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Vorwort

Unter dem gemeinsamen Obertitel Vorhersagbarkeit und Beurteilung der aquatischen
Toxizitat von Stoffgemischen wurden in den Jahren 1996 und 1997 mit finanzieller Unter-
stiitzung durch das Bundesministerium fir Bildung, Wissenschaft, Forschung und Tech-
nologie zwei kooperierende Forschungsvorhaben durchgefiihrt. Das erste dieser Vorha-
ben hat sich mit multiplen Kombinationen von unéhnlich wirkenden Substanzen in niedri-
gen Konzentrationen befalit (Férderkennzeichen 07 OTX 16). Es wurde in Zusammen-
arbeit der Universitat Bremen mit dem Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse werden in diesem Bericht vorgestellt. Gegenstand des zweiten Vor-
habens waren bindre Kombinationen von unéhniich wirkenden Substanzen unter Bedin-
gungen akuter und chronischer Exposition (Forderkennzeichen 07 OTX 06). Es wurde am
Landesumweltamt Nordrhein-Westfalen bearbeitet. Die Ergebnisse dieses Kooperations-
vorhabens werden in den Diskussionsteilen dieses Berichtes vergleichend bericksichtigt
und sind in die Schiuffolgerungen mit eingeflossen. Unseren Kooperationspartnerinnen,
Frau Dr. Brigitte von Danwitz und Frau Friederike Striider sei an dieser Stelle fur die gute
Zusammenarbeit herzlich gedankt.

Zur erfolgreichen Durchfihrung dieses Projektes haben wissenschaftliche und technische
Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen sowie Studenten und Studentinnen ganz wesentlich bei-
getragen. Namentlich besonders gedankt sei an dieser Stelle Kerstin Froehner, Veronica
Hamer, Rico Hampel, Uta Kayser, Friedemann Kieint, Carsten Krumbholz, Erika Lorenz,
Christian Schafer, Maike Schafer, Katrin Wagenitz und Sascha Wolf.

Das in diesem Bericht dokumentierte Vorhaben hat die aquatische Toxizitat multipler
Gemische in experimentellen Untersuchungen an Monospezies-Tests analysiert. Damit
konnten fiir die prospektive Risikobewertung von Chemikalien wichtige Fragen geklart und
gleichzeitig Voraussetzungen fir weiterfihrende Arbeiten auf anderen Ebenen geschaffen
werden. Dies sind einerseits Untersuchungen in freilandnahen Multi-Spezies-Tests und
andererseits die Weiterentwicklung von Modellen der theoretischen Chemie (QSAR) zur
Anwendung auf Fragen der Kombinations-Wirkungsanalyse. Diese Arbeiten werden in
einem AnschiuBvorhaben im Rahmen eines Europaischen Forschungsverbundes
zwischen den Universititen Bremen, Mailand und Goteborg sowie dem Umweltfor-
schungszentrum Leipzig/Halle mit finanzieller Unterstitzung durch die Kommission der
Europaischen Gemeinschaften vorangebracht. Die Ergebnisse werden zu Beginn des
neuen Jahrtausends vorliegen.
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1 Zusammenfassung

Aufgabe des Projektes war es, mit Hilfe experimenteller Untersuchungen und biome-
trischer Datenanalysen die folgenden Fragen zu beantworten:

1. Ist die aquatische Toxizitdt multipler Gemische unahnlich wirkender Stoffe vorher-
sagbar?

2. Tragen niedrige, allein nicht signifikant wirksame Konzentrationen von Einzelstoffen
zur Gesamttoxizitat multipler Gemische bei? :

Fur die Vorhersage der Toxizitdt von Gemischen stehen zwei Konzepte zur Verfugung:
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG. Vorhersagen werden dabei
aus Toxizitatsdaten von Einzelstoffen kalkuliert. Der Prognosewert dieser Konzepte wur-
de vergleichend gepriift.

Exemplarische Untersuchungen wurden in einem Algentest mit Scenedesmus vacuolatus
und einem Bakterientest mit Vibrio fischeri durchgefihrt. Als Toxizitatsparameter dienten
die Inhibierung der Reproduktion der Algen sowie die Biolumineszenzhemmung der
Bakterien. In jedem der beiden Biotests wurde je ein Referenzgemisch &hnlich wirkender
Stoffe und ein Gemisch undhnlich wirkender Stoffe untersucht. Zur Analyse der Mi-
schungstoxizitat ahnlich wirkender Stoffe wurde im Algentest ein Gemisch aus 18
s-Triazinen verwendet, welche spezifisch die Photosynthese inhibieren. Im Leuchtbak-
terientest diente zu diesem Zweck ein Gemisch aus 16 substituierten Phenolen, welche
als protonophore Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung wirken. Die Gemische
unahnlich wirkender Stoffe setzten sich aus 16 bzw. 14 unterschiedlichen Herbiziden,
Fungiziden und Antibiotika zusammen.

Konzentrations-Wirkungsanalysen wurden flr sédmtliche Einzelstoffe sowie fur multiple
Gemische durchgefuhrt. Die Experimente waren so konzipiert, dal eine statistisch valide
Modellierung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von Einzelsubstanzen im Bereich
von 1 % bis mindestens 80 % Effekt méglich war. Diese erfolgte durch die fallweise Aus-
wahl eines "best fit" Modelis aus einem Pool von 10 nichtlinearen sigmoiden Regres-
sionsfunktionen. Die Gemische enthielten die Komponenten in zwei unterschiedlichen,
jeweils konstanten Mischungsverhaltnissen (Verhaltnis der ECs; bzw. der EC,; der Einzel-
substanzen). Experimentell bestimmte Mischungstoxizitdtswerte wurden mit Vorhersagen
verglichen. Zur Quantifizierung der Vorhersagegenauigkeit wurde der /ndex on Prediction
Quality (IPQ) verwendet.

Unter Bezug auf die oben aufgeworfenen Fragen lassen sich die Ergebnisse wie foigt
zusammenfassen:

1. Die Toxizitat multipler Gemische strikt unéhnlich wirkender Stoffe 148t sich unter
Anwendung des Konzeptes der UNABHANGIGEN WIRKUNG exzellent vorhersagen, wah-
rend KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT die Toxizitat Uberschatzt. Fur multiple Gemische
strikt &hnlich wirkender Stoffe liefert hingegen KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT sehr pra-
zise Vorhersagen, wahrend UNABHANGIGE WIRKUNG zur einer Unterschatzung der
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Toxizitat fuhrt. Diese Aussagen gelten unabhangig vom Mischungsverhdltnis, vom
Effektniveau und vom verwendeten Biotest.

2. Geringe, allein nicht signifikant wirksame Konzentrationen von Einzelstoffen
(< NOEC") filhren in den untersuchten Gemischen insgesamt zu einer deutlichen
Mischungstoxizitat. Dies gilt sowohl fir Gemische &hnlich wirkender Komponenten, als
auch fir Gemische aus unéhnlich wirkenden Stoffen. Experimentell wurde dieser
Sachverhalt fur Situationen demonstriert, in denen samtliche Mischungskomponenten
in Konzentrationen vorlagen, die nach statistischer Schatzung alleine jeweils nur einen
nicht signifikanten Effekt von 1 % ausiésen wirden. Daraus resultierten jedoch deut-
liche Gesamteffekte der Testgemische zwischen 15 und 95 %.

" NOEC - No Observed Effect Concentration



2 Problemstellung

Toxizitat multipler Gemische

Abschatzungen des gewassertoxikologischen Gefahrdungspotentials von Chemikalien
grinden sich auf Labordaten, die in standardisierten Testverfahren an Bakterien, Algen,
Wasserflohen, Fischen und anderen Organismen gewonnen werden. Sie richten sich auf
die Bewertung von Einzelstoffen. Die Lebensgemeinschaften der Gewasser sind jedoch
meist einer Vielzahl von Umweltchemikalien ausgesetzt, die sich in ihrer Toxizitdt wech-
selseitig beeinflussen. Fir die Gefahrstoffregulierung stellt sich damit die Frage, ob die-
sem Kombinationswirkungspotential in besonderer Weise Rechnung getragen werden
muB, und wie dies angemessen geschehen kann. Die experimentelle Prifung aller poten-
tiellen oder auch nur der faktisch nachgewiesenen Mischungen von Substanzen kann
allerdings von vornherein als praktisch unmaoglich ausgeschlossen werden. Ein Ausweg
muld daher in theoretischen Abschatzungen des Zusammenwirkens von Stoffen auf Basis
vorhandenen Datenmaterials gesucht werden. Die Problemstellung kann somit auf fol-
gende Frage zugespitzt werden: Erlaubt die Kenntnis der Toxizitat von Einzelstoffen eine
begrundete Vorhersage flr die Toxizitdt multipler Stoffgemische?

Vorhersage-Konzepte

Fir die Vorhersage und Beurteilung von Kombinationswirkungen stehen zwei konkurrie-
rende Konzepte zur Verfigung. Meist werden sie mit den Begriffen KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG bezeichnet. Beide Konzepte gestatten es, aus
Toxizitatsdaten von Einzelstoffen Erwartungswerte fir die Toxizitdt von Gemischen zu
kalkulieren. Sie liefern damit sowohl Grundlagen fur die Vorhersage von Kombinations-
effekten als auch Malstabe fir deren Beurteilung. Vergleichende Untersuchungen zum
Vorhersagewert dieser Konzepte in der aquatischen Toxikologie haben sich bisher auf
Kombinationen aus zwei Stoffen konzentriert (Grimme et al. 1996a). Inwieweit die Ergeb-
nisse auf multiple Gemische Ubertragbar sind, ist unklar.

