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Zusammenfassung

Die Kontamination von Oberflachengewdssern mit Chemikalien wird gegenwartig fur eine
begrenzte Anzahl von Substanzen mit Hilfe chemischer Analytik beobachtet. Die Bewertung
der chemisch-analytischen Befunde erfolgt anhand von Qualitatsnormen fir einzelne Stoffe.
Eine Uberschreitung dieser entsprechend festgelegten Konzentration eines einzelnen Stoffes
wird als Indikator flr das potentielle Auftreten unerwinschter biologischer Auswirkungen
betrachtet. Dieses Vorgehen birgt mehrere gravierende Nachteile: Zum einen treten Stoffe in
der Umwelt in der Regel nicht alleine sondern als Mischungen auf, die zu bislang nicht
bertcksichtigten Kombinationseffekten fiihren kénnen. Zum anderen treten bekanntermafien
weit mehr als die gegenwartig beobachteten Chemikalien in Oberflachengewassern auf.
Weiterhin stammen die fiir die Beurteilung eingesetzten Qualitatsnormen zur Vermeidung
langfristiger unerwiinschter Folgen nicht aus Beobachtungen im Gewasser, sondern werden
aus Laboruntersuchungen an Reinstoffen und durch Anwendung von Abschatzungsfaktoren

zum Ausgleich fur Unsicherheiten hergeleitet.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von bioanalytischen Verfahren in der Wissenschaft
entwickelt und in Pionierstudien fir den Einsatz im Gewassermonitoring erprobt. Derartige
Methoden nutzen unterschiedliche Systeme, von Zellen bis zu intakten Organismen, um
biologische Effekte durch Umweltproben messen zu kénnen. Sie stellen Erweiterungen zu
den, in der Abwasserprifung bereits etablierten, Biotesten dar. In der hier vorgestellten
Literaturstudie wurden 209 unterschiedliche biologische Testverfahren fir die Untersuchung
von Gewasserproben auf akute biologische Effekte identifiziert und dokumentiert. Je nach
Konfiguration lasst sich mit bioanalytischen Verfahren das summarische Auftreten von
Stoffen mit gleichen spezifischen Wirkungen, wie z. B. dstrogenartige Wirkungen, oder die
summarische toxische Potenz der Kontaminationen in einer Umweltprobe bestimmen. In
jedem Falle werden Stoffmischungen, die eine ahnliche biologische Wirkung aufweisen,
gemeinsam Uber ihre Kombinationswirkung in einer Umweltprobe bestimmt. Damit kénnten
Biotestverfahren eine Ergdnzung zum etablierten chemischen Monitoring von

Oberflachengewéssern darstellen.

Den 86 Chemikalien, die in Baden-Wirttemberg gegenwartig in Gewassern uberwacht
werden, konnten in dieser Studie 18 verschiedene biologische Wirkweisen zugeordnet
werden. Die Uberwiegende Anzahl dieser Wirkweisen lieBe sich vermutlich mehr oder
weniger spezifisch durch Bioteste erfassen. In wissenschaftlichen chemischen
Monitoringstudien an europdischen Gewéassern werden gegenwartig rund 500 organische
Chemikalien gefunden, die sich in rund 30 Wirkungsklassen aggregieren lassen. Die

Sensitivitat der bioanalytischen Verfahren im Vergleich zur chemischen Stoffanalytik variiert
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dabei zwischen den Wirkungsklassen stark. Fir viele Stoffe mit spezifischer biologischer
Wirkung, wie etwa fur dstrogen-ahnlich wirkende Chemikalien, sind biologische Verfahren
deutlich sensitiver im Vergleich zu chemischen Methoden. Fir eher unspezifisch wirkende
Chemikalien ist das Umgekehrte der Fall.

Die detektierten Konzentrationen fir Stoffe, die in Baden-Wirttemberg in Gewdassern
gefunden wurden, variieren um 3-5 GrofRenordnungen und bilden damit die Spanne
zwischen niedriger Hintergrundbelastung und erhéhter Punktbelastung ab. Die
Konzentrationsbereiche tUberlappen weitgehend mit den in européaischen Forschungsstudien
beobachteten Konzentrationen. Die fir gewisse Standorte und Zeitpunkte gefundenen,
vergleichsweise hoheren Konzentrationen lassen, zumindest bei Berlicksichtigung von
Mischungseffekten, Umweltrisiken fir verschiedene Organismen der aquatischen

Lebensgemeinschaft erwarten.

Um die Effekte der Vielzahl der Gewasserkontaminanten mit ihren unterschiedlichen
Wirkweisen mittels Bioanalytik zu erfassen, bedarf es des Einsatzes mehrerer Bioteste. Wir
schlagen hierfur eine modulare Testbatterie aus bis zu 13 Biotestverfahren vor. Die Module
von je 5, 4 und 4 Verfahren spiegeln einerseits den unterschiedlichen Entwicklungstand in
der Anwendungsreife wieder und erlauben andererseits unterschiedliche Diagnosen. Der
hier unterbreitete Vorschlag fir eine Biotestbatterie unterscheidet sich aufgrund der
Berlcksichtigung bekannter Gewassserkontaminanten und ihrer Wirkweisen von bereits
vertffentlichten Vorschlagen. Insbesondere flihrte das hier gewahlte systematische
Vorgehen zu dem Vorschlag, organismische Biotestverfahren, wie sie in der
Abwasserprufung bereits eingesetzt werden, auch fir das Gewassermonitoring im Modul 1
zu nutzen. Beim Einsatz von Bioanalytik fir die Gewassertuberwachung wéren, wie bei der
chemischen  Analytik, Anreicherungsverfahren und qualitatssichernde  Methoden
einzusetzen. Wahrend diese fir die chemische Analytik gut etabliert sind, besteht in diesem
Bereich fir die Bioanalytik noch Validierungs- und Standardisierungsbedarf. Fir eine
Bewertung von bioanalytischen Ergebnissen stehen verschiedene Methoden zur Verfligung,
wie z. B. die Berechnung sogenannter Effekt-Aquivalente. Dies konnte vergleichbar zur
chemischen Analytik angelegt sein und konnte teilweise Umweltqualtititsnormen als

Referenzen nutzen.

Es wird empfohlen, eine Erprobung der hier vorgeschlagenen Vorgehensweise in einer

Pilotstudie vorzunehmen.
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1 Hintergrund

Nach der europaischen Wasserrahmenrichtlinie (WRRL, EG- Wasserrahmenrichtlinie Nr.
2000/60/EC) werden 33 prioritare Substanzen mithilfe chemischer Analytik auf ihr
Vorkommen in Flissen und Oberflachengewassern analysiert. 2016 wurde die Anzahl
prioritarer Stoffe auf 45 erhoht. Der chemische Zustand eines Gewassers wird insbesondere
anhand von Ergebnissen des chemischen Monitorings durch Vergleich der gefundenen
Konzentrationen mit stoffspezifischen Umweltqualitatszielen (Environmental Quality
Standards — EQS) bewertet. Fur die aktuelle Bewirtschaftungsphase wird auf diese Weise
Uberwiegend ein chemisch ,schlechter Zustand“ gefunden. Um die Dimension der méglichen
Belastung von Gewassern mit Chemikalien zu erfassen, kann lber die wenigen als prioritar
eingestuften und damit routinemagig erfassten Chemikalien hinaus beriicksichtigt werden,
dass derzeit mehr als 100 Mio. Chemikalien bekannt und tber 340 000 Chemikalien davon

behdrdlich reguliert sind (CAS: Chemical Abstracts Service; https://www.cas.org/). Dies

bedeutet, dass die Anzahl der Chemikalien, die in der Umwelt vorkommen konnen,
wesentlich hoher ist als die der gegenwartig im chemischen Monitoring nach der WRRL
erfassten Substanzen. Verschiedene investigative chemische Monitoringstudien bestétigen
diese Vermutung und zeigen, dass mit moderner chemischer Analytik gleichzeitig zwischen
60 und 400 Chemikalien in Européischen Flissen nachgewiesen werden kdnnen (Beispiele
dafir in Busch et al, 2016). Neben der Frage welche Kontaminanten zuséatzlich
berlcksichtigt werden sollten, ist auch die Frage nach deren Kombinationswirkungen infolge

von Mischungsbelastungen zu beantworten.

Als zweite wichtige S&aule wird im Rahmen der WRRL der o©kologische Zustand von
Gewassern bewertet. Dieser ist im Kern abhangig vom Auftreten und der Anzahl
verschiedener Arten (EG-Wasserrahmenrichtlinie Nr. 2000/60/EC) im Vergleich zu einem
Referenzzustand. Auch in diesem Bereich wird fiir einen Grofdteil der europaischen
Gewasser ein ,schlechter Zustand® befunden. Wahrend Uber die Bedeutung von strukturellen
Faktoren wie Verbau von Gewassern, fehlende Konnektivitat u. a., fir die mangelnde
Gewasserqualitat Einigkeit besteht, wird der Zusammenhang zwischen chemischem und
Okologischem Gewasserzustand als ungeklart betrachtet. Managementmalinahmen zur
Verbesserung der Gewasserqualitdat kbénnen somit kaum ursachenspezifisch entwickelt
werden. Schwierigkeiten den chemischen und 6©kologischen Zustand in Verbindung zu
bringen, liegen u. a. darin begriindet, dass die Bewertungssysteme grundlegend
unterschiedlich sind. Wahrend sich die dkologische Qualitdt auf Beobachtungen im System

stutzt, wird fur die Bewertung des chemischen Zustandes auf Konzepte und Verfahren der
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prospektiven Chemikalienbewertung zurtickgegriffen, um Konzentrationsbestimmungen fir
ausgewahlte Einzelstoffe in potentiell schadliche Effekte fur Organismen (sogenannte
Qualitatselemente der Okosysteme) zu libersetzen.

Ein Vorschlag in diesem Kontext besteht darin, erganzend zu chemisch-analytischen
Untersuchungen auch bioanalytische, effektbasierte Methoden (effect based tools — EBTS)

anzuwenden. Diese sollten es ermdglichen:

o komplexe Belastungen effektbasiert systemnah zu erfassen;

o Stoffgemische Uber die Detektion von gemeinsamen Kombinationseffekten direkt
nachzuweisen;

e eine evidenzbasierte Bricke zwischen Stoffvorkommen und biologischen Effekten zu
schaffen und damit eine Erganzung zu Uberwiegend von Unsicherheitsfaktoren
bestimmten Einzelstoffbewertungen zu liefern;

o die Beitrage von chemischer Belastung zum o6kologischen Zustand von Gewassern
besser abzuschatzen;

e eine Erfolgskontrolle von Managementmafnahmen durchzufihren.

Das Ziel des diesem Bericht zugrunde liegenden Projektes war es deshalb, verfligbare
,Biotestverfahren zur Abschatzung von Wirkpotentialen in der aquatischen Umwelt* mithilfe
einer systematischen Literaturrecherche zu identifizieren und ihre Einsatztauglichkeit zu
bewerten. Das Vorgehen und Ergebnis dieser Recherche wird im vorliegenden Bericht
erlautert und diskutiert. Unter Berticksichtigung der in baden-wirttembergischen Gewéassern
vorkommenden Mikroschadstoffe wird aus den Ergebnissen der Literaturrecherche und einer
anschlieenden Bewertung der erfassten Biotestverfahren, eine aus drei Modulen

bestehende Testbatterie fir den Einsatz im aquatischen Umweltmonitoring vorgeschlagen.



2 Welche Biotestverfahren fir die Bewertung von Belastungen fir aquatische

Lebewesen gibt es?

2.1 Was sind Biotestverfahren, Bioassays und effektbasierte Methoden?

Im allgemeinen Sprachgebrauch werden die Begriffe Biotest und Bioassay haufig synonym
verwendet. Im vorliegenden Bericht wird jedoch zwischen den Begriffen Biotestverfahren,
Bioassays und effektbasierten Methoden unterschieden. Biotestverfahren werden in dieser
Studie als noch in der Entwicklung stehende Verfahrensvorschlage betrachtet, wohingegen
Bioassays bereits als anwendungstauglich beurteilt werden, d. h. dass mindestens ein
erprobtes SOP (Standard Operating Procedure)-Protokoll existiert. Ist ein Bioassay in der
routinemafligen Anwendung im Umweltmonitoring etabliert, wird dieser auch als
effektbasierte Methode (effect based tool) bezeichnet. Bioassays, die in diesem Bericht
betrachtet werden, sind experimentelle Verfahren, die biologische Reaktionen auf die
Exposition mit mikroschadstoffhaltigen Wasserproben konzentrationsabhéngig quantifizieren
kénnen. Diese Verfahren kbnnen sowohl intakte Organismen (in vivo - Methoden) als auch

Subsysteme, inshesondere Zellen (in vitro - Methoden) nutzen.

Biologische Effekte kdnnen auf verschiedenen Ebenen biologischer Komplexitat erfasst
werden (siehe Zusammenstellung in Abbildung 1).

beobachtbare Effekttypen bei Verwendung von Bioassays

Molekulare Effekte Physiologische Effekte Aggregierte Effekte
Interaktion mit Storung von: (adverse outcome)
*Proteinen (Enzymen, *Energiemetabolismus Letalitit

Rezeptoren) *Kommunikationsprozessen *Reproduktion
*Nukleinsduren (RNA, DNA) @ <Biomolekll-Synthese *Wachstum
*Fettsduren (Membranen) *Stressantwort *VVerhalten

Abbildung 1 Biologische Effekte gruppiert nach biologischen Komplexitatsebenen, die zur
Beschreibung von biologischen Reaktionen auf chemische Belastungen in Bioassays genutzt werden
(nach Busch et al. 2016).

Auf molekularer Ebene kdnnen beispielsweise Interaktionen von Chemikalien mit Proteinen
detektiert werden. Vielfach werden heutzutage dafir genetisch veréanderte Zellen oder auch
zellfreie Aktivitatstests eingesetzt. Chemikalien-Biosystem-Interaktionen kdnnen auf héherer
Ebene zu Stdérungen physiologischer Prozesse wie z. B. der Zell-Zell-Kommunikation, dem
Energiehaushalt oder der Modifikation von Syntheseprozessen fiihren. Auch diese

Storungen lassen sich mit entsprechenden Indikatorsystemen detektieren. Stérungen, die
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auf molekularer oder physiologischer Ebene detektiert werden, kdénnen ebenfalls auf
schadliche Auswirkungen in Organismen hindeuten. Aggregierte Beobachtungen an intakten
Organismen, wie beispielsweise Effekte auf das Wachstum, die Vermehrung oder das
Verhalten, kénnen durch den Einsatz von Organismen-basierten Testsystemen detektiert

werden.

2.2 Systematische Literaturanalyse zur Identifizierung geeigneter Bioassays

Mit Hilfe einer systematischen Literaturrecherche sollte zunachst ein Uberblick uber alle
bisher verflgbaren, potentiell fir das Gewdadssermonitoring tauglichen Biotestverfahren
gewonnen werden, um diese anschlieBend hinsichtlich ihrer Tauglichkeit und Einsatzreife zu
bewerten. Basierend auf den Ergebnissen wird abschlieend eine Biotestmodulbatterie
vorgeschlagen, die aus dem hier erfassten Stand der Forschung abgeleitet ist. In der
Literaturrecherche wurden Studien erfasst, die Biotestverfahren beschreiben, welche die

folgenden Kriterien erfillen:

¢ Anwendbarkeit fir aquatische Systeme;

¢ Anwendung fur definierte Stoffe, Stoffgemische oder Umweltproben;

e Methodenbeschreibung vorhanden;

e Erfassung biologischer Effekte (keine Einzelstoffdetektoren);

e in vitro- und in vivo-Testsysteme (unter Ausschluss von in-situ Untersuchungen), d. h.
akute Testsysteme mit relativ kurzer Expositionszeit. Diese Testsysteme haben
aufgrund von standardisierten Testbedingungen ein  hohes Mall an
Reproduzierbarkeit. In der Regel kénnen damit auch mehrere Proben parallel

untersucht werden.

Die systematische Literaturrecherche wurde in der bibliographischen Datenbank Web of
Science™ durchgefiihrt. Eine detaillierte Beschreibung bezlglich der verwendeten

Suchstrategie ist dem Anhang 1 zu entnehmen.

Das Ergebnis dieser Recherche ergab 75 wissenschaftliche Studien, die als relevant fur die
Fragestellung dieses Vorhabens eingestuft wurden. Diese Studien stammen v. a. aus
Zeitschriften mit Spezialisierung auf den Themenbereich Chemikalien in der (aquatischen)
Umwelt (z. B. Ecotoxicology and Environmental Safety (7), Environmental Monitoring and
Assessment (5), Water Research (9), Water Science and Technology (7)). Knapp zwei Drittel
der Veroffentlichungen stammen aus universitdren Einrichtungen, der Rest aus
aul3eruniversitaren Forschungseinrichtungen (z. B. Swiss Federal Institute of Aquatic

Science and Technology (Eawag), Norwegian Institute for Water Research) und Behdrden
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(z. B. US Environmental Protection Agency). Zusatzlich wurden drei ausgewahlte
Ubersichtsarbeiten hinzugefiigt, in denen Bioassays entweder in Pionierstudien im
Monitoring eingesetzt wurden (Triebskorn et al. 2015; Escher et al. 2014) oder im Hinblick
auf eine Verwendung im Monitoring bewertet wurden (Kienle et al. 2015).

Das Ergebnis der systematischen Literaturrecherche ist in Anhang 2 als Referenzliste
dargestellt.

2.3 Systematische Erschliel3ung verfligbarer Biotestverfahren

Unter Einbeziehung der drei Ubersichtsarbeiten und der 75 Studien der systematischen
Literaturrecherche konnten insgesamt 209 Bioassays identifiziert werden. Um diese
systematisch vergleichen zu kdnnen, wurde ein Karteisystem angelegt, in welchem
einheitliche Informationen zu jedem Bioassay erfasst wurden. Die flir jeden Assay erfassten
Kriterien sind in Tabelle 1 dargestellt. Unterstrichene Unterkriterien wurden fir alle 209
Bioassays erfasst, wahrend alle weiteren Kriterien nur bei Verfigbarkeit der Information
bertcksichtigt wurden. Eine detaillierte Beschreibung zur Kriterienauswahl befindet sich im
Anhang 3.
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Tabelle 1 Zusammenfassung der Kategorien fir die Assay-Erschlielung

Effektdetektion Effektdetektionskategorie

Unterkategorie

Bioassay-Name

Bioassay-System System
Organismus
Organ
Zelltyp
Zelllinie
Rezeptor

Reportergen

Bioassay-Durchfuhrung Medium
Testformat
Testvolumen
Expositionszeit
Referenzsubstanz

messbarer Effekt

Detektion

Metabolische Aktivierung
Fur Umweltproben erprobt
Probenvolumen

Durchsatz

Bioassay-Qualitatssicherung Validitatskriterien explizit angegeben
Ringtest
kommerzielles System

Standardisiertes Protokoll

Referenz Methode

Anwendung




Biotestverfahren & Bioassays

Effektdetektionskategorien

Um zu einer Auswahl geeigneter Bioassays fur die Detektion spezifischer oder
unspezifischer biologischer Wirkungen von Mikroschadstoffen zu gelangen, wurden die hier
berticksichtigten Bioassays in verschiedene Kategorien der Effektdetektion einsortiert. Ziel
war es, die Effekttypen, die in der jeweiligen Kategorie detektiert werden, in einem Begriff
zusammenzufassen, der erkennbar macht, welche Art biologischer Effekte mit dem
jeweiligen Assay erfasst wird. So wurden beispielsweise die haufig benutzten Terme ,Dioxin-
ahnliche Wirkung“ oder ,Herbizid - Wirkung“ nicht verwendet, da sich diese auf eine
chemische Stoffklasse bzw. auf einen Verwendungszweck der Chemikalien beziehen, nicht
aber ein biologisches Effektdetektionsprinzip erkennen lassen. Nachfolgend sind die

verwendeten Effektdetektionskategorien aufgelistet und erlautert:

allgemeine Toxizitat Organismen

e Bioassays, die durch die Beobachtung von Effekten auf beispielsweise Wachstum,
Letalitat, Reproduktion oder Verhalten (vgl. Abbildung 1), unterschiedliche
biologische Reaktionen aggregieren und dafur intakte Organismen fiir die Detektion

nutzen

allgemeine Toxizitat Zellen

e Bioassays, die keinen spezifischen Effekt messen, sondern allgemein zytotoxische
Effekte erfassen und zellbasiert sind

e Zytotoxische Effekte werden haufig unter Verwendung hoher Stoffkonzentrationen als
Kontrolle in zellbasierten Bioassays verwendet, um spezifische Effekte (wie
rezeptorvermittelte Reaktionen) und unspezifische Zytotoxizitdt voneinander

abzugrenzen

phytotoxische Effekte

e Bioassays, die Storungen von  pflanzenspezifischen  Prozessen  auf
suborganismischer Ebene erfassen
e Spezifisch wird die Inhibierung der Photosytheseleistung durch phytotoxische

Chemikalien beobachtet
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hormonartige Effekte

e Bioassays, die spezifisch die Inhibierung/Aktivierung von Hormonrezeptoren
analysieren
e Unterteilung nach dem jeweils betrachteten Rezeptor in die Unterkategorien

ostrogene, androgene, glucocorticoide, progesterone und thyroide Effekte

mutagene/gentoxische Effekte

¢ Bioassays, die mutagene oder gentoxische Effekte messen, wie beispielsweise DNA-
Schaden (z. B. Ames-Test) oder die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen (z.

B. UmuC-Assay), welche indirekt auf DNA-Schadigung hinweisen

neurotoxische Effekte

o Bioassays, die spezifisch Effekte auf das Nervensystem erfassen, wie zum Beispiel
die Hemmung der Acetylcholinesterase (AChE)

e keine unspezifischen Bioassays, die beispielsweise das Verhalten von Fischen als
Indikator fur neurotoxische Effekte verwenden, diese sind unter der Kategorie

»<allgemeine Toxizitat Organismen® gelistet

Immuntoxizitdt und oxidativer Stress

e Bioassays, die Reaktionen des Immunsystems detektieren oder das Auftreten von
oxidativem Stress anzeigen
¢ Unterteilung in die folgenden vier Unterkategorien: Immuntoxizitat, oxidativer Stress,

Membranschadigung und Proteinschadigung

metabolische Enzyme & Rezeptoren

o alle Bioassays, die spezifisch Chemikalieneffekte auf die Aktivitdt metabolischer
Enzyme messen oder auf eine spezifische Chemikalien-Rezeptorbindung hinweisen

e Unterteilung in die Unterkategorien: Aktivierung der Biotransformation, allgemeine
Stressantwort, Bindung an den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR), Peroxisom-

Proliferator-aktivierter Rezeptor (PPAR)-Signalweg und Retinséduresignalweg

sonstige spezifische Effekte

e Bioassays, die in keine der bisher genannten Kategorien einsortiert werden konnten
und einen spezifischen Effekt detektieren

e Unterteilung in die zwei Unterkategorien Hypoxie und Zellzykluskontrolle



Biotestverfahren & Bioassays

Eine vollstandige Liste mit den 209 Bioassays, sortiert nach Effektdetektionskategorien, inkl.
der Angaben zur Spezies/Zelllinie, dem analysierbaren Effekt, sowie den jeweiligen

Referenzen ist dem Anhang 4 zu entnehmen.

2.4 Zusammenfassung und Ergebnis der Literaturrecherche

Die Verteilung der durch die systematische Literaturrecherche identifizierten und erfassten
209 Bioassays in die verschiedenen Effektdetektionskategorien ist in Abbildung 2 graphisch

dargestellt.

m phytotoxischen Effekten

Bioassays zur Analyse von...
® hormonartigen Effekten

m mutagenen/
gentoxischen Effekten

m neurotoxischen Effekten

B Immuntoxizitat &
oxidativem Stress

m metabolischen Enzymen

mallgemein toxischen Effekten mspezifischen Effekten & Rezeptoren

m sonstigen spezifischen
Effekten

Abbildung 2 Verteilung der in der systematischen Literaturrecherche identifizierten Bioassays uber
die verschiedenen Effektdetektionskategorien.

