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Samenvatting, conclusies en
aanbevelingen

De laatste jaren zijn bij een groot aantal diersoorten verstoringen van de voortplanting
gevonden die zijn toegeschreven aan de invlioed van bepaal de stoffen in het milieu op
hormoonsystemen. In diverse publicatiesis het vermoeden geuit dat dergelijke stoffen
ook de mens beinvloeden. De Gezondheidsraad heeft in 1997 geconcludeerd dat de juist-
heid van dit vermoeden voor de Nederlandse bevolking niet is aangetoond. In het voorlig-
gende advies beschrijft de Raad — op verzoek van de Minister van VROM — de stand
van de wetenschap inzake de invloed van hormoonontregelende stoffen op de voortplan-
ting van dieren in Nederlandse ecosystemen.

De commissiericht zich primair op stoffen die aangrijpen op de gedachtshormoon-
huishouding. Zij noemt een stof een hormoonontregelaar als deze de voortplanting kan
verstoren. Zijdelings beschouwt zij ook de effecten van stoffen op de schildklierhor-
moonhuishouding, gezien het belang van dit systeem voor de ontwikkeling en de voort-
planting.

Om de betekenis van hormoonontregelaars voor de Nederlandse situatie in kaart te
brengen, heeft de commissie het in ons land verrichte veldonderzoek geinventariseerd.
Daarnaast heeft zij ongeveer tachtig pesticiden en stoffen van industriéle herkomst ge-
classificeerd naar hun hormoonontregel ende potentie in het Nederlandse milieu. Ook de
aanwezigheid en de mogelijke invlioed van een aantal natuurlijke en synthetische hormo-
nen komen aan de orde. Deze stoffen worden door de mens en voora door |landbouw-
huisdieren in aanzienlijke hoeveelheden uitgescheiden.
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In tegenstelling tot hetgeen bekend is over de Situatie bij de mens zijn bij dieren in Neder-
landse ecosystemen wel effecten op de voortplanting aangetoond of aannemelijk. De
meeste onderzoeken hebben betrekking op dieren in aguatische ecosystemen (inclusief
vogels en zoogdieren die hun voedsdl aan die systemen ontlenen); over de gevolgen van
deze stoffen voor op het land levende dieren is ved minder bekend.

Onder de mogelijk met de aanwezigheid van dergdlijke stoffen in het compartiment
water geassocieerde schadelijke effecten neemt zogeheten interseksualiteit een prominen-
te plaats in. Bepaalde dakkensoorten in de kustgebieden van de Noordzee zijn in mindere
of meerdere mate door één enkele stof (tributyltin) aangetast. Onbekend is de doorwer-
king hiervan op populaties van andere soorten die zich in de voedsel keten bevinden, en
op het functioneren van een ecosysteem als geheel. Ook bij vissen zijn ongunstige ver-
schijnselen gevonden die zijn toe te schrijven aan de invloed van hormoonontregelende
stoffen. Het is echter nog onduidelijk om welke stoffen het gaat en op welke schaal zich
effecten voordoen. Blijkens Brits onderzoek is er een associatie tussen interseksuditeit
(die op grote schad bij bepaalde vispopulaties is gevonden) en het voorkomen van ver-
hoogde gehaltes van een bepaald eiwit (vitellogenine) bij mannetjesvissen. Dergdlijke
verhogingen wijzen op een oestrogeen effect, veroorzaakt door in het milieu aanwezige
stoffen. Uit het nog beperkte onderzoek onder vispopulatiesin ons land blijkt dat er in de
Nederlandse estuaria eveneens sprake is van een verhoging.

Bij bepaal de soorten van visetende vogels en (zee)zoogdieren zijn volgens de com-
missie negatieve effecten van DDE, PCB’s en dioxines op de reproductie voldoende aan-
getoond. Door die effecten is de omvang van (plaatselijke) populaties verminderd. \V oor-
al in sedimentatiegebieden van Rijn, Maas en Schelde zijn de milieuconcentraties van ge-
noemde stoffen nog dermate hoog dat voor adaar |evende visetende toppredatoren nog
steeds een ongunstige invlioed op de reproductie en de ontwikkeling te verwachten is.

Van ongeveer tachtig als verdacht beschouwde pesticiden en stoffen van industriéle her-
komst bestempelt de commissie er 34 a's (potentiéle) hormoonontregel aars in Nederland.
Het gaat hier om alkylfenolen, organochloor-, organobroom- en organotinverbindingen,
ftalaten en triazines. Sommige van deze stoffen — bijvoorbeeld de organochloorverbin-
dingen — Zzijn voora in het verleden gebruikt, van andere is de toepassing — en daarmee
de verspreiding in het milieu — van meer recente datum. V oorbeelden van deze laatste
zijn de persistente organobroomverbindingen die a diep in de voedselketen in de oceanen
Zijn doorgedrongen. Voor de meeste stoffen zijn uitd uitend gegevens over zoogdieren be-
schikbaar. Daardoor is voor die stoffen niet nate gaan in hoeverre zij een rol spelen bij
in het water levende dieren.

De commissie merkt ook enkele natuurlijke en synthetische oestrogenen aan als hor-
moonontregel aars. Deze stoffen worden door de mens en voora door landbouwhuisdie-
ren in aanzienlijke hoevee heden uitgescheiden en komen door uitspoeling en viarioolwa-
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terzuiveringsinstallaties in het opperviaktewater terecht. De concentraties van deze zeer
potente hormonen zijn in de grote rivieren, globaal genomen, voldoende hoog voor het te-
weegbrengen van effecten bij aquatische dieren. De commissie wijst erop dat het aanne-
melijk is dat nog hogere concentraties van natuurlijke hormonen voorkomen in het opper-
vlakte water in gebieden met intensieve dierhouderij.

Volgens de commissie zijn er voldoende redenen voor bezorgdheid over de aanwezigheid
van stoffen in voora het aguatische milieu die de gedachtshormoonhuishouding van or-
ganismen kunnen ontregelen en daardoor het voortbestaan van soorten in ecosystemen in
gevaar kunnen brengen. Bij sommige soorten zijn effecten op individuen en populaties
aangetoond of aannemelijk. Gegevens over de gevolgen daarvan voor levensgemeen-
schappen en gehele ecosystemen ontbreken. Aangezien maar zeer weinig gericht onder-
Zoek is gedaan naar die gevolgen, is het goed mogelijk dat hormoonontregeling op een
grotere schaal voorkomt dan blijkt uit deze inventarisatie. Doordat de laatste jaren ved
stoffen zijn onderzocht op hun hormoonontregel ende werking is de lijst van (potentiéle)
hormoonontregel aars sterk gegroeid. Gezien het grote aantal stoffen die de komende ja
ren nog onderzocht gaan worden, ligt het in de rede dat het aantal stoffen dat a's (poten-
tiéle) hormoonontregelaar is aan te merken nog sterk zal toenemen.

Bij het voorgaande moet ook bedacht worden dat Nederland binnen Europa ten aan-
zZien van de aanwezigheid van hormoonontregelaars in het milieu een unieke plaatsin-
neemt. V erschillende Europese rivieren voeren hormoonontregelaars aan naar ons land.
Doordat Nederland een sedimentatiegebied is, blijven juist de persistente stoffen achter
in de waterbodems. Ook kent ons land een zeer intensieve landbouw waarin diverse stof-
fen worden gebruikt die (mogelijk) een hormoonontregel ende werking hebben. De
aanwezigheid van aanzienlijke hoeved heden natuurlijke hormonen a's gevolg van de gro-
te aantallen mensen en vooral landbouwhuisdieren komt daar nog bij.

De commissie beveelt aan om de monitoringsprogramma’ s vooral te richten op het
milieucompartiment water en op mest. Ten aanzien van de natuurlijke hormonen verdie-
nen vooral kleine doten en mest de hoogste prioriteit. Veel aandacht vragen de 34 stoffen
die de commissie heeft geclassificeerd d's (potentiéle) hormoonontregel aars. V oor som-
mige van die stoffen, te weten enkele organochloorverbindingen, is overigens a succes-
vol beleid in uitvoering. Gezien haar constatering dat er weinig veldonderzoek is verricht
naar de effecten van hormoonontregel aars in ecosystemen, pleit de commissie voor uit-
breiding van de dedls al bestaande monitoringsprogramma’s.

De commissie vindt het beschikbare instrumentarium voor monitoring van effecten
op de ged achtshormoonhuishouding bij dieren weliswaar beperkt maar voldoende. Tot
dit instrumentarium behoren ondermeer |eeftijdsopbouw en gedachtsverdeling van popu-
laties, verplaatsing van individuen (van indicatorsoorten), in-vitrotests en chemische mo-
nitoring. Zij beveelt aan om de bestaande monitoringsprogramma’ s uit te breiden met
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sommige van deze technieken. De commissie benadrukt dat er geen beproefde aanpak is.
monitoring vereist een iteratief proces van samenwerking tussen disciplines, waarhij
stapsgewijs moet blijken welke aanpak de meest effectieveis.
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Executive summary

Health Council of the Netherlands: Hormone disruptors in ecosystems. The
Hague: Health Council of the Netherlands. 1999; 1999/13

In recent years effects on reproduction have been identified in alarge number of animal
species and these effects have been attributed to the influence on hormonal systems of
certain substances that are present in the environment. The supposition has been expres-
sed in various publications that such substances also have an impact on human beings.
In 1997 the Health Council of the Netherlands reached the conclusion that this supposi-
tion has not been verified for the Dutch population. In this advisory report, the Health
Council — acting upon the request of the Minister of Housing, Spatial Planning and the
Environment (VROM) — describes the current level of knowledge on the effects of hor-
mone disruptors on animal reproduction in Dutch ecosystems.

The Committee focuses primarily on substances that interfere with the sex-hormone
hormone balance. It calls a given substance a hormone disruptor if it is capable of dis-
turbing reproductive physiology. The Committee also considers the effects of substances
on the thyroid balance, in view of the important role which this system plays in develop-
ment and reproduction.

In order to chart the implications of hormone disruptors for the situation in the
Netherlands, the Committee has conducted an inventory of the field research that has
been carried out in this country. In addition, it has classified around 80 pesticides and
substances of industrial origin according to their hormone-disrupting capacity in the
Dutch environment. The presence and possible effects of a number of natural and syn-
thetic hormones have also been surveyed. These substances are excreted in substantial
guantities by humans and especialy by livestock.
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In contrast to the situation in humans, effects on animal reproduction have definitely
either been demonstrated, or else they are likely, in Dutch ecosystems. The mgjority of
studies relate to animals in aguatic ecosystems (including animals predating in these sys-
tems), with much less being known about the effects of these substances on animals that
live on the land.

Intersexuality is prominent among the (possible) harmful effects that are associated
with the presence of such substances in the water compartment. It is clear, for example,
that certain species of snail which inhabit the coastal areas of the North Sea have, to so-
me extent, been affected by a specific substance (tributyltin). It is not known what im-
pact this has on populations of different species that are present in the food chain, and
thus on the functioning of the ecosystem as a whole. Unfavourable phenomena have also
been identified in fish, which are attributable to the impact of hormone disruptors. What
remains unclear, however, is precisely which substances are involved and the scale of the
effects in question. According to British research, thereis alink between intersexuality,
which has been discovered on alarge scale in certain fish populations, and the occur-
rence of increased levels of a specific protein (vitellogenin) in male fish. Such increases
point to an oestrogenic effect caused by substances that are present in the environment.
Based on research in our country, although as yet limited, it aso appears that an incre-
ase of vitellogenin in male fish is occurring in the Dutch estuaries.

According to the Committee, there is sufficient evidence of the negative effects of
DDE, PCBs and dioxins on reproduction in certain species of fish-eating birds and (ma-
rine) mammals. These effects have — especialy in the past — led to adecrease in (lo-
cal) populations. The environmental concentrations of these substances — especidly in
sedimentation areas of the Rhine, Meuse and Scheldt rivers — are still so high that an
adverse impact on the reproduction and devel opment of resident fish-eating top predators
can still be expected.

The Committee designates 34 of the 80 or so pesticides and substances of industrial ori-
gin in the Netherlands as (potential) hormone disruptors. These are alkylphenals, or-
ganochlorine, organobromine and organotin compounds, phthalates and triazines. Some
of these substances — for example, the organochl orine compounds — have mainly been
used in the past, while in other cases usage — and therefore dispersion in the environ-
ment — is more recent. Examples of the latter category are the persistent organobromine
compounds, which have already penetrated deep into the food-chain in the oceans. For
the majority of substances, data are only available about mammals. For these substances
it is therefore impossible to verify the extent to which xenobiotic substances play arole
in aguatic animals and invertebrates.

The Committee also regards some natural and synthetic oestrogens as hormone dis-
ruptors. These substances are excreted in substantial quantities by humans and, in parti-
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cular, by livestock and find their way into the surface water by a process of leaching and
via sewage treatment plants. The concentrations of these extremely potent hormonesin
the major rivers are, broadly speaking, sufficiently high to give rise to effects on aquatic
animas. In this regard, the Committee points out that it is likely that even higher concen-
trations of natural hormones occur in surface watersin areas of intensive livestock pro-
duction.

According to the Committee, there are sufficient scientifically founded grounds for con-
cern over the presence of substances — especially in the aquatic environment — which
are capable of disrupting the sex-hormone balance in organisms and which might there-
fore pose athreat to the continued existence of speciesin ecosystems. In some species,
effects on individuals and populations have actually been demonstrated, or else they are
likely. Precisaly what implications this has for biotic communities and entire ecosystems
is unknown. However, because only very limited research has been carried out into the
effects of the hormone disruptors that are present in the environment, it is quite possible
that hormone disruption is more widespread than appears from the present report. Itis
precisely because many substances have been investigated in recent years for their hor-
mone-disrupting action that thislist has already grown considerably. Given the large
guantity of substances that stand to be investigated over the next few years, it is reasona-
ble to suppose that the number of substances that can be labelled as (potential) hormone
disruptors will continue to rise substantially.

In this connection it should aso be borne in mind that the Netherlands occupies a
unique position in Europe as far as the presence of hormone disruptors in the environ-
ment is concerned. Various European rivers bring hormone disruptors into the Nether-
lands. Because the Netherlands is a sedimentation areg, it is precisely the persistent hor-
mone disruptors that remain in the sediments. This country also has an extremely inten-
sive agriculture industry which uses various substances that (possibly) exhibit hormone
disruptive effects. Account also needs to be taken of the presence in this small country of
natural hormones as aresult of its large numbers of humans and, in particular, livestock.

The Committee recommends that the monitoring programmes should be focused pri-
marily on the water compartment and on manure. As far as the natural hormones are
concerned, maximum priority needs to be given to small ditches and manure. Of the
other substances, attention needs to be focused principally on the 34 substances which
the Committee has classified as (potential) hormone disruptors, with the exception of a
number of the organochlorine compounds, for which a successful policy has aready
been implemented. In view of its conclusion that little field research has been conducted
into the effects of hormone disruptors within ecosystems, the Committee advocates that
those monitoring programmes that already exist should be extended.
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The Committee concludes that the instruments that are aready available for monitoring
effects on the sex-hormone balance in animals — athough limited — are, nevertheless,
adequate. These instruments include, amongst others, age structure and sex ratios of po-
pulations, transplanted sentinels, in vitro tests and chemical monitoring. It recommends
extending the existing monitoring programmes with some of these techniques. The Com-
mittee emphasises the fact that there is no proven approach and that monitoring requires
an iterative process, involving interdisciplinary collaboration, whereby ongoing efforts
are made to determine which approach is the most effective.

18 Hormoonontregel aars in ecosystemen



Hoofdstuk 1

Inleiding

1.1

Achtergrond

De mogelijkheid dat bepaal de milieucontaminanten hormonale (endocriene) effecten op
mensen en dieren hebben, krijgt de laatste jaren grote belangstelling van de wetenschap-
pelijke wereld, de media en andere belanghebbenden. Het gaat vooral om effecten op de
reproductie door veranderingen in de (ged achts)hormoonhuishouding. Bij vogels, zee-
zoogdieren, panters, aligators, vissen en dakken zijn afwijkingen gevonden aan voort-
plantingsorganen of in het seksued gedrag, die zijn toegeschreven aan blootstelling aan
stoffen die hormoonsystemen kunnen beinvlioeden. Volgens diverse onderzoekers kunnen
dergdlijke stoffen ook bij de mens effecten hebben.

In de jaren zeventig en tachtig is veelvuldig gepubliceerd over endocriene effecten
van stoffen bij mens en dier. De laatste tijd is zowel het onderzoek a's de publieke aan-
dacht voor deze effecten in een stroomversnelling geraakt.

Door in plaats van het effect een werkingsmechanisme — namélijk de verstoring van
hormoonsystemen — centraal te stellen, is een ander beeld van de gevolgen van dein het
milieu aanwezige stoffen ontstaan. In dat beeld spelen drie facetten een belangrijke rol, te
weten de intrinsieke gevoeligheid van hormonale systemen, de veelheid van dein het ge-
ding zijnde stoffen en de zogeheten * human-wildlife connectie’ .

Bij mens en dier zijn er tijdens de ontwikkeling van het organisme — vO0r en na de
geboorte — specifieke periodes van grote gevodigheid voor hormonale verstoring. Zelfs
een eenmalige en betrekkelijk lage dosis van een hormoonontregelende stof — zo laag
dat nog geen sprake hoeft te zijn van ‘normale toxiciteit’ — kan dan a leiden tot onher-

19

Inleiding



stelbare schade. Mede dankzij de beschikbaarheid van uiterst gevoelige in-vitrotests
staan inmiddels tal van stoffen te boek al's potentiéle hormoonontregelaars. Op eenin
1993 in Winconsin gehouden conferentieis dit as volgt geformuleerd:

A large number of man-made chemicals that have been released in the environment, as well as afew na-
tural ones, have the potentia to disrupt the endocrine system of animals, including humans. Among these
are the persistent, bioaccumulative, organohalogen compounds that include some pesticides (fungicides,
herbicides, and insecticides) and industrial chemicals, other synthetic chemicals, and some metals...

Zowel mensen als dieren worden aan een (groot) aantal van deze stoffen tegdlijkertijd
blootgesteld. Dit feit, gecombineerd met de waarneming van afwijkingen bij in het wild
levende dieren, én het gegeven dat de hormoonsystemen van de mens ved gelijkenis ver-
tonen met die van dieren, heeft geleid tot het concept van de ‘human-wildlife connectie’.
Centraal in dit concept staat het vermoeden dat, blijkens overtuigende waarnemingen bij
in het wild levende dieren, hormoonontregeling ook het werkingsmechanisme is achter de
in diverse publicaties beschreven verbanden tussen bepaal de ziekten of afwijkingen bij
de mens en de aanwezigheid van milieucontaminanten. Te denken valt hier aan een ver-
mindering van de spermakwaliteit en -kwantiteit, afwijkingen aan de gedachtsorganen en
het ontstaan van hormoonafhankelijke tumoren. In de mediais dit vraagstuk — met het
accent op de vermindering van de mannelijke vruchtbaarheid — onder de aandacht van
een groot publiek gebracht. Het is de vraag in hoeverre genoemd vermoeden gerechtvaar-
digd is. Niet aleen zijn de gehaltes waaraan dieren in sterk gecontamineerde gebieden
worden blootgesteld veel hoger dan bij de mens het geval is, het gaat bij dieren ook om
andere cocktails van stoffen. Feit is niettemin dat de ‘ human-wildlife connectie’ heeft ge-
leid tot een early warning voor problemen bij de mens.

De Gezondheidsraad heeft in 1997 een advies uitgebracht over de vraag in hoeverre
er reden is voor bezorgdheid over de invloed van hormoonontregelaars op de menselijke
voortplanting en ontwikkeling, speciaal in Nederland (GR97). Uit dat advies komt naar
voren dat blootstelling aan een aantal van deze stoffen wel plaatsvindt en dat deze stof-
fen ook een (negatieve) invlioed op de voortplanting en ontwikkeling kunnen hebben,
maar dat een causaal verband tussen blootstelling en het véorkomen van effecten bij de
bevolking niet is vastgesteld. Niettemin verdient, aldus het advies, de mogelijke invioed
van hormoonontregel aars op de gezondheid van de mens serieuze aandacht.

Alsvervolg op het zojuist genoemde advies, gaat het voorliggende advies over de invioed
van hormoonontregel aars op de voortplanting van dieren in ecosystemen in Nederland.
Er zijn redenen om aan te nemen dat de Nederlandse situatie met betrekking tot ecosyste-
men anders kan zijn dan in de ons omringende landen. Niet alleen is Nederland een delta-
gebied, waardoor ved milieuverontreiniging vanuit het buitenland in ons land terecht-
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komt, ook door de intensieve landbouw en veetedlt en de grote bevolkingsdichtheid neemt
Nederland een unieke positie in.

In dit advies worden naast de industriéle chemicalién en pesticiden ook enkele in het
milieu voorkomende hormonen in beschouwing genomen. Het gaat daarbij om natuurlij-
ke en synthetische oestrogenen uitgescheiden door mens en (landbouwhuis)dieren en om
fyto-oestrogenen die na consumptie door landbouwhuisdieren van plantaardig materiaal
in het milieu belanden. Fyto-oestrogenen worden door bepaalde planten geproduceerd en
kunnen bij dieren als hormoonontregel aars werken.

1.2

Adviesaanvraag en commissie

Op 29 september 1998 vroeg de Minister van VROM de Gezondheidsraad om advies
over de stand van de wetenschap ten aanzien van de invloed van hormoonontregelaars op
ecosystemen. Bijlage A geeft de volledige tekst van de adviesaanvraag. De Voorzitter
van de Gezondheidsraad heeft een daartoe door hem geinstalleerde commissie — hierate
noemen: de commissie — opgedragen het gevraagde advies op te stellen. De samenstel-
ling van de commissie is vermeld in bijlage B.

1.3

Opzet van dit advies

In hoofdstuk 2 bespreekt de commissie de gedachtshormoonhuishouding van dieren, de
mogelijke aangrijpingspunten voor verstoring en de afbakening van het onderwerp. De
commissie bewandelt in de hoofdstukken 3, 4 en 5 drie wegen om een beeld te schetsen
van de mate van bedreiging van (dieren in) ecosystemen in Nederland. In hoofdstuk 3 in-
ventariseert zij dein Nederland gevonden effecten op dieren. De hoofdstukken 4 en 5 zijn
gewijd aan de stoffen en bronnen die debet kunnen zijn aan effecten op dieren. In hoofd-
stuk 4 classificeert de commissie ruim zeventig verdachte milieuvreemde stoffen naar de
mate van hun hormoonontregelende potentie. In hoofdstuk 5 komen de natuurlijke en
synthetische hormonen en fyto-oestrogenen aan de orde. Hoofdstuk 6 bevat, ten dotte, de
antwoorden op vragen van de minister.
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Hoofdstuk 2

De geslachtshormoonhuishouding
van gewervelde dieren

De commissie bespreekt in dit hoofdstuk de ged achtshormoonhuishouding van gewervel-
de dieren (zoogdieren, vogels, reptielen, amfibieén en vissen). Zij gaat ook nader in op
het schildklierhormoonsysteem gezien de belangrijke invioed daarvan op zowd de em-
bryonale ontwikkeling al's de voortplanting. Na een bespreking van mogelijke aangrij-
pingspunten voor ontregeling van de hormoonhuishouding door stoffen, geeft zij een af-
bakening van het type effecten die stoffen veroorzaken.

In dit hoofdstuk komen de ongewervelde dieren niet ter sprake. De reden hiervoor is
dat voor de meeste ongewervel den — behalve vaoor de geleedpotigen — weinig bekend is
over de gedachtshormoonhuishouding. Ook zijn er nauwelijks gegevens over de ontrege-
ling door stoffen van de ged achtshormoonhuishouding. Bovendien wijken de (steroi-
d)hormoonsystemen van ongewervelden in een aantal gevallen sterk af van die van ge-
wervelde dieren. De commissie wil echter geenszins het belang van ongewervelden baga-
telliseren: 95 procent van de diersoorten in ecosystemen behoort immers tot de ongewer-
velden.