Unéahnliche Wirkung

Nach Stand des Wissens ist die Vorhersagbarkeit der Toxizitat von Stoffgemischen an
die Frage geknlpft, ob die Komponenten eines Gemisches in dem betroffenen Organis-
mus &hnlich oder unahnlich wirken. Konsens besteht darliber, daR im Falle eines identi-
schen Wirkungsmechanismus und einer ahnlichen Wirkungsweise das Konzept der KON-
ZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine begriindete Annahme fir das Zusammenwirken von Stof-
fen darstellt (Calamari und Vighi 1992). Strittig ist jedoch, wie eng oder weit der Begriff
der Wirkungs-Ahnlichkeit gefalt werden darf. Strittig ist auch, von welcher Hypothese im
Falle unahnlich wirkender Mischungskomponenten auszugehen ist. Stellt KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT sozusagen die ‘general solution” dar (Berenbaum 1985) oder ist in
dieser Situation von UNABHANGIGER WIRKUNG auszugehen (Pdch 1993)? Die reale Belas-
tungssituation von Gewassern ist gerade durch eine Vielfalt von Substanzen unterschied-
lichster Strukturen und Wirkeigenschaften gekennzeichnet. Die Frage nach der Vorher-




4 Problemstellung

sagbarkeit der Toxizitat multipler Gemische muf deshalb auf den Fall undhniich wirken-
der Stoffe fokussiert werden.

Niedrige Konzentrationen

Typischerweise liegen die in Gewassern beobachteten Konzentrationen von Umweltche-
mikalien in Bereichen, die in Standardtestverfahren nur geringe oder gar keine statistisch
signifikanten Effekte hervorrufen, sog. No Observed Effect Concentrations (NOEC's). Un-
ter diesen Bedingungen konnen die beiden Vorhersage-Konzepte zu dramatisch unter-
schiedlichen Abschatzungen der Mischungstoxizitat fihren. Ob solche niedrigen Konzen-
trationen Oberhaupt zur Toxizitat eines Gemisches beitragen und ob sich in der Summe
vieler, einzeln nicht signifikant wirksamer Mischungskomponenten dennoch insgesamt ein
deutlicher unerwlnschter Kombinationseffekt ergeben kann, ist ebenfalls strittig.

Fragen

In Zusammenfassung dieses Problemstandes war es die Aufgabe des Projektes folgende

Fragen zu prifen:

1. Ist die aquatische Toxizitat multipler Gemische undhnlich wirkender Stoffe vorhersag-
bar? .

2. Tragen niedrige, allein nicht signifikant wirksame Konzentrationen von Einzelstoffen
zur Gesamttoxizitat multipler Gemische bei?

Dazu wurden exemplarische Untersuchungen an ausgewahiten Stoffgemischen und Bio-

test-Systemen durchgefiihrt. Die Resultate erméglichen eine rationale Einschatzung der

Frage, ob bei umweltpolitischen Regelungsvorhaben grundsatzlich eine Berlcksichtigung

von Kombinationstoxizitaten erfolgen solite.




3 Grundlagen und Ausgangspunkt

Die Umsetzung der Problemstellung in realisierbare Arbeitsziele erfordert eine Abgren-
zung des Anspruchs (3.1). Sie basiert auf den bereits genannten theoretischen und kon-
zeptionellen Grundlagen, namlich den Vorhersage-Konzepten (3.2), dem Stellenwert von
NOEC s in diesen Konzepten (3.3) und dem mit den Konzepten verknipften Begriff der
Wirkungs-Ahnlichkeit (3.4). Ausgangspunkt der Arbeiten war der Erkenntnisstand zur Vor-
hersagbarkeit von Mischungstoxizitaten in der aquatischen Toxikologie (3.5), wie er sich
aus vorliegenden experimentellen Arbeiten ergab. Im folgenden werden diese Grundia-
gen erldutert und der Ausgangspunkt bestimmt. Darauf aufbauend werden in Abschnitt 4
die Arbeitsziele spezifiziert.

3.1 Anspruch

Idealerweise sollten sich Vorhersagen und Beurteilungen der aquatischen Toxizitat von
Stoffgemischen auf detaillierte Kenntnisse der Aufnahme, Verteilung und Elimination so-
wie der molekularen Wirkmechanismen und der Wirkungsweisen von Mischungskompo-
nenten in aquatischen Organismen stitzen, und sie miBten darlberhinaus vor allem
auch Wirkketten auf 6kosystemarer Ebene berucksichtigen. Derartige Kenntnisse sind fur
die weitaus grofte Zahl der Umweltchemikalien nicht vorhanden und werden auch in
einem absehbaren Zeitraum nicht verfigbar werden. Fir regulatorische Zwecke mussen
deshalb pragmatischere Lésungsanséatze gefunden werden, die sich auf einfache Hypo-
thesen stitzen, die dennoch aber durch den Stand des Wissens hinreichend begrindet
sind. Ein pragmatischer Ansatz bedeutet dabei die Orientierung auf das Erkennen regel-
hafter Zusammenhange, im Gegensatz zur Erforschung der Besonderheiten von Einzel-
fallen. Es geht darum, ein Handeln unter UngewiBheit zu ermaglichen, das den Anspri-
chen des Vorsorgeprinzips im Umweltschutz dort hinreichend Rechnung tragen laft, wo
aus technischen oder wirtschaftlichen Griinden die Ausbreitung von Chemikalien in der
Umwelt nicht fir verhinderbar oder ihre Herstellung und ihr Einsatz fur unverzichtbar ge-
halten werden.

Qualitative und quantitative Wirkungsverénderungen

Die biologische Wirkung einer Umweltchemikalie kann durch die Anwesenheit einer oder
mehrerer weiterer Substanzen in qualitativer oder quantitativer Weise verandert werden.
Eine qualitative Veranderung der Wirkeigenschaften ware z.B. dann gegeben, wenn die
Komponenten eines Gemisches alleine jeweils keine kanzerogene Wirkung zeigen, in
Kombination aber die Entstehung eines Tumors zu induzieren vermégen. Solche qualita-
tiven Wirkungsveranderungen waren nicht Gegenstand dieses Vorhabens und konnen
durch die gepriiften Vorhersage-Konzepte auch nicht prognostiziert werden. Das Projekt

" Teile dieses Abschnitts fassen vorhabenrelevante Aspekte folgender Arbeiten zusammen: Bbdeker et al.
1992, Altenburger et al. 1993, Grimme et al. 1994, 1996a, 1996b, Faust et al. 1996
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hat sich vielmehr auf Veranderungen der Intensitdt eines vorgegebenen Effektes kon-
zentriert, die durch die gleichzeitige Anwesenheit mehrerer Schadstoffe hervorgerufen
werden. Es ging also um toxische Effekte, die bei ausreichend hoher Konzentration und
geeigneten Bedingungen auch durch jede der Einzelsubstanzen eines Gemisches indu-
zZiert werden koénnen.

Integrale Parameter

Im Fokus dieses Projektes, wie auch der gewassertoxikologischen Priifung von Chemika-
lien generell, stehen sog. integrale Parameter. Beispiele dafur sind die Sterblichkeitsrate
oder die Vermehrungsrate einer Population von Organismen, Parameter also, die durch
nahezu jede Substanz beeintrachtigt werden kdénnen. Es wird erwartet, dal die unter-
schiedlichsten Mechanismen der Wirkung einzelner Schadstoffe auf dieser Beobach-
tungsebene gemeinsam zum Tragen kommen. Qualitative Veranderungen von Wirkei-
genschaften soliten also in einem solchen gemeinsamen toxikologischen Endpunkt auch
einen quantitativen Niederschlag finden.

Konzentrations-Wirkungsanalytik

Klassische Vorgehensweise der Toxikologie bei der Charakterisierung der Giftigkeit von
Substanzen ist die Bestimmung von Konzentrations- oder Dosis-Wirkungsbeziehungen.
Dabei wird die biologische Wirkung als Funktion der einwirkenden Stoffmenge bestimmt,
wahrend alle anderen EinfluRgréen konstant gehalten werden. Als Graph dieser Funk-
tion erhdlt man eine 2-dimensionale Konzentrations-Wirkungskurve. Ubertragt man die-
sen Ansatz auf die moglichen Kombinationen von zwei Substanzen, erhélt man eine Kon-
zentrations-Wirkungsfidche im 3-dimensionalen Raum. Bei einem multiplen Gemisch aus
n Stoffen gelangt man schiieBlich zu einer Konzentrations-Wirkungsflache in einem Raum
mit n+1 Dimensionen. Damit Gberschreitet man menschliche Vorstellungs- und Interpre-
tationsfahigkeiten. Eine Reduktion auf eine einfache 2-dimensionale Konzentrations-Wir-
kungskurve ist jedoch méglich. Entweder wird lediglich die Konzentration einer einzigen
Substanz variiert, wahrend die Konzentrationen aller anderen Mischungskomponenten
konstant gehalten werden. Oder aber das Verhaltnis der Mischungskomponenten bleibt
konstant, und nur die Gesamtkonzentration variiert. Der letztgenannte Ansatz wurde in
den experimentelien Arbeiten dieses Vorhabens realisiert.

Der Kern des wissenschaftlichen Problems dieses Vorhabens lag nun darin, solche expe-
rimentell bestimmten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von multiplen Gemischen in
Relation zu den Konzentrations-Wirkungsfunktionen der Einzelstoffe zu setzen. Handelt
es sich um ein singulares Phanomen, das nur fir das getestete Gemisch unter den ge-
geben Bedingungen beobachtet werden kann? Oder aber gibt es einen regelhaften Zu-
sammenhang zwischen Einzelstoff-Toxizitat und Mischungstoxizitat, der fur prognostische
Zwecke genutzt werden kann? Solche allgemeinglltigen Relationen werden unter
Zugrundelegung bestimmter pharmakologischer Annahmen durch Vorhersage-Konzepte
formuliert. Sie spielen deshalb eine zentrale Rolle in diesem Vorhaben, wie auch in der
wissenschaftlichen Diskussion um Kombinationswirkungen tGberhaupt.

—_—e
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3.2 Vorhersage-Konzepte

Effekt-Summation

In Zusammenhang mit Kombinationswirkungen wird haufig davon gesprochen, dal Ef-
fekte von Kombinationen groRer oder geringer seien als die Summe der Einzeleffekte.
Ohne nihere Begriindung wird damit implizit ausgedrickt, daB die arithmetische Summe
der Einzeleffekte eine rationale Erwartung fir den Gesamteffekt eines Gemisches dar-
stelle. Die eingangige Formulierung von der Summe der Einzeleffekte mag zwar intuitiv
plausibel erscheinen. Bei naherer Betrachtung zeigen sich aber gravierende Mange! die-
ses Ansatzes. So macht schon die Tatsache stutzig, daB sich fur die Kombination von 10
Stoffen, die, bezogen auf einen bestimmten Parameter, beispielsweise jeweils 20 %
Hemmung hervorrufen, rechnerisch zusammen 200 % Hemmung ergeben sollen. Auch
das Gedankenexperiment einer Kombination von Agenzien, die in Wirklichkeit nur unter-
schiedliche Verdinnungen ein und desselben Stoffes sind, in der Literatur unter dem
Stichwort "Sham Combination” bekannt, fihrt zu dem SchiuB, daf Effekt-Summation
allenfalls in dem speziellen Fall linearer Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zu erwar-
ten ware (s. Reif 1984, Berenbaum 1985).