Die grofte Gruppe an Bioassays steht demnach fir die Detektion hormonartiger Effekte zur
Verfiigung. Zahlreiche Bioassays exisitieren auch fur die Detektion von Effekten auf Enzyme
der Biotransformation und deren Rezeptoren. 60 der betrachteten Bioassays detektieren
allgemeine toxische Effekte, darunter befinden sich 48 organismische und 12 zellulare
Bioassays. 149 der 209 Bioassays detektieren spezifische Effekte, diese Bioassays sind
aufgeteilt in folgende Kategorien der Effektdetektion: phytotoxische Effekte (n = 3),
hormonartige Effekte (n = 55), mutagene/gentoxische Effekte (n = 14), neurotoxische Effekte
(n = 3), Immuntoxizitat und oxidativer Stress (n = 22), metabolische Enzyme und Rezeptoren
(n = 46), sowie sonstige spezifische Effekte (n = 6).



3 Welche biologischen Wirkweisen gilt es im Monitoring zu erfassen?

Ziel des Berichtes ist, herauszuarbeiten, welche Bioassays fir die Detektion von
Chemikalien und Chemikalienmischungen, wie sie in Baden-Wurttemberg auftreten, eine

sinnvolle Erweiterung zum chemischen Monitoring darstellen wirden.

Grundlage hierfur ist das ,Spurenstoffinventar der FlieRgewasser in Baden-Wirttemberg*
(Lehmann et al., 2014), in welchem die chemisch-analytisch erfassten Konzentrationen der
im Jahr 2012/2013 in Baden-Wirttemberg routinemaf3ig analysierten Mikroschadstoffe
dokumentiert sind. Der Datensatz enthalt Informationen zu 86 Mikroschadstoffen, die in
insgesamt 383 Beprobungen an 33 Standorten analysiert wurden. Fir 74 der 86 Stoffe
wurde mindestens einmal eine Konzentration im Gewasser oberhalb des stoffspezifischen
Detektionslimits gemessen. 12 Stoffe lagen somit in allen Messungen unterhalb des
Detektionslimits. Zur Einordnung und Bestimmung der Wirkweisen der erfassten
Mikroschadstoffe wurden diese mit den Befunden einer ausfihrlichen Analyse zu
Mikroschadstoffen in Europas Flissen mit dem Titel ,Micropollutants in European rivers: A
mode of action survey to support the development of effect-based tools for water monitoring*
(Busch et al. 2016) verglichen. Durch die Analyse der Daten von sechs verschiedenen
chemischen Monitoringstudien (Tabelle 2) konnte in dieser vergleichenden Untersuchung
gezeigt werden,

e dass die Anzahl der je Monitoringstudie betrachteten Chemikalien sehr
unterschiedlich war (siehe Tabelle 2, beispielsweise wurden in Studie #2 etwa 400
Chemikalien analysiert, wohingegen in Studie #5 ca. 60 Chemikalien analysiert
wurden);

e dass von den insgesamt fast 970 gemessenen organischen Chemikalien nur rund die
Halfte (426) davon quantitativ in europaischen Fliissen nachgewiesen wurde;

e sowie dass lediglich 13 von den 426 in den europaischen Fliissen nachgewiesenen

Substanzen, in allen sechs Studien analysiert wurden.
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Wirkweisen von Umweltchemikalien

Tabelle 2 Européische, wissenschaftliche Monitoringstudien; analysiert in Busch et al. (2016)

Dataset |River No of
No catchment |compounds

= 10 WWTP Schymanski et al.
AU el effluents 2014
#2 Rhine = 40.0 .(malnly Srivers over time  Moschet et al. 2014
Pesticides)
Mulde/ . Schulze et al.
2 Saale =l 2L unpublished
#4 Danube ~ 340 68 sites Danube (JDS3*)
9 sites, resp.
#5a ; " (upstream, Munz et al.
#5b Rhine oD downstream and unpublished
WWTP effluents)

Danube Novisad (Danube,
#6 : ~225 3 sites Brack et al.
Novisad _
unpublished)

Bei den 13 in allen Studien detektierten Chemikalien handelt es sich um klassische
Abwassermarker wie z. B. Sucralose und Koffein oder die Pharmaka Diclofenac und
Carbamazepin. Auch die in weiten Teilen Europas bereits verbotenen Herbizide Diuron und

Atrazin wurden in allen Studien detektiert.

Abbildung 3 zeigt die breite Verteilung der gemessenen Konzentrationen dieser 13
Substanzen in den Europaischen Flissen, welche von wenigen ng/L bis hin zu 10 pg/L z. B.
fur die Benzotriazole streut. Dabei unterscheiden sich die Konzentrationen einer Substanz
sowohl! innerhalb einer Studie, als auch zwischen den Studien teilweise um 4 bis 5
GroRenordnungen. Dieses  Spektrum ist durch eine breite Verteilung der
Probennahmestellen erklart, welche in den einzelnen Studien sowohl Klaranlagenausfliisse

als auch unbelastete Standorte einschlieRen.
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Wirkweisen von Umweltchemikalien

Umweltkonzentrationen haufig detektierter Gewasserspurenstoffe in Europa
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Abbildung 3 Umweltkonzentrationen der 13 Chemikalien, die in allen Monitoringstudien detektiert
wurden. Jeder Punkt entspricht einer Konzentration an einem Standort in einer Monitoringstudie.
Daten der verschiedenen Studien sind mit verschiedenen Farben dargestellt. Die mittlere
Konzentration pro Substanz ist durch eine schwarze Linie gekennzeichnet (ibernommen aus Busch et
al. 2016).

9 dieser 13 europaweit gefundenen Substanzen wurden auch in Baden-Wirttemberg
analysiert. Die Konzentrationen dieser 9 Stoffe in Baden-Wurttemberg sind dem
Spurenstoffbericht 2012/2013 (Lehmann et al., 2014) entnommen und in Abbildung 4 als

schwarze Punkte abgebildet.
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Wirkweisen von Umweltchemikalien

Umweltkonzentrationen haufig detektierter Gewéasserspurenstoffe in Europa

und Baden-Wirttemberg
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Abbildung 4 Umweltkonzentrationen der 13 Chemikalien, die in den in Busch et al. (2016)
analysierten Monitoringstudien detektiert wurden (bunt) im Vergleich zu den Daten aus dem
Spurenstoffbericht 2012/2013 aus Baden-Wiurttemberg (LUBW) (schwarz). Jeder Punkt entspricht
einer Konzentration an einem Standort in einer Monitoringstudie.

Aus Abbildung 4 sind folgende Punkte ableitbar:

e Die flr Europa reprasentative Studie bildet auch die Situation in Baden-Wurttemberg
ab.

e Das Detektionslimit fir Spurenstoffe ist im Routine-Monitoring prinzipiell héher als in
investigativen wissenschaftlichen Studien.

e Fir Sucralose und Carbamazepin scheint es einen definierten Konzentrationsbereich
zu geben, in dem diese Substanzen in Oberflachengewassern vorkommen.
Vermutlich lieRen sich diese Konzentrationen direkt in Abwasseranteile umrechnen.

e Fur einzelne Probennahmezeitpunkte und -stellen in Baden-Wirttemberg liegen die
gemessenen Konzentrationen einzelner Stoffe (z. B. 1H-Benzotriazol und Metoprolol)
hoher als in der europaischen Vergleichsstudie. Dies ist auf die Einbeziehung
zahlreicher Probennahmestellen bzw. -zeitpunkten in Klaranlagen-Zulaufen sowie die
detaillierte  zeitliche Auflésung des Monitorings in  Baden-Wirttemberg

zuruckzufihren.
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Wirkweisen von Umweltchemikalien

Die Verteilung aller in Baden-Wirttemberg analysierten Spurenstoffe hinsichtlich ihrer
Verwendung ist in Abbildung 5 dargestellt. Ungefahr die Hélfte der Spurenstoffe umfassen
Industriechemikalien (48 %), gefolgt von Pharmaka (31 %) und Pestiziden (14 %).

Mikroschadstoffe in Baden-Wiirttemberg gruppiert nach
Einsatzbereich

m Biozide

m Industriechemikalien

m Kosmetikzusatzstoffe

m | ebensmittelzusatzstoffe
m Pestizide

= Phamaka

Abbildung 5 Verteilung der in Baden-Wurttemberg analysierten Substanzen hinsichtlich ihrer
Verwendung.

In der bereits beschriebenen Vergleichsstudie (Busch et al. 2016) wurden die biologischen
Wirkweisen der in Europas Flussen detektierten Chemikalien recherchiert und sowohl
molekulare biologische Zielstrukturen als auch Wirkprofile dokumentiert. Basierend auf
diesen Daten wurden fir alle in Baden-Wirttemberg detektierten Stoffe biologische
Wirkweisen zugeordnet. Eine bekannte biologische Wirkweise konnte so fir mehr als die
Halfte der Stoffe (48 von 74 Spurenstoffen (ca. 65 %)) identifiziert und zugeordnet werden
(Abbildung 6).
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Wirkweisen von Umweltchemikalien

Mikroschadstoffe im Monitoring in Baden-Wiirttemberg

100

50

Stoffanzahl

Abbildung 6 Anzahl der Spurenstoffe a) deren Vorkommen in Baden-Wirttemberg mittels
chemischer Analyse untersucht wurde (Stoffe analysiert), b) deren Konzentration in mindestens einer

Messung oberhalb des Detektionslimits lag (Stoffe detektiert) und c) denen eine Wirkweise
zugeordnet werden konnte.

Bei den 26 Stoffen, die oberhalb des Detektionslimits lagen, denen jedoch keine Wirkweise
zugeordnet werden konnte, handelt es sich zum gréRten Teil um Industriechemikalien, sowie
um Transformationsprodukte von Pharmaka bzw. Rontgenkontrastmittel. Im Anhang 5 sind

die 74 detektierten Stoffe mit den jeweils zugeordneten Wirkweisen tabellarisch aufgelistet.

Insgesamt wurden 18 Wirkweisen identifiziert, deren Verteilung in Abbildung 7 dargestellt ist.
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Wirkweisen von Umweltchemikalien

Biologische Wirkweisen von Mikroschadstoffen in Baden-Wiirttemberg

Antibakteriell

# Antihistamin
Antiinflammatorisch
Betablocker
Zellmembran-Stérung

u Entwicklungstoxizitat

u Pot. Kanzerogen

® Endokrin

u lonenkanal-Modulation

m Storung des Lipidmetabolismus

m Stérung der Mitose/ Zellzyklus

= Neuroaktiv

® Nukleinsaure-Schadigung

m Oxidativer Stress
Photosynthese-Inhibierung

u Atmungsketten-Inhibierung

» Stérung der Signaltransduktion
Synthetisches Auxin

u Wirkweise bekannt m Wirkweise unbekannt

Abbildung 7 Verteilung spezifischer, biologischer Wirkweisen fiir 48 der 86 in Baden-W rttemberg
analysierten Spurenstoffe (Vorgehen und Datengrundlage aus Busch et al. 2016).

Neben der Prifung, inwieweit verfligbare Bioassays Kriterien zur praktikablen
Durchfuhrbarkeit, Sensitivitdt und Spezifitdt, Robustheit und Wiederholbarkeit sowie zur
Durchsatzkapazitat erftllen, sollte auch gepriift werden, welche Wirkweisen von Chemikalien
mit den verfigbaren Bioassays detektierbar sind, fur welche in der Umwelt vorkommenden
Wirkweisen noch keine Bioassays zur Verfligung stehen und mit welchen Bioassays Stoffe
mit unbekannter biologischer Wirkung erfasst werden kénnten.
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4 Welche Bioassays sind fur das Gewassermonitoring zu empfehlen?

Aus den Ergebnissen der systematischen Literaturrecherche soll im Folgenden unter
Berlcksichtigung der in Baden-Wurttemberg gemessenen Chemikalien und deren
biologischen Wirkweisen eine Testbatterie fir das Gewassermonitoring vorgeschlagen
werden. In der hier beschriebenen systematischen Recherche wurden 209 Bioassays
identifiziert, die in 9 Effektdetektionskategorien zusammengefasst wurden (vgl. Kapitel 2.3).
Des Weiteren wurden fur die in Baden-Wirttemberg detektierten Chemikalien 18
verschiedene biologische Wirkweisen identifiziert, sowie der Anteil an Stoffen bestimmt,
deren biologische Wirkweise unbekannt ist. Um einen Vorschlag fiir eine geeignete
Testbatterie zu erarbeiten wurden in einem zweistufigen Verfahren aus der Vielzahl der
identifizierten Bioassays zuerst diejenigen Bioassays herausgefiltert, die sich fir die
Anwendung im Umweltmonitoring eignen, um diese anschlieRend einem Vergleich mit den in

Baden-Wirttemberg detektierten Chemikalien und deren Wirkweisen zu unterziehen.
Fur die Eignungsprifung, wurden alle Bioassays hinsichtlich folgender Kriterien gepriift:
e Standardisiertes Protokoll vorhanden?
e Referenzsubstanz bekannt?
o Verwendung in der Regulatorik (z. B. Abwassertestung) etabliert?
e Anwendung in einer Monitoringstudie in Baden-Wurttemberg (Triebskorn, 2015)?
e Bewertung in einer Expertenbefragung (Kienle et al., 2015)?

e Sensitivitat in einer wissenschaftlichen Studie zur Evaluierung von in vitro Bioassays

fur das Gewassermonitoring (Escher et al. 2014)?

Alle 209 Bioassays wurden anhand des in Tabelle 3 beschriebenen Farbcodes nach diesen

sechs Kriterien bewertet.
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Empfehlung einer Biotestmodulbatterie

Tabelle 3 Farbschema zur Bewertung der Bioassays

E}sz;j;r?;s_i(;rung und Bewertung (e) Sensitivitat (f)
Ja gut sehr hoch
gut bis maRig hoch
maRig niedrig

Das detaillierte Vorgehen ist in Anhang 6 beschrieben und soll hier nur kurz am Beispiel der

Bioassays zur Detektion von dstrogenwirksamen Stoffen erlautert werden.

Systematische Bioassay-Auswahl am Beispiel der Detektion 6strogener Effekte

In Tabelle 4 sind alle, in der Literaturrecherche identifizierten und zur Detektion des
Ostrogenen Potentials einer Chemikalie oder Umweltprobe relevanten, Bioassays aufgelistet
und nach dem oben beschriebenen Schema bewertet. Der hERa-HelLa-9903-Assay (Nr. 80)
hat in 4 Kriterien gute Bewertungen (grun). Weitere Bioassays, wie zum Beispiel der YES-
Assay (Nr. 66) oder der ER-CALUX®-Assay (Nr. 76) wurden je dreimal positiv bewertet. Im
Vergleich zu den Transaktivierungsassays fiel allerdings der haufiger angewendete YES-
Assay in der Studie von Escher et al. (2014) (vgl. Tabelle 4, Spalte f) als weniger sensitiv
auf. Als Ergebnis dieser Analyse wird der hERa-HelLa-9903-Assay (Nr. 80) fir eine
Testbatterie vorschlagen, da fir diesen Assay zudem bereits ein standardisiertes
Testprotokoll verfigbar ist (OECD GL 455 (2015)).

Weiterhin gilt es zu Uberlegen, ob Bioassays, die einen biologisch umfassender
aggregierenden  Effekt detektieren, wie zum Beispiel die 6strogenabhangige
Zellwachstumsrate (Proliferationsrate) oder die Stérung der Biosynthese von 178-Estradiol in
eine erweiterte Testbatterie aufgenommen werden sollten. Hierfir kAmen der E-Screen-
Assay (Nr. 74) und der Steroidsynthese Assay (Nr. 75) (OECD GL 456, 2011) in Frage. In
der zuvor beschriebenen Studie erwiesen sich beide Bioassays allerdings ebenfalls als
weniger sensitiv im Vergleich zum hERa-HelLa-9903-Assay (Escher et al. 2014; Tabelle 4,
Spalte f).

Anti-dstrogene Effekte kénnen mit dem Anti-ER-CALUX®-Assay (Nr. 77) detektiert werden.
Dieser Bioassay erwies sich allerdings in der betrachten wissenschaftlichen Studie als nicht
sensitiv (Escher et al. 2014; Tabelle 4, Spalte f).
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Empfehlung einer Biotestmodulbatterie

Tabelle 4 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,hormonartige Effekte* und speziell ,6strogene
Effekte“, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien; a) Vorhandensein eines
standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d)
Anwendung in der Praxis, e) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay - Bioassay-Name a) |b) |c) |d) |e) |f)
Code*

64 ChgH -GFP Medaka

65 cypl9alb- GFP Zebrabarbling
66 YES-Assay

67 Plasma Vitellogenin Konzentration
68 Genexpression ER

69 Genexpression VTG

70 Genexpression EcR

71 ex vivo Steroidgenese-Assay
72 ex vivo Steroidgenese-Assay
73 (hER, medER)-yeast- Assay
74 E-Screen-Assay

75 Steroidsyntheseassay

76 ER-CALUX ® -Assay

77 Anti ER-CALUX ®-Assay

78 MELN-Assay

79 HELN-ERa-Assay

80 hERa-HelLa-9903-Assay

81 ERa-transFACTORIAL-Assay
82 ERa-GeneBLAzer-Assay

83 HELN-ERR-Assay

84 ERE-cisFACTORIAL-Assay

85 MCF7-ERE-Assay

86 MCF7 Zellproliferationsassay
87 ER Transaktivierungsassay

88 MVLN Zellassay

89 T47D-KBluc Zellassay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet
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Empfehlung einer Biotestmodulbatterie

4.1 Vorauswahl der Bioassays fur das Gewassermonitoring

Die Auswahl aller fur eine Testbatterie in Frage kommenden Bioassays nach den hier
erklarten Prinzipien ist fur jede Effektdetektionskategorie (siehe Kapitel 2.2) ausfuhrlich im
Anhang 6 erlautert. Die fur jede Effektdetektionskategorie am besten bewerteten Bioassays
sind in Tabelle 5 zusammengefasst und kommen fir einen Einsatz im Monitoring in Frage.
Dabei sind Bioassays, die hier als prioritar fir einen Einsatz in einer potentiellen Testbatterie
angesehen werden, fett markiert. Die in dieser Tabelle aufgelistete Auswahl an Bioassays
dient im Weiteren als Grundlage zur Entwicklung und Empfehlung einer Testbatterie. Dazu
wird im Folgenden Uberprift, welche der in Baden-Wiurttemberg detektierten Chemikalien
(und Wirkweisen) potentiell mit diesen Bioassays (und Effektdetektionskategorien) erfasst

wirden.
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Empfehlung einer Biotestmodulbatterie

Tabelle 5 Zusammenfassung der

vorausgewahlten

Bioassays inklusive der Angabe zu

Effektdetektions- und Subeffektkategorien (Fett markiert = prioritar)

Assay- Bioassay

Code*

Effektdetektionskategorie
(Subeffektkategorie)

1

Daphnia magna akuter Immobilisierungstest

allgemeine Toxizitat

7 Pseudokirchneriella subcapitata Organismen
Algenwachstumsinhibierungstest

21 Danio rerio Hschembryotoxizitatstest (FET)

34 Vibrio fischeri Microtox Bioassay""

61 Chlorella vulgaris Imaging-PAM Assay phytotoxische Effekte

80 hERa-HelLa-9903-Assay hormonartige Effekte

76 ER-CALUX®-Assay (6strogene Effekte)

87 ER Transaktivierungsassay

66 YES-Assay

74 E-screen- Assay

88 MVLN Zellassay

75 Steroidsyntheseassay

77 Anti ER-CALUX ®- Assay (anti-6strogene Effekte)

93 Anti- AR-CALUX®-Assay (anti-androgene Effekte)

95 Anti-MDA-kb2-Assay (androgene Effekte)

94 MDA-kb2-Assay

92 AR-CALUX®-Assay

108 PR-CALUX®-Assay (progesterone Effekte)

109 Anti-PR—CALUX®-Assay (anti-progesterone Effekte)

100  GR-CALUX®-Assay (glucocorticoide Effekte)

104 GR-Switchgear-Assay

105 GR-MDA-kb2-Assay

101  Anti-GR-CALUX®-Assay (anti-glucocorticoide Effekte)

113  TR-CALUX®-Assay (thyroide Effekte)

120 Ames-Test mutagene/ gentoxische

122 Mikrokern-Test Effekte

123 UmuC-Test

133 AChE-Inhibierungsassay neurotoxische Effekte

140 Jurkat E6.1 IkB- Assay Immuntoxizitat und

147 Nrf2/ARE-cisFACTORIAL-Assay oxidativer Stress

163  EROD Aktivitdtsmessung metabolische Enzyme und

159  PXR-cis/ransFACTORIAL-Assay Rezeptoren (Aktivierung der
Biotransformation)

162 CAR-yeast-Assay

174 PPARy-transFACTORIAL-Assay (PPAR Signalweqg)

183  DR-CALUX®-Assay (AhR Signalweg)

182 AhR-CALFLUX-Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays wie in Anhang 4 gelistet
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Empfehlung einer Biotestmodulbatterie

Durch eine Gegenuberstellung der 13 priorisierten vorausgewéhlten Bioassays mit den 74 in
Baden-Wirttemberg detektierten Chemikalien und ihren 18 bekannten biologischen
Wirkweisen, wurden Ubereinstimmungen und Licken sowohl auf Seite der biologischen
Effektdetektion als auch auf Seite der chemikalienorientierten Wirkweisenbeschreibung
identifiziert. Dabei wurden folgende Aspekte bertcksichtigt:

e |st die bekannte Wirkweise einer Chemikalie potentiell mit einem bestimmten Assay
detektierbar, d. h. stimmen die biologische Zielstruktur der Chemikalie und der
Rezeptor im Bioassay uberein oder ist der potentiell betroffene Signalweg im
Testorganismus vorhanden?

o Detektiert der Bioassay eine bestimmte Stoffgruppe, welcher die entsprechende
Chemikalie zuzuordnen ist?

¢ Sind von einer Chemikalie, aufgrund ihrer Wirkweise oder Stoffgruppenzuordnung,

multiple und unspezifische Effekte zu erwarten?

Bei dem Versuch Ubereinstimmungen zwischen den Wirkweisen, die fir einzelne
Chemikalien bekannt sind, und den einzelnen Effektdetektionskategorien der betrachteten
Bioassays zu finden, wurde deutlich, dass dies nicht ohne weiteres mdglich ist, da die
Wissensbasis auf beiden Seiten zu heterogen ist. Das heifdt, eine 1:1 Zuordnung einer
bestimmten Chemikalie zu einem bestimmten, potentiell responsiven Bioassay ist hier nicht
einfach vorzunehmen. Beispielsweise gibt es keinen Bioassay, der spezifisch die Inhibierung
der Cyclooxygenase detektiert. Dies ist der therapeutische Wirkmechanismus
schmerzstillender Pharmaka wie Diclofenac und lbuprofen im Menschen. Eine toxische
Summenwirkung solcher Mikroschadstoffe auf Umweltorganismen kann derzeit nur mit Hilfe
von organismischen oder allgemein Toxizitat indizierenden Bioassays erfasst werden.
Ahnliches gilt fiir Chemikalien mit unbekannter Wirkweise. Im Gegensatz dazu gibt es klare
Ubereinstimmungen von Wirkweise und Effektdetektor beispielsweise fiir éstrogen-wirksame
Substanzen, die direkt mit einem Ostrogenrezeptor-Assay erfasst werden konnen, oder
Acetylcholinesterase (AChE)-hemmende Insektizide, die mit einem AChE-Inhibierungsassay
detektierbar sind. Bei der Auswahl der Bioassays gilt es hier insbesondere auch die
Sensitivitatsproblematik zu beachten. Wahrend organismische Tests (wie beispielsweise der
Fischembryotest) insbesondere gegentber Stoffen mit chronischer Wirkproblematik, wie
hormonwirksame oder kanzerogene Stoffe, weitaus weniger sensitiv reagieren als
spezifische Bioassays, kdnnen AChE Inhibitoren mit dem sensitiven Organismus Wasserfloh
(Daphnia magna Immobilisierungsassay) oder spezifisch Photosystem |l inhibierende

Herbizide mit dem organismischen Algenwachstumstest mit entsprechender Sensitivitat
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erfasst werden. Die Gegeniberstellung zeigt auch, dass einigen bereits
anwendungstauglichen Bioassays keine nachgewiesenen Spurenstoffe mit entsprechend
bekannter Wirkweise zugeordnet werden kénnen. Dies gilt beispielsweise fir den GR-
CALUX® Assay welcher glucocorticoide Effekte detektiert, da derzeit fir keine Chemikalie
des Spurenstoffinventars eine solche Wirkweise bekannt ist. Das genaue Vorgehen der
Gegentberstellung der Spurenstoffe mit ihren Wirkweisen und der Bioassays mit den
entsprechenden  Effektdetektionskategorien ist im Anhang 7 beschrieben, die

Gegentberstellung in Form einer Tabelle ist im Anhang 8 dargestellt.

