Originalbeitrage

Fische und Antidepressiva: Neurotoxische Effekte bei Embryonen des
Zebrabarblings (Danio rerio) nach Belastung mit Venlafaxin

Katharina Brotzmann (Brotzmann@uni-heidelberg.de), Maria Fischer (sms.fischer@googlemail.com),

Thomas Braunbeck (Braunbeck@uni-hd.de)

Abstract

Als haufig verschriebenes Antidepressivum gelangt Venlafaxin
zunehmend in Gewasser, wo es bereits in niedrigen Dosen die
Wiederaufnahme von Serotonin und Noradrenalin in die prasy-
naptischen Vesikel an bestimmten Synapsen im Gehirn ver-
mindert und so als selektiver Serotonin-Noradrenalin-Wieder-
aufnahmehemmer (SSNRI) die Neurotransmitter-Homdoostase
von Fischen beeinflussen kann. Beim akuten Fischembryo-
toxizitatstest entwickeln Embryonen des Zebrabérblings Miss-
bildungen und zeigen beim Schwimmen Gleichgewichts-
stérungen; Verhaltensuntersuchungen belegen eine vermin-
derte Aktivitdt im Coiling-Assay; Stdrungen des Seitenlinien-
organs kdénnen im Neuromasten-Assay nicht belegt werden.
Die Storung essentieller Verhaltensweisen in frihen Lebens-
stadien kann als Indikator fiir eine Entwicklungsneurotoxizitét
von Venlafaxin gewertet werden. Angesichts steigender
Konzentrationen in européischen Gewassern und méglicher
Interaktion mit weiteren Antidepressiva kann von Venlafaxin
eine Gefahrdung der aquatischen Umwelt ausgehen.

Einleitung

Mit steigender Prévalenz gehéren Depressionen zu den welt-
weit haufigsten psychologischen Erkrankungen: 2020 waren in
Deutschland 16,9 %, in den Vereinigten Staaten 22,9 % und in
Osterreich 28 % der Bevolkerung betroffen (Statista 2025). In
Deutschland stiegen von 2012 bis 2022 &rztliche Verord-
nungen zur medikamentésen Behandlung von Depressionen
um > 30 % auf rund 1,7 Milliarden Tagesdosen an (Statista
2024). Einer der drei am haufigsten verschriebenen Wirkstoffe
ist mit 79,9 Millionen Tagesdosen der Serotonin-Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer (SSNRI) Venlafaxin (Statista 2024).
Durch unsachgeméafRe Entsorgung und unzureichende Entfer-
nung in den Klarwerkanlagen gelangt Venlafaxin auch in
Béache, Flisse und andere Gewasser (Mezzelani et al., 2018,
Wilkinson et al., 2022). Nach einer Studie zur weltweiten
Verschmutzung von Flissen durch Arzneimittel wurden fiir
Venlafaxin in européischen und nordamerikanischen Fliissen
Werte von bis zu 71,9 ng/L bzw. 110 ng/L gemessen (Wilkinson
et al., 2022); ein Review aus dem Jahr 2018 berichtet sogar
von 2,19 ug/L in Abwassern in Minnesota (Sehonova et al.,
2018). In Anbetracht des stetig zunehmenden Eintrags von
SSNRIs in Gewasser und des stark konservierten Neurotrans-
mittersystems bei Wirbeltieren kénnen Fische als Nichtziel-
organismen durch die Wasserverschmutzung mit Anti-
depressiva beeintrachtigt werden (Sehonova et al., 2019,
Wang et al.,, 2023). Aus dem Anstieg der Verschreibungen
ergibt sich die Notwendigkeit eines Monitorings auf
entwicklungsneurotoxische Effekte von Venlafaxin bei frithen
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Entwicklungsstadien von Fischen, da diese als besonders
empfindlich fir Stérungen in der Entwicklung des Nerven-
systems gelten (von Hellfeld et al. 2023; Yin and Horzmann
2024).

Material & Methoden

Zur Untersuchung der akuten Toxizitat wurde der akute Fisch-
embryotoxizitatstest (FET; OECD TG 236) mit Embryonen des
Zebrabérblings (Danio rerio) durchgefihrt und nicht sowie
wenig toxische Konzentrationen von Venlafaxinhydrochorid
(CAS 99300-78-4; Sigma Aldrich) identifiziert, um Effekte bei
frihen Verhaltensweisen sowie neurodegenerative Effekte auf
das Seitenlinienorgan zu untersuchen.