Abgesehen von diesem und anderen theoretischen Sonderfalien (s. Plackett und Hewlett
1948) fuhren die bisher entwickelten pharmakologischen und biometrischen Vorstellun-
gen Uber das Zusammenwirken von Stoffen nicht zur Effekt-Summation (s. Berenbaum
1981, 1989). Nur die Konzepte der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und der UNABHANGIGEN
WIRKUNG werden nach Stand des Wissens als allgemein begriindet angesehen (s. Greco
et al. 1992). Nichtsdestoweniger ist die Erwartung einer simplen Addition von Effekten
vielen experimentellen Arbeiten zugrunde gelegt worden und hat Eingang in toxikologi-
sche Standard-Lehrbiicher gefunden. Dabei wird Effekt-Summation haufig auch als Addi-
tivitat bezeichnet, woraus sich erhebliche Verwechslungsmaoglichkeiten ergeben.

KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT

Das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT geht wesentlich auf Arbeiten des Phar-
makologen Loewe zuriick (Loewe und Muischnek 1926, Loewe 1927, 1953). Dem Kon-
zept liegt die Vorstellung einer "Similar Action” von Mischungskomponenten zugrunde (s.
Bliss 1939, Plackett und Hewlett 1952). Die Uberlegungen zur Formulierung dieses Kon-
zeptes gingen von der bereits erwahnten sog. sham combination aus, d.h. der Kombina-
tion einer Substanz mit sich selbst. In allgemeinster Formulierung bezeichnet KON-
ZENTRATIONS-ADDITIVITAT das Phanomen, daR sich eine Substanz in bezug auf den un-
tersuchten Wirkparameter wie die Verdinnung einer anderen verhalt. Im einfachsten Fall
heilt dies, daR die kombinierten Substanzen parallele Konzentrations-Wirkungskurven
aufweisen und sich nur in ihrer relativen Wirksamkeit unterscheiden. Im engeren, mecha-
nistischen Sinne wird KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT als gegeben angenommen, wenn sich
Substanzen durch einen identischen molekularen Wirkungsmechanismus und eine ahn-
liche Wirkungsweise auszeichnen. Im Falle von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT bleibt der
Effekt eines Stoffgemisches konstant, wenn eine Mischungskomponente ganz oder teil-
weise durch die entsprechende Fraktion der gleich wirksamen (sog. &qui-effektiven)
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Konzentration einer anderen Substanz ersetzt wird. Die mathematische Formulierung die-
ses Konzepts ist in Abb. 3.1 angegeben.

Wissenschaftlicher Konsens besteht darin, dal KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT ein geeig-
netes Konzept fiir die Prognose der Mischungstoxizitat von Stoffen mit dhnlicher Wirkung
darstellt (DFG 1975, EIFAC 1980, 1987, EPA 1986, vergl. Altenburger et al. 1993).
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT ist darliberhinaus aber auch als "General Solution" der
Kombinationswirkungs-Analyse propagiert worden (s. Berenbaum 1985). Demnach stellt
dieses Konzept auch fir die Vorhersage und Beurteilung von Kombinationen unahniich
wirkender Substanzen eine valide Grundlage dar. Die Tragfahigkeit der dafur vorge-
brachten Argumente wird allerdings von einem Teil der Expertenschaft vehement be-
stritten (s. Poch 1991, Chou und Rideout 1991). Uberzeugende Ansétze zur Uberwindung
dieser Kontroverse sind derzeit nicht in Sicht (s. Greco et al. 1992).

UNABHANGIGE WIRKUNG

Das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG wurde erstmals von Bliss (1938) unter dem
Begriff “Independent Joint Action" formuliert. Im Gegensatz zur KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT geht es von der Annahme einer unéhnlichen Wirkung der Substanzen in ei-
nem Gemisch aus. Unéhnlich meint die primare Interaktion mit unterschiedlichen Wirk-
orten und die Ausiésung eines gemeinsamen Effektes Uber unterschiedliche Wirkketten.
Es wird postuliert, dai unter diesen Bedingungen der relative Effekt einer Substanz (z.B.
50 % Hemmung gegeniber einer sonst gleich behandelten Kontrolle) in Gegenwart einer
zweiten Substanz unverandert bleibt. Die mathematische Formulierung dieses Sachver-
halts ist in Abb. 3.1 angegeben. Ihre Bedeutung sei am Beispiel von zwei Mischungskom-
ponenten erlautert, die alleine jeweils den Tod von 50 % der Organismen einer Versuchs-
population hervorrufen: 50 % Sterblichkeit in einer bereits um 50 % dezimierten Popula-
tion bedeuten eine Erhdhung der Rate um 0.5 x 0.5 = 25 % auf 75 %.

Angezweifelt wird die Angemessenheit des Konzeptes UNABHANGIGER WIRKUNG insbe-
sondere auf der Ebene integraler Effekte in komplexen Systemen, wie ganzen Zellen,
Organismen oder Populationen von Organismen (s. Greco et al. 1992) und unter Be-
dingungen chronischer Exposition (EIFAC 1987). Kann der idealtypischen Vorstellung von
Wirkketten, die vollig unabhangig zu einem gemeinsamen toxikologischen Endpunkt fih-
ren, mehr als nur theoretische Bedeutung beigemessen werden? Lassen die vernetzte
Organisation des Stoffwechsels, die Existenz von Rickkopplungsschleifen und Kompen-
sationsreaktionen und die hierarchischen Abhangigkeiten von Entwicklungsschritten sich
mit dem Konstrukt der Unabhéangigkeit in Einklang bringen? Sogar die Exremposition,
dal Unabhéngigkeit nur ein unter bestimmten Bedingungen geltender Spezialfall der
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT sei, hat viel Unterstitzung gefunden (Berenbaum 1885,
Stihnel 1990).

Beurteilung

Ist der gemessene Effekt eines Stoffgemisches groRer, gleich oder geringer als aufgrund
der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der einzelnen Komponenten zu erwarten
ware? Dies ist eine zentrale Frage bei der quantitativen Analyse und Beurteilung von
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Kombinationswirkungen. Die Vorhersage-Konzepte liefern MaRstabe fir die Entscheidung
dieser Frage. Abweichungen von Erwartungswerten werden meist mit den Begriffen
“Synergismus” (groRer als erwartet) und "Antagonismus™ (geringer als erwartet) charakte-
risiert. Diese Begriffe bestimmen oft die Diskussion um Kombinationswirkungen. Wichtig
ist deshalb festzustellen, daR ihr Aussagewert vom eindeutigen Bezug auf ein zugrunde-
gelegtes Beurteilungskonzept abhangt.

Der Umstand, daB strittig ist, welches der genannten Konzepte je nach Art des Substanz-
gemisches, des Toxizitdtsparameters und der Einwirkungsbedingungen die angemesse-
nere Annahme darstellt, kann in ein Beurteilungsdilemma fihren: Abweichungen kénnen
beispielsweise synergistisch gegenlber UNABHANGIGER WIRKUNG, aber antagonistisch
gegeniiber KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT ausfallen. Auch erlaubt die Ubereinstimmung
experimenteller Daten mit Vorhersagewerten nach dem einen oder anderen Konzept nicht

Konzentrations-Additivitit

9 : Csi Cs2
bindres Gemisch + =
EC, (81) EC, (S2)

c s
multiples Gemisch z < =
=1 ECx(8)
Unabhidngige Wirkung
bindres Gemisch E(csitesz) = E(csy) + E(Csz) — E(Csy) « E(Cs2)
n
multiples Gemisch E(Ccsi+esat .. +es) = 1-11 [1 - E(esy)]

=1

Abb. 3.1: Mathematische Formulierung von Vorhersagekonzepten fur die Toxizitat
von Gemischen

¢ bezeichnet die Konzentrationen der Substanzen S1 bis Sn, E die betrachteten

Effekte und EC, die Konzentrationen, die erforderlich sind, um einen bestimmten
Effekt x hervorzurufen (z.B. ECs).
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den sicheren RickschiuR auf das Zutreffen der zugrundegelegten Annahmen &hnlicher
oder unéhnlicher Wirkung (Bodeker et al. 1992, Grimme et al. 1984). Eine emste Hirde
stellt dieses Beurteilungsdilemma bei kiassisch pharmakologischer Zielsetzung der Kom-
binations-Wirkungsanalyse dar, namlich der mechanistischen Interpretation beobachteter
Kombinationseffekte. Unter der Zielsetzung einer prospektiven okotoxikologischen Beur-
teilung kann die Entscheidung fir oder gegen eines der Konzepte jedoch nach hand-
lungsorientierten Gesichtspunkten getroffen werden: Welches Konzept liefert die genau-
eren und unter Vorsorgegesichtspunkten vor allem sichereren Vorhersagen und solite
deshalb zur Grundlage regulatorischer MaBnahmen gemacht werden?

Modelle

In der Literatur findet sich eine Vielzahl von Methoden und Modellen, die die Vorhersage-
Konzepte in mathematische oder statistische Verfahren der praktischen Datenauswertung
umsetzen. Sie kénnen nach Ursprung, Zielsetzung, Voraussetzungen und mathemati-
schen Gesichtspunkten unterschiedlich gruppiert werden. Ubersichten finden sich bei Be-
renbaum 1989, Bodeker et al. 1990, Kodell und Pounds 1991, Grimme et al. 1994. Effect
Multiplication’ und Joint Independent Action® sind Beispiele solcher Modelle, die auf dem
Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG basieren. /sobolographie’, Toxic Unit Summation®,
Additivity Index®, und Simple Similar Action® sind entsprechend als wichtige Umsetzungen
der Hypothese konzentrations-additiver Wirkung zu nennen. Einige Modelle, wie der
Mixture Toxicity Index” oder das Median Effect Modef® zielen zwar ebenfalls auf die De-
tektion von Abweichungen gegeniiber KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT, benutzen dazu aber
noch weitere, spezielle Bezugspunkte. Manche dieser Verfahren, wie z. B. die Isobologra-
phie, sind ausschlieRlich auf den Fall bindrer Gemische anwendbar und damit fir dieses
Vorhaben ungeeignet. Insoweit von anderen Gebrauch gemacht wird, werden sie in Ab-
schnitt 6.3 erldutert. Im wesentlichen aber greift dieses Projekt auf die Konzepte nur in
ihrer urspringlichen, in Abb. 3.1 angegebenen Form zurlick.