21

Wat is een hormoon?

Hormonen zijn signaalstoffen, zowel in planten alsin dieren, die door hun werking es-
sentiéle levensfuncties zoals ontwikkeling, groel, voortplanting, gedrag, afweer en ener-
giehuishouding regelen. Zij zorgen ervoor dat moleculen, cellen, weefsels en organen
binnen een organisme in onderlinge samenhang functioneren met betrekking tot de inter-
ne processen maar ook in interactie met de omgeving. Een goed functionerend hormonaal
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systeem is van levensbelang, in eerste instantie voor het individu maar ook een populatie
iser uiteinddijk van afhankelijk.

De klassieke opvatting is dat hormonen geproduceerd worden door hormoonklieren.
De zojuist gegeven brede definitie van hormonen omvat echter ook signaalstoffen als cy-
tokines, groeihormonen, neuropeptides en dergelijke. Het wordt steeds duiddlijker dat
signaal stoffen vanuit allerlei weefsels en organen beschikbaar komen. Naast de hormo-
nen afkomstig van bijvoorbeeld de schildklier en de pancreas, zijn ook de door het hart,
de longen of de hersenen geproduceerde signaal stoffen van essentieel belang. Hormonen
worden aan de bloedbaan en de intercellulaire vloeistof afgegeven: secretie naar binnen
dus, en niet naar buiten zoals dat bijvoorbeeld geldt voor onder meer melk, zweet of
speeksel. We spreken dan ook van inwendige of endocriene secretie (in tegenstelling tot
exocriene secretie). Het orgaanstel sel en de bijbehorende producten vormen het endocrie-
ne stelsal.

Hormonen zijn in de bloedbaan aanwezig als vrije moleculen, of, en dat geldt voor
het merended!, gebonden aan transporteiwitten. Via de bloedbaan bereiken hormonen alle
levende cellen, maar niet d die cellen reageren op een bepaald hormoon. Dat doen alleen
de zogeheten doelwitcellen. Dat zijn cellen die specifieke stoffen bevatten, de receptorei-
witten, diein staat zijn bepaalde hormonen te binden en de cel binnen te duizen zodat ze
daar hun werking kunnen uitoefenen. De wijze waarop die werking wordt uitgeoefend
verschilt per celsoort en per type hormoon. Gedachtshormonen, maar ook schildklierhor-
moon en retinoiden of vitamine A binden bijvoorbeeld aan receptoren die zich in de cel-
kern bevinden. Het hormoon-receptorcomplex bindt in de kern aan een specifieke plaats
op het DNA, het zogeheten hormone responsive element of HRE, waarna overschrijving
(transcriptie) van een of meer genen naar boodschapper RNA plaats vindt. RNA bevat
daardoor de code die vervolgens vertaald wordt (trandatie) naar specifieke eiwitten
waarmee de cel een gerichte functie kan uitoefenen.

2.2

Geslachtshormonen: classificatie en synthese

De gedachtshormonen worden doorgaans ingedeeld in een drietal functionele groepen:
oestrogenen, androgenen en progestagenen.

De belangrijkste vertegenwoordiger van de oestrogenen is het 17(3-oestradiol. Daar-
naast kennen we de minder potente oestrogenen zoas oestron en oestriol. Oestrogenen
worden, agemeen gesproken, gevormd in het ovarium door cellen die rond de rijpende
eicellen gelegen zijn (de thecacellen en de granulosacellen).

Van de progestagenen is bij zoogdieren progesteron het belangrijkste. Bij lagere on-
gewervelden spelen daarvan afgeleide vormen, zoals het dihydro- of trihydroprogesteron
een belangrijke rol. Progestagenen danken hun naam aan een belangrijke functie bij
zoogdieren, te weten het handhaven van de zwangerschap. Ze worden bij zoogdieren ge-
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maakt in het gele lichaam of corpus luteum, een kliertje dat ontstaat uit de cellen rond de
rijpende eicel wanneer deze na de eisprong het ovarium heeft verlaten.

Bij de androgenen of mannelijke gedachtshormonen zijn testosteron en het daarvan
afgeleide product dihydrotestosteron de belangrijkste vormen. Minder potente androge-
nen zijn het androsteendion en het dihydro-epiandrosteron. Bij vissen, maar ook bij ande-
re lagere vertebraten, is vaak een geoxideerde variant, het 11-ketotestosteron het meest
werkzame androgeen. Androgenen worden gemaakt door de zogeheten cellen van Leydig
in de testis, maar ook in de bijnier.

Gedachtshormonen behoren tot de groep van de steroiden. De biosynthese van dle
geslachtshormonen vindt plaats vanuit een gemeenschappelijke basisstof, het cholesteral.
Cholesterol wordt met het voedsel opgenomen, maar kan ook door de lever worden ge-
synthetiseerd. Het wordt, ingesloten door bepaal de lipoproteines, door het bloed vervoerd
en via speciae receptoren opgenomen door onder meer de cellen die er gedachtshormo-
nen uit maken. Die cellen liggen in de geslachtsklieren, de ovariaen de testis, en de bij-
nier. De ovaria synthetiseren voornamelijk de oestrogenen en progestagenen, de testis de
androgenen. De synthese van geslachtshormonen uit cholesterol bestaat uit een serie sub-
tiele enzymati sche omzettingen. Al deze omzettingen laten het steroidskel et intact, maar
de groepen op de hoekpunten van het skelet ondergaan veranderingen. Methylgroepen
kunnen worden afgekoppel d, -OH-groepen omgezet tot =O-groepen en omgekeerd. Hier-
door ontstaan een groot aantal sterk op elkaar lijkende producten, waarvan echter dechts
een beperkt aantal hormonaal actief is. Figuur 1 is een sterk vereenvoudigd schema van
de steroidsynthese. Daarin zijn de syntheseroutes aangegeven, die leiden tot de drie types
van gedachtshormonen, asook enkele belangrijke enzymen (de zogeheten
P450-enzymen) die de verschillende stappen katalyseren.

Of een weefsd uit cholesterol androgenen, oestrogenen dan wel progestagenen maakt,
hangt af van welke enzymen in het betreffende weefsel tot expressie komen. Dat hoeven
niet dtijd dezelfde te zijn. Zo produceren de granulosa-cellen rond de rijpende eicel in het
ovarium voor de ovulatie oestradiol, maar daarna progesteron. Dat komt omdat ze dan
de enzymen die nodig zijn om de syntheseroute van progesteron naar oestradiol te door-
lopen niet langer tot expressie brengen.

Ged achtshormonen kunnen buiten de plaats van oorsprong belangrijke omzettingen
ondergaan waardoor hormonaal actieve verbindingen ontstaan of juist inactivatie op-
treedt. Zo is de omzetting van testosteron naar dihydrotestosteron een voorwaarde voor
de effecten van het androgeen op de ontwikkeling van de uitwendige mannelijke ge-
dachtsorganen (penis en scrotum) en van de secundaire geslachtskenmerken zoal's baard-
groei.
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Figuur 1 Sterk vereenvoudigd schema van de steroidhormoonsyntheseroutes en de daarbij betrokken en-
Zymen.

Bij vissen is aangetoond dat de testes het 11-hydroxyandrosteendion maken, dat op zich-
zelf dechts een zwak androgene werking heeft. Het wordt echter in de lever omgezet tot
11-ketotestosteron, het belangrijkste vissenandrogeen. Een zeer belangrijke omzetting is
die van testosteron naar oestradiol, die bijvoorbeeld optreedt in de hersenen. Vrijwel ale
effecten van testosteron op de vrouwelijke ontwikkeling van de hersenen en dus ook
vrouwslijk seksuedl gedrag komen tot stand onder invioed van het vrouwelijke hormoon
oestradiol, gevormd uit testosteron. De termen mannelijk en vrouwelijk hormoon worden
daarmee erg relatief. Waarschijnlijk vinden dergelijke omzettingen in een groot aantal
weefsels plaats en worden daardoor producten gevormd die lokale of systemische hormo-
nale effecten teweegbrengen. Zo zijn steroid-omzettingen aangetoond in longen, lever,
vet, baarmoeder, vagina, aorta, botweefsdl, huid en bloed. De fysiologische betekenis er-
van isnog vedla onbekend.
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Steroiden zijn hydrofobe stoffen en kunnen daardoor moeilijk door de nieren worden
uitgescheiden. Daarom worden ze geconjugeerd tot fosfaten, sulfaten of glucuroniden;
deze verbindingen kunnen de nieren wel passeren. Het wordt meer en meer duidelijk dat
conjugatie niet alleen in de lever maar in dlerlei weefsels plaatsvindt en daar tot produc-
ten leidt die niet atijd als geinactiveerde stoffen beschouwd moeten worden maar wel as
andere vormen van werkzame steroiden die intercellulaire migratie in een waterig milieu
mogelijk maken. Van vissen is bovendien bekend dat ze steroidconjugaten in het water
uitscheiden die a's geurstoffen (feromonen) dienen en zo communicatie met soortgenoten
mogelijk maken. Die communicatie kan gaan over territoriumkwesties, maar ook over
voortplantingsgedrag.

2.3

Functies van geslachtshormonen

Gedachtshormonen spelen een ral bij ale aan de voortplanting gerelateerde ontwikkelin-
gen en processen. Het zou te ver voeren ale bekende functies van de gedachtshormonen
hier te behandelen, maar de functies die algemeen gelden voor ale gewervelde dieren
kunnen wel globaal worden aangegeven.

Na de bevruchting zijn de gedachtshormonen bepalend voor het tot expressie komen
van het geslacht van de vrucht (de gedlachtsdifferentiatie). Dat wil zeggen het tot ontwik-
keling komen van de mannelijke in- en uitwendige ged achtsorganen en de differentiatie
van de hersenen in de manndlijke richting; de ontwikkeling in vrouwelijke richting is bij
zoogdieren de ‘default’; zij komt tot stand bij de afwezigheid van mannelijk hormonen.
Daarmee wordt de basis gelegd voor de latere gedachtsdimorfie, niet alleen in de uitwen-
dige anatomie, secundaire gedachtskenmerken zoals beharing en vocalisatie, maar ook in
het voortplantingsgedrag en de cycliciteit van de voortplanting. Gedachtshormonen zijn
vervolgens essentied voor de puberteitsontwikkeling, de rijping van eicellen en de vor-
ming van vitale zaadcellen, partnerherkenning, gedachtsdrift en baltsgedrag, synchroni-
sdtie tussen partners en timing van de voortplanting en het functioneren van de voort-
plantingsorganen in brede zin. Bij zoogdieren spelen geslachtshormonen ook een rol bij
de initiatie en handhaving van de zwangerschap, het verhinderen van de immunologische
afstoting van de vrucht, de geboorte en de ontwikkeling van de melkklieren. Bij niet-
zoogdieren, waarbij het embryo zich buiten het moederlichaam moet ontwikkelen en
daarvoor reservevoedsel in de vorm van dooiereiwitten nodig heeft, zorgt oestradiol er-
voor dat de lever dit eiwit (vitellogenine) maakt, dat vervolgens as dooier in de eicel
wordt ingebouwd.Zoads eerder opgemerkt, vormen ook de bijnieren gedachtshormonen,
met name androgenen. Het gaat hier vooral om het zwakke androgeen androsteendion,
dat perifeer omgezet kan worden tot het eveneens zwakke oestrogene hormoon oestron.
De functies zijn niet goed bekend. Algemeen wordt aangenomen dat bijnier-androgenen
zowel bij mannen als vrouwen een rol spelen bij de vroege puberteitsontwikkeling.
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Naast een functie bij de voortplanting hebben geslachtshormonen ook metabole func-
ties. Zo istestosteron bij de mens verantwoordelijk voor de pre-puberale groeispurt.
Meer algemeen gesteld is het een eiwitanabool hormoon, hetgeen de zwaardere spier- en
skeletmassa van de meeste mannen t.o.v. vrouwen verklaard. Oestrogenen hebben daar-
naast een effect op de ontwikkeling van bindweefsel en onderhuids vet. Voor bepaalde
weefsels zijn oestrogenen en androgenen bovendien mitogeen: ze bevorderen celdeling.
Onder normale condities is dat functionee!, bijvoorbeeld voor de groei van het baarmoe-
derdijmvliestijdens de eerste fase van de menstruele cyclus, of voor de groei van melk-
klieren tegen het einde van de zwangerschap.

De meeste van de zojuist aangeduide processen zijn niet continue maar vinden cyclisch
plaats (menstruele cycli, seizoensbepaal de voortplanting). Maar ook processen die per
individu dechts eenmaal voorkomen, zoals puberteit en menopauze, worden bepaald
door gedachtshormonen. Dat betekent een eigen dynamiek voor hormoonproductie, cir-
culerende hoeveelheden hormoon, hormoonafbraak en uitscheiding, die aan nauwkeurige
regel systemen onderworpen moeten zijn willen ale voortplantingsprocessen in de juiste
volgorde en in overeenstemming met de interne en externe omstandigheden van het indi-
vidu plaatsvinden. Het betekent eveneens dat voortdurende blootstelling aan hormoonac-
tieve stoffen, wanneer bepaal de drempelwaarden overschreden worden, vrijwel altijd ver-
storend zal werken op processen die gestuurd worden door geslachtshormonen.

24

Regulering van de geslachtshormoonproductie

Hoewel de testes en de ovariatot een zekere mate van autonome, basale secretie van ge-
dachtshormonen in staat zijn, worden de fluctuaties in hun activiteit in belangrijke mate
bepaald door de hypofyse. Daar worden de gonadotrope hormonen FSH en LH (respec-
tievelijk het follikel stimulerend hormoon en het luteiniserend hormoon) gevormd. Deze
twee hormonen reguleren de dubbele functie van de gedachtsorganen: de productie van
geslachtscellen en van geslachtshormonen. Zeer in het algemeen, maar er zijn ved nuan-
ceringen mogelijk as naar verschillende diersoorten gekeken wordt, geldt dat de hoofd-
functie van het FSH het bevorderen van de vorming van gedachtscellen isen die van LH
de vorming van geslachtshormonen. Voor de mens, bijvoorbeeld, gaat dit maar ten dele
op; vOor de ovulatie zorgt het FSH samen met LH voor de synthese van oestradiol.

De secretie van LH en FSH wordt gereguleerd door zowel de hersenen als de ge-
dachtshormonen; daarnaast die van het FSH nog door een tweetal andere eiwitachtige
hormonen uit de gonaden, het activine en het inhibine. De hersenen produceren neurohor-
monen, waaronder het gonadotropin releasing hormone (GnRH). Dat is een klein pepti-
de, dat via een speciae bloedvatverbinding vanuit de hypothalamus de hypofyse bereikt
en daar de FSH- en LH-afgifte (en bij een aantal diersoorten en de mens ook de synthe-
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se) stimuleert. Naast het GnRH zijn inmiddels tal van andere neurohormonen gevonden
diedirect of indirect van invlioed zijn op dit proces, waaronder dopamine, taurine, gluta-
minezuur, GABA, melatonine en neuropeptide Y.

Ook de gedachtshormonen hebben, zoals gezegd, op hun beurt effect op de produc-
tie van FSH en LH. Afhankelijk van het type geslachtshormoon en van de situatie (bij-
voorbeeld het stadium van de menstruele cyclus) kan deze feedback positief of negatief
Zijn, waarbij ook nog weer onderscheid gemaakt moet worden tussen effecten op de syn-
these en die op de afgifte. Deze terugkoppeling maakt het, bijvoorbeeld, mogdijk dat tij-
dens de menstruele cyclus oestradiol aanvankeijk de synthese van LH stimuleert, maar
de afgifte remt; via een stimulatie van het GnRH echter |eidt een stijgend oestradiolni-
veau tot een plotselinge afgifte van LH, hetgeen aanleiding is tot de ovulatie. Dezelfde
cellen die aanvankelijk het oestradiol vormden, produceren na de ovulétie, als ze tot cor-
pus luteum zijn geworden, het progesteron, dat weer een negatieve feedback op het hy-
pothalamus-hypofysesysteem uitoefent en zodoende de secretie van GnRH remt met als
gevolg minder FSH-afgifte. Pas a's aan het einde van de menstruele cyclus het corpus
luteum ten gronde gaat en geen progesteron meer produceert, wordt weer FSH afgegeven
en begint een nieuwe cyclus.

Van alle gedachtshormonen is oestradiol het meest effectief in dit hierboven bedodl -
de feedback-systeem. Het beinvloedt, direct maar ook via de activiteit van neurohormo-
nen, zowel de genexpressie van LH en FSH as hun afgifte. Dat geldt voor vrouwelijke
én mannelijke individuen. Het testosteron uit de testis wordt in de hersenen en de hypofy-
sein oestradiol omgezet en heeft dan dezelfde werking.

Het totale systeem dat de voortplanting reguleert, wordt aangeduid as de hersen-hy-
pofyse-gonaden-as. Omdat zowel het zenuwstelsel al's het hormonae stelsel erbij betrok-
ken is, spreekt men van een neuro-hormonaal systeem. Door de betrokkenheid van het
zenuwstelsel is het voor het organisme mogedlijk te reageren op stimuli van buitenaf. Bij
vee! diersoorten zien we bijvoorbeeld een seizoensafhankelijke voortplanting: het dier is
danin ved gevalenin staat om de daglengte als ‘kalender’ te gebruiken. De lichtprikkel
bereikt via de ogen de hersenen en wordt daar in contact gebracht met het hormonale
systeem. Figuur 2 is een sterk vereenvoudigde weergave van het hersen-hypofyse-gona-
den-as.

2.5

Wisselwerking tussen de geslachtshormoonhuishouding en andere hor-
moonsystemen.

Naast de gedachtshormonen zijn nog diverse andere hormonen en groeifactoren van be-
lang bij de voortplantingsfysiologie, de aanleg en ontwikkeling van gonaden en het ge-
drag. Daarnaast zijn er sturende en regulerende invlioeden van het zenuwstelsel op het
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Figuur 2 Schematische weergave van de hersen-hypofyse-gonaden-as.

voortplantingssysteem. Sensorische prikkelingen (o0.a. daglicht) kunnen via bepaalde
neurale netwerken de afgifte van specifieke neurotransmitters (dopamine, GABA, gluta
minezuur) stimuleren, die vervolgens de afgifte van GhRH door de hypothalamus en
daardoor de hypofyse-gonaden-as stimuleren (zie 2.4).

Van de hormoonsystemen heeft vooral het schildklierhormoonsysteem een belangrij-
keinvlioed op de groei in het algemeen en op de aanleg en ontwikkeling van bepaalde or-
ganen, zoals de hersenen en gonaden, alsmede op processen, zoas metamorfose bij amfi-
bieén. Bij zoogdieren is er een invioed van de schildklierhormoonstatus op de ontwikke-
ling van de testes (vergrote testes bij een relatief tekort aan schildklierhormoon en vice
versa). Bij kikkers vindt pas inductie van vitellogenine plaats door oestradiol als eerst
een bepaal de hoeved heid schildklierhormoon is gedoseerd. Bij vissen spelen schildklier-
hormonen naar ale waarschijnlijkheid een rol bij derijping van de eicellen.

Behalve voor de voortplanting is het schildklierhormoon vooral van belang voor een
normale ontwikkeling van de hersenen en de hersenfuncties, zoals motoriek en cognitie.
Een tekort aan schildklierhormoon tijdens het foetale stadium van ontwikkeling bij zoog-
dieren kan leiden tot een ernstige vorm van onderontwikkeling van het brein (cretinisme
bij de mens), geassocieerd met duidelijk waarneembare stoornissen in de ontwikkeling
van motorische en cognitieve functies.

Het schildklierhormoonsysteem kent een organisatie en regulatie die vrij goed over-
eenkomt met die van de gedlachtshormoonhuishouding. Er is een hersen-hypofyse-schild-
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klier-as aanwezig, die stimulatie en regulatie van de thyroxine(T4)- en
triiodothyronine(T3)-productie door de schildklier verzorgt. De door de schildklier ge-
produceerde hormonen worden aan de bloedbaan afgegeven en voornamelijk in gebonden
vorm (aan transporteiwitten) vervoerd naar de doelcellen, alwaar het vrije schildklierhor-
maoon (T4) wordt opgenomen en intracellulair geactiveerd tot T3. T3 bindt vervolgens
aan specifieke thyroidhormoonreceptoren die na complexatie met zogeheten thyroid-res-
ponsieve elementen (TRES) op het DNA tot verhoging leiden van de transcriptie van be-
paalde (thyroidresponsieve) genen en tot de productie van eiwitten die betrokken zijn bij
het uitoefenen van de functies van het schildklierhormoon.

2.6

Verstoring van de geslachtshormoonhuishouding
Aangrijpingspunten

De voorgaande bespreking van de ged achtshormoonhuishouding is verre van volledig.

Het moge echter duiddlijk zijn dat het om een zeer gecompliceerd systeem gaat, waarbin-

nen vele hormonen interageren om dle facetten van de voortplanting mogelijk te maken.

Juist door de hoge mate van complexiteit van hormoonsystemen is er een groot aanta

aangrijpingspunten voor verstoring. Hormoonontregel aars kunnen bovendien op

verschillende plaatsen tegelijkertijd aangrijpen. De aangrijpingspunten zijn als volgt in te

delen;

= De stof bindt aan een gedachtshormoonreceptor en gedraagt zich as een gedachts-
hormoon (hormoonmimicry), doordat na binding ook activatie van de receptor
plaatsvindt.

= De stof bindt aan de geslachtshormoonreceptor maar er vindt geen activatie plaats.
De bezetting van de receptor van zo'n stof leidt ertoe dat het echte hormoon niet
meer daaraan kan binden. De stof werkt dan als hormoon-antagonist (competitieve
inhibitie). In dit verband is nog een ander type werking te noemen namelijk binding
van stoffen op die delen van het DNA waar zich de responsive elements van de ge-
dachtshormonen bevinden.

= De stof grijpt aan op het metabolisme, het transport en de uitscheiding van het ge-
dachtshormoon, inbegrepen ale eiwitten en enzymen die daarbij betrokken zijn.

In paragraaf 1.1 zijn een aantal groepen stoffen genoemd die kunnen leiden tot hormoon-
ontregeling. In algemene zin is over de aangrijpingspunten en werking van deze stoffen
het volgende op te merken. De meeste kennis over hormoonontregelaars uit veld- en la-
boratoriumonderzoek heeft betrekking op de binding aan de oestrogeenreceptor of op oe-
strogene of anti-oestrogene effecten. Het is echter niet uit te duiten dat, en eerste onder-
zoeksresultaten wijzen daarop, hormonaal -actieve stoffen in het milieu ook onbedoelde
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androgene, progestagene of thyroidogene effecten kunnen hebben omdat ze aan de
betreffende receptoren binden. Van sommige milieuvreemde stoffen is ook bekend dat zij
aangrijpen op de enzymen die verantwoorddlijk zijn voor de omzetting van de gedachts-
hormonen.

Blootstelling aan natuurlijke en synthetische oestrogenen zal eiden tot ontregeling
van de ged achtshormoonhuishouding door binding aan de oestrogeenreceptoren en ver-
volgens activatie van het DNA. Oestradiol is bij alle gewervelde dieren het meest potente
oestrogene hormoon. Doordat de hormoonbindingsspecificiteit van oestrogeenreceptoren
van ale gewervelde dieren nagenoeg gelijk is, leidt blootstelling aan lage concentraties
oestradiol (of aan synthetische oestrogenen) tot ontregeling bij de meest uiteenlopende
diersoorten.