4.2 Vorschlag einer Biotestmodulbatterie fir das Umweltmonitoring

Aus den Ergebnissen der systematischen Literaturrecherche zu verfligbaren
Biotestverfahren, deren Eignungsbewertung und Gegenlberstellung mit potentiell zu
detektierenden Chemikalien und deren Wirkweisen (vgl. Anhang 7 und 8) lasst sich
abschlie3end folgender in Abbildung 8 zusammenfassend dargestellter Vorschlag fir eine in

3 Module aufgeteilte Biotestbatterie herleiten.
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Vorschlag einer modularen Testbatterie

s Modul | Spezifisch detektierbare Stoffe

¢ Akuter Immobilisierungstest (Daphnia magna) Insektizide
e Fischembryotest (Danio rerio)
¢ Algenwachstumshemmtest (P. subcapitata) Herbizide
* hERa-Hela-9903-Assay Stoffe mit 6strogen-ahnlicher Wirkung
* Ames-Test Gentoxische/mutagene Stoffe
B oo
¢DR-CALUX ®-Assay/EROD Aktivitatsmessung Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe mit
Dioxin-ahnlicher Wirkung
eImaging-PAM-Assay Photosynthesehemmer
¢ AChE-Inhibierungsassay AChE-Hemmer (z.B. bestimmte Organophosphate

und Insektizide)

1 Modullll Spezifisch detektierbare Stoffe
e Anti-AR-CALUX"-Assay potentiell anti-androgen wirkende Stoffe
* GR-CALUX""Assay Glucocorticoid-Rezeptor bindende Stoffe
® PPARy-transFACTORIAL- Assay PPARy-Rezeptor bindende Stoffe (z.B. PFCs)
e Nrf2/ARE-cisFACTORIAL Stoffe, die potentiell oxidativen Stress in Zellen

hervorrufen kénnen (z.B. PFCs)

e und weitere in Tabelle 5 gelistete Bioassays, je nach Bedarf

Abbildung 8 Biotestbatterie-Vorschlag zur Detektion kombinierter Chemikalienwirkungen von Mikroverunreinigungen
im Rahmen des Gewassermonitorings in Baden-Wrttemberg.
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Modul | enthalt Bioassays zur Detektion aggregierter (organismischer), sowie spezifischer
(potentielle Langzeitschaden indizierende) Chemikalien-Effekte. Fir jeden Bioassay des
Modul | existiert ein standardisiertes Protokoll, so dass dieses Modul | direkt eingesetzt
werden konnte. Es wird hier vorgeschlagen zunéchst 3 organismische Bioassays in eine
Testbatterie aufzunehmen, da diese die aggregierten Effekte der meisten Chemikalien
detektieren sollten (ca. 90% der detektierten Stoffe mit zugeordneter Wirkweise) (Abbildung
8, Modul I). Es kann angenommen werden, dass dies auch fur Chemikalien mit unbekannter
Wirkweise gilt. Dabei ist bekannt, dass der Daphnien-Test besonders sensitiv gegentber
Insektiziden und der Algen-Test sensitiv gegeniber bestimmten Herbiziden reagiert. Fur den
Fischembryotest kann hier keine spezifische Stoffgruppe genannt werden, fir welche dieser
Bioassay als besonders sensitiv gilt. Die Verwendung einer Kombination von Organismen
ermdglicht neben der Detektion einer potentiellen Hauptwirkung auch eine Abbildung von
unbekannten Nebenwirkungen. Darliber hinaus sollten Bioassays in die Testbatterie
aufgenommen werden, die schadliche chronische Wirkungen anzeigen, welche in den
organismischen Bioassays aufgrund der kurzen Beobachtungszeiten nur schlecht erfassbar
sind. Dazu zahlen Ostrogene Effekte und gentoxische Effekte. Deshalb wird die Aufnahme
eines dstrogen-responsiven Bioassays (z. B. hERa-HelLa-9903-Assay) und des Ames-Testes
in die Testbatterie vorgeschlagen (Abbildung 8, Modul I). Ein Bioassay, der 6strogene
Effekte in einer Wasserprobe in Baden-Wirttemberg detektiert, wirde das Summenergebnis
der Wirkung von mindestens 5 Stoffen anzeigen (Bisphenol A, Nonylphenol, Estradiol,
Estron, und Octylphenol). Auch beim Ames-Test sind 5 Ubereinstimmungen zu verzeichnen.
Hier ist allerdings unklar, wie sensitiv bzw. wie stark die Summenwirkung verschiedener
gentoxischer Stoffe in Wasserproben ausféllt. Ein Sensitivitatsvergleich der 3 in Tabelle 5
vorgeschlagenen Bioassays der Effektdetektionskategorie ,gentoxisch/mutagen” mit einer
standardisierten gentoxischen Chemikalien-Mischung wére hier angeraten, um den Einsatz
dieser Bioassays und die Interpretation entsprechender Monitoring-Ergebnisse zu klaren und

zu erleichtern.

Modul 1l enthalt Bioassays die spezifisch das Vorhandensein bestimmter Stoffgruppen bzw.
Wirkweisen indizieren. Herbizide, die speziell die Photosynthese hemmen, wiirden sowohl
mit dem  Algenwachstums-inhibierungstest als auch mit dem  speziellen
Photosynthesehemmtest (I-PAM) erfasst. Fir die allgemeine Testbatterie ware demnach das
I-PAM System nicht notig, stiinde aber als zusatzliche Methode z. B. fir spezifische,
Photosystem ll-Inhibitoren versus anderer Herbizide betreffende Monitoring-Fragen zur

Verfigung (Abbildung 8, Modul I). Hierbei ist zu beachten, dass eine Standardisierung fur
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den Photosynthese-Hemmtest (Imaging-PAM-Assay) noch aussteht, dieser jedoch bereits

zur Analyse von Umweltproben genutzt wurde (Escher et al., 2014; Jia et al., 2015).

Ahnlich ist der Einsatz des AChE-Inhibierungs-Assays zu bewerten. Es ist gezeigt, dass
insbesondere Wasserflohe sehr sensitiv auf Acetylcholinesterase-hemmende Chemikalien
reagieren. Der Daphnien-Test ware somit zur prinzipiellen Detektion der Summeneffekte
solcher Chemikalien in Gewdassern ausreichend aber nicht spezifisch. Sollte ein spezifisches
Interesse an Summenwirkungen, hervorgerufen von Chemikalien mit dieser spezifischen
Wirkweise (z. B. Organophosphate, bestimmte Insektizide, aber auch Stoffe deren Effekt auf
dieses molekulare System bisher nicht bekannt ist), bestehen, so kann dieser Bioassay in
eine Testbatterie integriert werden (Abbildung 8, Modul I). Hier gilt es die Tauglichkeit des
DIN-Standard-Protokolls (DIN 38415-1:1995-02) fur die Testung von Umweltproben genauer
zu evaluieren, da in ersten Versuchen auch unspezifische Effekte aufgrund von geldster
organischer Substanz (dissolved organic matter) bei der Untersuchung komplexer
Umweltproben beschrieben wurden. Alternativansatze sind in der Literatur beschrieben

(siehe auch Anhang 5, neurotoxische Effekte).

Dioxin-ahnliche Wirkungen kénnen von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) hervorgerufen werden. Eine direkte Bindung und Aktivierung des Ah-Rezeptors, eine
Wirkung, die fur diese Stoffgruppe bekannt ist, wird mittels des DR-CALUX®-Assays
detektiert, eine assoziierte Aktivierung eines Indikator-Enzyms kann mit Hilfe des EROD-
Assay detektiert werden. Auch diese Bioassays kdnnen zur Detektion von Summeneffekten,
hervorgerufen durch Chemikalien dieser Stoffgruppe, im Rahmen des Monitorings eingesetzt
werden (Abbildung 8, Modul Il). Ein systematischer Bioassay-Vergleich unter Verwendung
verschiedener Referenzstoffe scheint hier sinnvoll, um anhand der Sensitivitat und Spezifitat
entsprechend den am besten geeigneten Bioassay auswahlen zu koénnen. Vorteil des
kommerziellen Systems (DR-CALUX®) ist das Vorhandensein eines einheitlichen Protokolls,
Nachteile sind die potentiell héheren Kosten und eventuell auftretende Probleme im
Zusammenhang mit einer behordlich geforderten Offenlegung des Messprinzips. Fiur den
EROD-Assay existiert ein standardisiertes Protokoll fiir die Durchfiihrung in vivo bzw. in situ
(ISO 23893-2, 2007), jedoch nicht fur eine Durchfihrung in vitro (z. B. mit permanenten

Fischzelllinien).

Alle weiteren, potentiell fir den Einsatz tauglichen Bioassays sind in Modul Il
zusammengefasst. Fir diese Bioassays besteht insbesondere hinsichtlich der
Interpretierbarkeit der Messergebnisse noch Forschungs- bzw. Etablierungsbedarf. Fiur die
rezeptorbasierten  Bioassays GR-CALUX® und Anti-AR-CALUX® wurde keine

26



Empfehlung einer Biotestmodulbatterie

Ubereinstimmung mit einer Chemikalienwirkweise der in Baden-Wirttemberg detektierten
Chemikalien gefunden. Es gibt jedoch Evidenzen, dass Mikroverunreinigungen anti-
androgene bzw. glucocorticoide Wirkungen hervorrufen konnen. Bevor diese Bioassays
sinnvoll in einer Routine-Testbatterie eingesetzt werden, sollten sowohl die ldentifizierung
reprasentativer Positivstoffe als auch die biologischen Informationen zur Effektpropagation,
d. h. Evidenzen zu schadlichen Langzeitauswirkung solcher Stoffe genauer bekannt sein, um

Messergebnisse entsprechend interpretieren zu kénnen (Abbildung 8, Modul 111).

Eine Stoffgruppe, die multiple Wirkungen in Organismen hervorrufen kann, sind per- und
polyfluorierte Chemikalien (PFC) wie z. B. Perfluoroctansulfonsaure (PFOS). Fir einige, der
in Baden-Wirttemberg detektierten PFC sind Wirkungen, wie die Stérung des PPAR
Signalweges, des Lipidmetabolismus und oxidativer Stress beschrieben. Auch ein negativer
Einfluss auf Zellmembranen, Nukleinsaurestrukturen oder den Hormonhaushalt sind in der
Literatur beschrieben. Es ist deshalb davon auszugehen, dass aggregierte Summeneffekte
dieser Stoffe in organismischen Bioassays detektierbar sein sollten, aber auch dies musste
in einer gezielten Studie bestatigt werden. Des Weiteren stehen der PPARYy-
transFACTORIAL-Assay sowie der Nrf2/ARE-CisSFACTORIAL-Assay zur Verfigung
(Abbildung 8, Modul IIl). Wie bereits oben beschrieben, misste die Spezifitdt und Sensitivitat
dieser Bioassays fur diese Stoffgruppe geprift, sowie die Interpretation von Effekten in
diesen Bioassays, hinsichtlich ihrer Bedeutung fir die langfristige Gesundheit von
Organismen, geklart werden. Ein Bioassay, der in Summe die Effekte von Chemikalien
detektiert, die oxidativen Stress verursachen (wie z. B. der Nrf2-Assay), kann z. B. als
Erweiterung zum Ames-Test oder als genereller Indikator fir chemische Belastung sinnvoll
sein. Eine Weiterentwicklung und genaue Charakterisierung solcher Bioassays zur
detaillierten Klarung des Potentials dieser Bioassays im Rahmen eines effektbasierten

Monitorings scheint hier empfehlenswert.

Wie bereits zuvor beschrieben, kommen alle in Tabelle 5 aufgelisteten Bioassays flir einen
Einsatz im Gewassermonitoring in Frage. Die hier erfolgte Priorisierung steht dem Einsatz
ahnlich geeigneter, moglicherweise in entsprechenden Laboren bereits etablierter Bioassays

nicht gegentber, sondern ist als Entscheidungsgrundlage und -hilfe zu verstehen.

In Abbildung 9 ist zusammenfassend dargestellt, wie viele der in Baden-Wiurttemberg
detektierten Stoffe mit bekannter Wirkweise (48 Stoffe) mithilfe des jeweiligen Moduls erfasst
wuirden. Es wird davon ausgegangen, dass auch die Wirkung eines Groliteils der Stoffe mit
unbekannter Wirkweise durch die Kombination von organismischen und spezifischen

Bioassays mit dieser Testbatterie erfasst wirde.
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Potentiell erfasste Anzahl der Spurenstoffe
in Baden-Wiirttemberg pro Modul

Stoffanzahl

-

oo

Abbildung 9 Anzahl der Chemikalien des Spurenstoffinventars Baden-Wurttembergs mit bekannter
Wirkweise, die potentiell mit dem jeweiligen Modul der vorgeschlagenen Testbatterie erfasst wirden.
Es wird davon ausgegangen, dass die Bioassays der 3 Module auch die Wirkung eines Grof3teils der
Stoffe mit unbekannter Wirkweise erfassen.

Je nach Anzahl und Konzentration der Spurenstoffe in einem Gewéasser kann ein Bioassay
die Summe der Wirkung aller vorhandener und im entsprechenden Bioassay wirksamer
Stoffe erfassen. Ein Vergleich der toxischen Potenz verschiedener Umweltproben ist somit
direkt moglich und tber den Grad der Verdiinnung bzw. Anreicherung der jeweiligen Probe
quantifizierbar. Dies wurde unter Verwendung von 100 verschiedenen Bioassays
eindrucksvoll in einer internationalen Pionierstudie gezeigt (Escher et al., 2014). Auf
nationaler Ebene wird hier eine Pilotstudie angeraten, um den Einsatz, die Tauglichkeit und
eine Uberfuhrung in den Routinebetrieb der hier vorgeschlagenen Modultestbatterie zu

erarbeiten.
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5 Wielassen sich Biotest-Ergebnisse bewerten und interpretieren?

5.1 Bewertung von Biotestergebnissen

Die Bewertung der chemischen und Okologischen Qualitdt von Gewassern nach der
europaischen Wasserrahmenrichtlinie (2000/60/EG) erfolgt bislang anhand der gemessenen
Konzentrationen von sogenannten prioritdren Stoffen und flusseinzugsgebietsspezifische
Kontaminanten. Fir die Bewertung werden die ermittelten Konzentrationen mit européisch
(far prioritare Stoffe) oder national festgelegten Umweltqualitatsnormen (environmental
quality standards - EQS) verglichen. Diese EQS geben Konzentrationen an, die den
nachhaltigen Schutz von Mensch und Umwelt gewahrleisten sollen und die in Gewassern
nicht Gberschritten werden sollten (European Commission, 2011). In Bezug auf die
Uberwachung der Einhaltung von EQS stehen chronische toxische Wirkungen und damit
i.d.R. niedrige Stoffkonzentrationen in der Umwelt im Vordergrund. Umweltproben missen
daher fir die chemische Analytik angereichert (und oftmals zuséatzlich vorgereinigt) werden.
Fur die biotestgestitzte Analytik ist ebenfalls i. d. R. eine Anreicherung erforderlich, da die
biologischen Effekte auf relativ kurzen Zeitskalen, d. h. im Bereich von Stunden erfasst
werden sollen (wahrend die negativen Auswirkungen fir chronische Effekte auf langen
Zeitskalen Dbeurteilt werden). In diesem Zusammenhang wird von einer Extraktion der

Umweltprobe gesprochen und die Anreicherung (der Kontaminanten) wie folgt beschrieben:

V (Wasser)

(Gl 1) AF (Extraktlon) = m

wobei AF fur Anreicherungsfaktor und V fiir Volumen steht.

Fur die Anreicherung von Umweltproben stehen verschiedene Verfahren aus der
chemischen Analytik zur Verfligung, welche bereits in fiir die bioassaygestiitzte Analyse von
Umweltproben angewendet wurden (z. B. Kdnig et al., 2017; Neale et al., 2017). Es ist
darauf hinzuweisen, dass die vorliegenden Erfahrungen mit angereicherten Proben fur die
Verwendung in Bioassays noch tberschaubar sind und derzeit noch keine standardisierten
oder universell akzeptierten Protokolle existieren. Bei der Durchfihrung eines
Anreicherungsverfahrens sind Kontrollen (z. B. Leerwertkontrollen) mitzufiihren, um
verfahrensbedingte Einflisse auf das Biotestergebnis ausschlielen zu kénnen. Der aus
einer angereicherten Umweltprobe gewonnene Extrakt wird Uber Verdinnungsreihen

hinsichtlich seiner konzentrationsabhangigen Effekte gepriift:
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V (Extrakt)
V (Bioassaymedium und Extrakt)

(Gl. 2) VF (Bioassay) =

wobei VF fur Verdunnungsfaktor und V fur Volumen steht.

Die Detektion biologischer Effekte von Extrakten aus Umweltproben héngt von der
Gesamtkonzentration der in einer Probe enthaltenen wirksamen Substanzen ab. Die
Wirksamkeit einer Probe kann, &hnlich wie fur Einzelstoffe, durch Messungen entlang eines
Konzentrationsgradienten erfasst und direkt mit der einer entsprechenden Referenzsubstanz
verglichen und bewertet werden. Hierfir kann der relative Anreicherungsfaktor (im
englischen Sprachgebrauch: relative enrichment factor — REF) genutzt werden (Escher &
Leusch, 2012). Fur die Berechnung des REFs wird der Anreicherungsfaktor (AF) aus dem
Extraktionsprozess (Gl. 1) mit dem Verdunnungsfaktor (VF, Gl. 2) fir den Bioassay

multipliziert:
(Gl. 3) REF = AF (Extraktion) x VF (Bioassay)

Die damit universell skalierte Expositionskonzentration kann fur die Bewertung verwendet
werden (z. B. REF = 1: Konzentration an Stoffen im Bioassay-Expositionsmedium =2
Konzentrationen in nativer Umweltprobe; REF > 1 (z. B. 10): Stoffe im Biotestmedium liegen
angereichert vor (z. B. 10-fach konzentriert im Vergleich zur Umweltprobe); REF < 1:
Umweltprobe wurde verdinnt, Konzentrationen im Biotestsystem entsprechend niedriger als
im Original). Mit Hilfe des REFs lasst sich die summarische Wirksamkeit einer Umweltprobe
direkt mit der Wirksamkeit einzelner Stoffe (z. B. Referenzsubstanz) vergleichen bzw.
normieren (siehe Abbildung 10). Wenn eine Umweltprobe bei einem Anreicherungsfaktor von
beispielsweise 100 einen halbmaximalen Effekt hervorruft (REFs,), entspricht dieser REF

einer Konzentration der Referenzsubstanz von hier beispielhaft 10 ug/L (ECsp).
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Beispielhafte Darstellung von Konzentrations-Effekt-Beziehungen
100 — 100 -
)~ 50 — = 50
& e
w 0
0 o
10
Umweltprobe [REF] Referenzsubstanz [pg/L]

Abbildung 10 Konzentrations-Effekt-Beziehungen nach der Analyse einer Probe mithilfe eines
Bioassays. A) Beispielhafte Darstellung eines Ergebnisses einer Umweltprobenanalyse
(Konzentration als relativer Anreicherungsfaktor (REF) angegeben); B) Beispielhafte Darstellung einer
Dosis-Wirkungskurve der Referenz-Substanz im selben Bioassay (Konzentrationsangabe in pg/L).
LID = lowest ineffective dilution, LOEC = lowest observed effect concentration.

Durch Division der einmalig zu ermittelnden Effektkonzentration (z. B. ECso oder LOEC) fur
die Referenzsubstanz durch den umweltprobenspezifisch zu ermittelnden &aquipotenten
REFs, (bzw. LID) kann jeweils eine bioanalytische Aquivalenzkonzentration (bioanalytical

eguivalent concentration - BEQ) berechnet werden:

EC (Referenzsubstanz)
REF (Umweltprobe)

(Gl. 4) BEQpio =

Der BEQ im angegebenen Beispiel wéare demnach 0,1 pg/L (ECso/REFsy). Unter der
Annahme, dass sich die Konzentrations-Effekt-Beziehung der Umweltprobe &hnlich verhalt,
wie die der Referenzsubstanz, lieBe sich hier schlussfolgern, dass die unverdiinnte
Umweltprobe eine Kontamination enthalt, die &quivalent zur Wirkung von 0,1 pg/L der
Referenzsubstanz ist. Damit hat die Verwendung des BEQ den Vorteil, dass die abgeleiteten
wirkaquivalenten Stoffkonzentrationen direkt mit festgelegten Grenzwert-Konzentrationen,
etwa den EQS-Werten, verglichen werden kdnnen. Wirde der hier exemplarisch dargestellte
BEQ beispielsweise das Ergebnis einer Ostrogeneffektanalyse darstellen, so kénnte dieser
Wert von 0,1 ug/L direkt mit dem festgelegten Umweltqualitéatsstandard fur 17R-Estradiol
(EQS = 4.0*10™ ug/L) verglichen und eine Bewertung des Risikos fiir Wasserorganismen

vorgenommen werden.

Das hier vorgestellte BEQ - Konzept lehnt sich an ein Vorgehen an, das bereits seit

langerem von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) fur die Beurteilung der
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Humantoxizitat fur ,dioxindhnliche* Stoffe verwendet wird. Dabei werden fir die Beurteilung
der  Wirkstarke  verschiedener  organischer  Stoffe  und deren  Gemische
Toxizitatsaquivalentfaktoren (TEF) verwendet, um die unterschiedlichen Wirksamkeiten der
Stoffe zu berlcksichtigen. Die relative Wirksamkeit eines ,dioxindhnlichen® Stoffes wird im
Vergleich zu der Referenzsubstanz 2,3,7,8 Tetrachlordibenzo-p-dioxin (2,3,7,8 TCDD) auf
Grundlage von in vivo- und in vitro-Daten bewertet. Um das toxische Potential einer
Mischung zu kalkulieren (Toxizitatsaquivalent-TEQ), werden dann die Produkte aus TEF und
der jeweiligen Konzentration der verschiedenen Stoffe aufaddiert (Van den Berg et al.,
1998).