Terminologie

Flr beide Konzepte, KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG, sind in
unterschiedlichen Wissenschaftsgebieten von verschiedenen Autoren zahireiche unter-
schiedliche Begriffe verwendet worden. UNABHANGIGE WIRKUNG ist beispielsweise auch
als Funktioneller Synergismus®, Simple Independent Action', Muitiplicative Survival Mo-
del", Effekt Multiplikation™, Response Addition™, Response Multiplication' und sogar als
Effekt Summation'® bezeichnet worden. Ein ebensolches Begriffs-Wirrwar herrscht bei
der Bezeichnung von Ubereinstimmungen oder Abweichungen von Kombinationseffekten
mit Vorhersagewerten (s. Bodeker et al. 1992). Besonders verwirrend wirkt dabei, daB
nicht nur ein und derselbe Sachverhalt unterschiedlich bezeichnet wird, sondern daR auch
ein und derselbe Begriff fir unterschiedliche, zum Teil gegensatziiche Situationen ver-
wendet wird. Zur Eindammung der Konfusion ist von einer interdisziplinaren internatio-
nalen Arbeitsgruppe ein terminologischer Konsens fir das Zusammenwirken von zwei
Agenzien vorgeschlagen worden (Greco et al. 1992). Prinzip dieser Terminologie ist es,

' Colby 1967, ? Plackett & Hewlett 1948, ° Loewe & Muischnek 1928, * Sprague 1870, Merking 1977, ® Bliss
1939 Kénemann 1981 ® Chou & Talalay 1983, ° ,Arniéns etal. 1956, ' aney 1971a, ' Morse 1978,
"2 Berenbaum 1881, '* Anderson & Weber 1975, '“ Christensen & Chen 1985, '° Gessner 1988
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Vorhersage-Konzepte durch Voranstellen der Namen von Erst-Autoren zu spezifizieren
und Beurteilungen eindeutig auf ein zugrundegelegtes Konzept zu beziehen. KON-
ZENTRATIONS-ADDITIVITAT soll danach als Loewe Additivity, UNABHANGIGE WIRKUNG als
Bliss Independence bezeichnet werden. Kombinationseffekte, die den jeweiligen Vorher-
sagewert Ubersteigen, werden als Loewe Synergism bzw. Bliss Synergism gekenn-
zeichnet. Im gegenteiligen Fall soll von Loewe Antagonism bzw. Bliss Antagonism
gesprochen werden. Dem Vorteil der Eindeutigkeit dieser Terminologie steht der Nachteil
ihrer bisherigen Ungebrauchlichkeit gegentber. Zugunsten von Begriffen, die in der aqua-
tischen Toxikologie etabliet sind (vergl. EIFAC 1987, Calamari und Vighi 1992,
Altenburger et al. 1993), sprechen wir in diesem Bericht deshalb von KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT (engl. Concentration Addition) im Sinne von Loewe Additivity und von UNAB-
HANGIGER WIRKUNG (engl. Independent Action) im Sinne von Bliss Independence.

Effekte und Effekt-Konzentrationen

UNABHANGIGE WIRKUNG und KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT operieren mit unterschied-
lichen Arten von Toxizitatswerten, namlich einerseits Effekten und andererseits Effekt-
Konzentrationen'. Sind die relativen Effekte einzeln applizierter Mischungskomponenten
bekannt, kann daraus nach dem UNABHANGIGKEITS-Konzept die Starke des Gesamt-
effektes prognostiziert werden. Die Kalkulation von Vorhersagen auf Basis von KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT setzt hingegen die Kenntnis von Effekt-Konzentrationen voraus,
erfordert also eine zumindest partielle Bestimmung der Konzentrations-Wirkungsbezie-
hungen jeder Einzelsubstanz. Bei gegebenem Mischungsverhaltnis der Komponenten
liefert das Konzept diejenige Gesamtkonzentration, die einen vorgegebenen Effekt erwar-
ten laRt, also eine Effektkonzentration fir das Gemisch (s. 6.3.2). Will man die beobach-
tete Toxizitat eines Gemisches mit den Erwartungswerten beider Konzepte vergleichen,
muB deshalb zunachst eine einheitliche Vergleichsebene hergestelit werden. Dies gelingt,
indem man die Formeln fur die Konzepte mit den Konzentrations-Wirkungsfunktionen der
Einzelsubstanzen und dem Mischungsverhaltnis der Komponenten verknipft. Das prima-
re Resultat sind vergleichbare lokale Vorhersagen, d.h. fur bestimmte Effekte oder Effekt-
Konzentrationen. Das Ziel globaler Prognosen, d.h. des gesamten Verlaufs der Konzen-
trations-Wirkungskurve, wird bei beiden Konzepten erst durch die iterative Kalkulation von
Erwartungswerten fur viele Effektniveaus erreicht. In jedem Falle werden diese prognos-
tizierten Kurven der Mischungstoxizitét durch die statistische Schéatzung der Konzen-
trations-Wirkungsfunktionen der Einzelstoffe determiniert (s. 6.3.2).

Quantitative Relationen

Beide Konzepte lassen erwarten, dal der Effekt einer Kombination von Stoffen, die je-
weils in biologisch wirksamen Konzentrationen vorliegen, stets groRer ausfallt als der der
einzeln applizieten Mischungskomponenten. Mischungskomponente meint dabei einen
Einzelstoff in der im Gemisch vorliegenden Einzelkonzentration.

' Effekt-Konzentrationen EC, bezeichnen diejenige Konzentration C eines Stoffes, bei der die Intensitat oder
Haufigkeit eines Effektes E ein bestimmtes Effektniveau x erreicht (z.B. ECsp = Konzentration, die 50 % des
Maximaleffekies auslost). Sie werden aus experimentellen Daten statistisch geschétzt. '
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Tragt man die Wirkungen von Einzelstoffen und Gemischen auf einer einheitlichen Skala
jeweils gegen die vorliegende Gesamt-Stoffkonzentration auf, so prognostiziert KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT eine Kurve, die zwischen den Kurven der Einzelstoffe mit der
hdchsten und der geringsten Toxizitat liegt. Wo jeweils genau, das hangt vom Mischungs-
verhaltnis der Komponenten ab. Auf der Ebene von Effekt-Konzentrationen sagt dieses
Konzept also stets intermediare Werte zwischen den Extrema der beteiligten Einzelstoffe
voraus. Effekt-Konzentrationen jenseits dieser Grenzen sind in jedem Falle unerwartet.

Flr Vorhersagen nach dem Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG kann diese Aussage
nicht in gleicher Absolutheit getroffen werden. Da das Konzept nicht mit Effekt-Konzen-
trationen, sondern mit Effekten operiert, kann eine allgemein guitige Eingrenzung des Be-
reichs, in dem Erwartungswerte liegen, auch nur auf dieser Ebene formuliert werden. Der
Blick auf die Formel (Abb. 3.1) zeigt, daR der prognostizierte Gesamt-Effekt einer Kombi-
nation wirksamer Komponenten stets zwischen dem groRten Einzeleffekt und der Summe
der Einzeleffekte liegt.

Welches der beiden Konzepte die hohere Mischungstoxizitat prognostiziert, d.h. die nied-
rigere Effektkonzentration, wird von drei Faktoren bestimmt: dem betrachteten Effektni-
veau, der Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurven der Einzelstoffe und den zu ihrer
Schéatzung verwendeten biometrischen Modellen (Drescher und Boedeker 1995). Unter
den gewassertoxikologisch besconders relevanten Bedingungen steiler Konzentrations-
Wirkungskurven und niedriger Effektkonzentrationen der Einzelstoffe &Rt KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT im allgemeinen eine hdhere Toxizitdt des Gemisches erwarten als
UNABHANGIGE WIRKUNG (Abb. 3.2). Fir regulative Zwecke kann KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT deshalb als "reasonable worst case estimation” gewertet werden (Boedeker
et al. 1993). Im experimentellen Einzelfall stellen sich die Relationen zwischen beiden
Vorhersagen allerdings zuweilen komplizierter dar: es treten Uberschneidungen zwischen
den Kurven auf. Beispiele daflr finden sich bei Grimme et al. 1994,

3.3 NOEC’'s

Besondere Brisanz gewinnen die quantitativen Differenzen zwischen den Vorhersagen
der Mischungstoxizitdt nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG
unter der Bedingung, dal die Komponenten eines Gemisches jeweils in Konzentrationen
vorliegen, die alleine nur einen geringen, statistisch nicht signifikanten oder im verwen-
deten Test gar nicht erkennbaren Effekt hervorrufen. Die Unterschiede kénnen dann
fundamental oder zumindest drastisch sein, und die Entscheidung fir oder gegen eines
der beiden Konzepte als Grundlage prospektiver Risikoabschatzungen gewinnt eine
enorme Tragweite. Dieser Umstand ist fir die Zielsetzung des Projektes von zentraler
Bedeutung.
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No Effect Concentrations (NECs)

Die Annahme der Existenz von Wirkungsschwellen, d.h. von Konzentrationen unterhalb
derer Substanzen keinen toxischen Effekt hervorrufen, sog. No Effect Concentrations,
spielt eine zentrale Rolle in der gegenwartigen Praxis der Riskobewertung von Umwelt-
chemikalien (s. European Commission 1996). Nimmt man folglich den Fall an, dal die
Effekte von Mischungskomponenten in den vorliegenden Konzentrationen Null seien und
betrachtet dazu die Formel fur das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG (Abb. 3.1), so
ergibt sich daraus kein erwartbarer Beitrag zur Gesamttoxizitat des Gemisches: Die Addi-
tion bzw. Multiplikation von Null-Effekten ergibt immer nur Nuil.