Ta van milieuvreemde stoffen en fyto-oestrogenen zijn eveneensin staat om te bin-
den aan oestrogeenreceptoren, waardoor ze zowel hormoonmimicry as antagonisme
kunnen vertonen. Deze stoffen worden aangeduid a's pseudo-oestrogenen of xeno-oestro-
genen. Hoewe de meeste ervan zwak oestrogeen zijn — dat wil zeggen een relatief lage
affiniteit voor oestrogeenreceptoren hebben — kunnen zij door hun voortdurende aanwe-
Zigheid in vaak hoge concentraties toch de oestrogeenhuishouding ontregelen. Bovendien
zijn vedl van de hier bedoelde milieuvreemde stoffen vaak hydrofoob, waardoor bio-ac-
cumulatie bevorderd wordt en concentraties in bijvoorbegld vissen gevonden worden die
ordes van grootte hoger zijn dan de omgevingswaarden.

Experimenteel is vastgesteld dat blootstelling aan zwak-oestrogene stoffen, die op
zZichzdf weinig effect hebben, kan leiden tot extra aanmaak van oestrogene receptoren.
Dit zal de respons op blootstelling aan hormoonontregel aars, of aan endogene hormonen
versterken (synergisme). Voor verschillende milieuvreemde stoffen is wel additiviteit van
de effecten gevonden, maar geen synergisme. Er zijn aanwijzingen bij vissen dat bloot-
stelling aan oestron leidt tot een versterkte respons op blootstelling aan oestradiol
(Boh82).

Ontregeling van de schildklierhormoonhuishouding

Er zijn ved stoffen bekend, zowel milieuvreemde a's natuurlijke verbindingen, die kun-
nen interfereren met de schildklierhormoon-huishouding. In tegenstelling tot hetgeen
geldt voor bijvoorbeeld stoffen die werken a's oestrogenen, vindt de grootste beinvloe-
ding van het schildklierhormoonsysteem plaats op het niveau van het metabolisme en
nauwelijks op het niveau van directe receptor-interactie.
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2.7

Afbakening

Voor de schatting van risico’s van stoffen met een hormoonontregel ende werking richt de
commissie zich op effecten op de voortplanting. Verstoring van de voortplanting heeft
immers potentieel een grote invioed op populaties en daarmee op het ecosysteem. De
commissie neemt daarbij alle gedachtshormoongemediéerde effecten in beschouwing, dat
wil zeggen werkingen als gevolg van gedachtshormoonmimicry en antagonisme as ge-
volg van receptorbinding, en beinvioeding van de hormoonhuishouding as gevolg van in-
terferentie met gedachtshormoonsynthese, -transport, -afbraak en -uitscheiding. Daar-
naast beschouwt zij de effecten die tot stand komen door interactie met het schildklier-
hormoonsysteem. Het kiezen van de effecten op de voortplanting a's uitgangspunt houdt
in dat pas sprake is van een ‘ontregelaar’ als de stof in kwestie ook daadwerkelijk de
voortplantingsfysiologie (of het voortplantingsgedrag) verstoort bij individuen of hun na-
komelingen. Een verandering van een hormoonspiegel die binnen de grenzen van de nor-
male homeostase valt, en dus niet |eidt tot een fysiologische respons (ontregeling), merkt
de commissie niet aan als een ontregeling.
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Hoofdstuk 3

Gedocumenteerde effecten

In dit hoofdstuk inventariseert de commissie het in Nederland verrichte veldonderzoek
waarin effecten van hormoonontregelende stoffen op (populaties van) dieren zijn gevon-
den. Daarnaast gesft zij een kort overzicht van het in het buitenland uitgevoerde onder-
zoek aan verwante diersoorten. Gezien de beperkte schaal waarop onderzoek is verricht
en de methodol ogische problemen die dergelijk onderzoek met zich meebrengt, is het de
vraag in hoeverre deze inventarisatie inzicht geeft in de volle omvang van de gevolgen
van blootstelling aan deze stoffen. Bovendien zijn de gevolgen van effecten van stoffen
op populaties — zo die a bekend zijn — voor levensgemeenschappen en ecosystemen*
als gehed onbekend.

Het veldonderzoek dat zoa s gezegd op beperkte schaal is verricht, vond meestal plaats
naar aanleiding van (toevallige) observaties dat er iets aan de hand is bij een populatie.
De doelstelling ervan was meestal niet gelegen in de opsporing van gesl achtshormoon-
ontregel ende stoffen. De meeste onderzoeken hebben bovendien betrekking op dierenin
aguatische ecosystemen; over de gevolgen van deze stoffen voor op het land levende die-
renisvea minder bekend.

Methodologisch gezien is het zeer moeilijk om in veldonderzoek een causaal verband
aan te tonen. Het zijn namdlijk niet alleen stoffen die effecten op de voortplanting kunnen
hebben. Veranderingen in omgevingsfactoren, zoals voedselaanbod, verstoringsdruk, ha

Een ecosysteem is een geintegreerde en een voornamelijk zichzelf in stand houdende structuur van een uit meerdere
soorten bestaande gemeenschap van organismen binnen een bepaalde fysiek begrensde omgeving, functionerend in
energiestromen en stofkringlopen (Ver95).
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bitatversnippering en destructie, kunnen eveneens een essentiéle rol spelen. VVoor de be-
wijskracht is het dus nodig om effecten die zijn waargenomen in het veld multifactoried
te interpreteren.

Zowel kennis van de werking van een stof zelf a's het waarnemen van een hormoon-
ontregelend effect bij (een populatie van) dieren kan in de praktijk als vertrekpunt dienen
voor een veldonderzoek. In het eerste geval geeft laboratoriumonderzoek — waaruit
blijkt dat een stof een bepaald effect bij bepaalde dieren zou kunnen veroorzaken — aan-
leiding tot het doen van veldonderzoek. Zo zou bijvoorbeeld de notie dat een ved voorko-
mende stof de vitellogenine-productie bij mannetjesvissen* induceert, aanleiding geven
tot veldonderzoek op die plaatsen waar deze stof in hoge concentraties in het milieu
voorkomt. In het tweede geval gaat het om (eco)epidemiol ogisch onderzoek waarin wordt
nagegaan of er effecten op een populatie optreden. Onderzocht kan, bijvoorbeeld, wor-
den of er storingen zijn in hormoonconcentraties bij dieren, of er evidente afwijkingen in
de reproductie optreden en of pathol ogische afwijkingen zijn gekoppeld aan ontregeling
van de hormoonhuishouding. Vervolgensis aan de orde wat de oorzagk is van het gevon-
den effect. Op populatieniveau zijn er echter — zoals gezegd — vele (natuurlijke en an-
tropogene) omstandigheden die aan het effect kunnen bijdragen. Het is vaak niet moge-
lijk is om deze te ontrafelen.

Zijn effecten op populaties wel aan te tonen dan is de vraag wat de gevolgen daarvan
Zijn voor andere populaties en vervolgens voor het betreffende ecosysteem. Een mogdlijk
bruikbare benadering schuilt in het voedselwebben-concept. Hierin zijn de voedsarela
ties tussen soorten beschreven; wie eet wat en door welke soort wordt een andere soort
gegeten. Het voedselweb maakt inzichtelijk wat de mogelijke consequenties zijn van aan-
tasting van een soort voor andere soorten. Het uiteindelijke doel van de voedselwebbena-
dering is om het dynamisch gedrag van een levensgemeenschap en de daaraan gekoppel -
de energiestromen en stofkringlopen te kwantificeren (GR97). Daaruit kunnen de gevol-
gen van de aantasting van populaties op ecosystemen worden afgeleid. Een dergdijke be-
nadering voor het schatten van risico’ s voor levensgemeenschappen en voor gehele eco-
systemen staat echter nog in de kinderschoenen.

Het dooierbestanddeel vitellogenine wordt normaal alleen door vrouwtjes geproduceerd. Mannetjes vissen kunnen wel
vitellogenine produceren, echter in slechts kleine hoeveelheden. Een hoge productie bij mannetjes wijst op blootstel-

ling aan stoffen met een oestrogene werking (zie ook 2.3).
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3.1

Effecten bij vogels en (zee)zoogdieren

3.1.1

(Zee)zoogdieren
Zeehonden in Nederland

In de jaren zeventig liep de zeehondenpopulatie in de Waddenzee sterk terug as gevolg
van een verminderd reproductiesucces. De concentraties van PCB’s in weefsel van zee-
honden afkomstig uit de Nederlandse Waddenzee bleken zeven tot tien keer zo hoog te
zijn als diein weefsdl van zeehonden uit de Duits/Deense Waddenzee, waar de reproduc-
tie normaal was (Reij80). Bij onderzoek aan twee groepen gewone zeehonden gevoerd
met respectieveijk relatief gecontamineerde vis uit het Nederlandse deel van de Wadden-
zee en relatief schone vis uit de Atlantische Oceaan zijn lagere gehaltes aan
17@-oestradiol gevonden in de groep met de hoogste PCB-opname, namelijk de dieren die
vis kregen afkomstig uit de Waddenzee (Boo87, Reij86, Reij96b). Dit verschil kwam al-
leen tot uitdrukking rond de implantatieperiode bij vrouwelijke dieren. Ook zijn verlaag-
de concentraties van schildklierhormonen gevonden. Die verlaging wordt toegeschreven
aan een competitie tussen die hormonen en hydroxy-PCB-metabolieten bij de binding aan
een trangporteiwit (Bro89). Het verschil in gehalte in het bloed van zeehonden gevoerd
met vis afkomstig uit het schone referentiegebied en uit de Waddenzee bedroeg een fac-
tor vijf voor de PCB'’s en een factor twee voor 4,4’ -DDE (Boo87). Zeehonden uit de
hoogst belaste groep die vervolgens werden gevoerd met schone vis, bleken binnen twee
jaar weer terug te zijn op hun oude reproductieniveau. Uit onderzoek naar de doorgifte
van PCB’s en PCB-methylsulfonmetabolieten* van moederdier naar pup blijkt voorts dat
stabiele metabolieten onbelemmerd worden doorgegeven met de moedermelk (Gred6,
Greg7). Bij de ongemetaboliseerde PCB’s is de doorgifte selectief, namelijk minder bij
de meer hydrofobe PCB’s. Verlaging van schildklierhormoonconcentraties bij zeehonden
kan gevolgen hebben voor de vroege ontwikkeling en het latere reproductievermogen.
Blijkens laboratorium onderzoek met zoogdieren kunnen PCB’ s eveneens het paargedrag
beinvlioeden (Pet93). Er zijn hierover echter onvoldoende gegevens uit veldonderzoek.
Opgemerkt zij dat het functioneren van het immuunsysteem wordt beinvioed door
onder andere oestrogenen en androgenen. Ontregeling van de hormoonbalans zou dus
kunnen leiden tot verstoringen van dat systeem. Dit is voora van belang voor de mater-
nale afstotingsrespons van de bevruchte eicel, die wordt onderdrukt door een juiste ba-
lans tussen 173-oestradiol en progesteron. De problemen rond de implantatie van de be-
vruchte eicel bij zeehonden zouden hier mee kunnen samenhangen, maar verder onder-

Na oxydatie van PCB’s door het cytochroom P450-systeem, kunnen ofwel stabiele hydroxy-PCB'’s ontstaan, ofwel is
na conjugatie ook de vorming van methylsulfonmetabolieten mogelijk .
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zoek is nodig om dit te bevestigen. Tussen eind zeventig en eind tachtig zijn de PCB-ge-
haltes in zeehonden in Nederland gedaald met ca 50%. De reproductie is nu weer bijna
terug op een normaal niveau (Reij97).

Zeezoogdieren in het buitenland

In weefsal van vele soorten zeezoogdieren zijn ettelijke milieuvreemde stoffen met hor-
moonontregel ende eigenschappen aangetroffen (Agu95, Boe98, Reij96a, Wag84). Blij-
kens sommige onderzoeken zijn afwijkingen in de reproductie of hormoonregulatie gere-
lateerd aan bepaal de chloorkoolwaterstoffen en hun metabolieten, onder meer in ringel-
robben (Phoca hispida botnica) en grijze zeehonden (Halichoerus grypus) in de Oostzee
(Ber85, Hel80), Californische zedeeuwen (Zalophus californianus) (Del 73), en belu-
ga's (Delphinapterus leucas) (B&87). Als belangrijkste ontregelaars worden meestal
PCB’s, DDT en de bijbehorende metabolieten genoemd .

In bepaalde bruinvissen (Phocoenoides dalli) is een negatieve correlatie gevonden
tussen het testosterongehalte en concentraties van PCB’s en metabolieten van DDT
(DDE) (Sub87).

In de Oostzee is bij 30% van de onderzochte volwassen vrouwdijke grijze zeehonden
en bij 70% van de volwassen vrouwelijke ringelrobben gededltdijke of gehele onvrucht-
baarheid geconstateerd (Ber85). De onvruchtbaarheid werd toegeschreven aan een blok-
kering van de eileiders. Uit vervolgonderzoek zijn aanwijzingen verkregen dat hier voora
de methylsulfon-metabolieten van DDE (een metaboliet van DDT) en PCB'’s de verant-
woordelijke toxische stoffen kunnen zijn (OIs94).

Beluga's in Canada staan bloot aan hoge milieuconcentraties van onder andere
PCB'’s, DDT en polycyclische aromatische koolwaterstoffen (PAK’s) (B&87). Van 94
onderzochte mannelijke beluga s bleek er één een hermafrodiet te zijn: naast duidelijke
uitwendige mannelijke kenmerken zag men een uterus en kleine ovaria (DeG94). Deze
afwijking wordt toegeschreven aan een door PCB’s of DDT veroorzaakte hormonale sto-
ring vroeg in de dracht waardoor normale intra-uteriene differentiatie van mannelijke en
vrouwelijke organen ontregeld raakt. Toekomstig onderzoek zal de werkelijke frequentie
van het voorkomen hiervan bij de beluga-populatie aan het licht kunnen brengen.

Otters

Er is een relatie gelegd tussen de achteruitgang van het aantal otters (Lutra lutra) in de
geindustrialiseerde landen en de toename van de PCB-belasting in het milieu (Kih92,
Len97, MasB9, OIs83). Tegenwoordig zijn er aleen nog in de grensgebieden van Euro-
pa, waar de laagste concentraties aan PCB’ s worden gevonden, stabiele florerende popu-
laties (Leo97). Voederproeven met de aan de otter verwante nerts hebben uitgewezen dat
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toediening van PCB’ s via het voedsel een grote invioed heeft op de voortplanting
(Boed4, Jen77). De grenswaarde voor het optreden van effecten bij otters ligt bij een ge-
halte van 0,7 ng TEQ/kg vis (Smi96). Alleen in vissen uit de schoonste gebieden in Ne-
derland zijn de gehaltes lager dan deze grenswaarde. In het Haringvliet zijn gehatesin
vis gevonden van 40 ng TEQ per kilogram vis. Dit duidt erop dat in veel gebiedenin Ne-
derland, voora de gebieden die door de Rijn en Maas worden beinvioed, gezondhei dsef-
fecten van PCB’ s voor de otter kunnen worden verwacht bij herintroductie van dit dier.
In otters zijn gehaltes gevonden die 16 tot 36 maal hoger zijn dan die in andere marter-
achtigen (V0094). Dit komt doordat otters uitsluitend vis eten.

3.1.2

Vogels
Vogels in Nederland

Al rond 1970 hebben in Nederland Koeman en medewerkers geconstateerd en gedocu-
menteerd dat DDT, PCB’s en dioxine-achtige stoffen de reproductie van visetende vogel -
soorten, zoals de grote stern en de eidereend, verstoren (Koe69, Koer2). Ook de aanwe-
Zigheid van de ‘drins’ Endrin en Telodrin in de Waddenzee, als gevolg van lozingen in de
Nieuwe Waterweg speelde een grote rol bij de grote stern en de eidereend (Swer2).

In Nederland zijn reproductie-effecten bij twee visetende vogel soorten, de aalschol-
ver (Phalacrocorax carbo) en de visdief (Sterna hirundo), het best gedocumenteerd.
Sinds de jaren zestig zijn de gehaltes van gechloreerde koolwaterstoffen bij Nederlandse
toppredatoren, inclusief visetende vogel soorten, sterk verminderd. Desondanks is uit
veld- en [aboratoriumonderzoek met Nederlandse visdieven en aalscholversin de eerste
helft van de jaren negentig gebleken, dat de gehaltes van ale stoffen (behalve de ‘drins')
in vis nog steeds voldoende zijn om (subtiele) effecten op de reproductie te kunnen ver-
oorzaken.

Vergelijkend onderzoek bij een aantal Nederlandse broedkolonies van de aal scholver
toonde een relatief decht broedresultaat aan in De Biesbosch. In dit onderzoek correleer-
den de DDT-metabolieten in het ei en het voedsel positief met het voorkomen van dunne
eischalen, terwijl de PCB-gehaltes negatief waren geassocieerd met het percentage uitge-
komen eieren en het broedsucces (Dir95). Onderzoek met aalscholverembryo's uit twee
verschillend blootgestel de kol onies toonde eveneens aan dat in ovo blootstelling aan de
huidige niveaus van PCB’s en dioxines een negatief effect heeft op de embryonale adem-
haling en ontwikkeling (Ber94).

Uitgebreid laboratoriumonderzoek is eveneens gedaan met eieren en embryo’ s van de
visdief (Bos95, Mur94). Gebleken is dat in gebieden met de hoogste concentratie van
PCB’s en dioxine, bijvoorbeeld het Haringvliet, de broedduur verminderde met circa
twee dagen (B0os95). Ook zijn diverse veranderingen in de cytochroomP450-inductie, en
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de schildklierhormoon- en vitamine A-huishouding gevonden, waarvan de fysiologische
of toxicologische relevantie echter onduidelijk is. Deze effecten zijn geassocieerd met de
gehaltes van PCB’s en dioxines in de dooierzak (Bos95, Mur94, Mur96). Bosveld bere-
kende dat een gehalte van circa 50 picogram dioxine equivalenten/gram vis (versgewicht)
als een LOEC (lowest observed effect concentration) voor inductie van
cytochroomP450 gezien kan worden. Deze enzyminductie wordt a gemeen beschouwd
als een van de voor dioxine-achtige verbindingen, inclusief sommige PCB’S, meest ge-
voelige biochemische processen (Saf90, Saf94).

Vogels in het buitenland

Effecten op de reproductie van vogels in het buitenland zijn met name voor Noord-Ame-
rika goed beschreven. Al in 1962 gaf Rachel Carson aan dat de accumulatie van chloor-
koolwaterstoffen verantwoordelijk was voor het dunner worden van de e schaal bij zang-
vogels (Car62). De daaruit voortvloeiende verminderde reproductie wordt in belangrijke
mate toegeschreven aan DDE (Ris89). Correlaties tussen hoge gehates DDE en dunnere
eischalen zijn aangetoond bij onder meer aal scholvers, zilvermeeuwen, sterns en bij roof-
vogels zoals de bald eagle, prairievalk en smelleken (Al191, Gil74, Pea75, Pea88,

Rat67, Wes33). Ook zijn bij een groot aantal in het wild levende visetende vogel soorten
effecten op gedrag, nestgrootte, ontwikkeling van de gonaden en embryo-mortaliteit aan-
getoond (Fry95). Over het dgemeen zijn deze nadelige effecten bij vogelsin Noord-
Amerika geassocieerd met hogere concentraties van chloorkoolwaterstoffen, aangenomen
wordt dat, naast DDE, ook dioxine-achtige stoffen en PCB’ s een essentiéle rol spelen
(Fry95). Bij vergelijking van de Nederlandse situatie met die in Noord-Amerika loopt
voora de associatie tussen dunne eischalen en DDE bij aalscholversin de Biesbosch in
het oog.

Behalve naar (duiddijk gebleken) nadelige effecten op de eischaaldikte en de em-
bryonae ontwikkeling isin Noord-Amerika het |aatste decennium eveneens veel onder-
zoek gedaan naar meer subtiele biochemische variabelen die als vroege indicatoren van
blootstelling kunnen dienen. Hierbij is voora gebruik gemaakt van de inductie van een
bepaald cytochroom, namelijk P4501A(1), een enzym dat in vogels d bij lage concentra-
ties van dioxine-achtige stoffen en PCB’ s geinduceerd kan worden (Bel90, Bos95,
Hof87, Ken96, San94a, San94b). Ofschoon de (statistische) correlatie tussen
P4501A(1)-inductie en nadelige effecten van dioxine-achtige stoffen bij wilde vogelsoor-
ten niet zo diepgaand onderzocht is a's bij knaagdieren, heeft het Amerikaans en Cana-
dees onderzoek met de Foster’s stern, de visdief en de blauwe reiger voldoende basis ge-
geven om aan te nemen dat deze relatie eveneens bij vogels bestaat (Ken96, San94). De
onderzoeksresultaten blijken een goede overeenkomst te vertonen met de uitkomsten van
het al genoemde Nederlandse onderzoek met aal scholvers en visdieven (Ber94, Bos95).
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Voor een meer uitgebreid overzicht van effecten van contaminanten op de reproduc-
tie en ontwikkeling van vogels verwijst de commissie naar een publicatie van de CSTEE
(CTS99).

3.2

Effecten bij vissen
Nederland

Eerste metingen in Nederland bij de bot afkomstig uit ondermeer het 1Jsselmeer en een
aantal brakke en estuariene wateren, laten met name in de Euromonding en het Noord-
zeekanaal significante vitellogenine-inductie bij mannelijke vissen zien (Bri97). De oe-
strogene effecten kunnen zelfs nog in lichte mate worden waargenomen op de in open zee
gesitueerde paaigronden (20 tot 40 km uit de Hollandse Noordzeekust) (All97, Mat98).
Vitellogenine kan meerdere weken in het bloed van manndlijk vissen aanwezig zijn en het
is daarom mogelijk dat de paai populaties van de bot in open zee de blootstelling aan oe-
strogene stoffen grotendeels in de estuaria hebben opgelopen (Mat98). De mogelijkheid
van contaminatie in open zee kan echter niet op voorhand worden uitgedoten. Ook isin
vitro in de meeste sedimentextracten afkomstig uit estuaria een significante oestrogeniteit
met behulp van receptor/reporter gen-assays aangetoond (Leg98).

Dat de niveaus van inductie van vitellogenine in mannelijke bot uit Nederlandse estuaria
en kustwateren vergelijkbaar zijn met die in soortgelijke gebieden in Engeland zou er
volgens de commissie op kunnen wijzen dat interseksualiteit* bij vissen ook in Nederland
kan voorkomen.

Gegevens van het RIVO vanaf de jaren zestig geven geen verandering van seksera
tio's bij platvissen zien. Lang en medewerkers hebben daarentegen enigszins afwijkende
ratio’ s aangetoond in schar uit bepaalde gebieden in de Noordzee, met nu eens meer en
dan weer minder vrouwelijke dieren (Lan95). Ook zijn er sinds de jaren tachtig berichten
van een verspreid voorkomen, in bepaal de gebieden vaak in relatief hoge prevaenties,
van embryonale afwijkingen bij diverse vissoorten in de kustwateren van de Noordzee
(Cam92). Het is echter niet duidelijk of deze waarnemingen samenhangen met blootstel-
ling aan hormoonontregel ende stoffen.

Op Texd is met de bot effectonderzoek gedaan in bassins met middelmatig vervuild
baggerdib (klasse 2) afkomstig uit het Rotterdamse havengebied. Naast een toename van
de incidenties van een virale huidziekte en de inductie van levertumoren (Vet97) is een

Interseksualiteit bij vissen is een abnormaliteit die gekenmerkt wordt door de ontwikkeling van eicellen in (een overi-
gens normale testis van) mannelijke individuen, waardoor verminderde fertiliteit en steriliteit kan ontstaan. (Dit in af-
wijking van hermafroditisme waarbij twee geslachten functioneel en van nature voorkomen in één individu.)
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verschuiving van de afrijptijd met drie tot vier maanden bij vrouwelijke vissen vastge-
steld (Jan97). Het exacte werkingsmechanismen is niet opgehelderd.