Akuter Fischembryotoxizitatstest (FET; OECD TG 236)

Der akute Fischembryotoxizitatstest nach OECD TG 236
(OECD 2013) wurde auf eine Expositionszeit von 120 Stunden
verlangert, da nach Strahle et al. (2012) Embryonen des
Zebrabérblinge nach der derzeit giiltigen Tierversuchsverord-
nung (EU 2010) bis zu diesem Alter noch nicht als geschitzte
Lebensstadien betrachtet werden. Weniger als 1 h alte frisch
befruchtete Eier wurden in 25 ml Kristallisationsschalen mit der
jeweiligen Testlosung uberfuhrt, die unmittelbar vor Gebrauch
angesetzt wurden. Nach einer Kontrolle auf Befruchtung
wurden die Eier einzeln in 24-Well-Platten (TPP, Trasadingen,
Schweiz) mit 1 ml Testlésung pro Embryo uber-fuhrt, die 24 h
mit den Testlésungen vorinkubiert wurden. An-schlieRend
wurden die 24-Well-Platten mit Folie (SealPlate®, Dunn,
Asbach, Deutschland) versiegelt, um Verdunstung und
Kreuzkontamination zu verhindern, und in einen HettCube
600R-Inkubator (Hettich, Tuttlingen, Deutschland) bei 26 +1°C
unter einem 10/14-h-Hell-Dunkel-Regime inkubiert. Das Test-
medium wurde alle 24 h erneuert (semistatische Exposition).
Letale und subletale Effekte in den Embryonen wurden nach
24, 48, 72,96 und 120 h geméal OECD TG 236 (OECD 2013)
und Nagel (2002) dokumentiert. Tests galten als valide, wenn
in der Positivkontrolle (4 mg/L 3,4-Dichloranilin) nach 120 h
eine Mortalitat von = 30 % auftrat, wahrend die Mortalitat in der
Negativkontrolle (Kunstwasser) unter 10 % blieb. Im FET
wurde Venlafaxin in drei unabhéngigen Replikaten in 14 Test-
konzentrationen zwischen 0,001 und 1000 mg/L geprift.

Coiling Assay

Beim Coiling-Assay werden im Alter zwischen 21 und 47 h die
spontanen Schwanzbewegungen von Fischembryonen als die
ersten beobachtbaren lokomotorischen Aktivitaten video-
graphisch erfasst (Brustein et al. 2003; Drapeau et al. 2002;
Kimmel 1995; Saint-Amant and Drapeau 1998). Der detaillierte
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Versuchsaufbau fiir den Coiling-Assay wurde von Zindler et al.
(2019) beschrieben: Die Exposition der befruchteten Fischeier
erfolgte kontinuierlich ab einem Alter von 1,5 h; Kunstwasser
diente als Negativkontrolle. Nach 6 h wurden jeweils 5 regular
entwickelte Fischeier in 20 Kavitaten einer 24-Well-Platten mit
kleinen Teflonringen und 1 ml Testlésung tberfuhrt (insgesamt
100 Eier pro Testlésung). Die 24-Well-Platten wurden bei
26+1°C in einem Inkubator (HettCube 600R, Hettich,
Tuttlingen, Deutschland) auf einer Acrylglasplattform platziert,
unter welcher Infrarotstrahler (880 nm 40° 5 mm, Kingbright,
Taiwan) installiert waren.

Die Bewegungen der Embryonen in den Eiern wurden jede
Stunde 8 Minuten lang mit einer Basler acA1920-155um USB
3.0 Kamera (Ahrensburg, Deutschland) durch ein infrarot-
gefiltertes Basler M7528-MP F2.8 f75 mm Computerobjektiv
(Filter: RG850, heliopan, Gréfelfing, Deutschland) videografiert
(mpeg-4, 30 Frams/s). Die Filme wurden mit einem Media-
Recorder 5 (Noldus, Wageningen, Niederlande) aufgezeichnet
und mit DanioScope®© 1.2 (Noldus; Einstellungen fiir alle 27
Videos identisch) auf Veranderungen von Graustufen ana-
lysiert. In jedem Video wurden einzelne Embryonen manuell
als ein zu analysierender Bereich markiert. Als Endpunkte
wurden ,Mean Burst Duration“ und ,Mean Burst Count/ Minute*
erfasst (im Folgenden als ,Coil Duration (s)* bzw. ,Coiling
Frequency (/min)* bezeichnet). Die Daten wurden an-
schlieend mit dem Generalized Additive Model in einem multi-
variaten Modellierungsansatz analysiert (Fischer et al., 2025).
Venlafaxin wurde im Coiling Assay in 3 unabhangigen
Replikaten in Konzentrationen von 0,1,1,10 und 25 mg/L unter-
sucht.