Ganz andere Prognosen liefert hingegen die Hypothese konzentrations-additiven Zu-
sammenwirkens. Da Mischungskomponenten hierbei nicht mit ihren Einzel-Effekten, son-
dern als Bruchteile von Einzel-Effektkonzentrationen verrechnet werden, tragt jeder Stoff
in jeder Konzentration mehr oder weniger stark zur Gesamtwirkung eines Gemisches bei.
Dies ergibt sich aus der theoretischen Grunduberlegung zur "sham combination” einer
Substanz mit sich selbst (s. 3.2): Die wirksame Menge eines Stoffes kann in noch soviele
und noch so kleine Portionen zerlegt werden, zusammengenommen und gleichzeitig ein-
wirkend ergibt sich doch wieder der gleiche toxische Gesamteffekt.

Sofern die Exposition gegenliber Schadstoffen unterhalb der postulierten NEC’s von Ein-
zelstoffen gehalten werden kann, ergeben sich aus den Konzepten also gegensatzliche
SchiuBfolgerungen: Die Annahme von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT erfordert zwingend
die Berlcksichtigung méglicher Kombinationswirkungen in der Risikobewertung. Die An-
nahme UNABHANGIGER WIRKUNG kann hingegen einen umweltpolitischen Regelungsbe-
darf verneinen lassen.

No Observed Effect Concentrations (NOEC’s)

Als Versuch der Approximation einer vermuteten NEC werden aus Daten toxikologischer
Untersuchungen sog. No Observed Effect Concentrations (NOEC) abgeleitet, typischer-
weise definiert als die hochste getestete Konzentration, bei der der beobachtete Toxizi-
tatsparameter noch nicht statistisch signifikant vom Kontroliwert abweicht (s. z.B. EPA
1991, Van Leeuwen und Hermens 1995, Van der Hoeven, Noppert und Leopold 1997). In
den Ublicherweise verwendeten dkotoxikologischen Testverfahren kénnen Effekte unter-
halb von 10 % meist nicht mehr als statistisch signifikant detektiert werden. In der Regel
liegt die Sensitivitatsschwelle zwischen 10 und 30 % (Moore und Caux 1997). Sie ist
abhangig von der experimentellen und biologischen Varianz, der Anzahl und Abstufung
von Testkonzentrationen sowie der Anzahl von Replikaten und Kontrollen: je schiechter
die Datenlage, desto hoher die NOEC (s. Bruce und Versteeg 1992, Hoekstra und Van
Ewijk 1983, Pack 1993).
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Legende zu Abb. 3.2:

Auf Grundlage theoretischer Uberlegungen (Drescher und Bodeker 1995) und experimenteller
Daten (Grimme et al. 1994) kénnen bestimmte Relationen zwischen Einzelstoff-Toxizitat und
Erwartungswerten fir die Toxizitat von Gemischen als fypisch bezeichnet werden. Sie gelten
fur den gewassertoxikologisch besonders relevanten Fall relativ steiler Konzentrations-Wir-
kungskurven und niedriger Effekt-Konzentrationen von Einzelsubstanzen (s. Bodeker et al.
1983). Dargestellt sind diese typischen Relationen fur ein binares Gemisch aus den angenom-
menen Substanzen S1 und S2. Sie geiten entsprechend flr den Fall multipler Gemische,
sofern S1 und S2 jeweils diejenigen Einzelsubstanzen mit der hochsten bzw. geringsten
Toxizitat reprasentieren.

A Vorhersage von Effekten nach dem Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG (UW)

Voraussetzung ist die Kenntnis der Einzel-Effekte (M) von Mischungskomponenten (css,
Csz), d.h. definierten Substanzen (S1, S2) in definierten Konzentrationen ¢. Kalkuliert wird
ein Erwartungswert fir den Gesamt-Effekt (@) der gemeinsam einwirkenden Komponenten
(UW cg,,) mit der Gesamtkonzentration Cs;2 = Cs1+Csz. Dieser Erwartungswert ist stets
groler als der grofite Einzeleffekt (~-—---- ) und kileiner als die Summe der Einzeleffekte
(----- ). Im dargesteliten Beispiel betragt er 50 %.

B Vergleich von Vorhersagewerten auf der Ebene von Effekten

Dem nach UNABHANGIGER WIRKUNG erwarteten Effekt (UW csq2) kann ein vergleichbarer
Erwartungswert unter der Hypothese konzentrations-additiven Zusammenwirkens (KA Cs; 2)
gegenlbergestellt werden. Fur dessen Kalkulation gen(gt jedoch nicht die Kenntnis der
Effekte der Einzelsubstanzen (M) in den jeweils im Gemisch vorliegenden Konzentrationen
(Cs1, Csz). Vielmehr missen Konzentrations-Wirkungsfunktionen der Einzelstoffe bestimmt
sein. Im typischen Falle ist der nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT zu erwartende Effekt des
(Gemlsches (O) groBer als nach UW (&) und auch grofer als die Summe der Einzeleffekte
----- )

C Vorhersage von Effekt-Konzentrationen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT (KA)

Voraussetzung ist die Kenntnis von Einzelsubstanz-Konzentrationen, die den gleichen
Effekt hervorrufen (e S1, « S2). Im dargesteliten Beispiel sind es die ECs-Werte (EC5o(S1),
ECs(S2)). Kalkuliert wird die entsprechende Effekt-Konzentration eines Gemisches (» KA),
das die Einzelsubstanzen in einem definierten Verhaltnis (csy : Csz) enthalt. Abgebildet ist
der Fall, daR dieses Mischungsverhaltnis gerade dem Verhdltnis der ECso-Werte der
Einzelsubstanzen entspricht. Die nach KA zu erwartende Effekt-Konzentration liegt stets
zwischen den aquivalenten Effekt-Konzentrationen der Einzelsubstanzen.

Die Kenntnis der Effekt-Konzentrationen von Einzelsubstanzen impliziert die, zumindest
partielle, Kenntnis von Konzentrations-Wirkungskurven (—S1, ——S2). Soweit deren
Funktionen bestimmt sind, kann, innerhalb des Gdiltigkeitsbereichs, auch fir jedes andere
Effektniveau die zugehorige Effekt-Konzentration eines Gemisches vorhergesagt werden.
Es ergibt sich der Graph einer zu erwartendenden Konzentrations-Wirkungskurve fir ein
Gemisch mit konstantem Mischungsverhaltnis (-------- KA).

D Vergleich von Vorhersagewerten auf der Ebene von Effekt-Konzentrationen

Nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT erwartete Effekt-Konzentrationen (- iy KA).
konnen wiederum mit entsprechenden Erwartungswerten nach UNABHANGIGER WIRKUNG
(- - -»- --UW) verglichen werden. Deren Kalkulation setzt voraus, dall Konzentrations-
Wirkungsfunktionen der Einzelsubstanzen bestimmt sind und die im Gemisch vorliegenden
Einzelstoff-Konzentrationen auch in dem als gultig erachteten Bereich dieser Funktionen
liegen. Im typischen Falle sind die nach UW erwarteten Effekt-Konzentrationen hoher als
nach KA, d.h. die prognostizierte Toxizitat ist geringer.

E Zusammenfihrung der Betrachtungsweisen

Zur Veranschaulichung der Zusammenhange 2zwischen den unterschiedlichen
Betrachtungsweisen (Effekte und Effekt-Konzentrationen) kann Abb. B in Abb. D integriert
werden. Voraussetzung ist, dal das Konzentrations-Verhéltnis der Mischungskomponenten
(cs1 : Cs2) in Abb. A und B dem Mischungsverhaltnis entspricht, fir das in Abb. C und D die
zu erwartenden Kurvenverlaufe der Mischungstoxizitat (-« KA, - - --UW) dargestellt
sind (Css : Cs = ECs(S1) : EC(S2)). Die in Abb. A und B dargestellten Effekte liegen
dann auf den in C und D abgebildeten Konzentrations-Wirkungskurven.




16 Grundlagen und Ausgangspunkt

NOEC's reprasentieren also keine No Effect Concentrations, sondern bezeichnen Kon-
zentrationen, fir die niedrige Effekte weder quantifiziert noch ausgeschlossen werden (s.
Skalski 1981). Fur Vorhersagen der Toxizitat multipler Gemische unter der Hypothese
UNABHANGIGER WIRKUNG macht es jedoch einen entscheidenden Unterschied, ob ein-
zelne Mischungskomponenten tatsachlich keinen Effekt hervorrufen, oder ob es sich um
einen zwar nur geringen und statistisch nicht signifikanten, aber gleichwohl real vorhan-
denen Effekt handelt: 70 Stoffe mit Null-Effekt ergeben nach UNABHANGIGER WIRKUNG
auch zusammen keinen Effekt, 70 Stoffe mit jeweils 1 % Wirksamkeit lassen hingegen
einen 50-prozentigen Schaden erwarten.

FUr die Prognose von Mischungstoxizitaten nach dem Konzept UNABHANGIGE WIRKUNG
und die experimentelle Validierung dieser Vorhersagen sind NOEC-Werte somit ungeeig-
net. Die durch NOEC's markierte Grauzone niedriger Effektkonzentrationen muf3 dazu in
anderer Weise operationalisiert werden.

Benchmark Concentrations

Harsche, vor allem statistisch begriindete Kritik hat zu einer starken Tendenz der Abkehr
vom NOEC-Verfahren in der Risikobewertung geflhrt (s. European Commission 1996,
S. 327, Chapman, Caldwell und Chapman 1996, Van der Hoeven, Noppert und Leopold
1997). Unter den diskutierten Alternativen ist flr dieses Projekt die Bestimmung einer
"EC," (Pack 1993) oder "Benchmark Concentration” (Crump 1984, 1995)' von Bedeutung.
Gemeint ist eine niedrige, festzusetzende Effektkonzentration®. Sie wird aus experimen-
tellen Daten statistisch geschéatzt (s. Sebaugh et al. 1991, Bruce und Versteeg 1992,
Crump 1995, Caux und Moore 1997).

Im Gegensatz zur NOEC-Bestimmung nutzt die "Benchmark"-Bestimmung die gesamte
vorhandene Information Gber den Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve. Sie fihrt zu
definitiven Effekt-Konzentrationen, die zudem mit einer Angabe der statistischen Un-
sicherheit versehen werden kénnen. Die Werte sind damit fur die Prognose und Analyse
von Kombinationswirkungen mit beiden Konzepten, UNABHANGIGE WIRKUNG und KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT, verwendbar.