Buitenland

Verstoringen van de reproductie — waaronder verminderde vruchtbaarheid, masculini-
satie van vrouwtjes en feminisatie van mannetjes — al's gevolg van hormoonverstoring
zijn de laatste jaren lokaal in de buurt van vervuilingsbronnen (effluenten van RWZI's,
hout- en papierverwerkende industrie, textielindustrie, etc.) waargenomen in Canada,
VS, en UK (Gag95, Har96, Har97, Job96, Job97, Job98, Leb97, Lyed7, Mun9l, Purd4,
War96).

Vooral het Engelse onderzoek, waarin recentelijk effecten van hormoonontregel ende
stoffen bij natuurlijke vispopulaties uitvoerig zijn onderzocht, is mogelijk relevant voor
de Nederlandse situatie. Blijkens dat onderzoek |eiden de meeste onderzochte effluenten
van RWZI’ s tot oestrogene effecten bij vis (Pur94, Sum95). Ook in een aanta ontvan-
gende oppervlaktewateren is oestrogene activiteit gevonden (Har97). Gekooide manndlij-
ke regenboogforellen (Oncorhynchus mykiss) bleken vitellogenine aan te maken. Daar-
naast is een vertraging van de groel van de testikels gevonden. Hoewel in eerste instantie
aleen alkylfenolderivaten als bron zijn geidentificeerd (Job96), is later vastgesteld dat de
oestrogene activiteit van de watermonsters mede kan worden verklaard uit de aanwezig-
heid van natuurlijke oestrogenen (1713-oestradiol en oestron) en, in mindere mate, synthe-
tische oestrogenen afkomstig van de anticonceptiepil (17a-ethynyloestradiol) (Des98).

De ruime mate waarin oestrogene effecten optreden, blijkt ook uit een grootschalig
veldonderzoek waarbij in een aantal riviersystemen — waarop afvalwatereffluenten wor-
den geloosd — verhoogde gehaltes aan vitellogenine bij de blankvoorn (Rutilus rutilus)
Zijn gevonden. Bovendien bleek dat zeer hoge prevalenties (tot plaatsalijk meer dan 90%
van de onderzochte populati€e) interseksualiteit voorkwamen (Job98).

Deze zojuist geschetste bevindingen leveren een eerste aanwijzing voor een wijdverspreid
effect van oestrogeen-actieve stoffen in het aguatische milieu. De in het veld waargeno-
men reproductiestoornissen bij vissen zijn consistent met uitkomsten van laboratori-
umonderzoek en vertonen een associatie met lozingen van RWZI’ s die aantoonbaar oe-
strogene steroiden bevatten (Job98).

Niet alleen in de Engelse rivieren maar ook in de estuaria zijn oestrogene effecten gevon-
den. Ook bij de bot in een vijftal estuarialangs de kust van Wales en Engeland vertoon-
den bijna ale mannelijke exemplaren verhoogde vitellogenine-concentraties en werd tot
ongeveer 20% interseksuditeit in de meest vervuilde estuaria waargenomen (All97,
Mat98). De oorzaken van deze verschijnselen bij de bot zijn onbekend maar industriéle
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effluenten zouden een grotere rol kunnen spelen dan het geval is bij vissen in het zoete
water (Mat98).

Relatie tussen de Engelse en de Nederlandse situatie

Verontrustend voor de Nederlandse situatie is de in het Engel se onderzoek geconstateer-
de associatie tussen het voorkomen van interseksuaiteit en de gevonden vitellogenine-ge-
haltes. In Nederland, waar onderzoek naar interseksualiteit nog niet heeft plaatsgevon-
den, zijn namelijk vitellogenine-niveaus in estuariene vis aangetoond die overeenkomen
met de niveaus in estuariain Engeland.

3.3

Resultaten van in-vitrotests uitgevoerd in Nederland

Uit in vitrometingen blijkt dat in veel wateren oestrogene activiteit voorkomt. Niet alleen
is dit het geval bij effluenten van RWZI's, industriéle zuiveringsinstall aties en het water
van grote rivieren (Bel99) maar ook, vooral, in waterbodems van estuaria met grote in-
dustriéle activiteiten, zoals de Europoort en de haven van [Jmuiden (Leg98). Metingen
aan Rotterdams havendib en aan verontreinigde sedimenten in het algemeen doen ver-
moeden dat het voornamelijk om verbindingen gaat die goed oplosbaar zijn in water
(Leg97, Leg98). Gebleken is namelijk dat voor het grootste deel de oestrogene activiteit
te vinden isin de polaire aceton-extracten van de sedimenten en nauwelijks in de meer
apolaire hexaan-extracten (Leg97). Op dit moment is niet bekend om welke stoffen het
hier gaat. Wel staat vast dat in de buurt van zuiveringsinstallaties, maar ook in het water
van de Rijn en de Maas, oestrogene activiteit en concentraties van natuurlijke en synthe-
tische hormonen zijn gemeten waarbij effecten op vissen verwacht mogen worden. In
hoofdstuk 5 gaat de commissie nader in op de aanwezigheid van natuurlijke en syntheti-
sche hormonen in het Nederlandse milieu.

3.4

Veldwaarnemingen van effecten bij ongewervelde dieren
Wulken en purperslakken

Bij prosobranche dakken van de subklassen M esogastropoda en Neogastropoda zijn in
kustgebieden over de hele wereld afwijkingen gevonden die worden toegeschreven aan
tributyltin (TBT) in aangroeiwerende scheepsverven (EI190, Foa93, Hor94, Saa90). Het
gaat om imposeks en interseksuditeit. Imposeks is het voorkomen van een mannelijk or-
gaan of gededlte daarvan bij een vrouwtjesdier, terwijl de primaire vrouwelijke
gedachtsorganen volledig intact zijn. Het mannelijk orgaan is als het ware toegevoegd
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(superimposed). Bij interseksudliteit bij dakken daarentegen zijn sommige vrouwelijke
organen omgevormd tot een mannelijk orgaan.

Alle populaties van de purperdak (Nucella lapillus) en de dikruik (Littorina litto-
rea) in de kustgebieden van de Noordzee zijn in mindere of meerdere mate aangetast
(NST93). In de Waddenzee is de wulk (Buccinum undatum) verdwenen en in het Neder-
landse dedl van de Noordzee zijn de popul aties achteruitgegaan. Hierbij speelt echter ook
de schade van de boomkorvisserij een rol van betekenis.

Imposeksis buiten de kustgebieden voor het eerst gevonden bij de wulk in het zuide-
lijke deel van de Noordzee (Hal94). Er was een zeer sterke associatie tussen de frequen-
tie van optreden en de intensiteit van het scheepvaartverkeer in bedoeld gebied. Later is
ook in de Oosterschel de imposeks gevonden bij meer dan 90% van de vrouwdijke exem-
plaren van de wulk (Men96b). Ondanks deze hoge prevaentie planten deze dieren zich
nog steeds voort, gezien de aanwezigheid van eipakketten op de bodem en spermarond
de eicellen van vrouwdijke wulken met duidelijke imposeks. Dit is niet het geval bij de
purperdak, omdat hier — in tegenstelling tot de wulk — imposeks leidt tot afduiting
van de vrouwelijke gedachtsopening door de zich ontwikkelende zaadleider (Mer88). In-
terseksualiteit bij de alikruik isin de Duitse Waddenzee gevonden (Bau95, Bau97).
Vooral in de omgeving van havens was de fertiliteit sterk verminderd.

Naast de gevonden sterke associatie tussen de intensiteit van het scheepsverkeer en
de prevaentie van imposeks, bevestigen uitkomsten van laboratoriumonderzoek dat het
hier gaat om een dosisafhankelijk effect van TBT. De concentraties van TBT in gebieden
waar imposeks optreedt, zijn voldoende hoog om het optreden te verklaren. Het precieze
mechanisme is niet bekend. Er zijn twee hypotheses over de werking van TBT. De ene
hypothese gaat uit van een verstoring van de geslachtshormoonregulatie. Het is namelijk
duidelijk dat blootstelling aan TBT leidt tot een verhoging van het testosteronniveau
(©eh93). De andere hypothese zoekt de oorzaak in een heuro-endocrien mechanisme
(Fer87, LeG83). Voor die laatste hypothese pleit dat juist zeer jonge wulken — waarhij
de primaire gedachtsorganen zich nog niet hebben ontwikkeld — het meest gevoelig zijn
voor TBT. Uit onderzoek in het laboratorium blijkt dat imposeks a kan optreden vanaf
zeer lage blootstellingsconcentraties van TBT: 1 nanogram tin/liter bij de purperdak en
7 ng/l bij de wulk ( Gib87, Men97). Interseksualiteit bij de alikruik treedt op bij concen-
traties van 10-15 nanogram/liter.

Het optreden van imposeks als gevolg van de aanwezigheid van tributyltin is aange-
troffen bij een honderdtal prosobranche zeed akkensoorten (Fio91). Interseksualiteit
daarentegen is aleen bij de alikruik gevonden. Tributyltin is daarnaast ook zeer toxisch
voor bijvoorbeeld de larven van oesters. TBT illustreert dat er stoffen bestaan die a bij
Zeer lage concentraties de ged achtshormoonhuishouding van slechts een bepaald aanta
diersoorten ontregelen. Effecten van dergelijke stoffen zijn zowel in veld- alsin laborato-
riumonderzoek gemakkelijk over het hoofd te zien.
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Aangroeiwerende verven bevatten naast tributyltin soms ook trifenyltin (tot 10%).
Trifenyltin (TFT) wordt daarnaast op grote schaal als fungicide toegepast in de aardap-
peltedt. Het experimentele bewijs dat TFT ook imposeks kan veroorzaken, is nog niet
geleverd. Sommige onderzoekers vinden wel imposeks, andere niet. Wel isin laboratori-
umonderzoek gebleken dat TFT het optreden van imposeks bevordert. Imposeksis ge-
vonden in Japanse wateren waar de scheepvaartintensiteit laag is maar waar TFT-con-
centraties door de aanwezigheid van de landbouw waarschijnlijk wel hoog zijn (Hor94).
Ook in Nederland zijn de concentraties van TFT vaak hoog (St&95).

Effecten van TBT op levensgemeenschappen

Over de gevolgen van TBT voor levensgemeenschappen is weinig bekend. Bij het eiland
Man verwijderden onderzoekers ale purperdakken, teneinde de gevolgen van imposeks
bij purperdakken op de levensgemeenschap te simuleren (Spe90). Het gevolg was een
toename van de aantallen van bepaal de prooidieren van de purperdak: bepaa de schelp-
soorten - waaronder de mossal- en zegpokken. Deze toename leidde tot lagere aantallen
macrofyten, waarmee deze prooidieren zich voeden.

Het is aannemelijk — maar nog niet aangetoond — dat effecten bij de wulk hun
weerslag hebben op de levensgemeenschap waarin de wulk zich bevindt. De wulk is een
vrij actieve jager die leeft van tweekleppige schel pdieren, wormen, kleine kreeftachtigen
en eleren. Wulken voeden zich ook met dood materiadl. Zij worden op hun beurt gegeten
door kreeften, krabben en grotere vissen zoals rog en kabeljauw. De schelp van de wulk
vervult een speciderol in het ecosysteem. Holtedieren, sponzen en zee-anemonen gebrui-
ken de schelp a's aanhechtingsplaats. De heremietkrab (Pagarus bernardus) beschermt
Zich tegen predatoren door de schelp a's onderkomen te gebruiken. In het zuidelijk ge-
dedlte van de Noordzee is de wulk de enige leverancier van schelpen die groot genoeg
Zijn om volwassen heremietkrabben te herbergen (Hal93). Naast een achteruitgang van
de organismen die worden begraasd of bejaagd door de prooidieren van de wulk, zijn dan
ook effecten op heremietkrabben te verwachten.

3.5

Conclusies

In tabel 1 heeft de commissie de bewijskracht samengevat voor het causale verband tus-
sen gedachtshormoonontregelende stoffen en waargenomen effecten in het Nederlandse
milieu. Daarvoor zijn de criteria gebruikt die door Vethaak en medewerkers (Vet97) zijn
opgesteld. De criteria zijn een modificatie van de vedl gebruikte algemene criteriavan
Fox en Hill (Fox91, Hil65).
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Tabel 1 Bewijskracht voor de oorzakelijke relatie tussen geconstateerde effecten en milieuvreemde stoffen, aan de hand van cau-
saliteitscriteria.

zeehond otter aalscholver/ bot wulk/
visdief purpersiak

aangetoonde effecten bij individuele dieren + + + + +
aangetoonde nadelige effecten in popul aties + +/- ? - +
mate van coherentie tussen effecten waargenomen in + +/- + - +
populaties versus die in individuen
identificatie van een waarschijnlijk werkingsmechanisme +/- - + + +/-
consistent met effecten waargenomen in individuen
positieve identificatie van specifieke contaminanten die +/- - + + +
via dit mechanisme werken
aannemelijkheid dat blootstelling plaatsvindt, in termen + + + + +
van effecten op individueel niveau die optreden via het
werkingsmechanisme
bewijs van herstel van populaties of individuen na + ? ? - +

wegnemen van chemische stressor of aangetoond
concentratie-afhankelijk effect in milieu

Toppredatoren

Voor visetende zoogdieren en vogelsin het Nederlandse milieu is naar de mening van de
commissie voldoende aangetoond dat bij bepaalde soorten negatieve effecten op dere-
productie door DDE, PCBs en dioxines zijn veroorzaakt. De commissie verwijst voor de
bewijskracht afkomstig uit laboratoriumonderzoek naar paragraaf 4.2. De in het veld
waargenomen effecten hebben in het verleden zeker bij de zeehonden en waarschijnlijk
bij otters en aalscholvers geleid tot reducties van (plaatselijke) populaties. Voord in se-
dimentatiegebieden van Rijn, Maas en Schelde is de contaminatie door genoemde stoffen
nog dermate hoog dat voor aldaar levende visetende toppredatoren nog steeds nadelige
effecten op reproductie en ontwikkeling te verwachten zijn.

De commissie merkt op dat onderzoek bij zuigelingen naar de mogdijke effecten van bo-
vengenoemde stoffen, met name PCB’ s en dioxines, voldoende aanwijzingen heeft opge-
leverd dat deze stoffen de ontwikkeling en het gedrag van de mensin het eerste levenssta-
dium kunnen beinvioeden (Hui95, Jac93, Sau94). Vergdijkbare informatie hierover bij
de Nederlandse wilde fauna ontbreekt. Toch kunnen dergelijke effecten bij de wilde fau-
na optreden, zoals aangetoond in onderzoek in Noord-Amerika met onder meer zilver-
meeuwen.
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Aquatische dieren

De commissie vindt nog onduidelijk welke stoffen verantwoordelijk zijn voor de gevon-
den effecten bij vissen en in in-vitrotests. Veldonderzoek naar de ontregeling van de ge-
dachtshormoonhuishouding bij aquatische organismen in het veld heeft nog maar be-
perkt plaatsgevonden. In het algemeen meent de commissie dat aguatische organismen,
door de blootstellingsroute en de hoge concentraties in het aquatische milieu, hogere risi-
co’ s lopen dan soorten die zich hoger in de voedsealketen bevinden. De commissie be-
gpreekt in de volgende hoofdstukken om welke stoffen het hier kan gaan. Het bewijs van
een hormoonontregelend effect (op individuen en populaties) bij wulken en purperdak-
ken in Nederlandse kustwateren en de Noordzee, zoa s aangetoond voor TBT, is volgens
de commissie wel overtuigend geleverd. Veld- en experimenteel onderzoek heeft uitgewe-
Zen dat de effecten van TBT op de reproductie van deze ongewervelden a plaatsvindt bij
Zeer lage concentraties (enkele nanogrammen per liter). Dit illustreert dat ongewervelden
eveneens zeer gevoelig kunnen zijn voor hormoonontregel ende effecten van stoffen. Ef-
fecten op ongewervelde dieren verdienen dan ook meer aandacht.
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Hoofdstuk 4

Classificatie van milieuvreemde
potentiéle hormoonontregelaars
In het Nederlandse milieu

Er zijn in Nederland verschillende bronnen van milieuvreemde stoffen die de geslachts-
hormoonhuishouding van dieren zouden kunnen ontregelen. Bronnen van deze stoffen
zijn RWZI’ s, landbouw, grensoverschrijdende rivieren en atmosferische depositie. Het
gaat vaak om ongedefinieerde mengsals. Ook is niet altijd voldoende kennis over de ge-
dachtshormoonontregel ende werking beschikbaar. De commissie richt zich in dit hoofd-
stuk dan ook niet op bronnen maar op afzonderlijke pesticiden en stoffen afkomstig uit
industriéle productieprocessen. Het betreft 77 stoffen waarvoor in de literatuur effecten
op de hormoonhuishouding zijn beschreven of vermoed.

Na toetsing aan een aantal criteria ten aanzien van blootstelling, effectconcentraties
en werkingsmechanisme, volgt een indeling in drie klassen op grond van de ‘weight of
evidence'. Bij de stoffen uit klasse 1 is deze het grootst.

Dein klasse 1 ingedeelde stoffen krijgen een afzonderlijk bespreking. In de dotpara-
graaf signaleert de commissie feiten en overwegingen met betrekking tot de onvermijde-
lijke onzekerheden in de gegevens en de veronderstellingen waarop haar stoffenclassifi-
catie berust. Ook tracht zij haar bevindingen te koppelen aan de gevolgen van deze stof-
fen voor ecosystemen in Nederland.

4.1 Criteria en gegevens

Het belangrijkste selectiecriterium is de zogeheten PEC/N(O)EC-verhouding. Behalve
van deze verhouding wordt bij de selectie tevens gebruik gemaakt van informatie over
het werkingsmechanisme verkregen uit in-vitrotests.
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4.1.1

De PEC/N(O)EC-verhouding

De verhouding tussen de blootstelling (predicted environmental concentration, PEC) en
de hoogste concentratie waarbij nog geen effect optreedt (no (observed) effect concen-
tration*) is een veel gebruikte maat voor het uitdrukken van het risico dat een stof ople-
vert. In dit advies zijn uituitend gemeten blootstel lingsconcentraties gebruikt. Indien de
PEC/N(O)EC-verhouding groter is dan 1, mogen effecten verwacht worden. Als gevolg
van interacties tussen hormoonontregel ende stoffen kan echter de concentratie waarbij
effecten optreden aanzienlijk lager zijn dan de voor eke afzonderlijke stof bepaalde PEC
(synergisme, additiviteit). Ook moet rekening gehouden worden met langere blootstel-
lingstijden in het veld, blootstelling gedurende alle levensfasen, en verschillen in gevoe-
ligheid tussen diersoorten. Om deze reden heeft de commissie een arbitrair gekozen vei-
ligheidsfactor van 100 gehanteerd. Dit betekent dat zij een risico aanwezig acht als de
PEC/N(O)EC-verhouding van een stof groter is dan 0,01.

Het vaststellen van de PEC/N(O)EC-verhouding loopt langs de volgende lijnen:

= Dedirecte blootstelling (PEC), bijvoorbegld de concentratie van een stof in water,
wordt gedeeld door de N(O)EC voor een aguatisch organisme.

*  Voor toppredatoren wordt — indien de stof kan accumuleren in organismen — de
PEC bepaald as het gemeten of geschatte gehaltein voedsel (bijvoorbedd vis). Zois
het gehalte van een stof in vis te schatten uit het gehalte in het sediment of zwevend
stof. Ook de toepassing van een partitiecoéfficiént op een gehalte in water geeft een
— Zij het minder betrouwbare — schatting van het gehalte in vis. De PEC wordt
vervolgens gedeeld door de N(O)EC (bepaald in voer) voor een zoogdier. Ook een
gehalte in de toppredator zelf, of in eieren van de toppredator, kan as schatting van
de PEC worden gebruikt. Zo'n gehalte wordt dan gedeeld door de interne N(O)EC
(de concentratie in het organisme waarbij nog geen effect is waargenomen).

Organismen kunnen zowel direct aan een stof in een milieucompartiment zijn blootge-
steld alsindirect viavoedsal. Door omzetting van een stof door een organisme ontstaan
metabolieten in dat organisme. Het eten van dat organisme door een dier betekent dus
blootstelling aan de stof én aan de metabolieten daarvan. Meestal is alleen informatie be-
schikbaar over het gehalte van de stof in een organisme, terwijl voor de metabolieten der-
gdijke gegevens ontbreken.

Blootstelling van kieuwademende dieren vioeit voora direct voort uit de aanwezig-
heid van de stof in water, en meestal in mindere mate indirect uit de aanwezigheid van de
stof en de metabolieten daarvan in hun voedsdl. Toppredatoren zoals vogels en zoogdie-

Een NOEC-waarde is experimenteel bepaald; een NEC-waarde is berekend uit een dosis-effectcurve.
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ren worden voornamelijk blootgesteld aan stoffen en hun metabolieten die aanwezig zijn
in het voedsel. De commissie gaat ervan uit dat indirecte blootstelling alleen voor top-
predatoren van belang is, en dan alleen voor stoffen die accumuleren in (voedsdl)organis-
men. Naast rechtstreeks verkregen meetuitkomsten voor het accumulatievermogen van
een stof in organismen, kan ook de hydrofobiteit van een stof als maat dienen voor het
accumul atievermogen. De commissie gaat ervan uit dat een stof kan accumuleren in or-
ganismen indien de logK , -waarde (K, = partitiecoéfficiént n-octanol/water*) groter is
dan 3. Deze maat zegt overigens niets over de omzetting van de stof die in een organisme
kan plaatsvinden.

4.1.2

Selectie van N(O)EC-waarden

Uitgangspunt bij de selectie van N(O)EC-waarden is dat het om een in vivo gemeten ef-
fect moet gaan dat duidt op een verstoring van de gedachtshormoonhuishouding (zie
hoofdstuk 2). Niet altijd is ondubbelzinnig vast te stellen of een waargenomen effect het
gevolg is van hormoonontregeling danwel van cytotoxiciteit (celtoxiciteit). Schade aan de
testes kan bijvoorbeeld het gevolg zijn van beide werkingsmechanismen. Andere infor-
matie over het werkingsmechanisme, bijvoorbeeld verkregen uit in-vitrobindingsassays
voor een hormoonreceptor, of informatie over de verstoring van het testosteronmetabolis-
me, kan meer inzicht geven over het meest waarschijnlijke werkingsmechanisme. Soms
heeft de commissie haar keuze van de N(O)EC-waarde mede gebaseerd op dergdlijkein
vitro verkregen gegevens.

Een ander selectiecriterium is dat hormoonontregeling het primaire effect van een
stof moet zijn. Bij sterfte door hoge blootstellingsconcentraties aan een stof, is vaak
sprake van een cascade van (secundaire) effecten op een groot aantal systemen in een or-
ganisme. Ontregeling van de hormoonhuishouding bij dergelijke concentratiesis dan
waarschijnlijk een secundair effect. Het niveau van blootstelling geeft de waarschijnlijk
aan of het een primair of een secundair effect betreft. Theoretisch is binding aan de re-
ceptor d bij zeer lage concentraties van belang. Verstoring van het metabolisme vindt
vaak bij een iets hogere concentratie plaats, omdat de stof dan tegen het homeostase me-
chanisme in moet werken. Toxiciteit voor cellen en vervolgens voor het hele organisme
treedt doorgaans op bij nog hogere niveaus. Gevonden N(O)EC-waarden zijn dan ook
niet geaccepteerd indien uit andere onderzoeken blijkt dat bij die concentratie ook andere
effecten optreden die niet direct aan hormonen gerelateerd zijn.

In een vorig hoofdstuk is gesteld dat er pas sprake is van een ‘ontregelaar’ als ook daad-
werkelijk de fysiologische condities worden ontregeld. In diverse onderzoeken zijn bio-

DeK,,, waarde beschrijft de verdeling van een stof tussen octanol en water. Deze verdeling staat model voor de verde-

ling van een stof tussen (het vet van) een organisme en het omringende water.
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chemische effecten gemeten, zoals enzyminductie, waarbij er nog geen sprake hoeft te
zijn van een fysiologische verstoring. Van dioxines is bekend dat er een factor 10 ver-
schil istussen de laagste concentraties waarbij (in vivo) biochemische effecten optreden
en de laagste concentraties die nadelige fysiologische effecten hebben. Wanneer er geen
andere N(O)EC' s zijn gevonden dan op basis van een biochemisch eindpunt, gebruikt de
commissie deze factor tien al's een schatting om binnen één soort te extrapoleren van een
biochemisch effect naar een N(O)EC-waarde.