Neuromasten-Assay

Um eventuelle Venlafaxin-induzierte Veranderungen in zen-
tralen Sinnesorganen zu erfassen, wurde die Entwicklung des
Seitenlinienorgans untersucht, eines Systems, dessen Beein-
trachtigung im Sinne eines neurotoxischen Effekts zu Proble-
men mit normalem Schwimmen fiihren kann. In einem leicht
modifizierten Neuromasten-Assay nach Stengel et al. (2017)
wurden Embryonen unter semistatischen Bedingungen tiber 96
h mit 0, 1080 (EC10 120 h FET), 344 (EC10 96 h FET) und 172
pg/L Venlafaxin (ECs 96 h FET) belastet (4 Replikate a 3
Embryonen). Anschlielend wurden die Neuromasten des
Seitenlinienorgans in einer Doppelfarbung aus DAPI und
DASPEI markiert (Kerne blau; Mitochondrien rot). Je Embryo
wurden 9 ausgewdahlte Neuromasten in einem Nikon Eclipse
90i Epifluoreszenzmikroskop (Nikon, Tokio, Japan) untersucht,
wobei die Fluoreszenzen der beiden Farbungen elektronisch
Uibereinander gelegt wurden (NIS-Elements (AR 4.00.12 64 bit)
Nikon, Tokio, Japan; Abb. 1). Die Fluorenzenzintensitat wurde
auf einer Skala mit Score Werten von O (kein Effekt) bis 3
(starker Effekt) semiquantitativ ermittelt (Abb. 1).
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Abb.1l: Semiquantitative Bewertung zusammengesetzter
Neuromasten bei 96 h alten Embryonen des Zebrabarblings
(Danio rerio): Score 0 = kein Effekt (Negativkontrolle= Score 1
= geringer Effekt; Score 2 = mittlerer Effekt; Score 3 = starker
Effekt. Blau = DAPI-gefarbte Kerne; rot = DASPEI-gefarbte
Mitochondrien.

Ergebnisse

Akuter Fischembryotoxizitatstest (FET)

Neben morphologischen Verdnderungen wie Odemen des
Dottersacks und des Herzbeutels, Wirbelsdulendeformationen
(Lordose, Kyphose) und deformierten Schwanzflossen(-sau-
men) bei Testkonzentrationen ab 296 mg/L war im FET die auf-
falligste Beobachtung die Unfahigkeit von 120 h alten
Embryonen, nach Belastung mit = 87,8 mg/L Venlafaxin ihren
Korper aufrecht im Wasser zu halten. Dieses erste Symptom
neurotoxischer Effekte wurde mit einem ECio-Wert von 1,08
mg/L ermittelt, einer Konzentration, die in den nachfolgenden
Neuromasten-Assays als hochste Konzentration und im
Coiling-Assay als mittlere Testkonzentration diente.

Coiling-Assay

Im Coiling-Assay wurden sowohl Venlafaxin-Konzentrationen
im umweltrelevanten Bereich als auch Konzentrationen unter-
sucht, die in Vorversuchen bereits eine Veranderung der Dauer
des Coiling (s) gezeigt hatten. Die Dauer des Coiling zeigte
eine signifikante Reduktion ab 1 mg/L Venlafaxin; der NOEC
lag bei einer Testkonzentration von 0,1 mg/L (Abb. 2A). Fur die
Frequenz Coiling-Bewegungen konnten keine Effekte nach-
gewiesen werden (Abb. 2B).

