderungen in der Leber Diclofenac-exponierter Bachforellen, wie
z.B. die Infiltration von Monozyten, kdnnten ebenfalls auf eine entzlindliche Reaktion hindeuten.
Allerdings konnten in Leberproben keine deutlichen Veranderungen in Leukozytenzahlen oder
MHC Il Expression, die einen Entziindungsprozess charakterisieren konnten, beobachtet werden.

Wie bereits fur die Niere angemerkt, konnen auBerdem keine Aussagen (ber die Ausldser und
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Wirkmechanismen, die den beobachteten Effekten in der Leber zugrunde liegen, getroffen
werden.

Die erhohte Inzidenz von Telangiectasis in Kiemenproben Diclofenac-exponierter Bachforellen,
die in der vorliegenden Studie beobachtet wurde, steht in Einklang mit den Ergebnissen von
Schwaiger et al. (2004) fur Regenbogenforellen (O. mykiss) nach Exposition mit Diclofenac
Konzentrationen im niedrigen pg/L Bereicht. Fur Telangiectasis sind eine Reihe mdglicher
Ausloser bekannt, wie z.B. Parasitenbefall, unzuléngliche Probennahme Techniken und
sublethale Ammonium Intoxikation (Bullock et al., 1994; Goodwin, 1999; Herman & Meade,
1985; Powell et al., 2004; Redner & Stickney, 1979). In der vorliegenden Studie konnte der
Ausloser und zugrunde liegende Mechanismus, der zu der starken Ausprdgung von
Telangiectasis in Diclofenac-exponierten Fischen fuhrte nicht zweifelsfrei festgestellt werden.
Allerdings deutet die hohe Inzidenz von Telangiectasis nach Diclofenac-Exposition, wahrend sie
bei Kontrollfischen nicht auftrat, auf eine wesentliche Rolle von Diclofenac bei der
Manifestation der Telangiectasis in exponierten Fischen hin. Zusatzlich zu den
histopathologischen ~ Veranderungen in den Kiemen, weisen immunhistologische
Untersuchungen auf eine Zunahme der Granulozytenzahlen in primdren Kiemenfilamenten hin,
die sich am deutlichsten in den Fischen der 0,5 pg/L Diclofenac-Gruppe zeigte. Diese
Granulozyten-Infiltration konnte auf das VVorhandensein einer entziindlichen Reaktion hindeuten,
die mit einer Schadigung des GefaRendothels einhergeht. Adverse Effekte von Diclofenac auf
die Kiemen héngen vermutlich mit der Rolle der Prostaglandine in der Regulation des
lonentransportes zusammen. In S&ugetieren sind Prostaglandine als wesentliche Regulatoren des
Blutkreislaufes und der lonenkonzentration in der Niere bekannt. Es liegt daher nahe
anzunehmen, dass in Fischen Prostaglandine eben diese Regulationsmechanismen auch in den
Kiemen Dbeeinflussen, wo Blutzirkulation und lonenregulation essentielle biologische
Mechanismen darstellen. Folglich kdnnten Bachforellen, die chronisch niedrigen Diclofenac-
Konzentrationen ausgesetzt sind, Schéadigungen zeigen, die mit der Inhibierung der COX und

folglich PGE,-Synthese in Verbindung stehen.

Die Tatsache, dass Diclofenac tber Klaranlagenabwasser kontinuierlich in Oberflachengewdsser
eingetragen wird, fhrt zu einer chronischen Exposition aquatischer Lebewesen. Zusammen mit
Untersuchungen von Schwaiger et al. deuten unsere Studien darauf hin, dass Diclofenac schon in
den in der aquatischen Umwelt vorhandenen Konzentrationen Auswirkungen auf verschiedene

Organsysteme in Salmoniden haben kann. Auch wenn die letztendlichen Konsequenzen der
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gefundenen Effekte bislang nicht bekannt sind, ist eine Veranderung physiologischer
Bedingungen, wie z.B. der Hamatokrit-Werte in Nicht-Zielorganismen generell bedenklich. Bei
der Aktivierung von Reaktionen, wie z.B. nicht ziel-gerichtete Aktivierung einer Immunreaktion,
kann grundsétzlich ein erhohter Energiebedarf angenommen werden. Entsprechend kdnnen
Abweichungen von der Homdoostase generell zu einer erhohten Stressanfélligkeit fuhren und

somit die Gesundheit betroffener Tiere gefahrden.

Die Erkenntnis, dass schon die niedrigen, in der Umwelt teilweise auftretenden Diclofenac
Konzentrationen schadlich fiir aquatische Organismen sein konnen, steht im Widerspruch zu den
auf akuten Tests beruhenden Risikoabschédtzungen. Berechnungen von ,predicted environmental
concentration (PEC)’ / ,predicted no observed effect concentration” (PNEC) Quotienten unter
Verwendung von Ergebnissen aus Akut- und subchronischen Toxizitétstests, deuten auf kein
erhohtes Risiko fur die aquatische Umwelt hin, da PEC/PNEC Quotienten den Wert 1 nicht
uberschreiten (Ferrari et al., 2004). In der vorliegenden Studie wurde basierend auf der aktuellen
“Draft Guideline on the Environmental Risk Assessment of Medicinal Products” (EMEA, 2005)
ein PEC von 0,5 pg/L ermittelt, wobei eine maximale therapeutische Dosis von 100 mg
Diclofenac pro Tag angenommen wurde. Die ,no observed effect concentration’ (NOEC) liegt
flr die Monozyten-Infiltration / Anreicherung in der Leber von Bachforellen nach Exposition fur
21 Tage bei 0,5 pg/L Diclofenac, obwohl in dieser Expositionsgruppe bereits in 2 von 6 Forellen
leichte Effekte gesehen wurden. Fur die Berechnung des PNEC wird in der Regel ein
Sicherheitsfaktor (assessment factor, AF) von jeweils 10 fur intra- und interspezies Unterschiede
sowie fir die Extrapolation von Labordaten auf die tatsdchliche Umweltsituation
miteingerechnet. Da die vorliegende Studie nicht als akut sondern eher als subchronisch
eingestuft werden kann, wurde hier allerdings ein AF von 100 gewéhlt, woraus sich ein PNEC
von 0,005 pg/L ergibt. Fir den PEC/PNEC Quotienten ergibt sich folglich ein Wert von 100,
was auf die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen hinweist und eine detailliertere

Risikoabschatzung fur diese Substanz nahe legt.
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