Selectiecriteria voor gegevens uit in-vitro tests

In-vitrotests kunnen aanvullende informatie geven over het mogelijke werkingsmechanis-
me en de ontregelende potentie van een stof. De commissie meent nadrukkelijk dat voor
een classificatie de uitkomsten van een in-vivotest bepalend zijn. In-vitrotests zijn nood-
zakdlijk als bevestiging om een stof definitief as hormoonontregelaar te kunnen aanwij-
zen. In de classificatie zijn de gegevens uit in-vitrobindingstests voor oestrogenen, andro-
genen en schildklierhormonen betrokken.

Ter zake heeft de commissie de volgende twee sel ectiecriteria gehanteerd. Wegens de
stofspecificiteit van de affiniteit voor binding aan een receptor, is de affiniteit van een
stof uitgedrukt ten opzichte van 1713-oestradiol. Stoffen waarvan de affiniteit voor de re-
ceptor groter is dan een miljoenste van die van 17(3-oestradiol worden als positief geclas-
sficeerd. Het tweede criterium is dat de concentratie van de stof in de in-vitrotest niet
hoger mag zijn geweest dan 10 micromolair. Boven dergelijke concentraties kan er na-
melijk sprake zijn van toxiciteit voor de cellen.

4.1.3 Classificatiegetal
De commissie heeft de 77 in de wetenschappelijke literatuur in verband met hormoon-
ontregeling genoemde organi sche stoffen als volgt in klassen ingededld:
Klasse 1. Hormoonontregelaars in Nederland.
De commissie deelt een stof in klasse 1 in a's de PEC/N(O)EC-verhouding groter is dan
0,01. Bovendien moet de stof positief scoren in een in-vitrotest. Deze stof is bij dein Ne-
derland aangetroffen concentraties in hoge mate van waarschijnlijkheid aan te merken als
hormoonontregel aar.
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Klasse 2. Potentiéle hormoonontregelaars in Nederland

Kan de PEC/N(O)EC-verhouding niet worden vastgesteld, dan wordt een beroep gedaan
op gegevens over gebruik (ook emissie en productie) en over fysisch-chemische eigen-
schappen (hydrofobiteit, accumulatievermogen en persistentie in het milieu). Is de stof
hydrofoob, is het gebruik in Nederland groter dan 10 ton per jaar en scoort bovendien de
stof positief in in-vitrotests, dan wordt zij aangemerkt as een potentiéle
hormoonontregelaar in Nederland.

Klasse 3. Van hormoonontregeling verdachte stoffen in Nederland

Voor deze stoffen is er minder evidentie dat de stof een hormoonontregelaar isin de Ne-

derlandse situatie. Dit kan verschillende oorzaken hebben. De PEC/N(O)EC verhouding

is lager dan 0,01, of deze verhouding kan niet worden vastgesteld, maar er zijn wel aan-

wijzingen uit de literatuur dat de stof een hormoonontregelaar is. Ook kan er sprake zijn

van reproductietoxiciteit zonder dat duiddlijk is dat de stof aangrijpt op de gedachtshor-

moonhuishouding. Ook het vermogen de schildklierhormoonhuishouding te ontregelen bij
een hoge blootstelling leidt tot indeling in deze klasse.

Voor de overblijvende stoffen geldt hetzij dat er geen of onvoldoende aanwijzingen zijn
dat zij de gedachtshormoonhuishouding ontregelen, hetzij dat ze niet in het milieu in Ne-
derland zijn aangetoond.

In bijlage C is een overzicht gegeven van het classificatieresultaat voor ale stoffen. Het
laat zich as volgt samenvatten:

» klasse1: 13 stoffen

»  klasse 2: 6 stoffen

»  klasse 3: 15 stoffen

* nietinéénvan dedrie klassen: 43

De commissie bespreekt nu de hormoonontregelende stoffen die in klasse 1 zijn inge-
dedld.

Alkylfenolen

Alkylfenolen komen hetzij rechtstreeks in het milieu terecht, hetzij as afbraskproducten
van alkylfenol-ethoxylaten.
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4-nonylfenol

Nonylfenol wordt toegepast a's een mengsel van isomeren. In de literatuur is vagk niet
duiddlijk van welk mengsal sprakeis.

Bij concentraties nonylfenol van 10-30 g/l is bij mannetjesvissen productie van vi-
tellogenine gevonden (Job96, Lec96, Ren96). Ook zijn bij deze concentraties verminde-
ring van de testisgroel en verstoring van het testosteronmetabolisme waargenomen bij
vissen en bij gehaltes van 100 g/l veranderingen van de sekseverhouding (Gra97,
Job96). Blijkens de resultaten van in-vitrotests bindt de stof aan de oestrogeenreceptor.
De bindingsverhouding ten opzichte van 17R3-oestradiol varieert van 1.10° tot 9.10°. In
een andere in-vitrotest (ER-CALUX) was deze verhouding 3.10°. Concentraties van
0,14 pg/l tot 10 pg/l zijn gevonden in opperviaktewater. De PEC/N(O)EC-verhouding is
voor vissen aanmerkelijk groter dan 0,01. De stof is— zo blijkt uit de effecten — een
duidelijke ontregelaar van de ged achtshormoonhuishouding.

Octylfenol

Bij regenboogforellen zijn, zoals voor 4-nonylfenol, effecten op de vitellogenineproductie
en een vermindering van de testisgroei gevonden bij concentraties van 5 en 30 g/l
(Ash95, Job96). Dein vitro gemeten binding aan de oestrogeenreceptor is vijfmaal ster-
ker dan de binding van 4-nonylfenol. De concentratiesin het milieu zijn vermoeddijk een
factor 10 lager dan voor 4-nonylfenol. De PEC/N(O)EC-verhouding voor octylfenol is
groter dan 0,01.

DDT
p,p’-DDT

In Nederland zijn gehaltes in aal scholvereieren gevonden van 9,2 mg/kg vet en

171 pg/kg versgewicht. Weliswaar liggen deze interne gehaltes meer dan een factor 100
onder de concentraties die bij ratten, kippen en kwartels effecten te zien geven (95 mg/kg
lichaamsgewicht bij de rat (Bit70) en 136 en 190 mg/kg lichaamsgewicht bij respectieve-
lijk de kip en de kwartel (Bit68)), maar vanwege de omzetting tot de sterk hormoonontre-
gelende metaboliet p,p’-DDE (zie hieronder), deelt de commissie p,p’-DDT toch in klas-
selin.

Hormoonontregel aars in ecosystemen



0,p’-DDT

Er zijn effecten gevonden op de gedachtsdifferentiatie van vogels, bij gehaltesin de eie-
ren van 2 mg/kg vers gewicht (Fry81). Deze gehaltes zijn minder dan een factor 100 ho-
ger dan de in Nederland gemeten gehaltes in aalscholvereieren (<0,2 - 282 pg/kg). Uit
een in-vitrotest bleek de binding ten opzichte van 17R-oestradiol 3.10° te zijn. De
PEC/N(O)EC-verhouding is groter dan 0,01. Deze stof is een duiddlijke verstoorder van
de gedl achtshormoonhuishouding.

p,p’-DDE

De gehaltes (20 mg/kg vers gewicht) in vogeleieren waarbij effecten op de gedachtsdif-
ferentiatie zijn gevonden (Fry81), zijn in orde van grootte gelijk aan de in Nederland ge-
vonden gehaltes in aalscholvereieren (388-4460 pg/kg versgewicht, 1IVM93). Ook de
concentraties waarbij Fry feminisatie van manndlijke embryo’s vond (Fry81) hebben de-
zelfde orde van grootte Het is dan ook te verwachten dat p,p’-DDE bij de huidige gehal-
tesin het milieu hier te lande tot effecten leidt.

Chloordaan

Technisch chloordaan is een mengsel dat naast chloordaan onder meer nonachloor en
heptachloor bevat. Bij de rat is een vergroting van de baarmoeder waargenomen
(uterotropie) bij een geinjecteerde dosis van 75 mg chloordaan per kg lichaamsgewicht
(Wel71). In vitro vertoont chloordaan geen binding aan de oestrogeenreceptor (V on96).
In vetweefsdl van aangespoelde zeehonden zijn gehaltes gevonden van 1270 pg/kg vers-
gewicht (5217 pg/kg vet). Een directe beoordeling van deze waarde wordt bemoeilijkt
doordat het gehdte in vet is gemeten voor de som van dle componenten van het mengsel
en de metabolieten, terwijl het bij de eerder genoemde geinjecteerde dosis alleen om
chloordaan ging. Bij een directe vergelijking is de PEC/N(O)EC-verhouding groter dan
0,01. De stof is een duidelijke ontregelaar van de ged achtshormoonhuishouding.

Dieldrin

Bij ratten trad een remming van een door oestron opgewekte uterotropie op bij een injec-
tie in de buikholte van 21 mg/kg lichaamsgewicht (Wel71). Gezien de in Nederland ge-
vonden gehaltesin eieren van aalscholvers (0,66 mg/kg versgewicht) is de
PEC/N(O)EC-verhouding groter dan 0,01.

De in-vitroresultaten spreken elkaar enigszins tegen. Hoewd er celdeling (prolifera
tie) in borstkliercellen (MCF-7 cellen) is gevonden — hetgeen al's een oestrogeen effect
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gezien wordt — isin een andere in-vitrotest geen binding aan de oestrogeenreceptor aan-
getoond. Beide tests geven echter geen zekerheid over de capaciteit van een stof om de
oestrogeenreceptor te binden en te activeren. De relatieve potentie in een in-vitrotest
(ER-CALUX) ten opzichte van oestradiol was 3.10°. Gezien de PEC/N(O)EC-verhou-
ding en de waargenomen effecten — waaronder een dunner wordende eischaal — is didl-
drin een duidelijke ontregelaar van de ged achtshormoonhuishouding.

Endosulfan

Bij blootstelling van vissen aan 0,2-1 g/l is schade aan de testes en ovaria gevonden
(Kim95). De in-vitroresultaten spreken elkaar, net als bij dieldrin, enigszins tegen. Hoe-
wel er proliferatie bij MCF7-cellen is gevonden, is er geen sterke binding aan de oestro-
geenreceptor. Er is een relatieve binding ten opzichte van oestradiol gevonden van 3.10°.
In Nederland liggen voor zover bekend de concentraties in oppervlaktewater tussen
<0,001 en 0,005 pg/l. De PEC/N(O)EC-verhouding kan dan groter zijn dan 0,01 en der-
halve beschouwt de commissie endosulfan al's een ontregelaar van de gedachtshormoon-
huishouding.

Lindaan (g-HCH)

Na blootstelling van zwangere ratten zijn bij de mannelijke nakomelingen effecten gevon-
den op testisgewicht, spermatidenaantal en testosterongehalte in het plasma. Het gehalte
in de lever van de manndijke nakomelingen bedroeg 0,6 mg/kg (Dal97a). Gehaltesin vo-
geleieren en vet van palingen zijn minder dan een factor 10 lager. Bij vissen zijn schade
aan de ovaria en een vermindering van de gonadotropineconcentratie in het plasma ge-
vonden bij een blootstellingsconcentratie van 5-10 pg/l (Hir75). Deze gehaltes zijn onge-
veer 100 maal hoger dan die welke in ons land in water zijn aangetroffen. De
PEC/N(O)EC- verhouding is groter dan 0,01.

R-HCH

Blootstelling van ratten aan 50 mg/kg via het voedsel leidde tot uterotropie (Loe84). In
Nederland zijn gehaltes 3-HCH in aal scholvereieren gevonden tot 5,1 mg/kg; in visis tot
8,1 ug/kg versgewicht en 989 Lg/kg vet (IVM93) en 69 ug/kg versgewicht aangetroffen
(1996, RIVO-DLO). Blijkens deze gegevens is de PEC/N(O)EC-verhouding in ieder ge-
val groter dan 0,01.

Bij manndlijke vissen is productie van vitellogenine waargenomen na blootstelling
aan 32 pg/l F-HCH (Wes385).
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Chloordioxines (PCDD’s), -dibenzofuranen (PCDF’s) en -biphenylen
(PCB’s)

Bij zowel vogels als (zee)zoogdieren zijn in het veld aangetoonde effecten geassocieerd
met het voorkomen van PCB’s (zie hoofdstuk 3). Teneinde deze causae rel atie aanneme-
lijk te maken, gaat de commissie nader in op het werkingsmechanisme en de in het [abo-
ratorium gevonden effecten van PCB’s en stoffen met een overeenkomstige werking.

Gedurende de laatste 15 a 20 jaar is viatal van laboratoriumexperimenten aange-
toond dat PCDD’s, PCDF s en PCB’s d hij zeer lage concentraties een nadelig effect op
de voortplanting en ontwikkeling van zoogdieren, vogels en vissen hebben. In het alge-
meen doen deze effecten zich a voor bij blootstellingsniveaus van 10° gram TEQ per kg
lichaamsgewicht.

Ondanks uitgebreid onderzoek in de afgelopen decenniais nog steeds niet duiddlijk
viawelk werkingsmechanisme deze verbindingen hun negatieve effect op de reproductie
en de ontwikkeling uitoefenen. Wel bestaat in de wetenschappelijke wereld een zekere
consensus over de rol van de Ah-receptor. Men neemt aan dat dit eiwit deinitiéle media-
tor is voor de meeste toxische en biologische effecten van dit soort verbindingen (Pol82,
Saf86, Saf90, Saf94).

Zowd invivo asin vitro is gevonden dat dioxine-achtige verbindingen, inclusief
sommige PCB’s, een anti-oestrogene werking kunnen hebben. Op dit moment gaat men
er van uit dat deze werking voortvloeit uit interacties op DNA- niveau tussen de Ah- en
oestrogeenreceptor. De meeste potente anti-oestrogene PCDD’s en PCDF' s hebben een
2,3,7,8-chloorsubstitutiepatroon. Zij accumuleren sterk in de voedselketen en zijn het
meest toxisch voor zoogdieren, vissen en vogels (Ber94, Bos92, Saf90, Wal91).

Tot op heden is weinig onderzoek gedaan naar de directe relatie tussen de anti-oe-
strogene werking van dioxine-achtige stoffen en nadelige effecten op de voortplanting.
Die werking komt het sterkste naar voren uit het in vitro onderzoek met levercellen van
de regenboogforel, waarin is aangetoond dat de productie van vitellogenine geremd kan
worden door de aanwezigheid van gechloreerde dioxines en dibenzofuranen. De individu-
ele potentie van deze stoffen om die productie te remmen lijkt overeen te komen met die
voor andere toxische en biochemische effecten. (And96). Vanuit mechanistisch oogpunt
zou hiermee het sterke effect van PCDD’s, PCDF' s en PCB'’s op de voortplanting en
ontwikkeling van bepaal de vissoorten verklaard kunnen worden.

Naast de anti-oestrogene werking van PCDD’s, PCDF s en PCB’sis vooral voor
een aantal metabolieten van PCB’s een oestrogene werking gevonden (Con97, Kram97,
Mo097, Ram97). Het betreft hier vooral bepaal de hydroxymetabolieten, die zich aan de
oestrogeenreceptor kunnen binden. Metabolieten zijn aangetoond bij mensen en zeehon-
den in serumconcentraties die in dezelfde orde van grootte liggen as die van de congene-
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ren waaruit ze gevormd worden. In het algemeen is voor deze specifieke hydroxymetabo-
lieten de oestrogene respons in de testsystemen drie tot vijf ordes van grootte minder
sterk dan die van oestradiol (Con97, Ram97).

De 2,3,7,8-gesubstitueerde PCDD’ s en PCDF s en enkele dioxine-achtige PCB’s
moeten tot de meest giftige stoffen gerekend worden op het gebied van de voortplanting
en ontwikkeling van jonge organismen.

Gezien de in het veld gevonden effecten, de hoge gehaltes in het milieu, en de lage f-
fectconcentraties is de PEC/N(O)EC-verhouding duiddijk hoger dan 0,01. Hoewel on-
duiddlijk is of interactie met de oestrogeenreceptor hierbij een deutelrol speelt, staat vast
dat de hier beschouwde stoffen ontregelaars van de geslachtshormoonhuishouding zijn.

Toxafeen

Technisch toxafeen is een mengsel van ongeveer duizend verbindingen. Al deze verbin-
dingen gedragen zich verschillend. Bij ratten is uterotropie gevonden natoediening van in
totaal 100 mg/kg lichaamsgewicht (Wel71). In de witsnuitdolfijn zijn gehaltes gemeten
van 19 mg/kg lichaamsgewicht (Boe9d3). Aangenomen mag worden dat bij het ratexperi-
ment de uiteinddijke interne concentratie aanzienlijk beneden de 100 mg/kg zal hebben
gelegen, als gevolg van omzetting van toxafeen in de rat. Bij een directe vergelijking van
het gehalte in de dolfijn en de concentratie toxafeen in derat is de PEC/N(O)EC verhou-
ding duiddlijk hoger dan 0,01. Het is echter de vraag of die verhouding langs deze weg
goed is te bepalen aangezien in het onderzoek bij ratten toxafeen is toegediend as tech-
nisch mengsel en er bij de gehaltes van toxafeen in de dolfijn sprake is van een mengsel
met een ved eenvoudiger samenstelling. De commissie classificeert deze stof voorlopig
als een hormoonontregel aar.

Organotinverbindingen

Er is een zeer sterke associatie tussen de frequentie van optreden en de intensiteit van het
scheepvaartverkeer en het optreden van imposeksin de Noordzee (zie hoofdstuk 3). Uit-
komsten van laboratoriumonderzoek laten zien dat het hier gaat om een dosisafhankélijke
effect van TBT. Imposeks is gevonden bij concentraties TBT van 1 nanogram tin per li-
ter (Gib87). De concentraties van TBT in gebieden waar imposeks optreedt zijn voldoen-
de hoog om het optreden te verklaren. Deze stof hoort dan ook thuisin klasse 1.

4.2 Discussie
Met nadruk plaatst de commissie in deze paragraaf kanttekeningen van voorbehoud bij
de door haar aangebrachte stoffenindeling. Niet alleen zag zij zich soms geconfronteerd
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met een groot gebrek aan onderzoeksgegevens, maar ook zijn verschillen in interpretatie
van de beschikbare uitkomsten van onderzoek mogelijk.

Dellijst van beschouwde stoffen is niet limitatief, want nog lang niet ale industrieel ge-
produceerde stoffen zijn op hun hormoonontregelende werking getest. Is dat wel gebeurd
dan ging het voornamelijk om de oestrogenenhuishouding; naar verstoring van de andro-
genenhuishouding is nauwelijks onderzoek gedaan. Voor ved stoffen zijn onvoldoende
gegevens beschikbaar over de concentratiesin het milieu. Sommige gegevens zijn niet
goed bruikbaar, omdat zij in een minder relevant milieucompartiment zijn gemeten, bij-
voorbeeld concentraties van hydrofobe stoffen die in water zijn gemeten. Het aantal ge-
teste diersoorten is zeer beperkt. De meeste gegevens hebben betrekking op de rat. Het
vrijwel geheel ontbreken van gegevens over ongewervelden is een belangrijk manco, aan-
gezien 95% van de diersoorten in een ecosysteem hiertoe behoort en daardoor een be-
langrijk deel van de voedsel keten vormt.

Hoewel de hormoonsystemen bij gewervelde dieren in grote lijnen sterk op elkaar lij-
ken, zijn er tussen soorten toch aanmerkelijke detailverschillen, waardoor geconstateerde
effecten bij de ene soort niet zonder meer extrapoleerbaar zijn naar andere soorten. De
kennis van hormoonsystemen beperkt zich tot enkele diersoorten, en is zelfs dan nog niet
volledig.

De gevolgen van verstoring zijn afhankelijk van de levensfase waarin de verstoring
plaatsvindt. Er bestaan grote verschillen tussen gewervelde diersoorten ten aanzien van
de kritische fase. Vaak is onbekend of een bepaalde blootstelling tijdens een kritische fa-
se heeft plaatsgevonden. Ook is op grond van resultaten van laboratoriumonderzoek
vaak maar zeer beperkt te voorspellen wat de gevolgen zijn op popul atieniveau.

De commissie heeft in haar definitie van het begrip hormoonontregel aar gesteld dat
het om een effect op de voortplanting moet gaan, as gevolg van een verstoring van de
ged achtshormoonhuishouding. Sommige van de waargenomen effecten zijn echter niet
ondubbel zinnig toe te schrijven aan een verstoring van de hormoonhuishouding, maar
kunnen het gevolg zijn van een ander type werking. Zo kunnen afwijkingen van de testes
zowel een gevolg zijn van een directe inwerking van een stof op het orgaan zelf, als van
een ontregeling van de ged achtshormoonhuishouding.

Niettemin meent de commissie dat haar classificatieresultaat voldoende weergeeft welke
industried geproduceerde stoffen — op grond van de huidige kennis — door inwerking
op de ged achtshormoonhuishouding de voortplanting van organismen potentieel bedrei-
gen. Ook meent zij daarmee te hebben aangegeven welke stoffen prioriteit verdienen voor
nader onderzoek, en waar zich kennishiaten bevinden.
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In veruit de meeste gevallen zijn — zoals gezegd — de gegevens verkregen uit onderzoek
met ratten. Dit houdt in dat de classificatie voornamelijk een (kwalitatieve) weerspiege-
ling is van de (kwalitatieve) risico’s voor vogels en zoogdieren. Deze dieren worden
voora via hun voedsel blootgesteld aan hormoonontregelende stoffen. Het is dan ook niet
verbazingwekkend dat het veelal gaat om stoffen die sterk accumuleren in de voedselke-
ten.

Naast de in hoofdstuk 3 a genoemde PCB’s en DDT-metabolieten komen in klasse
1 ved andere organochloorverbindingen terecht die eveneensin het verleden ved zijn ge-
bruikt. Voor sommige zijn in het veld duidelijke hormoonverstoringen geconstateerd. De
bewijskracht is echter minder sterk dan voor PCB’s en DDT-metabolieten.

Uit de inventarisatie komen echter ook andere persistente stoffen met een hormoon-
ontregelende werking naar voren waarvan het gebruik van ved recentere datum is. Te
denken valt onder meer aan de organobroomverbindingen, die als vlamvertrager in ge-
bruik zijn. Deze stoffen komen nu a in hogere organismen voor in aanzienlijke concen-
traties. Er isrelatief weinig bekend over hun werking en werkzame concentraties. Dat zij
door hun persistentie tot een wereldomvattend probleem kunnen Ieiden, blijkt uit een re-
cente publicatie over het voorkomen van polybroomdifenyl-ethersin onder meer potvis-
sen (Boe98). Potvissen leven van inktvissen die op een diepte tot twee kilometer voorko-
men. Kenndlijk zijn deze vlamvertragers — die nog niet zo lang in het milieu voorkomen
as bijvoorbeeld de PCB’s — dl tot ver in de mariene voedsel keten doorgedrongen.

Gegevens over effecten op aguatische organismen zijn voor zeer weinig stoffen be-
schikbaar. Op grond van hun effecten op kieuwademende organismen zijn alkylfenolen
en organotinverbindingen ingedeeld in klasse 1. De effecten van tributyltin in Nederland
op zoutwaterdakken zijn beschreven in hoofdstuk 3. Het is niet duiddijk welke stoffen
verantwoorddlijk zijn voor de andere in hoofdstuk 3 geconstateerde effecten. Wel geeft
— op grond van het gegeven dat de ged achtshormoonhuishouding van zoogdieren sterk
lijkt op die van gewervel de aguatische dieren — een hormoonontregel ende werking bij
zoogdieren (de rat) wel degelijk aanleiding om te vermoeden dat de stof(fen) in kwestie
ook bij agquatische organismen tot hormoonverstoring kan leiden.
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Hoofdstuk 5

Natuurlijke en synthetische
hormonen in het milieu

De commissie beschouwt in dit hoofdstuk de gevolgen voor ecosystemen van emissies
van natuurlijke en synthetische hormonen (in de anticonceptiepil). Het gaat hier vooral
om hormonen met een oestrogene werking.