Je niedriger die gesetzte Benchmark-Konzentration, desto hoher sind die Anforderungen
an das Datenmaterial und an die statistische Analyse. Als Standard-KenngréRen fir die
Ablosung des NOEC in der Risikobewertung werden ECys und EC,, diskutiert (s. Van der
Hoeven, Noppert und Leopold 1997). Dariberhinausgehender Anspruch dieses Vorha-
bens war es, die Kombinations-Wirkungsanalyse in Konzentrationsbereiche von Mi-
schungskomponenten voranzubringen, die deutlich unterhalb konventionell bestimmter
NOEC-Werte liegen. Als Leitpunkt der Projektkonzeption wurde dazu eine "Benchmark”
von 1 % gesetzt (ECy).

' Der Begriff wurde von Crump als “Benchmark Dose" in die humantoxikologische Literatur eingefihrt. Im
Kontext der aquatischen Toxikologie verwenden wir hier entsprechend den Begriff Benchmark
Concentration ( vergl. Bruce & Versteeg 1992).

? In der Humantoxikologie wird Benchmark Dose meist noch spezifischer definiert, namlich als "statistical
lower confidence limit on the dose estimated to produce a predetermined level of change in response (the
benchmark response - BMR) relative to controls” (EPA 1996)
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Anders als im Falle tatsachlicher No Effect Concentrations ergeben sich bei soich niedri-
gen Effekt-Konzentrationen zwar keine prinzipiellen Unterschiede zwischen den Progno-
sen nach UNABHANGIGER WIRKUNG und KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT, die quantitativen
Differenzen kénnen aber immerhin erheblich sein. Als Gedankenexperiment nehme man
10 Substanzen mit steilen Konzentrations-Wirkungskurven, bei denen 1/10 der jeweiligen
ECs.-Konzentration Einzeleffekte von jeweils 1 % hervorruft. Liegen diese ECqy-Konzen-
trationen zusammen in einem Gemisch vor, |88t UNABHANGIGE WIRKUNG einen Gesamt-
effekt von nur 9 %, KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT hingegen von 50 % prognostizieren. Flr
die Projektkonzeption folgt daraus, daB sich das "Design" von Experimenten zur multiplen
Mischungstoxizitdt so gestalten 14R8t, dal eine hohe Diskriminanz zwischen den Vorher-
sagewerten erreicht wird und die Ergebnisse eindeutige Aussagen (ber den Prognose-
wert der Konzepte erwarten lassen.

3.4 Wirkungs-Ahnlichkeit

Zum einen kdnnen die Konzepte von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER
WIRKUNG zu ganz unterschiedlichen Beurteilungen des Gefahrdungspotentials von Stoff-
gemischen fihren. Zum anderen wird die Einschatzung, welches der Konzepte die ange-
messenere Vorhersage liefert, daran geknipft, ob Mischungskomponenten &hnlich oder
unahnlich wirken. Damit wird es zur entscheidenden Frage, was unter dhnlicher oder un-
dhnlicher Wirkung zu verstehen ist und nach welchen Kriterien Stoffgemische entspre-
chend klassifiziert werden kdnnen.

Was ist dhnliche Wirkung ?

Okotoxikologische Testverfahren sind in der Regel einfache Black-Box-Systeme. Die An-
derung eines integralen Effektparameters (z.B. Vermehrung) wird in Abhangigkeit von der
Konzentration eines Stoffes im Milieu beschrieben. Dazwischen liegen vielfach unbe-
kannte Interaktionsketten, die Ublicherweise in eine toxikokinetische Phase (Aufnahme,
Verteilung, Biotransformation, Elimination) und eine toxikodynamische Phase unterteilt
werden. Letztere kann in eine priméare Interaktion mit Biomolekilen (Wirkungsmechanis-
mus), eine sekundare Kaskade von funktionellen und strukturellen Stérungen (Wirkungs-
weise) und den letztendlich auf organismischer Ebene beobachteten Effekt gegliedert
werden.

Vor diesem Hintergrund wird der Begriff dhnliche Wirkung in der Literatur zu Kombina-
tionswirkungen ebenso unterschiedlich gebraucht wie der Begriff Wirkung selbst. Im um-
fassendsten Sinne bezieht er sich auf die Gesamtheit der Interaktion von Fremdstoff und
Biosystem, in spezifischerer Verwendung auf bestimmte Ebenen dieses Interaktions-Pro-
zesses (z.B. Rezeptorbindung) oder auf das biologische Resultat des Wechselwirkungs-
Prozesses (z.B. den Tod des Organismus). Viele Autoren arbeiten allerdings nur mit va-
gen oder gar nicht explizit angegebenen Definitionen, so dall nur aus dem Kontext auf
das jeweilige Verstandnis des Ahnlichkeitsbegriffes geschlossen werden kann. Diese
Begriffsunsicherheit verwundert nicht, wenn man bedenkt, dal3 es sich bei dhnlicher Wir-
kung um eine Begriffspragung aus der &lteren biometrischen Kombinationswirkungs-
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Literatur handelt (Bliss 1939, Plackett und Hewlett 1952), der erst spater versucht wurde,
eine prazise pharmakologische Bedeutung zuzuschreiben (s. Poch 1983).

Bedeutung und Konsequenzen unterschiedlicher Verstandnisse dhnlicher Wirkung lassen
sich am einfachsten an Extrempositionen verdeutlichen, die einerseits als mechanisti-
scher, andererseits als phanomenologischer Ahnlichkeitsbegriff umrissen werden kénnen.
Der engste, mechanistische Ahnlichkeitsbegriff, wie er insbesondere von Péch (1993)
vertreten wird, geht davon aus, dal} konzentrations-additives Verhalten von Stoffen aus-
schlieBlich dann eine begrindete Annahme darstellt, wenn die Substanzen primér, spezi-
fisch, reversibel und kompetitiv mit einer identischen molekularen Akzeptorstruktur inter-
agieren. Ein sehr weites, phanomenologisches Verstandnis von Wirkungs-Ahnlichkeit
setzt demgegeniiber auf der Ebene der in Betracht stehenden Effekte an, wie sie in die
Konzentrations-Wirkungsanalyse eingehen. KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT ist demnach
eine plausible Annahme, wenn Substanzen zu einem gemeinsamen toxikologischen End-
punkt fihren, unabhangig vom jeweiligen molekularen Wirkungsmechanismus. Diese bei-
den Extrempositionen flihren, insbescndere bei integralen Toxizitatsparametern, zu véllig
gegensatzlichen Konsequenzen. Nach enger, mechanistischer Sichtweise ist dhnliche
Wirkung im Sinne des Konzeptes der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT der Ausnahmefall,
nach phanomenologischer Sichtweise hingegen die Regel.

Gewassertoxikologische Arbeiten zur Problematik von Kombinationswirkungen argumen-
tieren meist mit Ahnlichkeitsbegriffen, die zwischen diesen Extrempositionen liegen. Zu-
weilen ist zwar auch von gleichen Wirkungsmechanismen (s. z.B. Veith und Broderius
1987) oder von gleichen primédren Wirkorten (s. Kénemann 1980, Calamari und Vighi
1892) die Rede, implizit werden diese jedoch nicht nur im engen rezeptor-theoretischen
Sinne verstanden. Meist wird sogar nur von einer nicht naher prazisierten dhnlichen Wir-
kungsweise gesprochen (s. z.B. Hermens et al. 1984a, Van Leeuwen 1891). Die Un-
scharfe der Begrifflichkeit spiegelt die Ungenauigkeit und Lickenhaftigkeit des Wissens
um Wirkungsmechanismen gewasserrelevanter Chemikalien und die Unsicherheiten ihrer
Klassifizierung.

Ahnlichkeit und Spezifitat

Diese UngewiRheiten erwachsen nicht zuletzt daraus, daR sich die vorhandenen Erkennt-
nisse Uber Fremdstoffwirkungen oftmals nur schwerlich in das simple Schema einer spe-
zifischen Interaktion mit identischen oder unterschiedlichen Akzeptoren einpressen las-
sen. Ursachen und Tragweite unterschiedlicher Auffassungen &hnlicher Wirkung lassen
sich deshalb besonders klar am Beispiel sog. narkotisch wirkender Substanzen aufzei-
gen. Gemeint sind lipophile, nicht-ionische und nicht-reaktive Chemikalien, deren Toxizitat
allein auf ihr Anreicherungsverhalten in Biomembranen (s. z.B. Lipnick 1989, Van Wezel
et al. 1996) oder auf ihre nicht-selektive Wechselwirkung mit hydrophoben Domé&nen von
Membranproteinen (s. P6ch 1883, S. 22 f, Franks und Lieb 1987) zurlickgefihrt wird. Sie
bilden eine der zahlen- und mengenmagig bedeutendsten Gruppen von Umweltchemika-
lien in Gewassern.
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Die strukturell heterogenen Substanzen dieser Kiasse' erfillen nicht das toxikodynami-
sche Kriterium einer kompetitiven Interaktion mit einer einzigartigen Bindungsstelle (Poch
1993, S. 23 f). Dennoch ist es in der aquatischen Toxikologie gangig, von Narcosis als
einem einheitlichen Wirkungsmechanismus oder einer einheitlichen Wirkungsweise zu
sprechen (s. z.B. Lipnick 1989, Schultz et al. 1990, Verhaar, Van Leeuwen und Hermens
1992). Die Wirkungs-Ahnlichkeit liegt in der Nicht-Spezifitat (Calamari und Vighi 1992),
genauer gesagt in ihrem toxikokinetisch ahnlichen Verteilungsmuster in Bio-Komparti-
menten und der Korrelation zwischen Lipophilizitdt und Toxizitdt, die durch einfache
QSAR*Modelle beschreibbar ist (sog. Basislinien-Toxizitét).