Dieses Vorgehen lasst sich einfach fir Bioassays anwenden, die spezifische Effekte
detektieren, wie beispielsweise 6strogene Wirkung oder auch Photosyntheseinhibition. Es
impliziert allerdings hinreichende Kenntnisse Uber die relative Wirksamkeit einzelner Stoffe
fur den jeweiligen Bioassay. Das Vorgehen funktioniert ebenfalls fir die Analyse apikaler
Endpunkte wie die Algenwachstumsinhibierung. Unmittelbar Uberzeugend kann es
angewendet werden, wenn die verwendeten Referenzsubstanzen eine Bioassay-spezifische
Wirkweise haben und flir diese bereits ein EQS-Wert existiert (z. B. 17B-Estradiol fur
ostrogene  Wirkung und Diuron fur  Photosynthese-Inhibierung sowie auch
Algenwachstumsinhibierung). Bioassays, die apikale Endpunkte in Daphnien und
Fischembryonen analysieren, sind einerseits einer Effektinterpretation direkt zuganglich, da
biologische Qualitatselemente (wie sie flr die EQS-Ableitung nach der WRRL verstanden
werden) unmittelbar erfasst sind. Andererseits sind die in den standardisierten Protokollen
als verfahrenstechnische Positivkontrollen verwendeten Referenzsubstanzen (Zinksulfat,
3,4-Dichloranilin) als Bewertungsreferenzen im dargestellten Sinne untauglich, da es sich bei
diesen Stoffen nicht um relevante Umweltkontaminanten handelt. Hier wéren also
zusatzliche Anstrengungen erforderlich, falls das skizzierte Bewertungsvorgehen
angewendet werden soll. Mit Dichlorvos und Diclofenac befinden sich Stoffe auf der Liste
prioritarer Substanzen nach der WRRL die sich als Bewertungsreferenzen (fir Daphnien und
Fischembryonen) &hnlich dem dargestellten Beispiel fir Diuron und Algen entwickeln liel3en.
Auch wenn ein effektbasiertes Umweltmonitoring mit Biotestverfahren die Summenwirkung
einer komplexen Mischung und nicht die Wirkung einzelner Substanzen erfasst, ist es
hinsichtlich der Bewertung zunachst eher mit Verfahren der chemischen Analytik zu
vergleichen als mit ©6kologischen Verfahren zur Bewertung von Stresseffekten auf das
Okosystem. Es wird der Grad der Kontamination eines Gewéssers in seiner Summe (ber

Wirkanalyse erfasst und bewertet.
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Bewertung & Interpretation

5.2 Effektbasiertes Monitoring im Rahmen des Vorsorgeprinzips

Der Bezug gemessener Effektkonzentrationen auf bekannte Umweltqualitdtsnormen (EQS)
erlaubt also eine direkte Bewertung der Kontamination und kann damit, auch ohne Kenntnis
Uber einzelne Kontaminanten, einen direkten Hinweis darauf geben, ob Mikroschadstoffe
ursachlich fir einen schlechten 6kologischen Zustand sein kdnnen. Betrachtet man die 86 in
Baden-Wirttemberg gemessenen Mikroschadstoffe, so lasst sich tiber eine einfache Analyse
ein Summengefahrdungsquotient beispielsweise fir jeden untersuchten Standort berechnen.
Hierzu werden die Umweltkonzentrationen der Chemikalien (z. B. Maximalwert oder 95.
Perzentil pro Standort) durch die Effektkonzentration (z. B. LOEC oder 5. Perzentil) der
jeweiligen Substanz in einer bestimmten Spezies bzw. in einem bestimmten Bioassay geteilt
und anschlieRend alle Quotienten eines Standortes aufsummiert. Das genaue Vorgehen ist
beispielsweise in Busch et al. (2016) beschrieben. Das Ergebnis einer solchen Analyse fiir

Baden-Wirttemberg ist in Abbildung 11 dargestellt.

Summen-Gefahrdungsquotienten fiir die einzelnen Beprobungsstandortein
Baden-Wiirttemberg

=Y HQ Fisch

m 5 HQAIlge

Gefihrdungsquotient
&

> HQ Daphnie

Abbildung 11 Summengeféahrdungsquotienten fir Algen, Daphnien und Fische berechnet nach
Busch et al. (2016) mit den Konzentrationen der in Baden-Wurttemberg monatlich erfassten
Mikroschadstoffe an 26 Standorten, sowie der Gesamtkonzentration aller Standorte (rot markiert).

Es ist zu erkennen, dass der Gefahrdungsquotient fur Algen, Wasserflohe und Fische jeweils
an den Klaranlagenstandorten am hochsten ist. Teilweise ist der errechnete
Summengefdhrdungsquotient hoher als 1, was bedeutet, dass im entsprechenden
Biotestsystem bereits mit unverdiinnter Probe biologische Effekte zu erwarten waren. Ein
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Gefahrdungsquotient von 0,5 bedeutete einen zu erwartenden Effekt bei einer Anreicherung
der Umweltprobe um den Faktor 2. Ein Vergleich von beispielsweise Algentestergebnissen in
Form von REFs, Werten mit den hier durch die Herbizid- und Triclosanbelastung bestimmten
Gefahrdungsquotienten wirde bei Nichtibereinstimmung (REFsy niedriger als Uber
Summengefahrdungsquotient erwartet) direkt auf die Anwesenheit weiterer algentoxischer
Stoffe hinweisen.

Insbesondere fir den Algenwachstumsinhibierungstest konnte bereits gezeigt werden, dass
gemessene Effekte haufiger durch die chemisch-analytisch erfassten Herbizide erklarbar
sind (Neale et al. 2016, Konig et al. 2016). Im Gegensatz dazu lieBen sich Ergebnisse eines
Bioassays, der spezifisch 6strogene Effekte analysiert, mit Umweltproben in der Studie von
Neale und Kollegen nur zu unter einem Prozent durch die chemisch analysierten Stoffe mit
bekannter 6strogener Wirkung erklaren. Diese Studien deuten die Licken im chemischen
Monitoring an und weisen auf das Potential von effektbasiertem Monitoring hin.

Fur die Extrapolation von Effektbeobachtungen auf andere Komplexizitatsstufen kann das,
im Bereich der toxikologischen Forschung sich zunehmend entwickelnde, Adverse Outcome
Pathway (AOP)-Konzept von Ankley und Kollegen (2010) herangezogen werden. Das AOP-
Konzept (Ankley et al., 2010) wurde entwickelt, um Beobachtungen und Wissen uber
molekulare, biologische Reaktionen bei Chemikalienexposition fur die
Umweltrisikobewertung von Chemikalien nutzbar zu machen. Der Grundgedanke dabei ist,
dass schadliche Wirkungen eines Stoffes auf Populationen oder ganze Oksysteme bereits in
einem friiheren Stadium in veranderten biologischen Reaktionsketten auf molekularer Ebene
erkennbar sind. Fir diese Annahme finden sich einige gut dokumentierte Beispiele, wie im
Report der europaischen Umweltagentur von 2001: ,Late lessons form early warnings: the
precautionary principle 1896-2000“ (European Environment Agency, 2001). Obwohl das
AOP-Konzept wissenschaftlich weitreichende Akzeptanz findet und sich auch bis in die
prospektive Chemikalienrisikobewertung hinein breite Aktivitaten entfaltet haben, bestehen
noch erhebliche Wissenslicken fir die Nutzung in dem hier betrachteten Kontext.
Insbesondere gelten erst einige wenige der potenziell zahlreichen biologischen
Reaktionsketten als gut beschrieben und damit fir eine Nutzung im Bereich der
Risikobewertung geeignet. Fur die Prognose schadlicher Auswirkungen auf aquatische
Lebensgemeinschaften auf der Basis von Biotest-Ergebnissen fiur stichprobenartig geprifte
Umweltproben stellen sich neben den oben erdrterten Anforderungen noch eine Reihe
weiterer Herausforderungen. Insbesondere wére es sachlich geboten fir die Bioassays die
zur Umweltbeobachtung eingesetzt werden, die Beziehungen zu den relevanten AOPs
eindeutig und quantitativ zu kennen. Weiterhin wird fir eine wachsende Anzahl von AOPs

zwar die Kausalitat zwischen chemischer Belastung und schéadlicher Effekte fur einzelne
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Bewertung & Interpretation

Stoffe  etabliert, die Frage der Beurteilung von Kombinationseffekten durch
Mischungsexpositionen ist bislang jedoch nicht geklart. Schliel3lich wéare auch das
Expositionsregime bei der Bewertung zu reflektieren: Umweltproben stellen in der Regel
raumliche und zeitliche Schnappschisse (Stichproben) dar. Ahnlich einer chemisch
orientierten Analytik kbnnen diese zur Erfassung von Spitzenbelastungen beitragen, wenn
eine ereignisgestutzte Probennahmestrategie vorliegt. Fir die Bewertung von Langzeit- oder
Durchschnittsbelastungen waren alternative Strategien der zeitgemittelten oder reprasentativ
angelegten Probennahme anzuwenden. Diese miussten hinsichtlich der erforderlichen
Anreicherungstechniken fur die Bioassayuntersuchungen erst aus den vorliegenden

Methoden adaptiert werden.
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6 Schlussfolgerung und Handlungsbedarf

In den letzten 16 Jahren wurde eine groRe Anzahl an Biotestverfahren (209) in der
Wissenschaft entwickelt und insbesondere fir die Einzelstofftestung verwendet. Die
vorliegende Studie zeigt, dass momentan nur ein Bruchteil dieser Verfahren, namlich 36
Bioassays, fur die Anwendung im Gewéasser-Monitoring schon geeignet ist.

Durch einen direkten systematischen Vergleich der verfiigbaren Bioassays (Stand der
Forschung) und der in Baden-Wirttemberg derzeit detektierten Mikroschadstoffe wurde in
dieser Studie eine in 3 Module gegliederte Testbatterie entwickelt. Dabei stimmen die hier
erarbeiteten Empfehlungen der einzusetzenden Bioassays mit den Befunden einer von
Kienle und Kollegen durchgefiihrten Expertenbefragung aus dem Jahr 2015 prinzipiell
Uberein, gehen jedoch insgesamt Uber deren Vorschlag hinaus. Die hier durchgefiihrte
systematische Analyse unter Berlcksichtigung der Mikroschadstoffe Baden-Wirttembergs
ergab, dass organismische Biotestverfahren derzeit essentiell fir ein biologisches
Gewassermonitoring sind, da Bioassays, die spezifische Effekte erfassen, zum grof3ten Teil
noch in der Entwicklung stehen bzw. zum Teil noch keine Assays flr nachweisbare
Mikroschadstoffe und deren spezifische Effekte bekannt sind. Bereits anwendbare,
spezifische in vitro - Biotestverfahren detektieren meist chronische Effekte und stellen somit

eine sinnvolle Ergéanzung zu organismischen Kurzzeittests dar.

Ein grofRer Vorteil bei der Nutzung von effektbasierten Methoden fur die Umweltbeobachtung
und das Gewassermonitoring ist, dass nicht eine Vielzahl von Substanzen chemisch
analysiert werden muss, sondern dass Umweltproben in ihrer komplexen stofflichen
Zusammensetzung durch die Bioassays weitgehend komplett charakterisiert werden. Damit
kann die Vielzahl der darin mdglicherweise erhaltenen, auch unbekannten, Stoffe Uber deren
Effekte erfasst werden. Die genaue Stoffzusammensetzung bleibt dabei zwar unbekannt,
durch  wirkungsspezifische Bewertungsreferenzen kénnen die beobachteten
Mischungseffekte von Bioassays jedoch in stoffaquivalente Konzentrationen umgewandelt
werden. Diese kénnen dann analog zu einer stoffkonzentrationsbasierten Bewertung von
Umweltkontaminanten genutzt werden und beriicksichtigen jedwede Kombinationswirkung
fur die beobachteten Effekte.

Insbesondere im Bereich der Probenanreicherung sowie bei der Etablierung und
Standardisierung von umweltrelevanten Referenzsubstanzen und deren
Umweltqualitdétsnormen bzw. &aquivalenter definierter Bewertungsmalstabe besteht derzeit

Entwicklungsbedarf. Weiterhin ist der Einsatz einiger potentiell geeigneter Bioassays im
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Schlussfolgerung & Handlungsbedarf

Routine-Monitoring aufgrund fehlender Standardisierung noch nicht moglich. Diese

Problematik wurde bereits von Kienle und Kollegen erortert (Kienle et al., 2015).

Eine Pilotstudie konnte die Einsatzreife und Handhabbarkeit der vorgeschlagen
Modultestbatterie prifen und die angesprochenen Limitierungen adressieren und beseitigen.
Beprobungsstandorte in Baden-Wirttemberg konnten dabei auf Grundlage der berechneten
Gefahrdungsquotienten gewéhlt werden (vgl. Kapitel 5). Um insbesondere die Fragen nach
der Anreicherung und Bewertung der Bioassay-Ergebnisse praktisch zu erproben und
schlieBBlich effektbasierte Verfahren im Gewassermonitoring zu etablieren sollten in einer

Pilotstudie zunachst Bioassays des Modul | verwendet werden.
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9 Anhang

Anhang 1 - Erlauterungen zur systematischen Literaturrecherche

Definition der Suchterme

Fur die systematische Literaturrecherche wurden Stichworte (keywords) definiert, die in Web
of Science zur Suche genutzt wurden. Die ausgewdahlten Stichworte sollten dabei so
spezifisch wie noétig und mdglich sein, um zum einen nicht zu viel relevante Literatur zu
verlieren und zum anderen fir dieses Vorhaben nicht relevante Literatur so gut wie mdglich
auszuschlieBen. Die unter Punkt 2.2 beschriebenen Kriterien erklaren, welche Art von
Studien in diesem Projekt Beachtung finden sollten. Basierend auf diesen Kriterien wurden,

wie im Folgenden beschrieben, die Suchterme fur die systematische Recherche gewahilt.
Dabei wurden alle Studien erfasst, die mit der folgenden Suchstrategie gefunden wurden:
*water -Bezug zum aquatischen System,

AND _monitoring OR_environment* - Zusammenhang mit Monitoring oder Umwelt, AND

bioassay* OR biotest* OR bioanalytic* OR biosensor* - Synonyme fiir Biotestverfahren,

AND tox* - Bezug zu Toxikologie.

Des Weiteren wurden folgende Stichworte definiert, die gezielt zum Ausschluss bestimmter

Suchergebnisse fuhren sollten:

NOT chemosensor - keine Chemosensoren, d. h. keine artifiziellen biologischen Systeme,

die gezielt Einzelchemikalien detektieren, z. B. ELISA

NOT chronic OR life cycle OR long-term - nur in vitro- und akute in vivo-Bioassays, jedoch

keine chronischen Tests

NOT sediment OR soil - keine Studien, die Sediment oder Bodenproben analysiert haben

NOT risk assess* - die Einbindung von ,AND risk assess*™ wurde gepruft, fihrte aber zu

keiner Verbesserung der Suchergebnisse (Studien, die sich zwar mit Risikobewertung, aber

nicht zwingend mit der Durchfihrung von Bioassays beschaftigt haben.

Mit Hilfe einer ersten Sichtung der Suchergebnisse wurde Uberprift, ob die gefundenen
Studien relevant fir das vorliegende Projekt waren. Wenn wiederholt Literaturstellen
gefunden wurden, deren Thematik als fir dieses Vorhaben irrelevant eingestuft wurde (z. B.
toxische Organismen, toxische Algen, humantoxikologische Untersuchungen mit Ratten und
Méausen), so wurden diese Terme schrittweise, durch Anpassung der Suchstrategie mithilfe

des Operators NOT, ausgeschlossen.
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Folgende Suchstrategie wurde fir die systematische Literaturrecherche final verwendet:

*water
AND monitoring OR environment*
AND bioassay* OR biotest* OR bioanalytic* OR biosensor*
AND tox*
NOT sediment OR soill
NOT toxic specie* OR toxic orga* OR algal tox*
NOT risk assess*
NOT bloom*
NOT chronic OR life cycle OR long-term
NOT chemosensor*
NOT rat OR mouse

Zusatzlich wurde der zu untersuchende Publikationszeitraum auf 16 Jahre begrenzt (2000-
2016) und ein Web of Science Filter zur Eingrenzung auf das Forschungsfeld environmental
sciences, ecology genutzt. Mit dieser angegebenen Suchstrategie wurden 333
Literaturstellen identifiziert (Stand 01.07.2016), von welchen 25% als fir dieses Projekt als
relevant eingestuft wurden. In einem nachsten Prufschritt wurden alle Studien entfernt, die
keine Methodenbeschreibung zum verwendeten Bioassay bzw. keinen entsprechenden

Verweis enthielten.
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Anhang 2 - Referenzliste als Ergebnis der Literaturrecherche
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Anhang 3 - Beschreibung des Bioassay-Karteisystems

Fur jeden Bioassay wurden im Rahmen des Projektes eine Kartei in Excel mit detaillierten
Informationen hinsichtlich der Einordnung des Bioassays in eine Kategorie der
Effektdetektion, dem Mess-System selbst, sowie zur Durchfihrung und Qualitatssicherung
angelegt. Zum Fillen der Karteikarten wurden zum einen die recherchierten Literaturstellen
und zum anderen die Originalliteratur bzw. wenn vorhanden, die standardisierten Protokolle
(z. B. OECD Guideline) genutzt. Fur jede Kategorie wurden entsprechend verschiedene
Unterkategorien festgelegt, die ndtig und sinnvoll erschienen, um einen Assay eindeutig zu

charakterisieren. Diese sind im Folgenden erlautert.

Effektdetektion

Fur die Sortierung der Bioassays wurden Kategorien der Effektdetektion gebildet, welche
eine allgemeine Beschreibung der Effekttypen darstellen, die in der jeweiligen Kategorie
mittels Bioassays detektiert werden. Zusatzlich wurde eine Unterkategorie gebildet, in der
entweder der zu untersuchende Organismus (fur allgemeine Toxizitéat) oder der spezifizierte

Effekt genannt wurde.

Bioassay-Name

Jeder Bioassay sollte eine eindeutige Bezeichnung erhalten.

Bioassay-Sytem

Um welches biologische System es sich bei jedem Assay handelt, beschreibt die Kategorie
~oystem®. Dabei gibt es z. B. organismische Systeme (in vivo), gentechnisch verdnderte
Organismen (in vivo, gentechnisch veréandert), Zellen (in vitro) und gentechnisch verénderten
Zellen (in vitro, gentechnisch veréandert). Auf3erdem wurde der verwendete Organismus
dokumentiert. Handelt es sich beispielsweise um in vivo Bioassays, die Effekte auf
bestimmte Organe analysieren (z. B. Kiemen, Leber, Niere) so wurde dies ebenfalls
dokumentiert, wobei bei Verwendung von Fischembryonen ,Embryo® als Organ deklariert
wurde. Handelt es sich hingegen um zell-basierte in vitro Bioassays, so wurden zusétzlich
zum Organ, der Zelltyp (z. B. Tumorzelle) und die Zelllinie dokumentiert. Falls ein Bioassay
beispielsweise die Aktivierung oder Inhibierung einer bestimmten biologischen Zielstruktur
(Rezeptor) durch Chemikalien erfasst, so wurde auch dies dokumentiert. Zudem wurde das
Reportergen notiert, falls es sich um Transaktivierungsassays handelt, bei denen durch die
Bindung einer Chemikalie an einen spezifischen Rezeptor die Expression beispielsweise des

Luciferase-Gens induziert wird und so schlief3lich die Analyse der Lumineszenz erfolgt.
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Bioassay-Durchfiihrung

In der Kategorie ,Bioassay-Durchfihrung“ wurden technische Details und Informationen
zusammengestellt, die fiir die Durchfiihrung der Tests im Labor relevant sind. Dies beinhaltet
zunéachst Informationen zu dem verwendeten Medium, sowie das verwendete Format, d. h.
wird der Bioassay in GlasgefaRen, Mikrotiterplatten o. &. durchgefihrt. Weiterhin war es das
Ziel, Informationen zum Testvolumen zu dokumentieren, wobei dies neben der zu
analysierenden Probe (Umweltprobe oder Einzelsubstanz) auch das Medium enthélt. Zudem
wurde die Expositionszeit erfasst, d. h. Uber welche Zeitspanne erfolgt die Exposition des
Organismus bzw. der Zelle mit der zu untersuchenden Substanz bzw. Probe. Weiterhin
wurde dokumentiert, ob eine Referenzsubstanz bzw. Positivkontrolle definiert sind. Dies ist
zum einen fir die Eichung eines Bioassays in verschiedenen Laboren notwendig und zum
anderen erforderlich, um eine entsprechende Potenz einer Umweltprobe zu ermitteln
(bioanalytical equivalent concentrations- BEQs, siehe Kapitel 5). Zudem wurde dokumentiert,
was beobachtet wird, also der ermittelte Effekt (z. B. Wachstum, Rezeptorbindung, etc.) und
wie dieser Effekt detektiert wird, also die Methode der Messung der Effekte (z. B.
Fluoreszenzmessung, mikroskopische Untersuchung, etc.).

Da in den hier analysierten Studien keine einheitliche Methodenbeschreibung vorhanden
war, konnten insgesamt nicht alle Kriterien fir alle Bioassays durchgehend erfasst werden.

Oft verwiesen die Autoren auf Methodenbeschreibungen in anderen, friiheren Studien.

Bioassay-Qualitatssicherung

Um Bioassays im Monitoring und somit in verschiedenen Laboren einsetzen zu kdnnen,
bedarf es einem Mindestmal? an Qualitdtssicherung in Hinblick auf stabile und
reproduzierbare Ergebnisse. Deshalb wurde erfasst, ob es sich bei einem Bioassay um ein
kommerzielles Testsystem handelt und/oder ob ein normiertes Protokoll fiir den betrachteten
Bioassay vorliegt (z. B. OECD Richtlinie, ISO Norm). Des Weiteren wurde geprift, inwieweit
Validitatskriterien explizit angegeben sind, wie es beispielsweise in OECD Richtlinien der Fall
ist (z. B. wie mussen interne Positiv- bzw. Negativkontrollen aussehen, damit der Test als
valide gilt). Weiterhin sollte erfasst werden, ob Ringversuche zur Verifizierung des jeweiligen
Bioassays durchgefuihrt wurden. Da dies aus den gefundenen Literaturstellen schwer zu

erschlielen war, wurde weitere Literatur insbesondere zu Ringversuchen hinzugezogen.
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Referenz

AbschlieBend wurden die Referenz fur das jeweilige Biotestverfahren, d. h. die
Originalliteratur, die den jeweiligen Bioassay ausfihrlich beschreibt, sowie die Referenzen
zur Anwendung des erfassten Bioassays, d. h. die Studien aus der systematischen
Literaturrecherche bzw. die Ubersichtsarbeiten, die den jeweiligen Bioassay verwendet
haben, erfasst.

Ein Ausschnitt der Bioassay-Kartei ist in Anhang 4 dargestellit.
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Anhang 4 — Ubersicht der identifizierten Bioassays

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem Bioassay-Karteisystem. Dieser beinhaltet die Effektdetektionskategorie, Spezies/ Zelllinie, beobachtbaren

Effekt und Referenzen.

Nr. |Effektdetektionskategorie

Bioassay-Name

Spezies/Zelllinie

Effekt

Referenz

1 [allg. Tox. Organismen

akuter Immobilisierungstest

Daphnia
magna/Ceriopahni
a dubia

Sterblichkeit, Immobilisierung

De Liguoro et al. 2014; Yi et al. 2009; Pablos et al. 2009;
Schrank et al. 2009; Dewhurst et al. 2005; Dewhurst et
al. 2002; Fang et al. 2012; Maradona et al. 2012; Castillo
et al. 2000; Beauregard & Ridal 2000; Novak et al. 2000;
Kienle 2015; OECD Test guideline 202 (2004); ISO 6341:
1996

2 Jallg. Tox. Organismen

akuter Immobilisierungstest-
Daphtoxkit FTM magna

Daphnia magna

Sterblichkeit, Immobilisierung

Arias-Barreiro et al. 2010; Karadima et al. 2009; Daniel et
al. 2004

3 Jallg. Tox. Organismen akuter Immobilisierungstest- Daphnia pulex Sterblichkeit, Immobilisierung |Rouvalis et al. 2010; Karadima et al. 2006
Daphtoxkit FTM pulex

4 |allg. Tox. Organismen akuter Immobilisierungstest- Thamnocephalus |Sterblichkeit, Immobilisierung |Rouvalis et al. 2010; Karadima et al. 2009; Karadima et
Thamnotoxkit FTM platyurus al. 2006; Daniel et al. 2004; Novak et al. 2000; Kienle

2015

5 |allg. Tox. Organismen

Daphnia 1Q Toxicity Test

Daphnia magna

Inhibierung Galaktose
Metabolismus/ Enzymaktivitat

Novak et al. 2000

6 |allg. Tox. Organismen

ECOTOX system

Euglena gracilis

Bewegung

Ahmed & Hader, 2011

7 |allg. Tox. Organismen

Algenwachstumsinhibierungstest

Pseudokirchneriella
subcapitata

Wachstumsinhibierung

Escher et al. 2014; Wigh et al. 2016; Jia et al. 2015; De
Liguoro et al. 2014; Fang et al. 2012; Kienle 2015; OECD
Test Guideline No. 201. (2002); I1SO 8692:2004; ISO
8692:2012

8 |allg. Tox. Organismen Algenwachstumsinhibierung- Selenastrum Wachstumsinhibierung Daniel et al. 2004
Algaltoxkit capricornutum

9 |allg. Tox. Organismen Algenwachstumsinhibierung- Algal  [Selenastrum Wachstumsinhibierung Daniel et al. 2004
microplate screen capricornutum
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Nr.