Bij alle gewervelde dieren is oestradiol het meest potente oestrogene hormoon. De bin-
dingsspecifiteit van oestrogeenreceptoren voor oestradiol is bij zeer uiteenlopende soor-
ten — bijvoorbeeld de forel en de mens — nagenoeg gelijk. Met andere woorden: het
systeem van hormoon en bijbehorende receptoren is gedurende de loop van de evolutie
bij gewervelde dieren betrekkelijk weinig veranderd. Door de zeer hoge bindingsspecifi-
teit van natuurlijke en ook van synthetische hormonen leidt blootstelling aan lage concen-
traties bij alle soorten tot effecten op de voortplanting. Synthetische hormonen, zoals die
in de anticonceptiepil, zijn juist bedoeld om bij lage concentraties de voortplanting te
verhinderen.

Van nature zullen oestrogenen in zeer lage concentraties in ecosystemen aanwezig
Zijn, as gevolg van de uitscheiding van deze hormonen door gewervelde dieren. Dergelij-
ke concentraties geven naar verwachting geen effecten op dieren. Door de grote aantallen
mensen en (landbouw)huisdieren in Nederland en de ons omringende landen is de emissie
van natuurlijke hormonen qua omvang niet meer as natuurlijk te bestempelen. De vraag
is dan ook wat daarvan de gevolgen zijn voor ecosystemen. Hetzelfde geldt voor de fyto-
oestrogenen: stoffen die door planten worden geproduceerd en die bij dieren a's oestroge-
nen werken. Zij komen voora via het gebruik van diervoedersin het milieu terecht.
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Door de manier waarop natuurlijke en synthetische hormonen in het milieu belanden —
namelijk viarioolwaterzuiveringsingalaties (RWZI’s) of door afspoeling in gebieden
met landbouw of veeteelt — worden vooral aguatische ecosystemen met deze stoffen be-
last.

5.1

Emissie van natuurlijke hormonen van menselijke en dierlijke herkomst

De door zoogdieren en de mens endogeen geproduceerde natuurlijke gedachtshormonen
worden deels uitgescheiden in urine en in feces. Dit geldt ook voor de synthetische hor-
monen in de anticonceptiepil. Teneinde de orde van grootte van de emissies naar het mi-
lieu in kaart te brengen heeft de commissie zich — gelet op de in het geding zijnde aan-
tallen — beperkt tot mensen, koeien, varkens en kippen. Zij beperkt dit nader tot zwan-
gere vrouwen, drachtige dieren en eierleggende kippen, aangezien hier de grootste hoe-
ved heden uitgescheiden gedachtshormonen in het geding zijn. Bij de meeste zoogdieren
vindt uitscheiding vooral via de urine plaats. Bij herkauwers zoa's koeien en schapen
daarentegen is uitscheiding via de feces het belangrijkst (Ve 76). De commissie beperkt
zich telkens tot de belangrijkste uitscheidingsroute .

51.1

Rundvee

De draagtijd van koeien varieert normaliter van 277 tot 286 dagen. Na ongeveer 110 da-
gen begint de productie en uitscheiding, voornamelijk via de feces van oestrogenen dui-
ddijk toe te nemen. Het gaat dan om 17a-oestradiol, 173-oestradiol en oestron in onge-
conjugeerde vorm (resp 56%, 32% en 11%) (Hof97). Volgens Hoffman is het totale oe-
strogeengehalte in de feces aan het einde van de zwangerschap gemiddeld 0,5mg/kg feces
(Hof97). Desaulniers vond na 28 weken a gemiddel de (totale oestrogeen) gehaltes van
ruim 1 mg/kg feces (Des89). Van dag 115 tot aan de geboorte is — blijkens Hoffman
(Hof97) — de uitscheiding van oestrogenen gemiddeld 83 pg/kg feces. Deze schatting
lijkt aan de lage kant vergeleken met andere gegevens. Zo vonden, onder andere, Bam-
berg en Desaulniers tussen 20 en 28 weken (niet verder gemeten dan 28 weken) gemid-
delde gehaltes van respectievelijk 187 (17a-oestradiol) en 947 g (totaal oestrogenen)/kg
feces (Bam84, DesB9). Voor de berekening van de emissie in Nederland gaat de commis-
sie uit van de gegevens van Hoffmann*, daarbij aantekenend dat ze waarschijnlijk een
onderschatting inhouden.

Het gehalte van 83ug/kg feces geldt voor de periode van 115 dagen tot de dracht. Uitgesmeerd over de hele dracht
geeft dat 51,5 pg/kg feces.

62

Hormoonontregel aars in ecosystemen



Tabel 2 Overzicht van de productie van oestrogenen in Nederland door vrouwelijk jongvee ouder dan 1
jaar en melkkoeien.

populatie aantal dieren fecesproductie  conc oestrogenen  totale oestrogenen
(maal 1000) (kg per dier per  infeces uitscheiding via
dag) (ngram/kg feces) feces (in gram-
men per dag )
jongvee, vrouwelijk 508 12,5 51,5 202

1 jaar en ouder
melk- en kalfkoeien 1600 25 51,5 1277

Tabel 2 iseen overzicht van de productie van oestrogenen in Nederland door vrouwelijk
jongvee ouder dan 1 jaar en melkkoeien. Het zijn namdlijk deze twee groepen rundvee die
een groot dedl van de tijd drachtig zijn*.

5.1.2

Varkens

De normale duur van de dracht bij varkensis 110 tot 120 dagen. Uitscheiding van oe-
strogenen vindt voornamelijk via de urine plaats, en wel als oestronsulfaat. De oestroge-
nenproductie en -uitscheiding stijgen gedurende de eerste 27 dagen van de dracht sterk
tot waarden van 1,6 mg oestronsulfaat/liter urine (Atk87). Vervolgensis er een sterke
daling tot waarden iets boven het niveau van voor de dracht. Na ongeveer 50 dagen tot
aan de geboorte nemen de productie en de uitscheiding opnieuw sterk toe, tot concentra-
tiesin de urine van 5 mg per liter urine (Rag63).

Het schatten van de emissie wordt bemoeilijkt doordat de gegevens uit de onderzoe-
ken van Atkins en Reaside kwantitatief niet goed overeenkomen. Zo geeft Atkins aleen
de gehaltes gedurende de eerste 30 dagen. Gedurende dezelfde periode van de dracht
vond Reaside gehaltes van 0,2 mg/l, uitgedrukt als totaal oestrogenen. Mogdlijk dat de
waarden van Reaside — die uit 1963 dateren — structured te laag zijn vanwege de des-
tijds gebruikte analysetechnieken. Uit zowel het onderzoek van Reaside a's dat van Ed-
gerton (Edg71) blijkt dat het gehalte aan oestrogenen in de urine aan het einde van de
dracht een factor 10 tot 20 hoger is dan het maximum van de eerste 30 dagen. Toepas-
sing van deze factoren op de gegevens van Atkins zou resulteren in gehaltes aan het ein-
de van de dracht die aanzienlijk hoger zijn dan 5 mg/l. De commissie komt op grond van
schatting uit de door Reaside en Atkins gepresenteerde curven tot een gemiddelde con-
centratie aan oestrogenen in de urine gedurende de gehele dracht van 0,5 tot 1 mg/l. Dit

Koeien kalveren gemiddeld op 2,2 jarige leeftijd voor de eerste keer en worden op een leeftijd van gemiddeld 4,6 jaar
afgevoerd. Bij een drachttijd van 270 dagen houdt dit in dat zij 62 % van hun levensduur drachtig zijn. Dit percentage

is gehanteerd bij de berekening van de totale oestrogenenproductrie.
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leidt tot dein tabel 3 gepresenteerde schatting van de totale emissie van oestrogenen in
Nederland door zeugen.

Tabel 3 Emissie van oestrogenen door zeugen in Nederland.

populatie aantal dieren urineproductie conc oestrogenen  totale emissie oe-
(maal 1000) (liter per dier/dag) inurine (inmg/l)  strogenen per dag
(inkg)?
zeugen 1605 5 0,5-1 4-8

a

In deze berekening is uitgegaan van 365 dagen dracht per jaar.

5.1.3

Kippen
Kippen scheiden behalve oestrogenen ook vrij grote hoevee heden testosteron uit. In tabel
4 zijn de gehaltes van beide hormonen in mest van kuikens, leghennen en hanen vermeld

die door Shore zijn gepubliceerd (Sho93).

Tabel 4 Gehaltes van testosteron en oestrogenen in mest van kuikens, leghennen en hanen (Sho93).

testosteron (Lg/kg mest) oestrogenen (ug/kg mest)
kuiken (K) 133 65
kuiken (J) 133 14
leghennen 254 533
hanen 670 93

Uitscheiding van oestrogenen vindt vooral plaatsin de vorm van 17(3-oestradiol, oestron
en 17a-oestradiol (Bis9l).

De commissie heeft de schatting van de total e hoeveel heden hormonen die in kippen-
mest worden uitgescheiden uitduitend gemaakt voor leghennen (zie tabel 5) omdat deze
dieren verreweg het grootste deel van de kippenpopulatie in Nederland uitmaken en bo-
vendien — zoals uit tabel 4 blijkt — per dier verreweg de grootste hoevee heden uit-
scheiden.
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Tabel 5 Schatting van de emissie van oestrogenen en testosteron via kippenmest.

populatie aantal dieren mestproductie concentratie oe-  totale uitschei-  concentratietes-  totale uitschei-
(maal 1000) (g/dier) strogenen in mest ding oestrogenen tosteron in mest  ding testosteron
(nanogram/gram  (gram/dag) (ng/kg mest) (gram/dag)
mest)
leghennen 41 000 50 533 1090 254 520

514 Mens
Endogeen geproduceerde oestrogenen

Zwangere vrouwen scheiden in de laatste periode van de zwangerschap via urine onge-
veer 30 mg oestrogenen per dag uit (AdI76, Fot87). Het gaat hier voornamelijk om ge-
conjugeerd 173-oestradiol, oestriol en oestron. Bij een geschat gemiddeld gehalte van 10
mg oestrogenen per dag gedurende de gehele zwangerschapsduur en bij ruim 180000
zwangeren (in 1998), is de totale uitscheiding ongeveer 2 kilogram per dag. Het aanta
Zwangere vrouwen in 1998 is hier gelijkgesteld aan het aantal geboortesin dat jaar.

De anticonceptiepil

De werkzame stof in de anticonceptiepil, meestal ethynyl-oestradiol, wordt uitgescheiden
viaurine en feces. In een onderzoek van Reed bleek dat na toediening van gelabeld ethy-
nyl-oestradiol 22 tot 50% in de urine en 30% in de feces terecht komt (Ree72). In de fe-
ces betrof het voornamelijk de ongeconjugeerde vorm. In de urine werd 16% van de tota-
le dosis in de ongeconjugeerde vorm gevonden.

Naar schatting zijn er in ons land 1,4 miljoen pilgebruiksters (CBS). De gemiddelde
dagelijkse dosis ethynyl-oestradiol via de pil schat de commissie op 35 g, de totale uit-
scheiding van ethynyl-oestradiol in ons land op 50 gram per dag. Deze waarde is een
maximum omdat is uitgegaan van volledig excretie van (ongemetaboliseerd) ethynyl-oe-
stradiol.

515 Conclusie

Volgens het voorgaande is de emissie van endogene oestrogenen door mens en dier in
Nederland naar globale schatting ongeveer 10 kilogram per dag. Dit getal iswellicht een
onderschatting omdat de bijdrage van rundvee aan de emissies aanmerkelijk hoger zou
kunnen zijn dan de geschatte 1400 gram. De commissie heeft bovendien andere land-
bouwhuisdieren — zoals konijnen, eenden, schapen, geiten, paarden — en ook de huis-
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dieren niet meegerekend omdat het hier om kleinere bronnen gaat. De schatting van de
emissie van ethynyl-oestradiol (‘de pil’) is 50 gram per dag. Waarschijnlijk is dat een
overschatting aangezien de uitscheiding gelijk is gesteld aan de inname. Hoe dan ook valt
deze bijdrage in het niet bij de geschatte totale emissie van natuurlijke oestrogenen (10
kg per dag of meer). Opgemerkt zij dat de emissie vanuit de ons omringende landen bui-
ten beschouwing is gelaten.

5.2

Lotgevallen van geémitteerde natuurlijke en synthetische hormonen

De afbraak van de natuurlijke hormonen en de mobiliteit van deze stoffen bepalen uitein-
delijk de concentratie in het oppervlaktewater. Afbraak vindt voornamelijk plaats door
bacterién. De mobiliteit is onder meer afhankelijk van de stofeigenschappen en van de
bindingsei genschappen van de substraten in de verschillende milieucompartimenten.

521

Emissiewijze

De lotgevallen van de in het milieu geEmitteerde hormonen zijn mede afhankelijk van de
wijze waarop de emissie plaatsvindt. Zo komen de hormonen die door de mens worden
uitgescheiden vooral via de rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZI’ s) in het water te-
recht. Het rioolwaterbehandelingssysteem in Nederland is echter zodanig ingericht dat bij
zware regenva de inhoud van het riool direct op het oppervlaktewater wordt geloosd.
Afbragk door bacterién in de zuiveringsinstallatie blijft dan achterwege.

Ook hij landbouwhuisdieren is de route waarlangs de hormonen in het milieu terecht-
komen bepalend voor het ot van de stof. Drachtige koeien staan een groot deel van het
jaar in de wei. De natuurlijke hormonen komen dan direct op het land terecht via de fe-
ces, en vervolgens door uitspoeling in het opperviaktewater. Drachtige zeugen staan, in
tegenstelling tot zwangere koeien, bijna dtijd op stal. De emissiein het milieu zal dus
mede afhangen van de afbraak door bacterién tijdens de mestopdag. De mest van de zeu-
gen wordt van het voorjaar tot oktober regelmatig op het land verspreid. Omdat dit tus-
sen september en het voorjaar niet is toegestaan, zal de mest in die periode in opslag blij-
ven. De mest van kippen is niet geschikt voor gebruik op grasland en wordt dan ook
voora in de akkerbouw benut. Voor een deel wordt kippenmest — a dan niet na drogen
en pelleteren — gebruikt in de tuinbouw in binnen- en buitenland. De export van gepelle-
teerde kippenmest is echter door milieueisen in het buitenland betrekkelijk beperkt.

Ook de wijze van opbrenging van de mest op het land kan bepalend zijn voor het lot
van de hormonen. De mest van landbouwhuisdieren wordt tegenwoordig meestal geinjec-
teerd of ondergewerkt. De natuurlijke hormonen komen dan — afgeschermd van zonlicht
— een aantal centimeters onder de grond terecht, zodat afbraak door zonlicht geen rol
Spedit.
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52.2 Afbraak

De afbragksnelheid van hormonen is in verschillende matrices en milieucompartimenten
gemeten. Zo vond Tabak in bacteriecultures afbraakpercentages voor oestradiol, oestriol
en oestron van 70 tot 94% na één week (Tab70). Min of meer vergelijkbare afbraaksnel-
heden zijn gevonden in RWZI's. Stumpf vond na vijf dagen een vermindering van 75%
voor oestradiol en 89% voor ethynyl-oestradiol (Stu96). In een moderne RWZI in Israél
zijn voor oestrogenen lagere afbrasksnelheden gevonden, namelijk 20% tot 88% na vijf
dagen (Sho93). Aangezien de afbraak voornamelijk langs bacteriéle weg plaatsvindt,
lijkt het aannemelijk dat de afbraaksnelheid in opperviaktewater geringer is dan in bacte-
riecultures of RWZI’s. Blijkens nog niet gepubliceerde resultaten wordt onder aérobe
condities oestradiol in rivierwater in enkele dagen omgezet in oestron (Jur99). De verdere
afbraak van oestron zou eveneens enkele dagen bedaan. James vond eveneens een om-
Zetting van oestradiol naar oestron in rivierwater (Jam98). Het duurde in dat onderzoek
20 dagen voordat oestradiol en oestron en 17a-ethynyloestadiol grotendeels was
afgebroken. Onder anaérobe omstandigheden in sediment is de omzetting aanzienlijk
langzamer (Jur99). Bovendien bleek dat de omzetting van oestradiol naar oestron rever-
sibel was. Ethynyl-oestradiol was onder beide omstandigheden aanzienlijk persistenter
dan oestradiol (Jur99).

In kippenmest blijkt afbraak van oestrogenen en testosteron ook na enkele maanden
niet of nauwelijks plaats te vinden. Ook industriéle verwerking van kippenmest of verhit-
ting tot 100 °C gedurende 24 uur bleek de hormoonconcentratie nauwelijks te beinvioe-
den (Sho93). Nicols onderzocht de uitspoeling van oestrogenen in kippenmest op een
weiland naar de soot (Nic97). Na beregening van het weiland na een week hield die uit-
spoeling nog steeds aan.

Hoewel de literatuur beperkt is, lijkt de afbraak van hormonen in het milieu in het
gunstigste geva enige dagen te vergen. Onder minder gunstige omstandigheden — zodls
zuurstofloosheid en onvoldoende aanwezigheid van vol doende micro-organismen — zal
de afbraak echter aanzienlijk trager gaan. In een substaat zoa s kippenmest vindt — zo-
als gezegd — zelfs na maanden nauwelijks afbraak plaats. Het is onbekend in hoeverre
dit ook geldt voor varkens- en koeienmest.

5.2.3 Mobiliteit

Jurgens vond voor de verdelingscoéfficienten van oestradiol tussen water en verschillen-
de sedimenten waarden van 20-67 I/kg (Jur99). Shore vond voor (gelabeld) oestradiol en
oestron, respectievelijk 56% en 59% binding aan de bodem (aleen met organische oplos-
middelen te verwijderen). Testosteron bleek echter zeer makkelijk uitspoel baar (Sho93).
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Blijkens eerder genoemd onderzoek van Nicols is oestradiol — gezien de gevonden con-
centraties in de doot — mobiel in de bodem (Nic97)

Uit de zojuist vermelde bevindingen blijkt dat oestrogenen niet sterk binden aan bo-
dem of sedimenten. In het onderzoek van Nicols gaat het mogelijk deels om oestradiol in
geconjugeerde vorm. De geconjugeerde vorm is aanmerkelijk beter oplosbaar in water
dan de ‘vrije¢ vorm, en is naar verwachting dan ook zeer mobiel.

5.3

Milieuconcentraties in Nederland

Voor zover de commissie bekend is, zijn tot dusver concentraties van hormonen in het
Nederlandse milieu nog sechtsin één onderzoek gemeten (Bel99). Het betreft concentra-
tiesin grote rivieren, estuariaen in het influent en effluent van RWZI’'s en industriéle
zuiveringsinstallaties. Tabel 6 geeft een overzicht van de verkregen uitkomsten voor ste-
delijke gebieden.

Tabel 6 Gemeten concentratieranges in ng/l van hormonen in diverse matrices (bron: Bel99).

milieumatrices 1713-oestradiol 17a-oestradiol 17a-ethinyloestradiol ~ oestron
oppervlaktewater <d.l.-55 <d.l.-1.1 <d.l.-4.3 <d.l.-5.3
stedelijk afvalwater:

influent/rioolwater 10-48 <d.l.-9 <d.l.10 10-140
rioolslib <d.l.-98 <d.. <d.. <d..
effluent <d.l.-12 <d..-5 <d.l.-8 <d.l.-47

industrieel afvalwater:
influent/rioolwater 1-25 <d.|.-8 <d.|.-8 3-92

rioolslib

<d.. <d.l. <d.. <d..

Zowel in influent als effluent van RWZI’ s en industriéle zuiveringsinstal laties vonden de
onderzoekers uitduitend hormonen in ongeconjugeerde vorm. Deconjugatie van stoffen
door bacterién in zuiveringsinstallaties is een bekend fenomeen, en dient zelfs as maat
voor het functioneren van een zuiveringsingalatie. Kenndlijk vindt deze deconjugatie
ook a plaats voordat de hormonen in de RWZI terecht komen. De zojuist gepresenteerde
gegevens geven een beeld van de hormoonconcentratiesin grote rivieren en estuariain de
nabijheid van stedelijke gebieden. De gehates liggen in de orde van nanogrammen per li-
ter. Zoals uit 5.1 blijkt, is de emissie van hormonen door de mens dechts een fractie van
die door landbouwhuisdieren.

Het is volgens de commissie niet mogelijk om op basis van de huidige kennis van de
lotgevallen van deze hormonen, uit emissiegegevens gehaltes in het te oppervlaktewater
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te schatten. Wel wijst de commissie erop dat in het algemeen door landbouwhuisdieren
geémitteerde natuurlijke hormonen niet in RWZI’ s terecht komen. Daarbij komen de eer-
der besproken aanwijzingen dat hormonen in het milieu niet zeer snel worden afgebroken
en in bodem mobiel kunnen zijn. Het is daarom aannemelijk dat gehaltesin het opper-
vlaktewater in gebieden met intensieve veetedit, of in gebieden waar veel mest wordt uit-
gereden, aanzienlijk hoger kunnen zijn dan nabij stedelijke gebieden.

54

Effecten van natuurlijke en synthetische hormonen op aquatische orga-
nismen

Gebleken is dat een 17a-ethynyl-oestradiolconcentratie van 0,1 nanogram per liter bij
mannelijke regenboogforellen leidt tot productie van vitellogenine (Pur94).

De drempelwaarde voor inductie van vitellogenine bij mannetjesregenboogforellen
— na blootstelling gedurende drie weken aan 17b-oestradiol — ligt tussen de 1 en 10
nanogram per liter (Rou98). Concentraties hoger dan 100 ng/l Ieiden bij fathead min-
nows (Pimephal es promelas) tot een afhame van de testisgroei (Pan98). Blootstelling
aan oestron leidt pas bij concentraties hoger dan 25 ng/l tot vitellogenine-inductie
(Tyl98). Bekend is dat bij vissen oestron de werking van oestradiol kan versterken
(Boh82). Dit roept de vraag op of dit ook het geval is bij gecombineerde blootstelling
aan oestron en milieuvreemde stoffen die ook een oestrogene werking bezitten. Indien dit
zo is, zouden derisico’s van deze stoffen voor vissen aanmerkelijk groter kunnen zijn.

Ook de geconjugeerde vormen van oestradiol vertonen bij vissen een oestrogene acti-
viteit. Oestradiolglucuronide heeft 10% van de activiteit van oestradiol, oestronsulfaat
100% (Pel93).

5.5

Fyto-oestrogenen

Van nature blijken ved planten fyto-oestrogenen te bevatten, stoffen die de hormoon-
huishouding van mensen en dieren kunnen verstoren. VVoord de plantensoorten die met
behulp van bacterién stikstof uit de lucht op kunnen nemen, zoas klavers en lucerne, be-
vatten hoge concentraties van deze stoffen. Zij produceren deze stoffen om de gewenste
bacterién aan te trekken en om het kiemen van bepaal de mycorhizaschimmelste stimule-
ren (Bak95, Fri98). In hoeverre ze deze stoffen ook produceren als verdediging tegen
herbivoren is niet duiddlijk. In ten minste één geval lijken planten een isoflavonoide te ge-
bruiken als geboorteregulatiemiddel voor een herbivoor. De plant in kwestie wordt door
kwartels gegeten en produceert in jaren van overvloedige regenva (en daardoor uitbundi-
ge groel) nauwdijks isoflavenoiden, in tegenstelling tot jaren met weinig regenval. In het
laatste geval treedt bij de kwartels een oestrogeen effect op, waardoor de legselgrootte
bijna halveert (Bak95).
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De fyto-oestrogenen zijn in te delen in een viertal stofgroepen; de isoflavonoiden (ge-
nisteine, daidzeine, formononeting, Biochanin A, glyceteine), de coumestranen (cou-
mestrol), de resorcyclische zure lactonen en de lignanen (enterolacton, enterodiol, matai-
renisol). Om globaal na te gaan of fyto-oestrogenen — al's component van diervoeders
die op grote schaal in de intensieve veehouderij wordt gebruikt — problemen veroorza
ken in ecosystemen beschouwt de commissie nu de emissies, afbraak, mobiliteit en effec-
ten van deze stoffen.