Eine ganze Reihe von Autoren halt nun die Annahme konzentrations-additiven Zusam-
menwirkens samtlicher Stoffe dieser Gruppe flr hinreichend gerechtfertigt (Kénemann
1981, De Wolf et al. 1988, Verhaar, Van Leeuwen und Hermens 1892 u.a.). In einem Me-
morandum zur Festsetzung und 6kotoxikologischen Begriindung von Wasserqualitats-
zielen in den Niederianden fand diese Einschéatzung entsprechende Berlicksichtigung
(Stortelder, Van der Gaag und Van der Kooij 1983, Van der Gaag et al. 1991). Calamari
und Vighi (1992) halten dies jedoch fiir eine (iberzogenene Generalisierung. Die Struktur-
Ahnlichkeit von Substanzen sei als zusatzliches Indiz dhnlicher Wirkung zu bericksichti-
gen. Bei der Festsetzung von Wasserqualitatszielen sei die Annahme von KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT folglich nur innerhalb kleiner, strikt congenerer Teilgruppen von
narkotisch wirkenden Substanzen gerechtfertigt. Péch (1993) schlieBlich argumentiert,
dalR aus mechanistischer Sichtweise ein konzentrations-additives Verhalten unspezifi-
scher Agenzien (berhaupt nicht zu erwarten sei. Der Anschein konzentrations-additiven
Verhaltens kénne auf "blofer Koinzidenz" beruhen.

GréRer kann die Spannbreite unterschiedlicher Auffassungen kaum sein. Der Konsens
Uber konzentrations-additives Verhalten dhnlich wirkender Stoffe scheint zwar M&glich-
keiten praventiven Handelns im Umweltschutz zu erdffnen. Der tiefgreifende Dissens Uber
das richtige Verstandnis dhnlicher Wirkung blockiert diese jedoch weitgehend wieder.

Was ist unéhnliche Wirkung?

Unéhnliche Wirkung wurde 1952 von Plackett und Hewlett als Bezeichnung fir einen Ty-
pus von Kombinationswirkungen eingefiihrt. Komplementar zu &hnlicher Wirkung solite
damit der hypothetische Fall bezeichnet werden, dal Gifte die Reaktion oder den Ausfall
"unterschiedlicher und abgegrenzter physiologischer Systeme" bewirken. Nicht anders als
beim Typus &hnlicher Wirkung, wird die konkrete biologische Bedeutung unéhnlicher Wir-
kung seither unterschiedlich interpretiert. Folgt man der Argumentation von Péch (1993),
so ist jede Abweichung vom Modellfall einer spezifischen reversiblen und kompetitiven
Wechselwirkung mit einer identischen Rezeptorpopulation als hinreichende Bedingung
unéhnlicher Wirkung zu werten. Uberlegungen anderer Autoren legen hingegen nahe,
daR undhnliche Wirkung nur dann eine angemessene Vorstellung ist, wenn Stoffe unter-
schiedliche und spezifische primare Wirkorte haben und sich sonst in keiner Weise wech-
selseitig beeinflussen (vergl. Kénemann 1980). Fur Stoffe mit unspezifischer Wirkung

T Alkohole, Ester, Ketone, Kohlenwasserstoffe, chlorierte Kohlenwasserstoffe u.a.
2 Quantitative Structure Activity Relationships
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oder gemeinsamen sekundaren Wirkungen wéare demnach die Begrifflichkeit unghnlicher
Wirkung nicht zur Beschreibung der Realitat geeignet, zumindest wenn es um integrale
Toxizitatsparameter geht (vergl. Kénemann 1981, Hermens und Leeuwangh 1882).

Wie eng oder weit man die Begriffe auch fal’t, nach Stand des Wissens konsensfahige
Definitionen werden doch immer dazu fuhren, daR fur einen Grofteil der Umweltchemika-
lien keine &hnliche Wirkung angenommen werden kann. Im Unterschied zum Fall hnii-
cher Wirkung ist jedoch strittig, ob valide Prognosen der Toxizitat von Gemischen unéhn-
licher Wirkung maglich sind und welches Konzept dafiir geeignet ist (s. 3.2).

Indikatoren der Wirkungs-Ahnlichkeit

Die Klassifizierung von Chemikalien in Gruppen &hnlicher oder unahnlicher Wirkung setzt
die entsprechenden Kenntnisse Uber Wirkungsmechanismen und Wirkungsweisen vor-
aus. FOr die meisten gewasserrelevanten Umweltchemikalien ist dieses Wissen jedoch
gering oder gar nicht vorhanden. Es liegt daher nahe, ahnlich wie in anderen Bereichen
der Chemikalienbewertung auch, qualitative (SAR) oder gquantitative Struktur-Wirkungs-
beziehungen (QSAR) als Klassifizierungs-Hilfsmittel zu nutzen: Molekulare Strukturpara-
meter dienen als Indikatoren der Wirkungs-Ahnlichkeit (s. Kénemann 1980, Calamari und
Vighi 1992). Wie schon am Beispiel narkotisch wirkender Substanzen gezeigt, entgeht
diese Vorgehensweise allerdings nicht dem Problem unterschiedlicher Verstandnisse
ahnlicher und unéhnlicher Wirkung. Die Korrelation eines integralen Effektparameters mit
physiko-chemischen oder topologischen Deskriptoren ist zwar ein Indiz, aber noch kein
Beweis fir einen identischen molekularen Wirkungsmechanismus. Weitergehende Limi-
tierungen des QSAR-Ansatzes demonstrieren Calamari und Vighi (1991) am Beispiel ei-
ner Gruppe von Phosphorsdureestern. Trotz identischem Wirkungsmechanismus (Acetyl-
Cholinesterase-Inhibition) kann der neurotoxische Effekt aufgrund von Unterschieden in
der Pharmakokinetik nicht durch eine einheitliche einfache QSAR beschrieben werden.

Calamari und Vighi kommen folglich zu dem SchluB, dal noch ein erheblicher For-
schungsbedarf bei der Optimierung von (Q)SAR-basierten Klassifizierungskriterien fur
ahnlich wirkende Stoffe bestehe. Aus regulatorischer Sicht ist diese Konsequenz zwin-
gend, solange daran festgehalten werden mul’, daR KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT nur fur
&hnlich wirkende Stoffe ein geeignetes Vorhersage-Konzept ist. Sollte sich allerdings der
Verdacht erharten lassen, dall KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT im allgemeinen auch fir in-
tegrale Effekte multipler Gemische unahnlich wirkender Stoffe einen guten Prognosewert
besitzt (vergl. Kénemann 1980, Hermens und Leeuwangh 1982, Hermens, Leeuwangh
und Musch 1984), so miilte dem Klassifikationsproblem kein zentraler Stellenwert beige-
messen werden. Die Ergebnisse dieses Projektes soliten den Forschungsbedarf in die-
sem Punkt kldren.

Fazit

Als kleinster gemeinsamer Nenner des Diskussionsstandes ergibt sich, dall Einverneh-
men (ber Wirkungs-Ahnlichkeit oder -Undhnlichkeit von Mischungskomponenten nur her-
stellbar ist, soweit es sich um Substanzen mit spezifischen, molekular definierten Wir-
kungsmechanismen handeilt. Ziel dieses Projektes war es deshalb, entsprechende multi-
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ple Gemische exemplarisch zu realisieren und experimentell zu prifen. Damit soliten Re-
ferenzfélle strikt dhnlicher und strikt unahnlicher Wirkung geschaffen werden. Ein dafir
ausreichendes Wissen um Wirkungsmechanismen ist in der Regel nur bei solchen Sub-
stanzen gegeben, die als Pestizide oder Pharmaka eingesetzt, oder als "Tools" der phy-
siologischen Forschung verwendet werden. Zu beachten ist, daR spezifische Wirkungen
nur in Zusammenhang mit dem jeweiligen Biosystem definierbar sind. Beispielsweise ist
die Klassifizierung von s-Triazinen als Photosystem-ll-Inhibitoren in einem Test mit Daph-
nien irrelevant. Testgemische dhnlicher und unahnlicher Wirkung waren folglich fUr unter-
schiedliche Testsysteme auch unterschiedlich zu konzipieren.

3.5 Erkenntnisstand

SchluBifolgerungen aus experimentellen Ergebnissen bis 1991

Eine Arbeitsgruppe zu Wasserqualitatszielen fur Europaische SuRwasserfische der
“European Inland Fisheries Advisory Commission” (EIFAC) der FAQ' hat 1980 erstmals
eine Literaturrecherche zum Thema "Combined effects on freshwater fish and other
aquatic life of mixtures of toxicants in water” vorgenommen (EIFAC 1980). 188 Publika-
tionen wurden in dieser Studie ausgewertet. 1986 wurde eine erganzte und Uberarbeitete
Fassung des Reports vorgelegt (EIFAC 1987, Alabaster et al. 1988), die 19 weitere Un-
tersuchungen berucksichtigte. 1991 wurden die Ergebnisse der EIFAC-Arbeiten in einem
Gutachten fur das "Scientific Advisory Committee on Toxicology and Ecotoxicology"” der
Europaischen Gemeinschaften nochmals zusammengefal3t und erganzt (Calamari und
Vighi 1991, 1892).

In den EIFAC-Berichten wurde erstmals der Versuch einer systematischen Sichtung ex-
perimenteller Befunde zu Kombinationseffekten im Hinblick auf die Ubereinstimmung
oder Abweichung von theoretischen Erwartungswerten unternommen. Das Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG wurde dabei allerdings a priori ausgeklammert und nur die Hy-
pothese der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT geprift. Calamari und Vighi (1991, 1992) zo-
gen aus den Ergebnissen den SchiuR, daB KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine valide An-
nahme fur das Zusammenwirken von Substanzen mit dhnlicher Wirkungsweise darstelle.
Dieser Minimalkonsens gilt seither in der aquatischen Toxikologie als auch experimentell
hinreichend begrindet.

Den wichtigsten weiteren Forschungsbedarf sahen Calamari und Vighi (1991, 1992) in
der Optimierung von Klassifizierungskriterien fur dhnlich wirkende Stoffe mit Hilfe des
QSAR-Instrumentariums. Die angesichts der tatsachlichen Belastungssituation aquati-
scher Systeme essentielle Frage nach realistischen Erwartungswerten fir die Mischungs-
toxizitat struktur- und wirkungsdifferenter Substanzen klammerten sie hingegen véllig aus.
Zur gleichen Zeit resimierte Van Leeuwen (1981) aus Sicht des Risiko-Managements die
vorliegenden experimentellen Evidenzen jedoch bereits dahingehend, dall KONZENTRA-
TIONS-ADDITIVITAT zwar strikt nur fur dhnlich wirkende Chemikalien gelte, daR sich Sub-

' Food and Agriculture Organization of the United Nations
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stanzen mit unterschiedlicher Wirkungsweise aber nahezu konzentrations-additiv ver-
hielten.