Neuromasten-Assay

Pro Embryo wurden die Fluoreszenzwerte fir 9 ausgewdhite
Neuromasten ermittelt; nach Belastung mit Venlafaxin-
Konzentrationen zwischen 0,17 und 1,08 mg/L ergaben sich
keine signifikanten Verdnderungen gegeniber der Kontrolle
(Abb. 3).
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Abb. 2: Veranderungen im Coiling-Verhalten von 21 und 47 h alten Embryonen des Zebrabérblings (Danio rerio) nach Belastung
mit Venlafaxin: (A) Coiling-Dauer; (B) Coiling-Frequenz (Boxplots aus 4 Replikaten & 3 Embryonen + 95 % Konfidenzintervalle).
Dunkelphasen grau, Lichtphasen hell schattiert. * Signifikante Abweichungen von der jeweiligen Kontrolle (* p < 0,01); |
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Abb. 3: Mittlerer Fluoreszenzwert von 9 ausgewéahlten Neuro-
masten im Seitenliniensystem von Embryonen des Zebra-
barblings (Danio rerio) nach 96 h Belastung mit Venlafaxin
(VFX). Daten als gemittelte Fluoreszenzwerte * Standard-
abweichung; n = 4 Replikate a 10 - 12 Embryonen
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Diskussion

Sowohl der akute Fischembryotoxizitatstest als auch der
Coiling-Assay ergaben ab 1 mg/L Venlafaxin signifikante Effek-
te, wahrend beim Neuromasten-Assay keine Veradnderungen
beobachtet wurden. Demnach scheinen weder die im FET beo-
bachteten Gleichgewichtsstérungen noch die Hypoaktivitat im
Coiling-Assay mit Veranderungen des Seitenlinienorgans in
Verbindung zu stehen. In Anbetracht eines niedrigen Biokon-
zentrationsfaktors (18; Lajeunesse et al., 2011), welcher
gemal dem Schwellenwert fiir die Bedenklichkeit von persis-
tenten, bioakkumulierbaren und toxischen Stoffen (PBT) in der
Europaischen Union (BCF > 2000; ECHA, 2017) als nicht
kritische Akkumulationsrate gilt, ergibt sich fur eine Wirk-
konzentration von 1 mg/L eine zunadchst geringe Umwelt-
relevanz. Jedoch wurden bereits nach 48 h im Coiling-Assay
Verhaltensverdnderungen bei morphologisch normal ent-
wickelten Embryonen beobachtet und auch Expositionen
gegenuber anderen Antidepressiva wie Sertralin und Paroxetin
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zeigten signifikante Veranderungen im Verhalten von
Embryonen des Zebrabérblings ab 0,1 pg/L bzw. 0,01 pg/L
(Fischer 2024), also bei durchaus umweltrelevanten Konzen-
trationen. Ein anderer Verhaltenstest, der Visual Motor
Response-Assay (von Hellfeld et al. 2022; Zindler et al. 2020),
ergab ebenfalls eine signifikante Reduktion des Schwimm-
verhaltens von 107 - 109 h alten Embryonen des Zebra-
barblings ab 10 mg/L Venlafaxin bzw. 100 pg/L Paroxetin und
0,1 pg/L Sertralin (Fischer 2024).

Die Wirkschwelle fir Venlafaxin liegt im Vergleich zu Paroxetin
und Sertralin zwar signifikant hoéher, jedoch gelten die
genannten Wirkschwellen nur fiir die Einzelsubstanzen;
Kombinationswirkungen fir Antidepressiva sind jedoch
durchaus denkbar (Alfakeer et al. 2024; Bisesi et al, 2016;
Varano et al.,, 2017). Allen voran steht hierbei Mirtazapin,
welches zwischen 2012 und 2022 mit Venlafaxin zu den drei
meistverschriebenen  Wirkstoffen zur Behandlung von
Depressionen in Deutschland gehdrte (Statista 2024) und in
Kombination mit Venlafaxin eine deutlich starkere Wirkung
entfaltet, weshalb es vor allem in den USA als California Rocket
Fuel bezeichnet wird (Silva et al., 2016).

Forderung

Das EU-weite Projekt PHARMASEA wurde im Rahmen der
Aquatic  Pollutants-Initiative nach transnationaler Aus-
schreibung von Water JPI vom Bundesministerium fur Bildung
und Forschung (BMBF) unter der Nummer 724-40003-
03F0906A finanziell unterstutzt.
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