Effektdetektionskategorie

Bioassay-Name

Spezies/Zelllinie

Effekt

Referenz

10

allg. Tox. Organismen

Algenwachstumsinhibierung-
kombinierter Algenassay

Pseudokirchneriella
subcapitata

Wachstumsinhibierung

Schindler Wildhaber et al. 2015; Tang et al. 2014; Margot
et al. 2013; Maradona et al. 2012; Neale et al. 2012

11

allg. Tox. Organismen

Wachstumsinhibierung- root
elongation bioassay

Lactuca sativa

Wachstumsinhibierung

Park et al. 2016; Arias-Barreiro et al. 2010; Beauregard &
Ridal 2000; Castillo et al. 2000

12

allg. Tox. Organismen

Wachstumsinhibierung- Allium cepa
test

Allium cepa

Wachstumsinhibierung

Pathiratne et al. 2015; Gupta et al. 2012; Barberio et al.
2011; Siddiqui et al. 2011; Beauregard & Ridal 2000;
Castillo et al. 2000

13

allg. Tox. Organismen

Wachstumsinhibierung- seed
germination assay

Brassica spp.,
Cucumis spp.,
Panicum spp.,
Phaseolus spp.

Wachstumsinhibierung

Siddiqui et al. 2011

14

allg. Tox. Organismen

Wachstumsinhibierung- L. minor
growth inhibition test

Lemna minor

Wachstumsinhibierung

Fang et al. 2012; Kienle 2015; OECD Test guideline 221
(2006); 1SO 20079:2005

15

allg. Tox. Organismen

Wachstumsinhibierung- Hydra
attenuata assay

Hydra attenuata

Wachstumsinhibierung

Beauregard & Ridal 2000; Castillo et al. 2000

16 [allg. Tox. Organismen Wachstumsinhibierung- ostracode Heterocypris Wachstumsinhibierung Wigh et al. 2016
growth inhibition test/ incongruens
OSTRACODTOXKITF ©
17 |allg. Tox. Organismen Vicia faba bioassay Vicia faba Zytotoxizitat Igbal 2016
18 |[allg. Tox. Organismen Nematodentest Panagrellus Wachstum, Uberleben Beauregard & Ridal 2000; Castillo et al. 2000
redivivus
19 |[allg. Tox. Organismen Mouthpart Deformities Chironomus sublethale Effekte Planello et al. 2015
riparius

20

allg. Tox. Organismen

Froschembryoteratogenitatsassay
(FETAX)

Xenopus tropicali/
embryo

Sterblichkeit, teratogene
Effekte

De Fu et al. 2015; Pablos et al. 2009; ASTM E1439 - 98
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Nr.

Effektdetektionskategorie

Bioassay-Name

Spezies/Zelllinie

Effekt

Referenz

21

allg. Tox. Organismen

Fischembryotoxizitdtstest (FET)

Danio rerio/
embryo

lethale, sublethale Efekte

Escher et al. 2014; Wigh et al. 2016; Schindler Wildhaber
et al. 2015; De Fu et al. 2015; Fang et al. 2012; Rouvalis et
al. 2010; Karadima et al. 2009; Hallare et al. 2005;
Triebskorn et al. 2015; Kienle 2015; OECD Test guideline
236: 2013; ISO 15088:2008

22

allg. Tox. Organismen

Fischembryotoxizitatstest (FET) 120h

Danio rerio/ larvae

sublethale Effekte

Escher et al. 2014

23

allg. Tox. Organismen

Fischlarventoxizitatstest (FELST)

Oncorhynchus
mykiss/ larvae

Sterblichkeit, sublethale Efekte

Margot et al. 2014; Kienle 2015; OECD Test guideline
210: 2013

24 |allg. Tox. Organismen Reproduktion- rotifer reproduction  |Brachionus Reproduktion Wigh et al. 2016, Novak et al. 2000; ISO 20666:2008
inhibition test/ ROTOXKIT calyciflorus
25 Jallg. Tox. Organismen Reproduktion- Daphnia reproduction |Ceriodaphnia Reproduktion Schindler Wildhaber et al. 2015; Petala et al. 2009;
test dubia; Daphnia Kienle 2015 ; OECD Test Guideline 211 (2012); ISO
magna 20665:2008
26 |allg. Tox. Organismen Reproduktion- Gammarus pulex test |Gammarus pulex |Reproduktion Schneider et al. 2015

27

allg. Tox. Organismen

Entwicklung- Acartia tonsa early life
stages test

Acartia tonsa

Entwicklung Larve zu Jungtier

Kusk et al. 2011

28 |allg. Tox. Organismen Reproduktion- Chronischer Potamopyrgus Mortalitadt, Reproduktion Triebskorn et al. 2015; Kienle 2015; OECD Test Guideline
Schneckenreproduktionstest antipodarum 242 (2016)
29 |allg. Tox. Organismen Verhalten- H. azteca bioassay Hyalella azteca Verhaltensdanderung Maradona et al. 2012
30 Jallg. Tox. Organismen Verhalten- L. variegatus bioassay Lumbriculus Verhaltensanderung Maradona et al. 2012
variegatus
31 Jallg. Tox. Organismen Frassaktivitatstest Gammarus pulex  |Frassaktivitat, Sterblichkeit Kienle 2015
32 Jallg. Tox. Organismen Rapidtoxkit Thamnocephalus |Inhibierung Partikelaufnahme |Dries et al. 2014
platyurus
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33 |[allg. Tox. Organismen Verhalten- Zebrabarblingsembryonen|Danio rerio/ Messung lokomotor Aktivitat Kienle 2015
und -larven / LMR embryo

34 Jallg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitdt- Microtox ™ |Vibrio fischeri bakterielle Zytotoxizitat Stalter et al. 2016; Jia et al. 2015; Surujlal-Naicker et al.
2015; Tang et al. 2014; Leusch et al. 2014; Escher et al.
2014; Vazquez et al. 2013; Neale et al. 2012; Arias-
Barreiro et al. 2010; Schrank et al. 2009; Bicchi et al.
2009; Dewhurst et al. 2005; Dewhurst et al. 2002; Novak
et al. 2000 ; 1SO 11348-3:2007; DIN 38412 L34/341

35 Jallg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitat- ToxAlert™ |Vibrio fischeri bakterielle Zytotoxizitat Dewhurst et al. 2002

36 |allg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitat- BioTox Vibrio fischeri bakterielle Zytotoxizitat Dries et al. 2014

37

allg. Tox. Organismen

bakterielle Zytotoxizitat-Luminescent
bacteria bioassay

Qinghaiensis vibrio

bakterielle Zytotoxizitat

DeFu et al. 2015

38 |allg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitat- Bacterial Photobacterium bakterielle Zytotoxizitat van de Merwe et al. 2015
Luminescence Toxicity Screen leiognathi

39 |[allg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitdt- ToxScreen |Photobacterium bakterielle Zytotoxizitat Dries et al. 2014
test leiognathi

40 |allg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitat- Lux bacteria |E. coli HB101 bakterielle Zytotoxizitat Fangetal. 2012
toxicity test pUCD607

41 |allg. Tox. Organismen bakterielle Zytotoxizitat- Photobacterium bakterielle Zytotoxizitat Escher et al. 2014; Allinson et al. 2010
photobacterium test phosphoreum

42 |allg. Tox. Organismen Hefe Zellproliferationsassay Saccharomyces Zellproliferation Schmitt et al. 2005;

cerevisiae

43 |allg. Tox. Organismen Hefe Zellproliferationsassay Saccharomyces Zellproliferation Keenan et al. 2007; Daniel et al. 2004

(GreenScreen) cerevisiae

allg. Tox. Organismen

bakterielle Zytotoxizitat-
Bioluminescent Reporter Bacterial
Biochips

E. coli/ RFM443;
GC2

bakterielle Zytotoxizitat

Elad et al. 2011
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45

allg. Tox. Organismen

bakterielle Zytotoxizitat- Multi-
Channel Continous Toxicity
Monitoring System

Bacteria/ GC2

bakterielle Zytotoxizitat

Kim et al. 2005

46 |allg. Tox. Organismen E.coli- CellSense assay E.coli Elektronentransportkette Daniel et al. 2004
47 |allg. Tox. Organismen E.coli-genome-wide reporter E.coli Genexpressionsanalyse Elad & belkin 2013

bacterial live cell array
48 |allg. Tox. Organismen Microbial Fuel Cell (MFC) Bacteria Elektronentransportkette Shen et al. 2012
49 |allg. Tox. Zellen Shk1 Assay Pseudomonad/ Zytotoxizitat Ren and Frymier 2003

Shk1

50 Jallg. Tox. Zellen WST-1- Assay Mus/ RAW264.7  |Zytotoxizitat Makene et al. 2015
51 |[allg. Tox. Zellen XTT- Assay Mus/ RAW264.7  |Zytotoxizitdt Makene et al. 2015
52 Jallg. Tox. Zellen Caco 2- Assay Homo sapien/ Caco{Zytotoxizitat Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Neale et al. 2012;

2

Kienle 2015

53 Jallg. Tox. Zellen NRU- Assay Oncorhynchus Zytotoxizitat Llorente et al. 2012; Pablos et al. 2009; Kienle 2015
mykis/ RTG-2
54 |allg. Tox. Zellen MTT-Assay Oncorhynchus Zytotoxizitat Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Neale et al. 2012; Hu et

mykiss/ RTG-2;
Homo sapiens/
MCF-7; MDA-kb2;
MVLN

al. 2013; Kusk et al. 2011; Kienle 2015

55 Jallg. Tox. Zellen ATP Gehaltsassay Oncorhynchus Zytotoxizitat Llorente et al. 2012
mykis/ RTG-2

56 |allg. Tox. Zellen Kenacid Blue Protein-Assay Oncorhynchus Zytotoxizitat Llorente et al. 2012
mykis/ RTG-2

57 |allg. Tox. Zellen Alamar Blue- Assay Cricetina/ CHO Zytotoxizitat Kusk et al. 2011

58

allg. Tox. Zellen

SK-N-SH- Assay

Homo sapiens/ SK-
N-SH

Zytotoxizitatin
Neuroblastomzellen

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

59

allg. Tox. Zellen

Acid Phosphatase Assay

Homo sapiens/
HepG2

Zytotoxizitat

Shoji et al. 2000
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60

allg. Tox. Zellen

LDL Aufnahmeassay

Homo sapiens/
HepG2

Zytotoxizitat

Shoji et al. 2002; Shoji et al. 2000

61 |phytotoxische Effekte Photosynthese-Imaging-PAM Assay |Chlorella vulgaris  |Photosyntheserate Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Leusch et al. 2014;
Kienle 2015

62 |[phytotoxische Effekte Photosynthese-LuminoTox SAPS Chlorella vulgaris  |Photosyntheserate Dries et al. 2014

63 |phytotoxische Effekte Photosynthese- kombinierter Pseudokirchneriella |Photosyntheserate Schindler Wildhaber et al. 2015; Tang et al. 2014; Margot

Algentest

subcapitata

et al. 2013; Maradona et al. 2012; Neale et al. 2012;
Kienle 2015

64 |hormonartige Effekte ChgH -GFP Medaka Oryzias latipes/ Ostrogene Aktivitat Kurauchi et al. 2005
larvae
65 |hormonartige Effekte cyp19alb- GFP Zebrabarbling Danio rerio/ Ostrogene Effekte Escher et al. 2014
embryo (Rezeptorbindung)
66 |hormonartige Effekte YES- Assay Saccharomyces Ostrogene Effekte Jia et al. 2015; Schindler Wildhaber et al. 2015;
cerevisiae (Rezeptorbindung) Schneider et al. 2015; Escher et al. 2014; Margot et al.
2013; Kusk et al. 2011; Chu et al. 2009; Kurauchi et al.
2005; Burnison et al. 2003; Kienle 2015; 1ISO/CD 19040-1
67 |hormonartige Effekte Plasma Vitellogenin Konzentration Oncorhynchus Ostrogene Aktivitat (Vtg- Margot et al. 2013; Cavallin et al. 2014; Kienle 2015; ISO

mykiss; Pimephales
promelas

Produktion)

23893-3:2013

68 |hormonartige Effekte Genexpression ER Pimephales Ostrogene Effekte (relative Cavallin et al. 2014; Triebskorn et al. 2015
promelas Menge ER mRNA)
69 |hormonartige Effekte Genexpression VTG Pimephales Ostrogene Effekte (relative Cavallin et al. 2014
promelas Menge Vtg mRNA)
70 |hormonartige Effekte Genexpression EcR Chironomus Ostrogene Effekte (relative Planello et al. 2015
riparius Menge EcCR mRNA)
71 |hormonartige Effekte ex vivo Steroidgenese-Assay Pimephales Testosteron-produktion Cavallin et al. 2014
promelas
72 |hormonartige Effekte ex vivo Steroidgenese-Assay Pimephales Testosteron-, Estradiol- Cavallin et al. 2014
promelas Produktion
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73

hormonartige Effekte

(hER, medER)-yeast- Assay

Saccharomyces
cerevisiae

Ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher et al. 2014; Allinson et al. 2010

74

hormonartige Effekte

E-Screen- Assay

Homo sapiens/
MCF-7

Zellproliferation

Escher et al. 2014; Leusch et al. 2014; Bicchi et al. 2009;
Triebskorn et al. 2015; Kienle 2015

75

hormonartige Effekte

Steroidsyntheseassay

Homo sapiens/
H295R

Estradiol-Produktion

Escher et al. 2014; Kusk et al. 2011; Kienle 2015; OECD
Test guideline 456 (2011)

76

hormonartige Effekte

ER-CALUX ® - Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Induktion ER

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Kienle 2015

77

hormonartige Effekte

Anti ER-CALUX ®- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Hemmung ER

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Kienle 2015

78

hormonartige Effekte

MELN- Assay

Homo sapiens/
MCF-7

Ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Wigh et al. 2016; Kienle 2015

79

hormonartige Effekte

HELN-Era- Assay

Homo sapiens/
Hela

ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher et al. 2014

80

hormonartige Effekte

hERa-Hela-9903- Assay

Homo sapiens/
Hela

(anti-)6strogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher et al. 2014; Triebskorn et al. 2015; OECD Test
guideline 455 (2015)

81

hormonartige Effekte

ERa-transFACTORIAL- Assay

Homo sapiens/
HepG2

Induktion ER

Escher etal. 2014

82 [hormonartige Effekte ERa-GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ Ostrogene Effekte Escheretal. 2014
HEK 293T (Rezeptorbindung)

83 |hormonartige Effekte HELN-ERR- Assay Homo sapiens/ Ostrogene Effekte Escher et al. 2014
MCF-7; Hela (Rezeptorbindung)

84 |hormonartige Effekte ERE-cisFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion ERE Escher et al. 2014
HepG2

85

hormonartige Effekte

MCF7-ERE- Assay

Homo sapiens/
MCF-7

Ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher et al. 2014

86

hormonartige Effekte

MCF-7 Zellproliferationsassay

Homo sapiens/
MCF-7

Ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Kusk et al. 2011
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87

hormonartige Effekte

ER Transaktivierungsassay

Homo sapiens/
MVLN

Ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Kusk et al. 2011

88

hormonartige Effekte

MVLN Zellassay

Homo sapiens/
MVLN

Ostrogene Effekte
(Rezeptorbindung)

Jarosova et al. 2014; Triebskorn et al. 2015

89

hormonartige Effekte

T47D-KBluc Zellassay

Homo sapiens/

Ostrogene Effekte

Cavallin et al. 2014

T47D-Kbluc (Rezeptorbindung)

90 |hormonartige Effekte YAS- Assay Saccharomyces Ostrogene Effekte Jia et al. 2015; Schindler Wildhaber et al. 2015; Escher et
cerevisiae (Rezeptorbindung) al. 2014;

91 [hormonartige Effekte AR Transaktivierungsassay Cricetinae/ CHO androgene Effekte Kusk et al. 2011

(Rezeptorbindung)

92 |hormonartige Effekte AR-CALUX ®- Assay Homo sapiens/ U2- |Induktion AR Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Leusch et al. 2014
oS
93 |hormonartige Effekte Anti AR-CALUX ®- Assay Homo sapiens/ U2- |Hemmung AR Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

oS

94 [hormonartige Effekte MDA-kb2 - Assay Homo sapiens/ androgene Effekte Wigh et al. 2016; Escher et al. 2014; Cavallin et al. 2014;
MDA-kb2 (Rezeptorbindung) Hu et al. 2013

95 |hormonartige Effekte Anti-MDA-kb2 - Assay Homo sapiens/ anti-androgene Effekte Escher et al. 2014; Hu et al. 2013; Triebskorn et al. 2015
MDA-kb2 (Rezeptorbindung)

96

hormonartige Effekte

MCF7-ARE- Assay

Homo sapiens/
MCF-7

androgene Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher etal. 2014

97 |hormonartige Effekte AR-transFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion AR Escher et al. 2014
Hep-G2

98 [hormonartige Effekte AR-GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ androgene Effekte Escheretal. 2014
HEK 293T (Rezeptorbindung)

99

hormonartige Effekte

HELN-AR (PALM)- Assay

Homo sapiens/ PC3

androgene Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher et al. 2014

100

hormonartige Effekte

GR-CALUX ®- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Induktion GR

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014
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101

hormonartige Effekte

Anti GR-CALUX ®- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Hemmung GR

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

102 [hormonartige Effekte GR-GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ Induktion GR Jia et al. 2015; Escher et al. 2014
HEK 293T

103 [hormonartige Effekte Anti GR-GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ Hemmung GR Jia et al. 2015; Escher et al. 2014
HEK 293T

104

hormonartige Effekte

GR-Switchgear- Assay

Homo sapiens/
HT1080

GR Signalweg Aktivierung

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

105 |hormonartige Effekte GR-MDA-kb2- Assay Homo sapiens/ glucocorticoide Effekte Wigh et al. 2016; Escher et al. 2014
MDA-kb2 (Rezeptorbindung)

106 [hormonartige Effekte GR-transFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion GR Escher et al. 2014
Hep-G2

107

hormonartige Effekte

PR Proteinexpression

Homo sapiens/
MCF-7

Proteinexpression

Kusk et al. 2011

108

hormonartige Effekte

PR-CALUX ®- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Induktion PR

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

109

hormonartige Effekte

Anti PR-CALUX ®- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Hemmung PR

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

110

hormonartige Effekte

PR-GeneBLAzer- Assay

Homo sapiens/
HEK 293T

Rezeptorbindung

Escher et al. 2014

111

hormonartige Effekte

Steroidsyntheseassay

Homo sapiens/
H295R

Progesteronsynthese

Escher et al. 2014

112

hormonartige Effekte

Steroidsyntheseassay

Homo sapiens/
H295R

170 OH-Progesteronsynthese

Escheretal. 2014

113

hormonartige Effekte

TR- CALUX ®- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Induktion TR

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

114

hormonartige Effekte

T-SCREEN- Assay

Rattus/ GH3

Zellwachstum

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Kusk et al. 2011

115

hormonartige Effekte

THRa1-transFACTORIAL- Assay

Homo sapiens/
Hep-G2

Induktion THRal

Escher et al. 2014
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116

hormonartige Effekte

HELN-TR- Assay

Homo sapiens/
Hela

thyroide Effekte
(Rezeptorbindung)

Escher et al. 2014

117 |hormonartige Effekte kolorimetrischer Bioassay Saccharomyces thyroide Effekte Li etal. 2014
cerevisiae (Rezeptorbindung)
118 |hormonartige Effekte Chemilumineszenz Bioassay Saccharomyces thyroide Effekte Li etal. 2014
cerevisiae (Rezeptorbindung)
119 |mutagene/ gentoxische Effekte Reverse mutation test Salmonella Punktmutation Stalter et al. 2016; Jia et al. 2015; Schindler Wildhaber

typhimurium, E.coli

et al. 2015; Escher et al. 2014; Beauregard & Ridal 2000;
Castillo et al. 2000; Kienle 2015; OECD test guideline 471
(1997); 1ISO 11350:2012

120

mutagene/ gentoxische Effekte

Ames-Test

Salmonella
typhimurium, E.coli

Punktmutation

Stalter et al. 2016; Schindler Wildhaber et al. 2015;
Kienle 2015; ISO 11350:2012

121

mutagene/ gentoxische Effekte

Fluctuation Ames- Test

Salmonella
typhimurium

Punktmutation

Beauregard & Ridal 2000; Castillo et al. 2000; Kienle
2015

122

mutagene/ gentoxische Effekte

Mikrokern-Test

Allium cepa; Vicia
faba,; Hordeum
vulgare;
Cricetinae/ CHO;
Oncorhynchus
mykiss /RTG-2;
homo sapiens

Bildung von Mikrokernen

Pathiratne et al. 2015; Gupta et al. 2012; Barberio et al.
2011; Igbal 2016; Dong & Zhang 2010; Ossana et al. 2013;
Llorente et al. 2012 ; Escher et al. 2014; Triebskorn et al.
2015; Kienle 2015; OECD test guideline 487 (2014); ISO
29200:2013; 1SO 21427-1. 2006; I1SO 21427-2:2006;

123

mutagene/ gentoxische Effekte

UmuC-Test

Salmonella
typhimurium

Induktion der SOS-Antwort der
Zelle

Stalter et al. 2016; Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Tang
et al. 2014; Leusch et al. 2014; Neale et al. 2012; Kienle
2015; 1SO 13829 (2000)

124

mutagene/ gentoxische Effekte

Fpg-modigzierter Comet Assay

Danio rerio

DNA-Schaden

Wigh et al. 2016

125

mutagene/ gentoxische Effekte

Comet Assay

Oncorhynchus

mykiss/ RTG-2

DNA-Schaden

Nehls & Segner 2005; Kienle 2015
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126

mutagene/ gentoxische Effekte

SOS-Chromotest

E.coli/ PQ37

Aktivitat von DNA-

Reparaturmechanismen

Escher et al. 2014; Triebskorn et al. 2015

127

mutagene/ gentoxische Effekte

Mitotischer Index

Allium cepa,Vicia
faba,; Hordeum
vulgare

Chromosomale Schaden

Pathiratne et al. 2015; Gupta et al. 2012; Siddiqui et al.
2011; Vujosevic et al. 2008; Kovalchuk et al. 2003; Dong
& Zhang 2010

128 |mutagene/ gentoxische Effekte Schwesterchromatidaustausch- Assay |Vicia faba; Rekombination (DNA) Dong & Zhang 2010
Hordeum vulgare

129 |mutagene/ gentoxische Effekte homologe Rekombination- Assay Arabidopsis Rekombination (DNA) Kovalchuk et al. 2003
thaliana

130 [mutagene/ gentoxische Effekte Hefe Gentoxizitatsassay Saccharomyces DNA-Schaden Keenan et a. 2007; Schmitt et al. 2005; Daniel et al. 2004
cerevisiae

131

mutagene/ gentoxische Effekte

E. coli- Assay (pRecA-lux)

E. coli/ MG1655;
RFM443; DPD2794

DNA-Schaden

Sazykin et al. 2016; Elad et al. 2011; Kim et al. 2005; Gu &
Choi 2001

132

mutagene/ gentoxische Effekte

DNA Schadigung E.coli

E. coli/ MV4108;
MV1161

Interaktion mit DNA

Stalter et al. 2016

133 |neurotoxische Effekte AChE-Inhibierungsassay Electrophorus AChE-Hemmung Froment et al. 2016; Escher et al. 2014; Kienle 2015; DIN
electricus (Enzym) 38415-1:1995-02

134 [neurotoxische Effekte AChE-Inhibierungsassay Lithobates AChE-Hemmung Ossana et al. 2013
catesbeianus

135

neurotoxische Effekte

Daphnia magna chitobiase
Aktivitatsaasay

Daphnia magna

Chitobiase Aktivitat

Richards et al. 2008

136 [Immuntoxizitdt & oxidativer Stress |THP1 Zytokinproduktionsassay Homo sapiens/ IL1beta-Produktion Jia et al. 2015; Escher et al. 2014; Kienle 2015
THP1

137 [Immuntoxizitdt & oxidativer Stress |Interleukin 6-produktionsassay Mus/RAW264.7 IL6-Produktion Makene et al. 2015; Kienle et al. 2015

138 |Immuntoxizitat & oxidativer Stress |NO Ausschiittungsassay Mus/RAW264.7 NO Ausschittung Makene et al. 2015