551

Bronnen en hoeveelheden

In Australié zijn bij schapen effecten van ondergrondse klaver (Trifolium subterraneum)
op de voortplanting geconstateerd. In Nederland voorkomende planten die hoge gehaltes
fyto-oestrogenen kunnen bevatten, zijn rode klaver en luzerne. Aangezien de hoevedheid
klaver en luzerne die in Nederland wordt verbouwd vrij gering is, acht de commissie de-
ze bron voor ecosystemen van minder betekenis dan een andere bron, namelijk de con-
sumptie van soja door landbouwhuisdieren. De commissie duit echter niet uit dat lokaal
klavers toch een bron van betekenis kunnen vormen. In 1997 isin Nederland 1,7 miljoen
ton sojabonen, sojaschroot en -schilfers in diervoeders verwerkt (PD98). De belangrijk-
ste fyto-oestrogenen in soja zijn daidzin, daidzeine, genisteine, formononetine en cou-
mestrol. De eerste vier stoffen komen in bijvoorbeeld sojameel voor in concentraties van
enkele honderden mg tot 1 g/kg meel. Coumestrol komt in verse zaailingen in tientallen
mg/kg voor, in gedroogde bonen in enkele mg/kg (Ald97, Pri85). In rode klaver zijn de
bel angrijkste fyto-oestrogenen biochanine A en formononetine, in luzerne is dat cou-
mestrol.

De oestrogenenconcentratie in soja hangt sterk af van het deel van de plant en de
wijze waarop de sojais bewerkt. De zaailingen en het zaad van de sojaplant bevatten de
hoogste concentraties. De olie die uit de zaden wordt geperst,bevat nauwdijks fyto-oe-
strogenen. In de eiwitrijke fractie die voor veevoeders wordt gebruikt, zijn de concentra-
ties hoog.

5.5.2

Metabolisme van isoflavonoiden bij landbouwhuisdieren.

Bij herkauwers wordt genisteine grotendeels omgezet en vervolgens uitgescheiden als p-
ethylfenol dat, voor zover bekend, geen oestrogene activiteit bezit. Van het genisteine
wordt dechts enkele procenten in de urine terug gevonden.

In monogastrische zoogdieren (dieren met én maag) en in herkauwers worden for-
mononetine, daidzeine en daidzin gededltelijk omgezet in equol. Andere omzettingen zijn
wel mogelijk, maar kwantitatief onbelangrijk. Zowel de uitgangsstoffen as het omzet-
tingsproduct equol bezitten oestrogene activiteit. De uitscheiding van equol in urine vari-
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eert bij verschillende diersoorten tussen 20 en 70% (Lun95, Shu70) van de toegediende
hoeveelheden. De rest bestaat uit de genoemde uitgangsstoffen.

5.5.3

Emissie en lotgevallen

Bij een jaarlijks gebruik van ongeveer twee miljoen ton sojain diervoeders is de dagelijk-
Se emissie van fyto-oestrogenen ongeveer 5000 kilogram (zie 5.5.1). De consumptie van
sojaproducten door de mens, die ook aanzienlijk kan zijn, is daarbij niet inbegrepen.
Over de afbragk van deze stoffen in het milieu is nauwdijks iets bekend. Dat de metabo-
liet equol in zoogdieren niet verder wordt gemetaboliseerd, zou er op kunnen wijzen dat
deze stof vrij persistent is. Na toevoeging van formononetine aan een niet steriele bodem
bleek na één week nog 60% aanwezig te zijn (Oza97). Welke omzettingen plaatsvonden,
is niet vastgesteld. Gezien de chemische structuur van equol is te verwachten dat de stof
mobiel isin de bodem. Het is mogelijk dat binding aan humuszuren de mobiliteit be-
perkt. De gegevens over de lotgevallen van de genoemde stoffen zijn echter te beperkt om
uit de geschatte emissiewaarden concentraties in opperviaktewater af te leiden.

554

Effecten

De fyto-oestrogenen genisteine, formononetine en daidzeine en de metaboliet equol bezit-
ten in vitro een affiniteit met de oestrogeenreceptor die een factor 1000 tot 100 000 Klei-
ner is dan die van 173-oestradiol. Een bindingsaffiniteit op zichzelf zegt niet zoved over
effecten diein vivo optreden. Van de genoemde fyto-oestrogenen is bekend dat de wer-
king bij zoogdieren voora berust op een verstoring van het hormoonmetabolisme
(Ald97, Bak95). Er is aanmerkelijk minder bekend over de gevolgen van blootstelling
aan fyto-oestrogenen voor aguatische organismen. Injectie van genisteine, equol of cou-
mestrol, leidde bij de steur (Acipenser baeri) tot de productie van vitellogenine (Pel91).
Bij injectie van formononetine was dit niet het geval. Bij de poliep Hydra vulgaris leidde
blootstelling aan 3 microgram genisteine per liter tot afwijkingen in de ontwikkeling
(Per94). Of hormoonontregeling daaraan ten gronddag ligt, is onduiddijk.

5.6

Conclusies

Concentraties van natuurlijke en synthetische hormonen gemeten in de Rijn, de Maas en
de Schelde liggen in een orde van grootte waarbij — zij het subtiele — effecten op vissen
Zijn te verwachten. Het is daarom aannemdlijk dat genoemde stoffen mede verantwoorde-
lijk zijn voor de bij vissen in de grote rivieren en in de kustgebieden en in-vitrotests ge-
constateerde effecten. Het is ook aannemdijk dat de concentraties in doten in gebieden
met intensieve veetedt aanzienlijk hoger zijn dan de voornamelijk in de nabijheid van ste-
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delijke gebieden gemeten concentraties in het oppervlaktewater. De geschatte emissies
van oestrogenen door landbouwhuisdieren zijn daar een veelvoud van de door de mens
uitgescheiden hoeved heden. Er is echter vedl onzekerheid over de lotgevallen van de oe-
strogenen die door landbouwhuisdieren in het milieu worden gebracht. Omdat er blijkens
de — beperkte — literatuurgegevens aanwijzingen zijn dat natuurlijke oestrogenen vrij
persistent kunnen zijn (enkele dagen of aanzienlijk langer) en bovendien mobidl, vindt de
commissie het aannemélijk dat in doten concentraties van natuurlijke hormonen voor
kunnen komen die hoog genoeg zijn voor effecten op aquatische organismen.

Hoewel de emissie van fyto-oestrogenen vrij groot is, is er te weinig bekend over hun
lotgevallen in het milieu om concentraties in oppervlaktewater te kunnen schatten. Bo-
vendien zijn er ook voor een risicoschatting te weinig gegevens over de effecten van deze
stoffen. Omdat waterplanten — voor zover de commissie bekend — geen fyto-oestroge-
nen produceren, is het denkbaar dat aquati sche organismen relatief gevodlig zijn voor de-
ze stoffen.
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Hoofdstuk 6

Beantwoording van de vragen

Er zijn vier (dedl)vragen aan de commissie ter beantwoording voorgelegd. Twee van deze
vragen hebben betrekking op de huidige wetenschappelijke kennis, de beide andere ved -
eer op de wijze waarop die kennis zou kunnen worden vergroot. Mede terwille van de
overzichtelijkheid en de conceptuele samenhang in het voorliggende advies heeft de com-
missie zich in de voorgaande hoofdstukken uitduitend gericht op de huidige wetenschap-
pelijke kennis. Dit betekent dat de in dit hoofdstuk te formuleren antwoorden op de beide
eerstbedoel de vragen aanmerkelijk beknopter kunnen zijn dan die op de twee andere.

Vraag 1

Is de Gezondheidsraad van mening dat milieuverontreiniging met stoffen die het endo-
criene systeem beinvioeden een ernstig gevaar vertegenwoordigt voor populaties en ds
gevolg daarvan mogelijk voor ecosystemen?

Antwoord

Volgens de commissie zijn er voldoende redenen voor bezorgdheid over de aanwezigheid
van stoffen in voora het aguatische milieu die de gedachtshormoonhuishouding van or-
ganismen kunnen ontregelen en daardoor het voortbestaan van soorten in ecosystemen in
gevaar kunnen brengen. Bij sommige soorten zijn effecten op individuen en populaties
daadwerkelijk aangetoond of aannemelijk. De gevolgen voor gehele ecosystemen zijn on-
bekend. Aangezien er maar zeer beperkt gericht onderzoek is verricht naar de gevolgen
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van de in het milieu aanwezige hormoonontregelaars, is het goed mogelijk dat de hor-
moonverstoring wijd verspreid voorkomt bij gewervelden en vooral ongewervelden.

Onder de mogelijk met de aanwezigheid van dergelijke stoffen in het milieu geassoci-
eerde schaddlijke effecten neemt interseksualiteit een prominente plaats in (waargenomen
bij sommige vissen en dakkensoorten in de Noordzee). Het is methodol ogisch echter zeer
moeilijk om een gecongtateerde teruggang in een populéatie te relateren aan een bepaalde
stof (of stoffen), aangezien ook andere factoren hieraan debet kunnen zijn. Voor bepaa -
de dakkensoorten is duidelijk dat populaties in de kustgebieden van de Noordzee in min-
dere of meerdere mate door één enkele stof (tributyltin) zijn aangetast. Het is aanneme-
lijk dat ook andere soorten die zich in die voedselketen bevinden daar de gevolgen van
ondervinden.

De ontregeling van de reproductie van vogels en zeehonden die in de afgelopen de-
cenniais geconstateerd, lijkt landdlijk gezien grotendels tot het verleden te behoren. In
sterk vervuilde gebieden zod s de sedimentatiegebieden van de Rijn en de Maas zijn ech-
ter nog steeds effecten te constateren. De commissie wijst erop dat de herintroductie van
soorten die mede ten gevolge van de aanwezigheid van deze stoffen uit Nederland zijn
verdwenen — zoals de otter — in deze gebieden problemen zal kennen vanwege de heer-
sende concentraties van hormoonontregelende stoffen.

Vraag 2

Z0 ja, is reeds aan te geven welke stoffen, ¢.q. bronnen, in dit opzicht primair de aan-
dacht verdienen?

Antwoord

Van de 77 in de wetenschappelijke literatuur in dit opzicht genoemde pesticiden en in-
dustriéle stoffen waarop de commissie zich gericht heeft, bestempelt zij er 13 met hoge
mate van waarschijnlijkheid al's hormoonontregelaar. Van nog eens 21 stoffen acht zij
aanwijzingen in deze richting aanwezig, maar er is onvoldoende kennis over de effecten
of over de milieuconcentraties. Voor de resterende 43 stoffen — waarvan sommige ove-
rigens niet in het milieu in Nederland zijn aangetoond — kan zij geen uitspraken doen.
Bij de 34 stoffen die de commissie ds (potentiéle) hormoonontregel aars heeft geclassifi-
ceerd, gaat het om akylfenolen, organochloor-, organobroom- en organotinverbindingen,
ftalaten en triazines. De commissie bevedlt aan om in eerste instantie de aandacht op de-
Ze stoffen te richten, behoudens een aantal van de organochl oorverbindingen waarvoor a
succesvol beleid in uitvoering is. Zij wijst erop dat door de snel voortschrijdende kennis
het zojuist gestelde dechts een momentopname is. Juist doordat de laatste jaren een aan-
tal stoffen is onderzocht op hormoonontregel ende werking is de lijst al sterk gegroeid.
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Gezien de grote hoeved heid stoffen die de komende jaren nog onderzocht gaan worden,
ligt het in de rede dat het aantal stoffen dat a's (potentiéle) hormoonontregelaar is aan te
merken nog sterk zal toenemen.

Naast de pesticiden en industriéle stoffen heeft de commissie natuurlijke en syntheti-
sche hormonen in beschouwing genomen. Zij bestempelt natuurlijke oestrogenen (bij-
voorbeeld 1713-oestradiol), orale anticonceptiva (bijvoorbeeld 17a-ethinyl- oestradiol) en
fyto-oestrogenen (bijvoorbeeld genisteine) a's waarschijnlijke hormoonontregelaarsin
Nederland.

De commissie wijst industriéle productie, RWZI’ s, landbouw, grensoverschrijdende
rivieren en atmosferische depositie aan a's belangrijkste bronnen van industriéle hor-
moonontregelaars. Voor de natuurlijke hormonen zijn de belangrijkste bronnen de vee-
houderij (het gaat hier vooral om emissie van de door vee endogeen geproduceerde stof-
fen), landbouw (plantaardige oestrogenen — vooral via het gebruik van sojain diervoe-
ders) en het gebruik van anticonceptiva. Bij de fyto-oestrogenen is nog onduidelijk hoe
het gesteld is met de persistentie en de mohiliteit in het milieu.

Gezien de mogelijke bronnen bevedlt de commissie aan om de monitoringsprogram-
ma’ s vooral te richten op de zoute, brakke en zoete wateren (voora kleine doten) en
mest. Ten aanzien van natuurlijke hormonen verdienen vooral kleine sloten en mest de
hoogste prioriteit.

Vraag 3

Is het mogedlijk om via een programma van metingen (monitoring) nate gaan of effecten
op de gedachtshormoonhuishouding van dieren optreden?

Antwoord

Er is nog geen beproefde aanpak voor het systematisch meten van effecten van stoffen
die de gedachtshormoonhuishouding van dieren in het veld verstoren. Het is volgens de
commissie het meest effectief om monitoringsprogramma’ s die op dit moment in Neder-
land worden uitgevoerd uit te breiden met een aantal ‘tools’ gericht op het opsporen van
deze effecten. Een eerste aanzet voor het uitvoeren van effectmonitoring voor oestro-
geen-actieve stoffen in het Nederlandse watermilieu is onder auspicién van Rijkswater-
staat in uitvoering. Begin 1999 is het Landelijke Onderzoek Oestrogene Stoffen (LOES)
van start gegaan. Daarnaast zijn er onderzoekprogramma s die zich richten op de effec-
ten van bekende hormoonontregel ende stoffen op natuurlijke zoogdierpopulaties en op
oestrogen effecten in vissenpopul aties.
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Populaties en individuen

Een eerste aanwijzing voor een verstoring van de reproductie van populaties is een afwij-
kende leeftijdsopbouw en gedachtsverdeling. Voor individuen is de grootte van de ge-
dachtsorganen bepaend. Bij individuen kunnen ook de secundaire gedachtskenmerken,
de groei en de ontwikkeling worden beschouwd, met behulp van anatomisch, uitwendig
en histologisch onderzoek. Histologisch onderzoek aan de lever en de schildklier is aan te
raden. Bij individuen kunnen ook diverse klinisch-chemische bepalingen plaatsvinden. In
recent onderzoek is het nut aangetoond van het vaststellen van de volgende biochemische
parameters die verband houden met reproductiestoornissen: vitellogenineproductie , ste-
roidhormoonconcentraties, schildklierhormoonconcentraties en vitamine A-gehaltes.

Effecten bij populaties zijn het makkelijkst op te sporen indien er een gradiént in de
concentraties van stoffen in het milieu bestaat. Kennis over de natuurlijke achtergrondni-
veaus van diverse variabelen is daarbij noodzakelijk. Behalve onder meer historisch on-
derzoek naar sekseratio’s, kan ook een nieuwe beoordeling van gearchiveerde monsters
op nieuwe toxicol ogische eindpunten zinvol zijn.

Verplaatsing van individuen

Een van de tot op heden meest succesvolle methoden voor het monitoren van effecten van
hormoonontregel ende stoffen berust op het verplaatsen van dieren; dieren (dakken, oes-
ters, vissen) uit schone gebieden worden in kooien uitgezet op eventueel gecontamineerde
plaatsen. In Nederland worden onder gecontroleerde omstandigheden unieke karper-in-
tedltlijnen gekweekt waarvan de nakomelingen naar keuze 100% mannelijk of 100%
vrouwelijk kunnen zijn (Bon98, Bon99). Doordat het geslacht vooraf bekend is zijn deze
dieren geschikt voor het monitoren van geslachtshormoonverstorende effecten (Gim96).
Het gebruik van verplaatste dieren heeft een aantal voordelen ten opzichte van het onder-
Zoek van ter plaatse in het wild levende dieren. Ze kunnen worden ingezet dichtbij de
verontreinigingsbron, het geslacht kan vooraf worden bepaald, en de ernst en progressie
van de afwijking zijn goed te volgen. Hierdoor kan de omvang van het probleem goed in
beeld worden gebracht. Ook biedt deze werkwijze mogelijkheden om genomen maatrege-
len op hun effectiviteit te toetsen.

In-vitrotests en transgene vissen

De commissie wijst erop dat in-vitrotests geen ondubbelzinnig uitduitsel geven over de
te verwachten effecten op de reproductie. Hiervoor zijn in-vivotests nodig. De beschikba-
re in-vitrotests zijn vooral ontwikkeld voor het opsporen van oestrogene en soms ook an-
ti-oestrogene effecten. Elk van deze tests is toegesneden op bepaa de aspecten van de ef-
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fectketen die tot oestrogene effecten leidt. Zo zijn er receptortests met cellen die viaeen
reporter-gen eenvoudig laten zien of de oestrogeenreceptor door een stof wordt geacti-
veerd of (bij sommige systemen) geremd. Een voorbedld hiervan is een gistcel-systeem
(de zogenoemde Y ES-assay (Rou96)) uitgerust met zowel een humane oestrogeen-recep-
tor a's een bijbehorend reporter-gen. Naded van deze test is dat zij geen informatie geeft
over anti-oestrogene werking en geen mogelijkheid heeft tot bioactivatie van verdachte
stoffen. Ook kunnen grote en vrij hydrofobe stoffen de gistcelwand niet passeren waar-
door deze stoffen geen respons kunnen geven (Leg99a). Een ander voorbedld is de ER-
CALUX-assay waarbij gebruik wordt gemaakt van een humane cellijn waarin zowel de
natuurlijke oestrogeenreceptor aanwezig is a's enige biotransformatiecapaciteit. Alsre-
porter wordt luciferase gebruikt. Met dit testsysteem kan men zowel de antioestrogen-
als de oestrogene werking van stoffen indiceren, zonder en met biotransformatie. Vanwe-
ge de andere structuur van zoogdiercellen kunnen zowel hydrofobe a's hydrofiele stoffen
de celwand passeren (Leg99a).

In-vitrotests met primaire celcultures van endometriumcellen houden (gedeeltelijk)
rekening met mogelijke actieve biotransformatieproducten in de te meten monsters. De
zogeheten E-screen (MCF7-assay (Sot92)) is gebaseerd op de oestrogeenafhankelijke
vermeerdering (proliferatie) van borstkankercellen. Deze tests zijn echter niet zeer speci-
fiek omdat ook andere dan hormoonactieve stoffen celdeling kunnen stimuleren of juist
remmen.

Bij tests op het vermogen van een stof tot de inductie van dooiereiwitsynthese (vitel-
logenine-synthese) worden vooral primaire celcultures van vissenlevers gebruikt. De
tests zijn niet makkelijk uitvoerbaar, maar de specificiteit is hoog.

Zeer onlangsisin Nederland een transgene (genetisch gemanipuleerde) zebravis ont-
wikkeld die goed bruikbaar lijkt voor het monitoren van effecten van oestrogene stoffen
in het milieu. Bij deze vissen is een oestrogeen-reportergen ingebouwd (luciferase). Op
een snelle manier kan een oestrogene respons gemeten worden in fysiologisch relevante
oestrogeen-doel wit-organen zoals de mannelijke en vrouwelijke gonaden. De respons
wordt mede bepaald door alle in het dier aanwezige metabole stappen en kan daardoor
een goede voorspellende waarde hebben voor de hormoonontregel ende werking van stof-
fenin het milieu (Leg99b).

Chemische monitoring

Om in het veld waargenomen effecten te kunnen verklaren, is het nodig gebiedsafhanke-
lijke relevante verontreinigingen te analyseren. Karakterisering van de verdachte chemi-
calién kan dan plaatsvinden door middel van ‘toxiciteit, identificatie en evaluatie (TIE)’
procedures. Behulpzaam daarbij is de scheiding van een milieumonster in een aantal po-
laire tot apolaire fracties met behulp van high pressure liquid chromatography (HPLC).

7

Beantwoording van de vragen



Alleen de fracties die vervolgens in in-vitrotests positief scoren, worden nader geanaly-
seerd. Deze procedure is succesvol toegepast in Engeland (Des98).

Naar de mening van de commissie is het beschikbare instrumentarium voor monitoring
niet ruim maar wel voldoende. Het is van belang om te meten bij soorten die de verschil-
lende trofische niveaus vertegenwoordigen, zoals zoogdieren, vogels, reptielen, amfibik-
én, vissen en ongewervelden. De indicatorsoorten die volgens de commissie het meest ge-
schikt zijn voor Nederland staan vermeld in bijlage D. Voorwaarde bij de keuze van
soorten is dat de populatiedynamiek, de leefwijze, het gedrag en de fysiologie (endocri-
nologie) van de soorten goed bekend moeten zijn en dat men via bruikbare referentiepo-
pulaties en achtergrondgegevens een goed beeld kan krijgen van het ‘normale functione-
ren’. Een dedl van deze informatie ontbreekt nog. Vooral over de hormoonhuishouding
bij ongewervelden is onvoldoende bekend.

Monitoringstrategie

Ontrafeling van complexe multicausale verbanden en het zichtbaar maken van monocau-
sale verbanden ten aanzien van geslachtshormoonontregelende stoffen vereist een weight
of evidence analyse van de bewijskracht van de onderzoeksresultaten. De specifieke cau-
sdliteitcriteria voor zo'n analyse zijn afkomstig van Hill en Fox, en zijn voor hormoon-
ontregelende stoffen aangepast door onder anderen Vethaak (Fox91, Hil65, Vet97).
Door het verzamelen van bewijzen voor correlaties met een veelheid aan verschillende
technieken wordt de causaliteit steeds waarschijnlijker gemaakt. Het gaat hier niet aleen
om onderzoek in het veld, maar ook om laboratorium- en semivel donderzoek.

Vaak is een dedl van de kennis a aanwezig en is het niet nodig om de gehel e batterij
van monitoringsmogelijkheden in te zetten. De commissie benadrukt dat monitoring een
iteratief proces vereist waarbij door samenwerking tussen diverse disciplines steeds
wordt onderzocht welke strategie de meest effectieveis. Zo kan bijvoorbeeld met een be-
perkte monitoring worden volstaan a's hormonale ontregeling wordt vermoed, of a's men
wil nagaan of er sprake is van specifieke hormonale verstoring in een verdacht milieu of
een gevoelig ecosysteem. Deze beperkte monitoring zou bijvoorbeeld een evaluatie van
het reproductievermogen en van uitwendige karakteristieken van belangrijke soorten
kunnen omvatten. Indien een hormonale verstoring is vastgesteld, ligt een meer uitgebrei-
de monitoring voor de hand, waarbij op individu- en populatieniveau een groot aantal
karakteristieken wordt gemeten, of een monitoring gericht op specifieke eindpunten in
geschikte en gevodlige sentinel soorten.