139 [Immuntoxizitdt & oxidativer Stress |Phagozytose-Aktivitatsassay Elliptio Phagozytose-Aktivitat Kienle 2015
complanata
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140 [Immuntoxizitdt & oxidativer Stress [Jurkat E6.1 IkB- Assay Homo sapiens/ Entziindungsreaktion Jia et al. 2015; Escher et al. 2014
Jurkat E6.1
141 [Immuntoxizitdt & oxidativer Stress |[NF-kB- Geneblazer- Assay Homo sapiens/ Entziindungsreaktion Stalter et al. 2016; Escher et al. 2014
THP1
142 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress [NF-kB-cisFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion NF-kB Escher et al. 2014
Hep-G2
143 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress [NF-kB-CALUX- Assay Homo sapiens/ U2- [Induktion NF-kB Escher et al. 2014
0S
144 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress |AREc32- Assay Homo sapiens/ Induktion Nrf2 Stalter et al. 2016; Jia et al. 2015; Tang et al. 2014; Escher
MCF-7 et al. 2014; Escher et al. 2012; Neale et al. 2012
145 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress [ARE GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ Induktion Nrf2 Stalter et al. 2016
Hep-G2
146 [Immuntoxizitdt & oxidativer Stress [Nrf2-MDA-MB- Assay Homo sapiens/ Induktion Nrf2 Jiaetal. 2015
MDA-MB
147 |Immuntoxizitat & oxidativer Stress [Nrf2/ARE-cisFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion Nrf2 Escheretal. 2014
Hep-G2
148 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress |Nrf2-CALUX- Assay Homo sapiens/ U2- |Induktion Nrf2 Escher et al. 2014; Kienle 2015
0S
149 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress [Nrf2-keap- Assay Homo sapiens/ Induktion ARE Escher et al. 2014
MDA-MB-231-745
150 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress [Lipidperoxidationsassay L. catesbeianus/ Lipidperoxidation Ossana et al. 2013; Petala et al. 2009; Kienle 2015
larvae
151 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress [ROS Bildungsassay Oncorhynchus oxidativer Stress Escheretal. 2014
mykiss/ RTG-2
152 |Immuntoxizitat & oxidativer Stress |E.coli-Assay (Proteinschadigung) E. coli/ MG1655; Proteinschadigung Stalter et al. 2016; Escher et al. 2014; Tang et al. 2012;
TV1061 Neale et al. 2014
153 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress |E.coli-Assay (plbpA-lux; E. coli/ MG1655; Proteinschadigung Sazykin et al. 2016; Kim et al. 2005

grpE::luxCDABE)

TV1061
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Nr. |Effektdetektionskategorie Bioassay-Name Spezies/Zelllinie |Effekt Referenz
154 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress |E.coli-Assay (pFabA-lux) E. coli/ MG1655; Membranschadigung Sazykin et al. 2016; Kim et al. 2005; Gu&Choi 2001
DPD2540
155 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress |E.coli-Assay (pKatG- lux) E. coli/ MG1655 Detektion Hydroperoxide Sazykin et al. 2016; Gu & Choi 2001
156 |Immuntoxizitat & oxidativer Stress |E.coli-Assay (pSoxS-lux) E. coli/ MG1655 Detektion Superoxid-anionen |Sazykin et al. 2016
und NO
157 [Immuntoxizitat & oxidativer Stress |E.coli-Assay (pmicF-lux) E. coli/ DH5a oxidativer Stress Elad et al. 2011
158 [metabolische Enzyme & Genexpression cypla Danio rerio/ Cytochrom P450 1A1 Induktion |Escher et al. 2014
Rezeptoren embryo
159 |metabolische Enzyme & PXR-cis/transFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion PXR Escheretal. 2014
Rezeptoren Hep-G2
160 [metabolische Enzyme & HGS5LN PXR- Assay Homo sapiens/ Induktion PXR Escheretal. 2014
Rezeptoren Hela
161 |metabolische Enzyme & CAR-transFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion CAR Escheretal. 2014
Rezeptoren Hep-G2
162 [metabolische Enzyme & CAR-yeast- Assay Saccharomyces Induktion CAR Escher et al. 2014
Rezeptoren cerevisiae
163 [metabolische Enzyme & EROD Aktivitatsmessung Oncorhynchus Cytochrom P450 1A1 Induktion |Fatima & Ahmad 2006; Pablos et al. 2009, Li 2016, Kienle
Rezeptoren mykiss/ RTG-2 2015
164 [metabolische Enzyme & P450 Enzymassay (ECOD) Dugesia japonica |7-EC O-deethylase Li 2016
Rezeptoren (ECOD) Aktivitat
165 [metabolische Enzyme & P450 Enzymassay (MCOD) Dugesia japonica |7-MC O-deethylase (MCOD) Li 2016
Rezeptoren Aktivitat
166 |metabolische Enzyme & P450 Enzymassay (PROD) Dugesia japonica |7-PR O-dealkylase (PROD) Li 2016
Rezeptoren Aktivitat
167 |metabolische Enzyme & P450 Enzymassay (BROD) Dugesia japonica |7-BR Li 2016
Rezeptoren O-dealkylase (BROD) Aktivitat
168 [metabolische Enzyme & Phase Il Enzymassay (DTD) Dugesia japonica |DT-diaphorase (DTD) Aktivitat |Li 2016
Rezeptoren
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Nr. |Effektdetektionskategorie Bioassay-Name Spezies/Zelllinie |Effekt Referenz

169 [metabolische Enzyme & Phase Il Enzymassay (COMT) Dugesia japonica |catechol-O-methyltransferase |Li 2016
Rezeptoren (COMT) Aktivitat

170 [metabolische Enzyme & Phase Il Enzymassay (UDPGT) Dugesia japonica |uridine 5'-di- phospho - Li 2016
Rezeptoren glucuronosyltransferase

(UDPGT) Aktivitat

171 [metabolische Enzyme & Phase Il Enzymassay (ARS) Dugesia japonica |arylsulfatase (ARS) Aktivitat Li 2016
Rezeptoren

172 [metabolische Enzyme & PPARa-transFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion PPARa Escher et al. 2014
Rezeptoren Hep-G2

173 |metabolische Enzyme & CALUX-PPARa- Assay Homo sapiens/ U2- |Induktion PPARa Escher et al. 2015

Rezeptoren

0S

174 |metabolische Enzyme & PPARy-transFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion PPARy Escheretal. 2014
Rezeptoren Hep-G2

175 [metabolische Enzyme & PPARy-GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ Induktion PPARy Jia et al. 2015; Escher et al. 2014
Rezeptoren HEK 293H

176 [metabolische Enzyme & Anti PPARy-GeneBLAzer- Assay Homo sapiens/ Hemmung PPARy Jia et al. 2015; Escher et al. 2015
Rezeptoren HEK 293H

177 |metabolische Enzyme & HELN-PPARy- Assay Homo sapiens/ Induktion PPARy Escheretal. 2015
Rezeptoren Hela

178 [metabolische Enzyme & CALUX-PPARy2- Assay Homo sapiens/ U2- |Induktion PPARy Escher et al. 2016
Rezeptoren 0S

179 [metabolische Enzyme & MCF7-PPAR- Assay Homo sapiens/ Induktion PPARy Escher et al. 2014

Rezeptoren

MCF-7

180 [metabolische Enzyme & AhR assay- Assay Saccharomyces Induktion AhR-Genexpression [Chou et al. 2006; Escher et al. 2014
Rezeptoren cerevisiae/ YCM3

181 [metabolische Enzyme & AhR Transaktivierungsassay Mus/ Hepal.12cR |Transaktivierung Kusk et al. 2011
Rezeptoren

182 [metabolische Enzyme & AhR CAFLUX- Assay Rattus/ H4IIE Induktion AhR Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

Rezeptoren

183

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

DR-CALUX ®- Assay

Rattus/ H4IIE

Induktion AhR

Pablos et al. 2009; Kienle 2015
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Nr.

Effektdetektionskategorie

Bioassay-Name

Spezies/Zelllinie

Effekt

Referenz

184

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

AhR-cisFACTORIAL- Assay

Homo sapiens/
Hep-G2

Induktion AhR

Escher etal. 2014

185 |metabolische Enzyme & MCF7DRE- Assay Homo sapiens/ Bindung AhR Escheretal. 2014
Rezeptoren MCF-7

186 [metabolische Enzyme & H4lIEluc- Assay Rattus/ H4IIE Bindung AhR Escher et al. 2014; Triebskorn et al. 2015
Rezeptoren

187 [metabolische Enzyme & Genexpression hspb11 Danio rerio/ Induktion hspb11- Escheretal. 2014
Rezeptoren embryo Genexpression

188 [metabolische Enzyme & Proteinexpression HSP 70 Danio rerio/ Stressproteinlevel Hallare et al. 2005; Triebskorn et al. 2015
Rezeptoren embryo

189 [metabolische Enzyme & Genexpression hsc 70 Chironomus relative Menge hsp70, hsc70 Planello et al. 2015
Rezeptoren riparius mRNA

190 [metabolische Enzyme & HSE-cisFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion HSE Escher et al. 2014
Rezeptoren Hep-G2

191 [metabolische Enzyme & Katalaseaktivitat L. catesbeianus/ Enzymaktivitat Ossana et al. 2013; Kienle 2015 ([131-133] aus Kienle)
Rezeptoren larvae

192

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

Glutathion-S-transferase- Aktivitat

L.catesbeianus/
larvae;

Enzymaktivitat

Planello et al. 2015, Ossana et al. 2013; Petala et al. 2009

Oncorhynchus
mykiss;
Chironomus
193 [metabolische Enzyme & Glutathionperoxidase-Aktivitat Oncorhynchus Enzymaktivitat Petala et al. 2009
Rezeptoren mykiss

194

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

Superoxiddismutas-Aktivitat

L. catesbeianus /
larvae

Enzymaktivitat

Ossana et al. 2013

195

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

Haem peroxidase-Aktivitat

Oncorhynchus
mykiss

Enzymaktivitat

Petala et al. 2009
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Nr.

Effektdetektionskategorie

Bioassay-Name

Spezies/Zelllinie

Effekt

Referenz

196

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

Genexpression CYP 4G

Chironomus
riparius

metabolische Aktivitat (relative
Menge CYP4G mRNA)

Planello et al. 2015

197 [metabolische Enzyme & Assay zur Bestimmung Glutahion- L. catesbeianus/  |GSH-Gehalt Ossana et al. 2013; Petala et al. 2009
Rezeptoren Gehalt larvae,
Oncorhynchus
mykiss
198 [metabolische Enzyme & Assay zur Bestimmung Glycogen- Chironomus Glycogengehalt Planello et al. 2015
Rezeptoren Gehalt riparius

199

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

Assay zur Bestimmung Protein-Gehalt

L. catesbeianus /
larvae

Proteingehalt

Ossana et al. 2013, Gupta et al. 2012

200

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

MCF7-RARE- Assay

Homo sapiens/
MCF-7

Induktion RAR

Escher et al. 2014

201

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

P19/A15- Assay

Mus/ P19/A15

Induktion RAR

Escheretal. 2014

202

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

RORR-transFACTORIAL- Assay

Homo sapiens/
Hep-G2

Induktion RORR

Escher et al. 2014

203

metabolische Enzyme &
Rezeptoren

hRAR-Yeast Assay- Assay

Saccharomyces
cerevisiae

Induktion RAR

Escher et al. 2014

204

sonstige spezifische Effekte

hypoxia-switchgear- Assay

Homo sapiens/
HT1080

Hypoxie

Jia et al. 2015; Escher et al. 2014

205 |sonstige spezifische Effekte HIF-1a-cisFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion HIF-1a Escheretal. 2014
Hep-G2

206 |sonstige spezifische Effekte p53- Geneblazer- Assay Homo sapiens/ Induktion p53 Stalter et al. 2016; Escher et al. 2014
HCT-116

207 |sonstige spezifische Effekte p53-cisFACTORIAL- Assay Homo sapiens/ Induktion p53 Escher et al. 2014
Hep-G2

208

sonstige spezifische Effekte

p53-CALUX- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Induktion p53

Escheretal. 2014

209

sonstige spezifische Effekte

p53-CALUX +S9- Assay

Homo sapiens/ U2-
oS

Induktion p53

Escher et al. 2014
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Anhang 5 — Ubersicht der betrachteten Substanzen und deren Wirkweisen
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Anwendung * Substanz CAS Wirkweise

Ph Psychopharmaka |Carbamazepin 298-46-4 lonenkanal-Modulation

TP Ph 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxy-carbamazepin 58955-93-4  [unbekannt

Ph Analgetikum Diclofenac 15307-86-5 |Antiinflammatorisch

Ph Antibiotikum Sulfamethoxazol 723-46-6 Antibakteriell

TP Ph Acetyl-Sulfamethoxazol 21312-10-7 |Antibakteriell

Ph Antibiotikum Clarithromycin 81103-11-9 |Antibakteriell

Ph Beta Blocker Metoprolol 37350-58-6 |Betablocker

Ph Beta Blocker Sotalol 3930-20-9 Betablocker

Ph Lipidregulation Bezafibrat 41859-67-0 [Stdrung des
Lipidmetabolismus

Ph Psychopharmaka |Lamotrigin 84057-84-1 [lonenkanal-Modulation

Ph Antihistamin Cetirizin 83881-51-0 |Antihistamin

Ph Psychopharmaka |Gabapentin 60142-96-3 [lonenkanal-Modulation

Ph Analgetikum Ibuprofen 15687-27-1 |Antiinflammatorisch

Ph Psychopharmaka |Oxazepam 604-75-1 Neuroaktiv

TP Ph N-Acetyl-4-aminoantipyrin 83-15-8 unbekannt

TP Ph N-Formyl-4-aminoantipyrin 1672-58-8 unbekannt

Ph Hypertonie Hydrochlorothiazid 58-93-5 lonenkanal-Modulation

Ph Antidiabetikum Metformin 657-24-9 Stérung der
Signaltransduktion

Ph Kontrastmittel Amidotrizoesaure 117-96-4 unbekannt

Ph Kontrastmittel lomeprol 78649-41-9  |unbekannt

Ph Kontrastmittel lopamidol 60166-93-0 [unbekannt

Ph Kontrastmittel lopromid 73334-07-3  |unbekannt

Bisphenol A (BPA) 80-05-7 Endokrin

H+B Diuron 330-54-1 Photosynthese-Inhibierung

H+B Isoproturon 34123-59-6 |Photosynthese-Inhibierung

F Carbendazim 10605-21-7 |Storung der Mitose/
Zellzyklus

H 2,4-Dichlorphenoxyessigséure (2,4-D) 94-75-7 Synthetisches Auxin

H Mecoprop 93-65-2 Synthetisches Auxin

H+B Terbutryn 886-50-0 Photosynthese-Inhibierung

H 2-Methyl-4-chlorphenoxyessigsédure (MCPA) 94-74-6 Synthetisches Auxin

H Bentazon 25057-89-0 |Photosynthese-Inhibierung

1+ B Diethyltoluamid (DEET) 134-62-3 unbekannt

B Triclosan 3380-34-5 Storung des
Lipidmetabolismus

FA Acesulfam K 55589-62-3 [unbekannt

FA SuRstoff Cyclamat 139-05-9 unbekannt

FA SulR3stoff Saccharin 81-07-2 Pot. Kanzerogen

FA SiRstoff Sucralose 56038-13-2 |unbekannt

IC PFC Perfluorohexanséure (PFHxA) 307-24-4 Entwicklunstoxizitét

IC PFC Perfluoroheptansaure (PFHpA) 375-85-9 Entwicklunstoxizitat

IC PFC Perfluorooctanséaure (PFOA) 335-67-1 Storung des
Lipidmetabolismus;
Oxidativer Stress;
Zellmembran-Stoérung;
Endokrin

IC PFC Perfluorononanséure (PFNA) 375-95-1 Storung des
Lipidmetabolismus;
Oxidativer Stress;
Zellmembran-Stoérung;
Endokrin

IC PFC Perfluorodecansaure (PFDA) 335-76-2 Storung des
Lipidmetabolismus;
Endokrin

IC PFC Perfluorobutanséure (PFBtA) 375-22-4 unbekannt

IC PFC Perfluoropentansaure (PFPtA) 2706-90-3 unbekannt

IC PFC/ TP | Perfluorooctanesulfonséure (PFOS) 1763-23-1 Storung des
Lipidmetabolismus;
Zellmembran-Stoérung

IC Korrosionsinhibitor |1H-Benzotriazol 95-14-7 unbekannt
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Anwendung * Substanz CAS Wirkweise

IC Korrosionsinhibitor |4-Methyl-1H-benzotriazol 29878-31-7 |unbekannt

IC Korrosionsinhibitor |5-Methyl-1H-benzotriazol 136-85-6 unbekannt

IC Perfluorohexansulfonat (PFHxS) (Anion) 355-46-4 Zellmembran-Stdrung

IC Flammschutzmittel |Tris(2-chloroethyl)phosphat 115-96-8 Neuroaktiv

IC Tris(1-chloro-2-propyl)phosphat 13674-84-5 |unbekannt

IC Flammschutzmittel |Tris(1,3-dichloroisopropyl)phosphat (TDCPP) 13674-87-8 |Neuroaktiv

IC TnBP (Tris (n-butyl) phosphat) 126-73-8 unbekannt

IC Flammschutzmittel |Triphenylphosphat 115-86-6 Neuroaktiv

IC Tri(butoxyethyl)phosphat 78-51-3 unbekannt

IC Fluoranthen 206-44-0 Storung der Mitose/
Zellzyklus

IC Triphenylphosphanoxid 791-28-6 unbekannt

IC 4-iso-Nonylphenol 11066-49-2 |Endokrin

Ph Kontrazeptivum Estradiol 50-28-2 Endokrin

IC PFC Perfluoroundecanséure (PFUNDA) 2058-94-8 Oxidativer Stress;
Zellmembran-Storung;
Nukleinsaure-Schadigung,
Endokrin

IC PFC Perfluorododecanséaure (PFDoDA) 307-55-1 Zellmembran-Stoérung;
Nukleinsaure-Schadigung

Ph Steroid Estron 53-16-7 Endokrin

IC PFC Perfuorobutanesulfonsaure (PFBS) 375-73-5 Oxidativer Stress

IC PFC Perfluorodecylsulfonséaure 335-77-3 unbekannt

TP Ph Guanylharnstoff 141-83-3 unbekannt

IC tert-Oktylphenol 140-66-9 Endokrin

H Dichlorprop 120-36-5 Synthetisches Auxin

IC PEC/ TP | Perfluoroctansulfonséureamid (PFOSA) 754-91-6 Atmungsketten-Inhibierung

PC HHCB 1222-05-5 unbekannt

PC AHTN 21145-77-7  [unbekannt

IF PFC 1H,1H,2H,2H-Perfluoroctansulfonat 27619-97-2  [unbekannt

IC Chelator NTA (Nitrilotriacetat) 139-13-9 Pot. Kanzerogen

IC Chelator EDTA (Ethylendinitrilotetraacetat) 60-00-4 Pot. Kanzerogen

IC Chelator DTPA (Diethylentriaminpentaacetat) 67-43-6 unbekannt

*H = Herbizid; F = Fungizid; B = Biozid; | = Insektizid; Ph = Pharmaka; FA = Lebensmittelzusatzstoff
(Food additive); N = Narkotika, Anasthetika, Halluzinogen; IC = Industriechemikalie; PC = Personal
Care Produkte & Kosmetika
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Anhang 6 - Erlauterungen zur Bewertung der Bioassays
Bewertungskriterien

Die einzelnen Kriterien sowie der fur die Bewertung der Bioassays verwendete Farbcode
sind im Folgenden erlautert.

Standardisiertes Protokoll

Ein standardisiertes Protokoll (z. B. OECD Richtlinie, ISO Norm) ist unumganglich, um zu
gewahrleisten, dass ein Bioassay beim Einsatz in verschiedenen Laboren reproduzierbare

Ergebnisse liefert. Fur dieses Kriterium erfolgte eine Ja/Nein Bewertung.

Referenzsubstanz

Die Kenntnis Uber das Vorhandensein einer entsprechenden
Referenzsubstanz/ Positivkontrolle ist zum einen fiir die Standardisierung bzw. Eichung
eines Bioassays in einem Labor notwendig. Zum anderen ist die Referenzsubstanz fur die
Interpretation der Bioassay-Ergebnisse wichtig. Dies wird in Kapitel 5 ndher erlautert. Auch

fur dieses Kriterium erfahrt jeder Bioassay eine Ja/Nein Bewertung -

Verwendung in der Requlatorik

Es werden in Deutschland bereits Bioassays zur Bewertung der Toxizitdt von Abwassern,
Oberflachengewéassern oder Sedimenten angewendet. Bioassays, die in dieser Form bereits
eingesetzt werden, erfahren fur dieses Kriterium eine positive Bewertung, alle anderen
werden als hier negativ markiert. Die Informationen dazu wurden aus Kienle et al. (2015)

enthommen.

Anwendung in einer Monitoringstudie in Baden-Wirttemberg

In einer in Baden-Wiurttemberg durchgefiihrten Monitoringstudie von Triebskorn und
Kollegen wurden neben chemischer Analytik auch Bioassays verwendet (Triebskorn, 2015).
Wurde ein Bioassay in dieser Studie angewendet, erfolgte eine positive Bewertung,

entsprechend wurde negativ markiert, wenn dies nicht der Fall war.

Bewertungq in einer Expertenbefragung

In der von Kienle et al. (2015) durchgefuhrten Expertenbefragung erfolgte eine Bewertung

der betrachteten Bioassays im Hinblick auf die Anwendung im Umweltmonitoring.
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Dabei wurden folgende Kriterien betrachtet:

o Anwendbarkeit fur Umweltproben

o Empfindlichkeit, Robustheit

e Grad der Validierung / Standardisierung

¢ Kosteneffizienz und gute routine-méaRige Anwendbarkeit

¢ Anwendbarkeit in Gewasserschutzlaboren und privaten Laboren.
Des Weiteren wurde berlcksichtigt:

o Interpretierbarkeit: Kann der Test zwischen akzeptablen und inakzeptablen
Bedingungen auf eine wissenschaftliche und gerichtsfeste Art und Weise
entscheiden?

e Relevanz: Kann ein Bezug zu negativen Effekten auf anderen biologischen
Organisations- ebenen hergestellt werden?

e Vorausschauende Eigenschaften: Eignet sich der Test als eine Art Friihwarnsystem

fur chronische bzw. Langzeiteffekte?

Die Ergebnisse dieser Bewertung wurden direkt idbernommen. Eine Einstufung erfolgte dabei
mit Hilfe eines Farbcodes, wobei eine gute Bewertung (Uberwiegend 1) grin, eine schlechte
Bewertung (Uberwiegend 3) rot markiert wurde. Hellgrin und gelb bilden maRige

Bewertungen ab (vgl. Tabelle 6).

Sensitivitat in einer wissenschaftlichen Studie zur Evaluierung von in vitro Bioassays flr das

Gewassermonitoring

In einer wissenschaftlichen Studie von Escher und Kollegen wurde 2014 untersucht
inwieweit verschiedene Bioassays die chemische Belastung verschieden behandelter
Abwasser detektieren konnen und damit eine Aussage zur Wasserqualitéat erlauben. In
dieser Studie wurden im Rahmen eines internationalen Projektes und unter Einbeziehung
verschiedener Labore insgesamt 103 in vitro Bioassays verwendet und verschiedene
Wasserproben (u. a. Abfluss von Klaranlagen, Oberflachenwasser, Trinkwasser) untersucht,
um die Effizienz von Wasserbehandlungsprozessen (z. B. in Klaranalagen) abzubilden
(Escher et al., 2014). Um Messergebnisse verschiedener Bioassays vergleichen zu kénnen,
wurde in Escher et al. 2014 eine einheitliche Konzentrationseinheit, der relative
Anreicherungsfaktor (relative enrichment factor (REF), siehe Kapitel 5), verwendet. Dieser
Faktor beschreibt das AusmalR der Verdinnung bzw. Anreicherung einer Wasserprobe.
Welche Bioassays bei welchem REF mit welcher Wasserprobe reagieren, wurde in Escher et

al. mit Hilfe eines Farbcodes gezeigt. Dabei bedeutet ein Effekt bei einem REF < 1, dass die
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Probe verdunnt werden musste und der Bioassay dementsprechend sensitiv reagiert. Fur die
Bewertung der Bioassays hinsichtlich ihrer Sensitivitat wurde dieser Farbcode entsprechend
angepasst. Zeigt ein Bioassay beispielsweise Effekte im Konzentrationsbereich kleiner
einem relativen Anreicherungsfaktor von 0,3 wird dieser als sehr sensitiv (grin) markiert. Auf
der anderen Seite werden Bioassays mit Effekten im Konzentrationsbereich REF > 10 als
wenig sensitiv (rot) markiert. Hellgriin und gelb bilden eine hohe (0,3 < LID > 3) bzw. niedrige
(3 < LID < 10) Sensitivitat ab (vgl. Tabelle 6). Der hier verwendete Farbcode zur Darstellung
der Sensitivitat ist in Tabelle 6 abgebildet. Als Effekt wird hierbei der LID (lowest ineffective
dilution)- Wert verwendet. Dieser gibt an, ab welcher Verdinnung der Probe kein Effekt zu
beobachten ist. Wie der REF ermittelt werden kann, der den LID-Wert aufweist, wird in

Kapitel 5 naher erlautert.

Es muss hierbei bedacht werden, dass eine geringe Sensitivitat in dieser Studie auch auf
das Fehlen einer, flr einen Bioassay spezifischen, Substanzgruppe in der Wasserprobe

hindeuten kann.

Das verwendete Farbschema zur Bewertung der Biotestverfahren ist in Tabelle 6 nochmals

zusammenfassend dargestellit.

Tabelle 6 Detailliertes Farbschema zur Bewertung der Bioassays

Standardisierung und o

Einsatz (a-d) Bewertung (e) Sensitivitat (f)

Ja gut sehr hoch (LID < 0,3 (REF))
gut bis maRig Hoch (0,3 < LID > 3)
manig Niedrig (3 < LID < 10)
keine Bewertung nicht verwendet

Bioassay-Bewertung pro Effektdetektionskategorie

In Kapitel 4 wurde die Bioassays-Auswahl anhand des beschriebenen Bewertungssystems
bereits am Beispiel der dstrogenen Effektdetektion gezeigt. Im Folgenden ist die Bioassay-

Auswabhl fur jede Effektdetektionskategorie beschrieben.

allgemeine Toxizitat Organismen

In der Kategorie ,allgemeine Toxizitdt Organismen® wurden Bioassays zusammengefasst,
die aggregierte Effekte, wie zum Beispiel Wachstum, Letalitat, Reproduktion, und Verhalten
in Organismen detektieren. Tabelle 7 zeigt alle in dieser Kategorie erfassten Bioassays, mit

dem beschriebenen Farbschema zur Bewertung.
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Tabelle 7 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,allgemeine Toxizitdt Organismen”, Farbcode
und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls,
b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, e)
Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- |Bioassay-Name
Code*

1 akuter Immobilisierungstest

2 akuter Immobilisierungstest- Daphtoxkit FTM magna
3 akuter Immobilisierungstest-Daphtoxkit FTM pulex

4 akuter Immobilisierungstest-Thamnotoxkit FTM

5 Daphnia 1Q Toxicity Test (IQ)
6

7

8

9

ECOTOX system

Algenwachstumsinhibierungstest
Algenwachstumsinhibierung- Algaltoxkit
Algenwachstumsinhibierung- Algal microplate screen

10 Algenwachstumsinhibierung-kombinierter Algenassay
11 Wachstumsinhibierung- root elongation bioassay

12 Wachstumsinhibierung- Allium cepa test

13 Wachstumsinhibierung- seed germination assay

14 Wachstumsinhibierung- L. minor growth inhibition test
15 Wachstumsinhibierung- Hydra attenuata assay
Wachstumsinhibierung- ostracode growth inhibition test/
OSTRACODTOXKIT F ®

17 Vicia faba bioassay

18 Nematodentest

19 Mouthpart Deformities

20 Froschembryoteratogenitatsassay (FETAX)

21 Fischembryotoxizitatstest (FET)

22 Fischembryotoxizitéatstest (FET) 120h

23 Fischlarventoxizittstest (FELST)

24 Reproduktion- rotifer reproduction inhibition test/ ROTOXKIT
25 Reproduktion- Daphnia reproduction test

26 Reproduktion- Gammarus pulex test

27 Entwicklung- Acartia tonsa early life stages test

28 Reproduktion- Chronischer Schneckenreproduktionstest
29 Verhalten- H. azteca bioassay

30 Verhalten- L. variegatus bioassay

31 Frassaktivitatstest

32 Rapidtoxkit

33 Verhalten- Zebrabarblingsembryonen und -larven/ LMR
34 bakterielle Zytotoxizitat- Microtox ™

35 bakterielle Zytotoxizitat- ToxAlert™

36 bakterielle Zytotoxizitat- BioTox

37 bakterielle Zytotoxizitat-Luminescent bacteria bioassay
38 bakterielle Zytotoxizitat- Bacterial Luminescence Toxicity Screen
39 bakterielle Zytotoxizitt- ToxScreen test

40 bakterielle Zytotoxizitat- Lux bacteria toxicity test

41 bakterielle Zytotoxizitat- photobacterium test

42 Hefe Zellproliferationsassay

43 Hefe Zellproliferationsassay (GreenScreen)

bakterielle Zytotoxizitat- Bioluminescent Reporter Bacterial
Biochips

bakterielle Zytotoxizitat- Multi-Channel Continous Toxicity
Monitoring System
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Fortsetzung Tabelle 7

Assay- |Bioassay-Name a) |b) |c) |d) |e) [f)
Code*
46 E.coli- CellSense assay
47 E.coli-genome-wide reporter bacterial live cell array
48 Microbial Fuel Cell (MFC)

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

Fur die Erfassung von Letalitdt und Wachstum sind sowohl Kurzzeit- als auch Langzeittests
vertreten. Reproduktion und Verhalten lassen sich hingegen nur in langerfristigen Tests
untersuchen. Dies ist fur ein akut- Gewassermonitoring zunachst eher ungeeignet, was sich
im Farbcode in Tabelle 7 wiederspiegelt. Etabliert sind die folgenden drei Bioassays, die hier
auch die meisten positiven (griinen) Bewertungen zeigen (vgl. Tabelle 7):

e Daphnia magna akuter Immobilisierungstest (OECD GL 202, 2004), Nr. 1

o Pseudokirchneriella subcapitata Algenwachstumsinhibierungstest (OECD GL 201,
2006), Nr. 7

¢ Danio rerio Fischembryotoxizitatstest (FET) (OECD GL 236, 2013), Nr. 21

Fur die spatere potentielle Berticksichtigung in einer Testbatterie wirden wir zunachst diese
drei Bioassays flr die Kategorie ,allgemeine Toxizitdt Organismen® vorschlagen. Es gibt
weitere langerfristige Bioassays, wie beispielsweise den FELS-Test (Fish early life stage
test), den Daphnia magna Reproduktionstest, oder den Lemna minor Pflanzenwachstums-
Inhibierungstest, die Uberwiegend positiv bewertet wurden, aber fir den Einsatz als Kurzzeit-
Akuttest nicht geeignet sind. Auch der Microtox-Assay, ein in der Abwassertestung
etablierter Bakterien-Toxizitatsassay fur die Indikation von Schwermetallbelastung, ist hier
dreimal positiv (griin) bewertet. Eine potentielle Indikation von Schwermetallbelastung ist hier
zunéachst nicht relevant, da diese bei einer Anreicherung von organischen Mikroschadstoffen
nicht erfasst werden. Im Gegensatz zu den beschriebenen Langzeittests betragt die
Expositionszeit in diesem Bioassay nur 30 Minuten. Ob eine Erfassung einer komplexen
Belastung, d. h. die Chemikalienaufnahme in den Testorganismus, sowie die Entfaltung der
Wirkung innerhalb dieser Zeit reproduzierbar gewéhrleistet ist und wie diese Ergebnisse im
Hinblick auf potentiell in diesem Bioassay aktive Chemikalien interpretiert werden kénnen,
misste zunachst geklart werden, wenn dieser Bioassay fir die Anwendung im Rahmen des

aguatischen Gewassermonitorings bericksichtigt werden soll.

allgemeine Toxizitat Zellen

Neben der Betrachtung allgemein toxischer Effekte mit Hilfe komplexer aquatischer

Organismen, kann durch den Einsatz verschiedener zellularer Systeme sowohl eine
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spezifische Wirkung als auch die unspezifische Zelltoxizitat detektiert werden. In der
Effektdetektionskategorie ,allgemeine Toxizitat Zellen* sind zunachst alle Bioassays
zusammengefasst, die zur Detektion der unspezifischen Zelltoxizitat (Zytotoxizitat) geeignet
sind. Tabelle 8 zeigt eindrucksvoll, dass derzeit keiner der Bioassays dieser Kategorie fur
den Einsatz im Umweltmonitoring geeignet scheint. Die Bioassays mit Nummer 52 und 54
wurden in Escher et al. 2014 verwendet, waren jedoch weitaus weniger sensitiv als
organismische oder spezifische Bioassays. Es wird deshalb zunéchst keiner dieser
Bioassays fur die weitere Betrachtung ausgewahlt, allerdings mit dem Hinweis, dass bei der
Verwendung von spezifischen in vitro zell-basierten Bioassays, z. B. zur Detektion der
Aktivierung eines Rezeptors, die unspezifische Zytotoxizitat stets mit erfasst werden muss,
um Falsch-Positive Signale auszuschlieRen.

Tabelle 8 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,allgemeine Toxizitat Zellen"; Farbcode und
Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b)

Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, e)
Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) |c) |d) [e) |f)
Code*

49 Shk1 Assay

50 WST-1- Assay

51 XTT- Assay

52 Caco 2- Assay

53 NRU- Assay

54 MTT- Assay

55 ATP Gehaltsassay

56 Kenacid Blue Protein-Assay
57 Alamar Blue- Assay

58 SK-N-SH- Assay

59 Acid Phosphatase Assay

60 LDL Aufnahmeassay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet
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phytotoxische Effekte

Ein Einfluss von phytotoxischen Chemikalien kann sich auf das Wachstum von Pflanzen
auswirken. Um diesen Effekt zu detektieren wurde bereits in der Kategorie ,allgemeine
Toxizitdt Organismen® ein Bioassay ausgewahlt (Algenwachstumsinhibierungstest).
Physiologisch lasst sich die Inhibierung des Wachstums oft auf eine Stérung des
Pflanzenmetabolismus, konkret der Photosynthese-Leistung zurtckfiihren. Insbesondere
Herbizide werden gezielt als Photosynthese-Inhibitoren entwickelt und eingesetzt.
Bioassays, die diesen Effekt detektieren, sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Aufgrund der

4-fach positiven Bewertung wird der
e Chlorella vulgaris Imaging-PAM Assay, Nr. 61

zur Detektion der Photosynthese-Inhibierung vorgeschlagen.

Tabelle 9 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,phytotoxische Effekte"; Farbcode und
Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b)
Referenzsubstanz bekannt, c¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, e)
Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) [c) (d) |[e) [f)
Code*

61 Photosynthese-Imaging-PAM Assay

62 Photosynthese-LuminoTox SAPS

63 Photosynthese- kombinierter Algentest

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

hormonartige Effekte

Insgesamt befinden sich unter den 209 Bioassays 55, die fir die Detektion von
hormonartigen Effekten eingesetzt werden kdnnen. Komplexe Auswirkungen solcher Effekte
auf Organismen konnen derzeit nur in chronischen Tests untersucht werden. Im Gegensatz
dazu kann in Kurzzeit-Bioassays spezifisch (fir einzelne Rezeptoren bzw. Hormon-
Signalwege) das endokrine Potential von Chemikalien und Umweltproben untersucht

werden.

In Tabelle 10 bis Tabelle 13 sind alle dafir zur Verfigung stehenden Bioassays aufgelistet
und bewertet. Die Auswahl der Bioassays, welche dstrogene Effekte analysieren, wurde

bereits im Haupttext dargelegt (Kapitel 4).

androgene Effekte

Endokrine Disruptoren stéren oft nicht nur den Ostrogen-Signalweg, sondern kénnen

gleichzeitig oder unabh&ngig von ihrer 6strogenen Wirkung andere Hormon-Signalwege
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beeinflussen. So ist beispielsweise beschrieben, dass bestimmte Umweltchemikalien durch
eine Blockierung des Androgenrezeptors eine anti-androgene Wirkung in Organismen
hervorrufen kénnen. Die Liste der Bioassays zur Detektion androgener und anti-androgener
Effekte ist in

Tabelle 10 dargestellt. Der Anti-MDA-kb2-Assay (Nr. 95) hat hier die meisten positiven
(griinen) Bewertungen, scheint allerdings weniger sensitiv als der Anti-AR-CALUX®-Assay
(Nr. 93) (Escher et al. 2014;

Tabelle 10, Spalte f). Beide Bioassays messen einen anti-androgenen Effekt. Fir die weitere

Betrachtung und einen potentiellen Einsatz in einer Testbatterie wiirden wir deshalb den
e Anti AR-CALUX®-Assay, Nr. 93

vorschlagen. Potentiell androgene Effekte kénnen mit dem AR-CALUX® -Assay (Nr. 92) bzw.
dem MDA-kb2-Assay (Nr. 94) detektiert werden. Von einer weiteren Betrachtung in Richtung
des Einsatzes im Gewassermonitoring wirden wir zunachst absehen, da eine sensitive
Bestimmung eines spezifischen Effektes in Umweltproben bisher nicht gezeigt wurde.

Tabelle 10 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,hormonartige Effekte“ und speziell ,androgene
Effekte“, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines

standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, c¢) Verwendung in der Regulatorik, d)
Anwendung in der Praxis, €) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) [c) (d) |e) |f)
Code*

90 YAS -Assay

91 AR Transaktivierungsassay
92 AR-CALUX ®-Assay

93 Anti AR-CALUX ®-Assay

94 MDA-kb2 —Assay

95 Anti-MDA-kb2 —Assay

96 MCF7-ARE-Assay

97 AR-transFACTORIAL-Assay
98 AR-GeneBLAzer-Assay

99 HELN-AR (PALM)- Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

progesterone Effekte

Zusétzlich zu Ostrogen- und Androgenrezeptoren sind auch Progesteronrezeptoren (PR),
wichtige Schaltstellen im Hormonhaushalt. Der Einfluss von Umweltchemikalien auf
Progesteronrezeptoren ist bisher wenig untersucht. Die Liste an verfiigbaren Bioassays ist in

Tabelle 11 dargestellt. Aufgrund fehlender Hinweise auf potentiell aktive Umweltchemikalien
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bzw. fehlender Sensitivitat diese zu detektieren (dies kann bei der Berlcksichtigung der
Spalte f in Tabelle 11 nicht unterschieden werden) wird hier zunachst kein Bioassay fur die
weitere Betrachtung vorgeschlagen.

Tabelle 11 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,hormonartige Effekte* und speziell
.progesterone Effekte“, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein

eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d)
Anwendung in der Praxis, e) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- Bioassay-Name a) |b) |c) |d) |e) |f)
Code*

107 PR Proteinexpression

108 PR-CALUX ®-Assay

109 Anti PR-CALUX ®-Assay

110 PR-GeneBLAzer-Assay

111 Steroidsyntheseassay

112 Steroidsyntheseassay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

glucocorticoide Effekte

Glucocorticoidrezeptoren (GR) sind die Zielproteine sogenannter Corticosteroide. Sie sind an
zahlreichen Prozessen im Organismus beteiligt und haben wichtige Funktionen im Glucose-
Stoffwechsel sowie bei Immun- und Stressantwortprozessen. Aus der Liste der GR-

Bioassays wird aufgrund der Bewertungen der

e GR-CALUX®- Assay, Nr. 100
fur die weitere Betrachtung vorgeschlagen (Tabelle 12).

Tabelle 12 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,hormonartige Effekte® und speziell
»glucocorticoide Effekte®, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein
eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d)
Anwendung in der Praxis, e) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- Bioassay-Name a) |b) [c) [d) |e) |f)
Code*

100 GR-CALUX ®-Assay

101 Anti GR-CALUX ®-Assay

102 GR-GeneBLAzer-Assay

103 Anti GR-GeneBLAzer-Assay

104 GR-Switchgear-Assay

105 GR-MDA-kb2 -Assay

106 GR-transFACTORIAL-Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet
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thyroide Effekte

Das Thyroid-Hormon-System ist ein komplexes Stoffwechselsystem, welches an der
Regulation des Calcium-Stoffwechsel, des Wachstums, der Zelldifferenzierung und vielen
weiteren essentiellen Prozessen beteiligt ist. Ahnlich wie fur den PR-Rezeptor konnte eine
direkte und mit Hilfe von Bioassays nachweisbare Storung durch eine Bindung von
Umweltchemikalien an den Thyroid-Rezeptor im Rahmen dieses Projektes nicht identifiziert
werden (Tabelle 13). Deshalb wird hier zunéchst kein Bioassay zur weiteren Betrachtung
vorgeschlagen.

Tabelle 13 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,hormonartige Effekte” und speziell ,thyroide
Effekte“, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines

standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d)
Anwendung in der Praxis, e) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- Bioassay-Name a) |(b) [c) |d) |e) [f)
Code*

113 TR- CALUX ®-Assay

114 T-SCREEN-Assay

115 THRal-transFACTORIAL-Assay

116 HELN-TR-Assay

117 kolorimetrischer Bioassay

118 Chemilumineszenz Bioassay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

mutagene/gentoxische Effekte

Mutagene und gentoxische Effekte von Chemikalien lassen sich nur schwer in Akuttests
detektieren. Mit Bioassays detektierbar sind jedoch Anzeichen fir eine Schadigung des
Erbmaterials wie z. B. die Entstehung von Mikrozellkernen, DNA-Strangbriichen oder die
Induktion von DNA-Reparatur-Mechanismen. Die dafiir geeigneten Bioassays sind in Tabelle
14 dargestellt. Drei Bioassays kommen hier, aufgrund ihrer Bewertung, fur eine weitere
Betrachtung in Frage: der Mikrokern-Test (Nr. 122), der UmuC-Test (Nr. 123) und der Ames-
Test (Nr. 120). Aufgrund der positiveren Bewertung des

e Ames Tests, Nr. 120
in der Expertenbefragung (Kienle 2015; Tabelle 14, Spalte e) schlagen wir diesen fir die
weitere Betrachtung vor, weisen aber darauf hin, dass bei Bedarf auch die Betrachtung der

anderen beiden erwahnten Bioassays sinnvoll sein kann.
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Tabelle 14 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,mutagene/gentoxische Effekte“ , Farbcode und
Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b)
Referenzsubstanz bekannt, c¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, €)
Bewertung durch Experten, f) Sensitivitét in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) |c) |d) |e) |f)
Code*

119 Reverse mutation test

120 Ames-Test

121 Fluctuation Ames Test

122 Mikrokern-Test

123 UmuC-Test

124 Fpg-modifizierter Comet Assay

125 Comet Assay

126 SOS-Chromotest

127 Mitotischer Index

128 Schwesterchromatidaustausch- Assay
129 homologe Rekombination- Assay

130 Hefe Gentoxizitdtsassay

131 E. coli- Assay (pRecA-lux)

132 DNA Schadigung E.coli

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

neurotoxische Effekte

Insbesondere die neurotoxische Wirkung von Organophosphaten (z. B. Chlorpyrifos) tber
die Hemmung der Acetlycholinesterase (AChE) ist bekannt. Insgesamt sind in dieser
Kategorie nur drei Bioassays aufgelistet (Tabelle 15), von welchen der allgemeine

e AChE-Inhibierungsassay, Nr. 133

die meisten positiven Bewertungen erhielt. Eine Verwendung des AChE-Enzymassays kann
fur die Analyse von Umweltproben jedoch nicht direkt empfohlen werden, da bereits gezeigt
wurde, dass unspezifische Effekte aufgrund von geldster organischer Substanz (dissolved
organic matter) zu beobachten sind (Escher et al., 2014). Alternativen sind in der Literatur
beschrieben, so bietet es sich beispielsweise an, Embryonen des Zebrabarblings zu
exponieren und anschlieBend das Enzym zu isolieren und die Aktivitat zu analysieren
(Kuster, 2005).

Neurotoxische Effekte von Chemikalien beeinflussen meist das Verhalten von Organismen.
Dieser Endpunkt wurde bereits in der Effektdetektionskategorie ,allgemeine Toxizitat
Organismen® erfasst und ist — als Ergebnis dieser Studie — bisher nicht in Form eines

Bioassays zur spezifischen und akuten Detektion von Neurotoxizitat verfiigbar.
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Tabelle 15 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,neurotoxische Effekte®, Farbcode und
Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b)
Referenzsubstanz bekannt, c¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, €)
Bewertung durch Experten, f) Sensitivitét in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) (b) |c) (d) |e) |f)
Code*

133 AChE-Inhibierungsassay

134 AChE-Inhibierungsassay (Biomarker)

135 Daphnia magna chitobiase Aktivitatsaasay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

Immuntoxizitat und oxidativer Stress

Immuntoxizitat

Tabelle 16 zeigt die Bioassays, deren Effekte auf eine Stérung des Immunsystems hindeuten
koénnten. Insbesondere in Hinblick auf Relevanz, Interpretierbarkeit und Grad der Validierung
wurden die ersten beiden Bioassays in der Expertenbefragung negativ bewertet (Kienle
2015; Tabelle 16, Spalte e). Die Bioassays 141 bis 143 erfassen Effekte, die mit einer
Aktivierung bzw. Inhibierung des Stress-Markers NF-kB zusammenhangen. NF-kB ist ein
Proteinkomplex mit zahlreichen Funktionen in Zellen des Immunsystems, der, insbesondere
durch verschiedene Arten von Stress, aktiviert wird und neben verschiedenen anderen
Funktionen den Zellzyklus reguliert. Der Jurkat E6.1 kB Assay wurde in der Experten-
Befragung nicht berticksichtigt, war aber sensitiv in der hier bericksichtigten Studie (Escher
et al. 2014; Tabelle 16, Spalte f). Da dieser Bioassay, sowie dessen Durchfiihrung nicht
eindeutig in der Literatur beschrieben ist und da zum Einfluss von Umweltchemikalien auf
das Immunsystem von Organismen derzeit noch erheblicher Forschungsbedarf besteht,
wirden wir zunachst keinen dieser Bioassays fur die weitere Betrachtung vorschlagen. Es
muss in zukinftigen Untersuchungen geprift werden, inwieweit bekannte immuntoxische
Umweltchemikalien existieren und ob deren Effekte mit einem der hier aufgelisteten

Bioassays spezifisch detektierbar sind.
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Tabelle 16 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,Immuntoxizitdt und oxidativer Stress“ und
speziell ,Immuntoxizitat®, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein
eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d)
Anwendung in der Praxis, €) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) (b) [c) (d) [e) [f)
Code*

136 THP1 Zytokinproduktionsassay

137 Interleukin 6-produktionsassay

138 NO Ausschittungsassay

139 Phagozytose-Aktivitatsassay

140 Jurkat E6.1 IkB- Assay

141 NF-kB- Geneblazer- Assay

142 NF-kB-cisFACTORIAL- Assay

143 NF-kB-CALUX- Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

oxidativer Stress

Die verschiedenen Bioassays sind in Tabelle 17 aufgelistet. Insgesamt ist diese Kategorie

noch wenig untersucht. Einer der Bioassays, der
o Nrf2/ARE-cisFACTORIAL Assay, Nr. 147

hat zwei positive (grine) Bewertungen. In der beschriebenen wissenschaftlichen Studie
(Escher et al. 2014) detektierten auch die Bioassays Nr. 144 und 148, die Uber ein &hnliches
Prinzip funktionieren, Effekte im mittleren Sensitivitdtsbereich. Wir schlagen deshalb vor,
zunéachst einen dieser Bioassays in die weitere Betrachtung aufzunehmen. Allerdings muss
hier zukunftig geklart werden, wie ein so detektierter Indikatoreffekt fir oxidativen Stress im

Rahmen des Gewassermonitorings interpretiert und genutzt werden kann.
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Tabelle 17 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,Immuntoxizitdt und oxidativer Stress“ und
speziell ,oxidativer Stress, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a)
Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, c¢) Verwendung in der
Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, €) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- |Bioassay-Name a) |b) [c) (d) |e) |f)
Code*

144 AREc32-Assay

145 ARE GeneBLAzer-Assay

146 Nrf2-MDA-MB-Assay

147 Nrf2/ARE-cisFACTORIAL-Assay

148 Nrf2-CALUX-Assay

149 Nrf2-keap-Assay

150 Lipidperoxidationsassay

151 ROS Bildungsassay

152 E.coli-Assay (Proteinschadigung)

153 E.coli-Assay (plbpA-lux; grpE::luxCDABE)
154 E.coli-Assay (pFabA-lux)

155 E.coli-Assay (pKatG- lux)

156 E.coli-Assay (pSoxS-lux)

157 E.coli-Assay (pmicF-lux)

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

metabolische Enzyme und Rezeptoren

In der Effektdetektionskategorie ,metabolische Enzyme und Rezeptoren® wurden eine
Vielzahl verschiedener Bioassays zusammengefasst, die einerseits spezifisch die Induktion
der Biotransformation und andererseits die spezifische Bindung an bzw. die Aktivierung von
verschiedenen Rezeptoren detektieren konnen. Die Auswahl der Bioassays wird im

Folgenden innerhalb der verschiedenen Unterkategorien beschrieben.