Ten dotte zou een validatie van de vel dwaarnemingen moeten plaatsvinden door bij-
voorbeeld togpassing van in situ bioassays met gehele organismen of blootstelling in ex-
perimentele situaties.
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Vraag 4

Kan worden aangeven welke parameters meegenomen moeten worden bij de afleiding
van toxicol ogische advieswaarden voor hormoonontregelende stoffen en is er ietste zeg-
gen over de gevodigheid van deze parameters voor hormoonbeinvloeding ten opzichte
van de klassieke parameters voor de risicobeoordeling?

Antwoord

De klassieke parameters en bijbehorende tests die gebruikt worden voor de afleiding van
toxicologische advieswaarden zijn niet toegesneden op de risicobeoordeling voor hor-
moonontregelende stoffen. Binnen diverse internationale gremia (OECD, EPA en EC)
wordt momenteel onderzocht of bestaande testprotocollen in die zin aan te passen zijn
vaoor de evauatie gericht op hormoonontregelende stoffen. Velen (OECD-EDTA; US-E-
PA-EDSTAC; EU-CSTEE) staan een weight of evidence benadering voor, waarbij een
getrapte wijze van beoorddling van de mogelijk hormoonontregelende werking van een
stof wordt nagestreefd, gaande van in-vitrotests (receptorbinding, gentranscriptie, meta-
bole enzymen) via kortdurende in-vivotests (uterotrope werking, hormoonhuishouding,
vitellogenine-inductie) naar langdurige tweegeneratie proeven, waarin de effecten tijdens
embryonale/foetale ontwikkeling en de doorwerking hiervan met betrekking tot het voort-
plantingsvermogen van nakomelingen worden onderzocht. Dergelijke uitgebreide testpro-
tocollen met ratten zijn a geruimetijd in gebruik voor de beoordeling van gezondheidsri-
sico’'svoor de mensin relatie tot de toelating van nieuwe stoffen. Een belangrijke tekort-
koming van deze standaard aanpak is de korte periode waarin blootstelling plaatsvindt.
Men za effecten van een stof missen indien het meest gevodlige levensstadium buiten die
blootstellingsperiode ligt.

Voor de afleiding van ecotoxicol ogische advieswaarden worden over het algemeen
minder subtiele parameters a's eindpunten gebruikt, zoalsinvloed op groei, sterfte en re-
productievermogen. De reden hiervoor is, dat voor de mens een bescherming op indivi-
dued niveau wordt nagestreefd, terwijl in de ecotoxicologie een bescherming op popula-
tieniveau al's afdoende geldt.

De commissie meent dat de huidige eindpunten de hormoonontregelende werking van
stoffen vaak wel aan het licht kunnen brengen als de tests voor stoffen plaatsvinden met
representatieve en gevoelige organismen waarbij de blootstelling enkele generaties be-
daat. De huidige tests die voor de afleiding van ecotoxicol ogische advieswaarden in ge-
bruik zijn, voldoen hier niet aan. Tests die wel aan genoemde voorwaarden voldoen, zul-
len zeer kostbaar zijn. Steeds is het noodzakelijk om dein het veld gevonden effecten te
kunnen relateren aan bepaa de stoffen. Derhalve is er volgens de commissie een grote be-
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hoefte aan de ontwikkeling van testprotocollen die enerzijds voorzien in een langere
blootstellingsduur, en waarin blootstelling vooral ook in de kritische fase plaatsvindt,
terwijl anderzijds ook eindpunten worden beschouwd die voldoende discriminerend zijn
voor een hormoonontregel ende werking.

Voor onderzoek met vissen zijn de bestaande testprotocollen vaak te kortdurend en
de eindpunten nog te beperkt, terwijl de blootstelling vedlal niet plaatsvindt tijdens de le-
vensstadia die geacht worden het meest gevoelig te zijn voor gedachtshormoonontrege-
lende stoffen. VVoor amfibieén zijn er, behave voor de hormoon-gemedieerde metamorfo-
se-effecten, geen testprotocollen voor gedachtshormoonontregel ende werking.

Het grootste hiaat is het gebrek aan testprotocollen voor onderzoek aan ongewervel-
de dieren. Dit komt vooral door het ontbreken van inzicht in de normale werking van ge-
dachtshormoonsystemen bij ongewervelden. De vraag is in hoeverre de watervio (Dap-
nia magna) diein de huidige tests wordt gebruikt voldoende representatief is voor andere
ongewervelden. Onder laboratoriumcondities vindt bij dit dier namelijk de voortplanting
meestal aseksued plaats (parthogenese), terwijl juist de seksuele fase waarschijnlijk ge-
voeliger is voor hormoonontregelende stoffen. Goede protocollen voor ongewervelden
zijn van groot belang aangezien het hier gast om — zoals de commissie al eerder op-
merkte — 95% van de diersoorten in een doorsnee ecosysteem. Zij vormen dan ook een
belangrijk dedl van de basis van de voedselketen. Bovendien zijn juist ved bestrijdings-
middelen gericht op het ontregelen van de hormoonhuishouding van deze dieren. De
commissie verwijst voor een uitgebreide bespreking van mogedijke eindpunten en de aan-
passing van huidige testprotocollen naar de resultaten van een tweeta internationale
workshops van experts van de OECD, EC en de SETAC (EMW97, EDI99).

Voor de gevodligheid voor hormoonbeinvioeding geldt in het algemeen dat parameters
die indicatief zijn voor hormoongemedieerde moleculaire of biochemische veranderingen
het meest gevoelig zijn, gevolgd door cellulaire en weefselveranderingen en uiteinddlijk
functionele fysiologische veranderingen. Ook zijn kenmerken die gemeten worden in de
embryonale/foetal e levensstadia gevoeliger dan variabelen in volwassen levensfasen. Dit
heeft onder meer te maken met het relatief geringe vermogen van een organisme in de
vroege levensfase om verstoringen via homeostase tot op zekere hoogte op te kunnen
vangen. Ook zijn foetal e weefsels vaak gevoeiger voor verstoringen vanwege de buiten-
gewone differentiatie- en proliferatiesnelheden waardoor verstoringen tijdens de embryo-
nale/foetale ontwikkeling onherstel bare schade veroorzaken.

Omdat de meeste testprotocollen voor hormoonontregel ende stoffen zich nog in een
experimented stadium bevinden, is het momenteel niet mogelijk om een enigszins defini-
tieve opsomming van variabelen en hun gevoeligheden te geven.
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Bijlage

A

De adviesaanvraag

De voorzitter van de Gezondheidsraad ontving de volgende brief, gedateerd
29 september 1998, van de Minister van Volkshuisvesting, Ruimtelijke Orde-
ning en Milieubeheer.

Hierbij verzoek ik de Gezondheidsraad mij te adviseren over stoffen in het milieu die het endocriene sys-
teem kunnen beinvloeden en effecten daarvan op ecosystemen.

In de afgelopen jaren is een stroom van wetenschappelijke publicaties verschenen die de aandacht vesti-
gen op in het milieu aanwezige stoffen die het endocriene systeem kunnen beinvioeden. Hierbij staan
stoffen met een werking op de geslachtshormonen centraal . Verstoring van de hormoonbalans, met als
gevolg reproductieproblemen, wordt gezoen als een belangrijke oorzaak voor de teruggang in popul aties
van dieren op diverse verontreinigde |okaties.

Eieren van vogels, vissen en amfibieén in verontreinigde gebieden vertonen een lager broedsucces. Daar-
naast worden in de mannelijke nakomelingen feminisatieverschijnselen waargenomen, bijvoorbeeld ver-
hoogde estradiol/testosteron- verhouding, verkleining van de penis en productie van vitellogenine. Deze
veldbevindingen zijn in een aantal gevallen bevestigd door |aboratoriumonderzoek met stoffen. Minder
informatie is er nog beschikbaar over zoogdieren, waar de teruggang doorgaans wordt geweten aan ver-
mindering van de immunologische afweer. Aantasting van het zich ontwikkelende immuunsysteem, on-

der invloed van endocriene verstoring, zou daarvoor een verklaring kunnen zijn.
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Een groot aantal stoffen is reeds als verdacht aangemerkt in dit opzicht, met name persistente or-
ganochloorverbindingen zoals DDT, dicofol, PCB’s en dioxines, maar ook stoffen al's kwik, alkylfenolen,
natuurlijke en synthetische oestrogenen en fyto-oestrogenen. Omdat er sterke twijfel bestaat of het in de
huidige beoordelingssysthematiek van stoffen, met behulp van de voorgeschreven testen, mogelijk isom
endocriene effecten op te sporen isin international e kaders (EU, OESO) een actie begonnen om de te-
strichtlijnen aan te passen.

Blootstelling aan deze stoffen is ook voor de mens relevant. Daarom heeft de Gezondheidsraad, op eigen
initiatief, in april 1997 reeds een advies uitgebracht over de humane aspecten van hormoonontregel aars.
In aangluiting daarop wil ik de Gezondheidsrad vragen mij te adviseren over de stand van de wetenschap
t.a.v. de ecotoxicol ogische aspecten.

Graag zou ik een antwoord willen krijgen op de volgende vragen:

= |sde Gezondheidsrad van mening dat milieuverontreiniging met stoffen die het endocriene systeem
beinvloeden een ernstig gevaar vertegenwoordigt voor populaties en as gevolg daarvan mogelijk
voor ecosystemen?

=  Zoja, isreeds aan te geven welke stoffen, ¢.q. bronnen, in dit opzicht primair de aandacht verdie-
nen?

= Ishet mogelijk om via een programma van metingen (monitoring) nate gaan of effecten op de ge-
slachtshormoonhuishouding van dieren optreden?

=  Kan worden aangeven welke parameters meegenomen moeten worden bij de afleiding van toxicolo-
gische advieswaarden voor hormoonontregel ende stoffen en is er iets te zeggen over de gevoeligheid
van deze parameters voor hormoonbeinvloeding ten opzichte van de klassieke parameters voor de ri-
sicobeoordeling?

Vanwege de grote maatschappelijke aandacht voor dit onderwerp en het feit dat aan de Tweede Kamer
hierover voor eind dit jaar een notitie is toegezegd, verzoek ik de Gezondheidsraad deze adviesaanvraag
prioriteit te geven. Graag ontvang ik dit advies uiterlijk in het voorjaar van 1999.

de Minister van Volkshuisvesting, Ruimtelijke Ordening en Milieubeheer,

w.g. JP Pronk
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Bijlage B

De commisie

*= dr AD Vethaak, voorztter

ecotoxicoloog; Rijksinstituut voor Kust en Zee, Middelburg
= dr M van den Berg

hoogleraar toxicologie; Research Ingtitute of Toxicology, Universiteit Utrecht
= dr JPBoon

biochemicus; Nederlands Ingtituut voor Onderzoek der Zee, Den Burg
= dr A Brouwer

toxicoloog; Landbouwuniversiteit Wageningen
*= dr HJTh Goos

hoogleraar endocrinologie; Universiteit Utrecht
= dr PHagd

chemicus, Rijksinstituut voor Visserij Onderzoek, |Jmuiden
= drir PJH Reijnders

popul atie-ecol oog, ecotoxicoloog;

Ingtituut voor Bos en Natuur onderzoek, Den Burg
* |r MA Vaal, adviseur (tot 1 januari 1997)

Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu, Bilthoven
= dr PdeVoogt

milieuchemicus; Universiteit van Amsterdam
* dr SE Wendelaar Bonga

hoogleraar endocrinologie; Katholieke Universiteit Nijmegen
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= dr PW Wester, adviseur (vanaf 1 januari 1997)
Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieuhygiéne, Bilthoven
= dr Jvan Zorge, adviseur
Ministerie voor Volkshuisvesting Ruimtdijke Ordening en Milieubeheer,
Den Haag
= drsJW Dogger, secretaris
Gezondheidsraad, Den Haag

Geraadpleegde deskundigen:
= dr AJMurk
toxicoloog; Landbouwuniversiteit Wageningen
=  dr WHO Ernst
hoogleraar oecologie en oecotoxicologie; Vrije Universiteit Amsterdam
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Bijlage C

Overzichtstabel van het
classificatieresultaat voor 77 stoffen

Tabel C1 geeft een overzicht van de classificatie van 77 industrieel geproduceerde stof-
fen en peticiden die in hoofdstuk 4 zijn besproken. In de tabel is per stof het resultaat
weergegeven van de toetsing van de gevonden gegevens aan een aanta criteria, en de
daaruit voortvlioeiende indeling in een bepaalde klasse (zie 4.1). De gebruikte criteria zo-
als weergegeven in de kolommen van tabel 7 Zijn:

Productie, gebruik en emissiesin Nederland. Nagegaan is of de stof in nederland is
toegestaan en hoe groot de jaarlijkse productie, het gebruik en de emissie van de stof
in Nederland is. Een positieve score houdt in dat de productie, het gebruik of de
emissiein Nederland groter is dan 10 ton per jaar. Dit criterium is overigens aleen
van belang ds gegevens over de concentraties in het milieu ontbreken

Concentraties in water, sediment, zwevend stof, en in organismen. Een positieve sco-
re houdt in dat de stof in én of meer milieucomparimenten is aangetroffen.

Fysisch: hydrofobiciteit van de stof (Kow-waarde), accumulatievermogen in organis-
men (BCF- of BSAF-waarden), persistentie in het milieu. Voor stoffen met eenlog
Kow- of log BCF-waarde waarde groter dan 3, is de blootstelling van topredatoren
viavoedsel van belang, hetgeen leidt tot een positieve score

PEC/N(O)EC verhouding >0,01 (zie 4.1.2)

Potentie Score voor in-vitrotests voor binding aan de oestrogeenreceptor (ER), de
androgeenreceptor (AR) of de schildklierhormoonreceptor (T4)(voor criteriazie
4.1.2)
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=  Reproductietoxiciteit. Bij het ontbreken van gegevens over de hormoonontregelende
effecten van een stof, geeft het optreden van reproductietoxiciteit een aanwijzing dat
de stof een hormoonontregelaar zou kunnen zijn.

De volledige collectie gegevens over productie, gebruik, emissie, concentratiesin het mi-
lieu en de fysische elgenschappen van stoffen is te vinden in twee achtergrondstudies die
in opdracht van de commissie zijn verricht. De eerste is uitgevoerd door drs MJ Greve
onder begeleiding van de commissieleden dr J Boon en dr P de VVoogt. In een vervolgs-
studie zijn deze gegevens verder aangevuld door drs R Franse onder begeleiding van het
commissielid dr P de Voogt.

De inventarisatie van de effecten van deze stoffen, die zijn gebruikt voor de criteria
PEC/N(O)EC, potentie en reproductietoxiciteit is uitgevoerd door ir A Bulder onder be-
geleiding van dr AJ Murk en drs JW Dogger .

Tabel C1 Overzichtstabel van het classificatieresultaat voor 77 stoffen. Betekenis van de symbolen: + voldoet aan het betreffende
criterium; - voldoet niet aan het betreffende criterium; ? onvoldoende gegevens.

stof productie, concen  fysisch PEC/NEC potentie repro- opmerkingen klasse
gebruik, tratie ductie-
emissie ER/AR T4 toxiciteit

A Alkylfenolen

4-nonylfenol + + + + + ? milieuconcentratiesmo- 1

gelijk binnen effectrange

4-octylfenol + ? + + + ? milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

B Aniliden

Alachlor ? - - ? - + + geen overtuigende hor- 4
moonontregel aar, alleen
schildkliereffecten

Pronamide + ? + ? ? ? ? niet te beoordelen, wel 4
persistent

CBisfenol A ? + + +? + ? - potentiéle hormoon- 2
ontregelaar

Tetrachloro + potentiéle hormoon- 2
ontregelaar

Tetrabromo +

D Carbamaten
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stof productie, concen  fysisch PEC/NEC potentie repro- opmerkingen klasse

gebruik, tratie ductie-
emissie ER/AR T4 toxiciteit
Aldicarb + - - ? ? ? ? niet te beoordelen, niet 4
persistent
Benomyl (+ + + - + ? ? + reprotoxisch, hormoon- 3
Carbendazim) verstoring onbekend
Carbaryl + - - + ? ? + reprotoxisch, hormoon- 3
verstoring onbekend
Carbofuran ? ? ? ? +? ? geen gehaltesin Neder- 3
land bekend, wel endo-
criene effecten
Chlorprofam  + + +- ? ? ? ? geen reproductie/lendo- 4
criene effecten gevonden
Fenoxycarb - ? + ? ? ? ? geen gehaltes/endocrie- 4
ne effecten bekend
Methomyl - - - ? ? ? - geen reproductie/endo- 4

criene effecten gevonden

E Chloorfenoxy-carbonzuren

245T ? +- + - ? + + teweinig bekend over 3
endocriene effecten

24-D + + - - - + ? waarschijnlijke geen 4
hormoonontregel aar

F Dicarboximiden

Iprodion + + + ? ? ? - geen endocriene effecten 4

Procymidon + ? + ? ? ? ? geen gehaltesenendo- 4
criene effecten gevonden

Vinclozolin + + + ? + ? + potentiéle hormoon- 2
ontregelaar

G (Di)thiocarbamaten

Mancozeb + ? - - - + + viaETU schildklierhor- 3
moonverstoring

Maneb + ? - - - + 2 p 3

Metiram + ? - ? ? + + " 3

Molinate ? ? ? ? ? + 2 P 3
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stof productie, concen  fysisch PEC/NEC potentie repro- opmerkingen klasse
gebruik, tratie ductie-
emissie ER/AR T4 toxiciteit

Zineb + ? - ? - + - reproductie effecten bij 4
dosis systemische toxici-
teit

Ziram + ? - ? - + - reproductie effecten bij 4
dosis systemische toxici-
teit

H Fenylureumherbiciden

Diflubenzuron + ? + ? ? ? + geen gehalten/endocrie- 4
ne effecten

Ethylene thiou- ? ? - ? ? + ? schildklierhormoondis- 4

rea ruptor

Linuron + +- + - - ? + geen hormoonontrege- 4
laar

| Ftalaten

Butylbenzylfta- + + + + + +- PEC/NEC waarschijn- 3

laat (BBP) lijk kleiner dan 0,01

Di-butylftalaat + + + +? + +- potentieel hormoon- 3

(DBP) ontregel aar

Di-ethyl- ? + + ? ? +- NL risico niet beoor- 3

hexyftal aat deelbaar

(DEHP)

J Nitroanalinen

Oryzdin + ? + ? ? ? - geen gehdteninNlen 4
endocriene effecten ge-
vonden

Pendimethalin  + ? + ? ? ? - geen gehalteninNL en 4
effecten gevonden. Zeer
toxisch voor vissen en
ag. evertebraten.

Quintozeen ? - + ? ? ? ? geen endocriene effecten 4
gevonden

Trifluralin - - + ? ? + - geen endocriene effecten 4

gevonden
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stof productie, concen  fysisch PEC/NEC potentie repro- opmerkingen klasse
gebruik, tratie ductie-
emissie ER/AR T4 toxiciteit

K Organobroomverbindingen

PBB + + + +? ? + +? potentiéle hormoon- 2
ontregelaar

PBDE + + + +? ? + ? potentiéle hormoon- 2
ontregelaar

L Organochloorverbindingen

Aldrin wordt grotendeels omge-
zet in Dieldrin

Dieldrin ? + + + + + milieuconcentratiesmo- 1

(+ Aldrin) gelijk binnen effectrange

Chlordane - + + + - + milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

Heptachlor ? + + ? + + geen gehaltenin NL, on- 3
der detectiegrens

Chloordecone  ? ? + ? + ? potentiele hormoon- 2

(Kepone) ontregel aar

p,p’-DDT - + + - - + + endocriene risico via 1
metaboliet p,p’-DDE

o,p’-DDT - + + + + + + milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

p,p’-DDE - + + + + + + milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

p,p’-DDD - - + - - + + geen endocriene effecten 4
te verwachten

Methoxychlor - ? + +? + ? ? geen gebruik engehal- 4
tenin NL

Dicofol - ? + ? +- ? - geen gehalten in NL 4

Endosulfan - + + + + ? milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

HCB ? + + - - + ? geen potentied risico, 4
effecten op T4 via PCP

PCP + + + - - + - schildklierhormoonver- 3
stoorder

HCH(g+b) + + + + + ? milieuconcentraties mo- 1

gelijk binnen effectrange
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stof productie, concen  fysisch PEC/NEC potentie repro- opmerkingen klasse

gebruik, tratie ductie-

emissie ER/AR T4 toxiciteit
Mirex ? ? + ? ? ? ? geen gehalten in NL, 4

geen endocriene effecten

PCB'’s, - + + + + + + milieuconcentratiesmo- 1
PCDD'’s, gelijk binnen effectrange
PCDF's
Toxafeen - + + +? + + - milieuconcentratiesmo- 1

gelijk binnen effectrange

M Organofosforverbindingen

Malathion - ? - ? - ? ? geen verwachte endo- 4
criene activiteit

Parathion + + ? - ? ? geen verwachte endo- 4

(-ethyl) criene activiteit

N Organotinverbindingen

Tributyltin + + + + + ? ? milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

Trifenyltin + + + + + ? ? milieuconcentratiesmo- 1
gelijk binnen effectrange

O Polycar- ? ? ? ? ? ? ? geen effecten/gehalten, 4
bonaten bisfenol A ingredient

P Aromatische koolwater stoffen

Styrenen + ? - ? ? ? ? geen gehalten/effecten, 4
alkylfenolen toegevoegd
aan polymeer, afvoeren
van lijst

Dibenzanthra= ? + + ? ? + ? moet nog verder onder- 3

ceen zocht.

Q Synthetische pyrethroiden

Bifenthrin - ? + ? ? ? ? geengehateninNL en 4
effecten

Cyfluthrin - ? + ? ? ? ? geen gehalteninNL en 4
effecten

Cypermethrin - + + ? ? ? + geen endocriene effecten 4
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stof productie, concen  fysisch PEC/NEC potentie repro- opmerkingen klasse
gebruik, tratie ductie-
emissie ER/AR T4 toxiciteit

Deltamethrin - + + ? ? ? ? geen endocriene effecten 4

Esfenvaleraat + ? + ? ? ? ? geen endocriene effecten 4

Fenpropathrin - + + ? ? ? ? geen endocriene effecten 4

Permethrin - + + ? ? ? > geen endocriene effecten 4

R Triazinen

Amitrole + ? - ? ? + - geen gehalten inNL, en- 4
docriene effecten onbe-
kend

Atrazine + + - +? + ? + potentiélehormoonontre- 2
gelaar

Clofentezine  + ? ? ? ? ? ? niets bekend 4

Ethiozine ? ? ? ? ? ? ? "

Metribuzin + - - ? ? ? - geen gehalten/effectge- 4
gevens

Simazine + + - ? - ? ? te weinig gegevens 4

S Overige bestrijdingsmiddelen

Azadirachtin ? ? ? ? ? ? ? geen gegevens 4

Hexaconazole ? ? ? ? ? ? ? geen gegevens 4

Imidazole ? ? ? ? ? ? ? geen gegevens 4

Nitrofen ? ? ? ? ? + - te weinig gegevens, me- 4

taboliet is
T4-verstoorder
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Bijlage D

Indicatorsoorten

Tabel D.1 Soorten die geschikt zijn voor gebruik in monitoring in situaties waar mogelijk sprakeis
van hormoonverstorende stoffen.

zoogdieren roze woel muizen, spits/aardmuizen/vleermuizen, mollen, konijn,
otter, gewone zeehond

vogels steenuil, torenvalk, spreeuw, wilde eend, kokmeeuw, visdief,
alscholver

reptielen ringslang, hazelworm

amphibieen bruine/groene kikker, gewone pad

vis driedoornige stekelbaars, blankvoorn, brasem, karper, grondel, bot,
schar, puitaal

ongewervelden mollusken, kreeftachtigen etc.?

a

ongewervel den vertegenwoordigen een kennislacune. Mollusca vertonen imposex/intersex geasso-
cieerd met TBT blootstelling en een aantal studies heeft Daphnia (Gerritsen, 1997) en pissenbed-
den (Donker e.a. 1997) gebruikt om risico’s op reproductiesucces van bepaal de hormoonontrege-
laars te schatten
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