Aktivierung der Biotransformation

Die Induktion metabolischer Prozesse stellt nicht per se einen Indikator fur Toxizitat dar,
doch gibt diese einen Hinweis auf das Vorhandensein bioaktiver Chemikalien. Durch die
Prasenz von Chemikalien werden bestimmte Biotransformations-Prozesse in Organismen
aktiviert. Diese Prozesse kdnnen sowohl eine Entgiftung, als auch eine Bioaktivierung der
Chemikalie zur Folge haben (Escher et al. 2014). Folgende Rezeptoren spielen dabei eine
besondere Rolle: PXR (pregnane X receptor), PPARa, B, und y (Peroxisome proliferator-
activated receptor), AhR (Aryl hydrocarbon receptor) und CAR (Constitutive androstane
receptor) (Omiecinski et al., 2011). Verschiedene Bioassays dieser Kategorie (aufgelistet in

Tabelle 18) wurden zweimal positiv bewertet (je zwei griine Kastchen). Dabei wurde der

e EROD Aktivitatsmessung, Nr. 163
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als einziger dieser Bioassays in der Expertenbefragung bericksichtigt. Grundlage des
EROD-Assays ist die Bindung eines Substrats an die Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD),
ein Enzym, welches durch Dioxin-ahnliche Chemikalien, PAK und PCB induziert werden
kann. Durch diese klare Zuordnung der detektierbaren chemischen Stoffklasse bietet sich
dieser Bioassay am ehesten fur eine weitere Betrachtung im Rahmen des
Umweltmonitorings an. Zusatzlich kdnnten zuklnftig der PXR-cis/transFACTORIAL- Assay
(Nr. 159) sowie der CAR-Yeast-Assay (Nr. 162) als Indikatorsysteme fir chemische
Belastung in Betracht gezogen werden. Ein direkter Bezug zu bestimmten Stoffgruppen oder
bekannten resultierenden schadlichen Effekten (wie fir Dioxin) ist fUr diese Bioassays
allerdings noch nicht bekannt.

Tabelle 18 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,metabolische Enzyme und Rezeptoren® und
speziell ,Aktivierung der Biotransformation®, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien:
a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in

der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, e€) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in
Ringstudie

Assay- Bioassay-Name a) (b) |c) (d) |e) |f)
Code*

158 Genexpression cypla

159 PXR-cis/transFACTORIAL-Assay
160 HG5LN PXR-Assay

161 CAR-transFACTORIAL-Assay
162 CAR-yeast-Assay

163 EROD Aktivitatsmessung

164 P450 Enzymassay (ECOD)

165 P450 Enzymassay (MCOD)

166 P450 Enzymassay (PROD)

167 P450 Enzymassay (BROD)

168 Phase Il Enzymassay (DTD)

169 Phase Il Enzymassay (COMT)
170 Phase Il Enzymassay (UDPGT)
171 Phase Il Enzymassay (ARS)

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

PPAR Signalweg

Der PPAR (Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren) - Signalweg reguliert in
Organismen unter anderem den Glucose- und Lipidmetabolismus, sowie
Entzindungsreaktionen. Bioassays, die Effekte in dieser Kategorie detektieren kénnen, sind
in Tabelle 19 aufgelistet. Dabei handelt es sich hauptsachlich um zellbasierte
Transaktivierungsassays, die eine Aktivierung des PPARy Rezeptors detektieren. Fur die
weitere Betrachtung wird zunachst der
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e PPARy-transFACTORIAL-Assay, Nr. 174
vorgeschlagen. Da allerdings auch hier ein konkreter Bezug zu bekannten
Umweltchemikalien bzw. zu bekannten Langzeiteffekten fehlt, ist der Einsatz im Monitoring
fraglich.
Tabelle 19 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,metabolische Enzyme und Rezeptoren“ und
speziell ,PPAR Signalweg®, Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a)

Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, ¢) Verwendung in der
Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, €) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) (c) |d) |e) [f)
Code*

172 PPARa-transFACTORIAL-Assay

173 CALUX-PPARa-Assay

174 PPARy-transFACTORIAL-Assay

175 PPARy-GeneBLAzer-Assay

176 Anti PPARy-GeneBLAzer-Assay

177 HELN-PPARy-Assay

178 CALUX-PPARy2-Assay

179 MCF7-PPAR-Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

Bindung an den Arylhydrocarbonrezeptor (AhR)

Der Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) kann durch Chemikalienbindung aktiviert werden. Diese
Aktivierung ist ein Indikator fur das Vorhandensein von Chemikalien bestimmter Stoffgruppen
— ahnlich dem EROD Assay - z. B. PAK, PCB und Dioxin-ahnliche Stoffe. Es ist auch
gezeigt, dass Wechselwirkungen des AhR mit dem Ostrogenrezeptor in Organismen
stattfinden und regulatorische Bedeutung haben. Aus dem Vergleich der AhR-Bioassays
(Tabelle 20) wird der

e DR- CALUX®-Assay, Nr. 183

fur die weitere Betrachtung vorgeschlagen.
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Tabelle 20 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,metabolische Enzyme und Rezeptoren® und
speziell ,Bindung an den Arylhydrocarbonrezeptor (AhR)“, Farbcode und Bewertung anhand der
folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b) Referenzsubstanz
bekannt, ¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, e) Bewertung durch
Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) |c) [d) |e) [f)
Code*

180 AhR assay- Assay

181 AhR Transaktierungsassay

182 AhR CAFLUX- Assay X

183 DR-CALUX ®- Assay

184 AhR-cisFACTORIAL- Assay

185 MCF7DRE- Assay

186 H4llEluc- Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

Weitere Bioassays der Effektdetektionskateqorie ,metabolische Enzyme und Rezeptoren*

Es wurden in dieser Studie weitere Bioassays erfasst, die spezifisch oder unspezifisch die
Aktivitat oder Expression bestimmter Proteine detektieren. Diese Bioassays sind in Tabelle
21 aufgelistet. Auch fir diese Bioassays gilt, dass ein eindeutiger Bezug zu bekannten
schadlichen Auswirkungen oder bestimmten chemischen Stoffgruppen derzeit noch erforscht

wird. Deshalb wird von diesen Bioassays zunéachst keiner weiterflihrend betrachtet.
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Tabelle 21 Bewertung weiterer Bioassays in der Kategorie ,metabolische Enzyme und Rezeptoren®;
Farbcode und Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten
Protokolls, b) Referenzsubstanz bekannt, c) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der
Praxis, €) Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- Bioassay-Name a) |b) |c) |d) |e) |f)
Code*

187 Genexpression hspbl11

188 Proteinexpression HSP 70

189 Genexpression hsc 70

190 HSE-cisFACTORIAL-Assay

191 Katalaseaktivitat

192 Glutathion-S-transferase- Aktivitat

193 Glutathionperoxidase-Aktivitat

194 Superoxiddismutas-Aktivitat

195 Haem peroxidase-Aktivitat

196 Genexpression CYP 4G

197 Assay zur Bestimmung Glutahion-Gehalt
198 Assay zur Bestimmung Glycogen-Gehalt
199 Assay zur Bestimmung Protein-Gehalt
200 MCF7-RARE-Assay

201 P19/A15-Assay

202 RORR-transFACTORIAL-Assay

203 hRAR-Yeast Assay-Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet

sonstige spezifische Effekte

In einer weiteren Effektdetektionskategorie wurden Bioassays erfasst, die im weitesten Sinne
spezifisch auf bestimmte Arten von Stress reagieren. Die Bioassays Nummer 204 und 205
detektieren eine Antwort auf Hypoxie (Sauerstoffarmut). Eine Induktion von p53 (Bioassays
Nr. 206-209) in Organismen deutet auf eine Modifikation der Zellzyklusregulation hin und
kann als spezifische Stressantwort angesehen werden. Fraglich ist derzeit inwieweit diese,
im organismischen Kontext funktionierenden, regulativen Prozesse in Zellassays
nachgebildet werden koénnen, da es sich hier um sekundare Effekte handelt, die nicht direkt
mit Chemikalienbindung korrelieren. Auch fur diese Bioassays besteht derzeit vor allem

Forschungsbedarf, so dass hier kein Bioassay zur weiteren Betrachtung vorgeschlagen wird.
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Tabelle 22 Bewertung der Bioassays in der Kategorie ,sonstige spezifische Effekte“, Farbcode und
Bewertung anhand der folgenden Kriterien: a) Vorhandensein eines standardisierten Protokolls, b)
Referenzsubstanz bekannt, c¢) Verwendung in der Regulatorik, d) Anwendung in der Praxis, €)
Bewertung durch Experten, f) Sensitivitat in Ringstudie

Assay- | Bioassay-Name a) |b) |c) |d) |e) [f)
Code*

204 hypoxia-switchgear-Assay

205 HIF-1a-cisFACTORIAL-Assay

206 p53- Geneblazer-Assay

207 p53-cisFACTORIAL-Assay

208 p53-CALUX-Assay

209 p53-CALUX +S9-Assay

* Assay-Code: Nummerierung der Bioassays durchgehend wie in Anhang 4 gelistet
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Anhang 7 - Gegeniberstellung der Chemikalien mit den Bioassays

Um einen Uberblick zu erhalten, inwieweit die Chemikalien der Baden-Wurttemberg-Liste
und ihre Wirkweisen mit den 13 priorisierten vorausgewahlten Bioassays potentiell
detektierbar sind, wurde eine Ubersicht erstellt, die folgende Informationen enthalt:

Zu den Chemikalien:

e Substanzname

¢ allgemeine Wirkweise
o spezifische Wirkweise
e molekulares Target

e Spezies.
Zu den ausgewahlten Bioassays:

e Bioassayname

o Effektdetektionskategorie
e Subeffektkategorie

e Rezeptor

e Beobachtung

e System (Organismus/ Zelltyp).

Beim Auflisten der ausgewdahlten Bioassays wurde deutlich, dass diese hier sinnvollerweise

nochmals in drei Gruppen einsortiert werden kénnen. Das sind:

o die Gruppe der organismischen Bioassays, die apikale Endpunkte analysieren,
o die Gruppe der zellularen Bioassays, die spezifische Rezeptorbindung analysieren-
als Indikatoren fur spezifische Chemikalien-Rezeptor-Interaktionen,

e invitro-Bioassays, die eher allgemeine Stressantworten detektieren.

Es wurde schnell deutlich, dass es nicht ohne weiteres mdglich ist, Ubereinstimmungen
zwischen den Chemikalien-Wirkweisen und den einzelnen Effektdetektionskategorien der
Bioassays zu finden. So lasst sich beispielsweise der Endpunkt Mortalitat des
Fischembryotestes nicht direkt mit einer bestimmten Chemikalien-Wirkweise verkntpfen.
Andersherum koénnen Herbizide, deren Wirkweise beispielsweise die Hemmung der
Photosynthese ist, auch unspezifische, schadliche Effekte in nicht pflanzlichen Organismen
hervorrufen, was bei der Auswahl der Bioassays bedacht werden sollte. Da eine 1:1
Zuordnung einer bestimmten Chemikalie zu einem bestimmten, potentiell responsiven
Bioassay hier nicht einfach maglich ist, wurde in der Tabelle (vgl. Anhang 8) jede Chemikalie

einzeln betrachtet. Bioassays, die die Wirkung einer Chemikalie potentiell detektieren sollten,
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wurden dann mit einem Kreuz markiert. Bei Unsicherheiten wahrend dieser Zuordnung
wurde das Kreuz in Klammern gesetzt. Das Vorgehen ist im Folgenden beispielhaft, anhand

der Aspekte die beriicksichtigt wurden, erlautert.

Gibt es eine klare Ubereinstimmung des Rezeptors?

Beispielsweise ist fur Bisphenol A eine 0Ostrogene Wirkung bekannt. Es ist also davon
auszugehen, dass Bioassays, die speziell dstrogene Effekte detektieren (z. B. hERa-Hela-
9903-Assay) hier sensitiver reagieren als beispielsweise der Fischembryotoxizitéatstest. Das
heil3t, spezifische Bioassays wurden immer dann angekreuzt, wenn eine entsprechende

Wirkweise eines Stoffes beschrieben ist.

Gibt es eine Ubereinstimmung beziiglich der Stoffstruktur?

Fur Fluoranthen, ein polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff (PAK), wurde
beispielsweise eine Ubereinstimmung mit den Bioassays ,DR-CALUX“ und ,EROD
Aktivitatsmessung“ markiert, da diese Bioassays zur Detektion von PAK eingesetzt werden

kdnnen.

Sind molekulare Zielstrukturen/ Signalwege potentiell vorhanden?

Die Wirkweisen bestimmter Pharmaka sind nur fiir Sauger bekannt. Es wurde ein Kreuz in
Klammern beispielsweise beim Fischembryotoxizitatstest und beim Daphnientest gesetzt,
wenn die molekularen Zielstrukturen oder Signhalwege in diesen Organismen potentiell
vorhanden sind, Uber die Sensitivitat oder die Beteiligung dieser Signalwege an der

Ausbildung eines organismischen Schadens allerdings nichts bekannt ist.

Sind multiple Effekte zu erwarten?

Wie bereits erlautert, wirken Chemikalien oft nicht nur Uber eine Wirkweise. Besonders
deutlich wird dies fur die Gruppe der perfluorierten Chemikalien (PFCs). Fir diese werden in
der Literatur multiple Effekte beschrieben und es gibt Evidenzen fir die Bindung dieser
Stoffe an verschiedene Rezeptoren. Fir einige dieser Stoffe wurde spezifisch eine Stdérung
des PPAR-Rezeptor Signalweges beschrieben. Dies kénnte mdglicherweise mit dem
PPARYy-transFACTORIAL-Assay detektiert werden. Hier ware zunachst eine systematische
Untersuchung angeraten, inwieweit dieser Bioassay Stoffgruppen-spezifisch PFCs
detektieren kann. Es ist denkbar, dass PFCs auch Effekte im Ames-Test oder Nrf2-Assay
bzw. in den organismischen Bioassays hervorrufen, da weitere unspezifische Wirkweisen
wie z. B. Nukleinsaureschadigung oder oxidativer Stress fiur diese Stoffgruppe beschrieben
sind.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass prinzipiell eine kombinierte Anwendung
organismischer Bioassays einen Grofdteil der Effekte der gelisteten Chemikalien erfassen
sollte. Moglicherweise nicht erfasst wirden Stoffe und Wirkweisen, die spezifisch zu einem
chronischen schadlichen Effekt fihren und akut nur mit entsprechend sensitiven,
spezifischen Effektdetektoren erfasst werden konnen, wie z. B. potentiell kanzerogene
Stoffe, endokrin wirksame Stoffe, neurotoxische Stoffe oder Chemikalien, die spezifisch auf
Bakterien oder Pilze wirken.
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Anhang 8 - Tabelle zur Gegenliberstellung der Chemikalien mit den Bioassays

(Ethylendinitrilotetraacetat)

apikale Endpunkte |spezifische Rezeptorbindung Stressantworten
1] . ,
3| | g g |2 2 2
o 2 o 2 Z o S =
S © > 2 < > | < |o > @ o
o © © < ! @© & © (0]
Sl Sla |8|lal2|8|8]C | 8]c¢& 3
) ) - ) . |Molekulares . 2 X |len|l < |8 | 3 < S |< < @ <
Substanz allg. Wirkweise spezifische Wirkweise T " Spezies i) g |52| s > 2 @) 5 |y ® ® L
aree 2| 2|28 2 | 8|3 |x |28 |x|2]| 4|8
= o S c| o = Q o) = S 35 i3 8 |
= ES2|l 2|z |2 |2 | |2 2| < | - |z
5 | 2|Ee| S5 |<|S|ulegxd|a|q (23
= s |ca| B | @ = g c | 8| 3 o 2 88
2| 2 |2E| g |w | E | x| O |lan|lx | & | E [E9
< L || = < < O} < [a<| O [} < [Z2<
Sulfamethoxazol Antibakteriell Storung der Folsaure- | Dihydropteroat- Bakterien
Biosynthese Synthase
Acetyl-Sulfamethoxazol Antibakteriell Storung der Folsaure- | Dihydrofolat- Bakterien
Biosynthese Reduktase
. . 5 S Untereinheit
) ) . . Bakterielle Rib: - ) .
Clarithromycin Antibakteriell aiteriele Ribosomen bakterieller Bakterien
Inhibierung -
Ribosomen
Cetirizin Antihistamin H1 Rezeptor Antagonist Histamin H1 Séugetiere x) x)
P Y Rezeptor 9
) " . Cyclooxygenase Prostaglandin G/H | ... .
Diclof Antiinfl, h . .
iclofenac ntiinflammatoriscl Inhibierung / analgetisch |Synthase Saugetiere (x) x)
" . Cyclooxygenase u .
Ibuprofen Antiinflammatorisch Inhibierung / analgetisch Cyclooxygenase Séugetiere x) x)
Betal-selektiver Beta-adrenerger
Metoprolol Betablocker adrenerger Rezeptor 9 Séaugetiere (x) (x)
: Rezeptor
Antagonist
Betal-selektiver Beta-adrenerger
Sotalol Betablocker adrenerger Rezeptor 9 Saugetiere x) (x)
: Rezeptor
Antagonist
Saccharin Pot. Kanzerogen (hohe Dosis) Nagetiere (x)
NTA (Nitrilotriacetat) Pot. Kanzerogen (hohe Dosis) (x)
EDTA Pot. Kanzerogen (hohe Dosis) Nagetiere (%)
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apikale Endpunkte |spezifische Rezeptorbindung Stressantworten
1] \ '
Q = > > (2 |
72}
S | B 212 (s15[3/o | z|8 S
Sl Sla |8|a|2|8 |26 |3]|cE 3]
i ) . ' _|Molekulares . 2 X |len|l < |8 | 3| < S | < < | 2 <
Substanz allg. Wirkweise spezifische Wirkweise T i Spezies 2 g ER I > 2 ® 5 % ® 8 L
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Bisphenol A (BPA) Endokrin Ostrogen Wirbeltiere X X X
4-iso-Nonylphenol Endokrin Ostrogen Ostrogen-Rezeptor |Wirbeltiere X X X
Estradiol Endokrin Ostrogen Ostrogen-Rezeptor |Wirbeltiere X X X
Estron Endokrin Ostrogen Ostrogen-Rezeptor |Wirbeltiere X X X
tert-Oktylphenol Endokrin Ostrogen Wirbeltiere X X X
. . . . Natriumkanal- u .
Carbamazepin lonenkanal-Modulation Natriumkanal-Inhibierung Protein Typ 5 alpha Séaugetiere (x) x)
Lamotrigin lonenkanal-Modulation Natriumkanal-Inhibierung [Natriumkanal Séugetiere x) )
Gabapentin lonenkanal-Modulation Calciumkanal-Inhibierung | Calciumkanal Séugetiere x) x)
Hydrochlorothiazid lonenkanal-Modulation SLC12A3 Séaugetiere x) (x)
Bezafibrat Stoérung des Lipidmetabolismus P.PAR Rezeptor PPAR Rezeptor Séugetiere X X X
Signalweg
. "Enoyl-acyl carrier |Bakterien +
) - . Bakterielle ENR . )
Triclosan Stérung des Lipidmetabolismus axterietie protein"-Reduktase-|Pilze + X
Inhibierung
Enzym Pflanzen
Carbendazim Stoérung der Mitose/ Zellzyklus Inhlb!erung der Beta— Tubulin Pilze X X X
tubulin Assemblierung
Fluoranthen Storung der Mitose/ Zellzyklus Immunmodulation Wirbeltiere X X X X X
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apikale Endpunkte |spezifische Rezeptorbindung Stressantworten
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Oxazepam Neuroaktiv GABA Rezeptor Agonist GABA Rezeptor Wirbeltiere X X
oder Antagonist
Tris(2-chloroethyl)phosphat |Neuroaktiv GABA RezepFor Agonist GABA Rezeptor Wirbeltiere X X
oder Antagonist
Tris(1,3-
dichloroisopropyl)phosphat |Neuroaktiv AChE Inhibierung AChE Wirbeltiere X X X
(TDCPP)
Triphenyl phosphat Neuroaktiv AChE Inhibierung AChE Wirbeltiere X X X
Diuron Photosynthese-Inhibierung PS Il-Inhibierung PS I Pflanzen X X
Isoproturon Photosynthese-Inhibierung PS 1l-Inhibierung PS I Pflanzen X X
Terbutryn Photosynthese-Inhibierung PS ll-Inhibierung PS1I Pflanzen X X
Bentazon Photosynthese-Inhibierung PS II-Inhibierung PS I Pflanzen X X
h . . . AMP-aktivierte u .
Metformin Storung der Signaltransduktion Proteinkinase (AMPK) AMPK Saugetiere (x) (x)
2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure |Synthetisches Auxin Pflanzen (x)
(2,4-D)
Mecoprop Synthetisches Auxin Pflanzen (x)
2-Methyl-4-
chlorphenoxyessigsaure Synthetisches Auxin Pflanzen x)
(MCPA)
Dichlorprop Synthetisches Auxin Pflanzen x)
« Entkoppler der
Perfluoroctansulfonséure- . -
] Atmungsketten-Inhibierung oxidativen (x) (x) x)
amid (PFOSA) i
Phosphorylierung
Perfluorohexansulfonat Zellmembran-Stérung ™) ™) )

(PFHXS) (Anion)
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Perfluorododecanséure Zellmembran-Storung; Nukleinséure- ™) ™) ) )
(PFDoDA) Schadigung
Perfluorohexanséure ) R . .
(PEHXA) Entwicklungstoxizitat Wirbeltiere (x) (x) x)
?:';E::;Z;) heptansaure Entwicklungstoxizitat ERK/JNK Signalweg ERK; JNK Wirbeltiere x) x) (%)
Perfluorodecanséure . - . . . |PPAR Rezeptor .
(PFDA) Storung des Lipidmetabolismus; Endokrin Signalweg PPAR Rezeptor Nagetiere (x) ™ | X
Perfluorooctanséaure Stérung des Lipidmetabolismus; Oxidativer |PPAR Rezeptor ) .
(PFOA) Stress; Zellmembran-Stérung; Endokrin  |Signalweg PPAR Rezeptor Wirbeltiere ®) ®) ® X *)
Perfluorononansaure Storung des Lipidmetabolismus; Oxidativer |[PPAR Rezeptor ) .
(PFNA) Stress; Zellmembran-Stérung; Endokrin  |Signalweg PPAR Rezeptor Wirbeltiere ®) ®) ® x *)
Perfluorooctanesulfon-saure|Stérung des Lipidmetabolismus; PPAR Rezeptor ) .
(PFOS) Zellmembran-Stdrung Signalweg PPAR Rezeptor Wirbeltiere ™ ™ ® X
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(PFUNDA) Nukleinsaure-Schadigung, Endokrin
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