Systematische Priifung bindrer Kombinationen &hnlicher und unéhnlicher Wirkung

Eine vergleichende Analyse des Vorhersagewertes beider Konzepte - KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG - fir die Effekte einer groRen Zahl unterschied-
licher Kombinationen aus jeweils zwei Schadstoffen ist fir den Bereich der aquatischen
Toxikologie erstmals in den Jahren 1990-1994 im Auftrag des Umweltbundesamtes an
der Universitat Bremen durchgefihrt worden (Grimme et al. 1994, 1996a). Geprift wurde
die Vorhersagbarkeit der Algentoxizitat von 124 verschiedenen binaren Gemischen aus
13 Pestiziden und 5 Tensiden. Die Analysen wurden auf den Bereich deutlich wirksamer
Konzentrationen zwischen EC, und ECs beschrankt. Die Testsubstanzen waren so ge-
wahit, daB sie einerseits gewassertoxikologisch relevante Stoffgruppen und andererseits
unterschiedliche Struktur- und Wirkungstypen reprasentierten. Nur bei acht der 124 Test-
gemische wiesen die Komponenten jeweils identische Wirkungsmechanismen auf.

Obwohl ailso die Mehrzahl der Gemische die konzeptionellen Pramissen der UNAB-
HANGIGEN WIRKUNG erflllten, lieferte KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT in gut zwei Drittel aller
Falle Prognosen, die sogar naher am tatsachlichen Beobachtungswert lagen. Mit diesem
Konzept lieBen sich die ECs-Werte der Mischungen in 80 % aller Falle mit dem maxi-
malen Fehler einer 1.6-fachen Uber- oder Unterschatzung vorhersagen. Das Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG resultierte im Vergleich in haufigeren und etwas gréReren Fehl-
einschatzungen. Maximal wurden Abweichungen um den Faktor 3.4 bei Annahme von
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und um den Faktor 5.1 bei der Annahme UNABHANGIGER
WIRKUNG festgestellt. Wahrend Vorhersagen auf Basis der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
zu einer homogenen Verteilung von Uber- und Unterschatzungen fuhrten, tendierten Pro-
gnosen unter der Hypothese UNABHANGIGER WIRKUNG zu einer systematischen Unter-
schatzung der Mischungstoxizitat.

Insgesamt haben die Ergebnisse gezeigt, dal prospektive Abschatzungen der aquati-
schen Toxizitat von Stoffkombinationen auch bei undhnlich wirkenden Stoffen in der Re-
gel moglich sind und dal die Kenntnis von Wirkungsmechanismen dazu keine unabding-
bare Voraussetzung darstelit. Die dabei in Kauf zu nehmenden Vorhersage-Ungenauig-
keiten sind angesichts der Varianz tblicher toxikologischer Testverfahren vergleichsweise
gering. Offen blieb, inwieweit diese Resultate auch fir multiple Gemische und niedrige
Konzentrationen von Einzelsubstanzen unterhalb individueller NOEC-Werte Gilitigkeit
haben.

Multiple Gemische &hnlich unspezifischer Wirkung

KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT liefert eine gute Prognose der ECs; multipler Gemische aus
congeneren Substanzen mit dhnlich unspezifischer Wirkungsweise. Dies wurde erstmals
1980 von Kénemann in Fisch-Toxizitatstests mit 11 Chlorphenolen experimentell gezeigt.
Parameter war die Mortalitat von Guppies (Poecilia reticulata) bei 7- oder 14-tagiger Ex-
position. Die Mischungskomponenten lagen in jeweils gleichen Fraktionen der LCso-
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Werte' der Einzelsubstanzen vor (kurz als “dquitoxisches Gemisch” bezeichnet). Gleich-
lautende Resultate konnten spater im gleichen Test mit Gemischen aus 6 Alkylanilinen
und 11 Chioranilinen erzielt werden (Hermens, Leeuwangh und Musch 1984). Auch die
akute Toxizitat (96 h, LCs,) eines Gemisches aus 5 Alkyl-Alkoholen gegeniber einer an-
deren Fischart (Pimephales promelas) stimmte mit der Vorhersage nach KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT sehr gut Uberein (Broderius und Kahl 1985). Die Fisch-Toxizitat
(14 d, LCs Poecilia r.) eines Gemisches aus 11 Chlorbenzolen wurde durch KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT allerdings Uberschatzt (Kénemann 1981). Als moégliche Ursache
diskutierte der Autor, dal Chiorbenzole “unterschiedliche primére, aber gemeinsame se-
kundére Wirkorte" haben kénnten.

Nicht nur fir congenere, sondern auch fir struktur-un&hnliche Reihen organischer Schad-
stoffe konnte gezeigt werden, dal KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine gute Prognose der
ECs; von Gemischen liefert, und zwar dann, wenn sich die Toxizitat der Mischungskom-
ponenten durch eine einheitliche, lipophilizitdts-abhdngige QSAR beschreiben laB3t und
eine dhnlich unspezifische, narkotische Wirkungsweise angenommen werden kann. Ex-
perimentelle Evidenz dafiir fand wiederum zuerst Kénemann (1980) am Beispiel der
Fisch-Toxizitat (7 oder 14 d, LCs, Poecilia r.) einer Kombination aus 50 nicht-reaktiven
organischen Verbindungen®. Das gleiche Gemisch wurde spater auch in Tests mit Was-
serflohen (Daphnia magna) gepruft (Hermens et al. 1984a). Flr die Toxizitatsparameter
Immobilisierung (48 h, 1Cs;) und Mortalitat (16 d, LCss) konnte der hohe Prognosewert des
Konzeptes der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT bestatigt werden. Sowohl im Fischtest (Ko-
nemann 1981) als auch im Daphnientest (Hermens et al. 1984a) wurden die Ergebnisse
durch Prufung von Teilmengen (5 bis 25 Komponenten) des 50-Stoffe-Gemisches erhar-
tet. Qualitativ gleichwertige Resultate fanden Broderius und Kahl (1985) im akuten Fisch-
Toxizitatstest (96 h, LCso) mit Pimephales. Ihre Testgemische enthielten 2 bis 21 Kompeo-
nenten. Sie wurden aus einer Liste von 27 narkotisch wirkenden Stoffen zusammen-
gesetzt, die 7 verschiedene Strukturklassen® reprasentierten.

Weniger einheitlich waren die Befunde, wenn im Daphnientest nicht letale Effekte, son-
dern Reproduktionshemmung (16 d, ECs,) als Toxizitatskriterium verwendet wurde. Fur
das von Konemann (1980) konzipierte 50-Stoffe-Gemisch fanden Hermens et al. (1984a)
eine geringere Toxizitat, als nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT prognostiziert, wahrend
die Toxizitatsdaten anders zusammengesetzter Gemische aus 10 oder 25 Narkotika den
Vorhersagewerten entsprachen (De Wolf et al. 1988). Eine geringere als nach KON-
ZENTRATIONS-ADDITIVITAT kalkulierte Mischungstoxizitat wurde auch im Biolumineszenz-
Hemmtest mit Photobacterium phosphoreum ("Microtox-Test") beobachtet (Hermens et
al. 1985a). Das Testgemisch bestand aus 22 nicht-reaktiven organischen Chemikalien.
Bestimmt wurde die ECs; nach 15 Min. Inkubationszeit. Die genannten Abweichungen
wurden von den Autoren jeweils als gering bewertet, so daR der Prognosewert der
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT fUr &hnlich unspezifische, narkotisch wirkende Stoffe ihres
Erachtens nicht in Frage gestellt wird.

' LC = lethal concentration
“ Chlortoluole, Chlorbenzole, aliphatische Chlorkohlenwasserstoffe, Alkohole, Glycolderivate u.a.
* Alkohole, Ketone, Ather, Alkyl-Halide, Benzol-Derivate, Nitrile, tertidre aromatische Amine
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Mit den referierten Untersuchungen wurde zweifellos Pionierarbeit zur Frage der Progno-
stizierbarkeit der aquatischen Toxizitat multipler Gemische einer gewassertoxikologisch
wichtigen Stoffklasse geleistet. Fur die Zielsetzungen dieses Projekies ist es allerdings
wichtig, einen Referenzfall konzentrations-additiver Wirkung eines multiplen Gemisches
zur Verfigung zu haben. Ein solcher Referenzfall ist mit den vorgesteliten Arbeiten aber
noch nicht hinreichend realisiert worden. Dieser muRte idealerweise namlich folgenden
Anforderungen genigen:

» identischer primarer und spezifischer Wirkungsmechanismus der Mischungskompo-
nenten,

o Ubereinstimmung von beobachteter und nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT prognosti-
zierter Mischungstoxizitat Gber den gesamten Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-
kurve (nicht nur am EC4) sowie

» klare Diskriminierbarkeit der beobachteten Mischungstoxizitdt von den Vorhersage-
werten nach UNABHANGIGER WIRKUNG.

Wie bereits erbrtert, gelten die molekularen Grundlagen sog. narkotischer Effekte bisher

jedoch noch als unzureichend verstanden, so dal strittig ist, ob die Pramissen der

KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT auch bei engem mechanistischen Verstandnis von Wir-

kungs-Ahnlichkeit erfullt sind. Wie Hermens, Leeuwangh und Musch (1984) selbst kritisch

diskutieren, ist auch die phanomenologische Ubereinstimmung von beobachteter Toxizitét
und Prognosewerten nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT kein hinreichendes Argument flr
das tatsachliche Vorliegen ahnlicher Wirkung, da sie auch in Fallen eindeutig struktur-
und wirkungs-differenter Substanzen auftreten kann. Weiterhin kann, wegen der in

Abschnitt 3.2 dargelegten Interdependenzen, aus der Ubereinstimmung mit Vorhersagen

nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT allein noch nicht geschlossen werden, dall UNAB-

HANGIGE WIRKUNG unzutreffende Prognosen liefert. Der alternative Vergleich mit Vorher-

sagewerten nach UNABHANGIGER WIRKUNG erfordert allerdings die Bestimmung des

Effekies jeder einzelnen Mischungskomponente. Im Falle des zitierten Gemisches aus 50

Stoffen in sog. “dquitoxischen” Konzentrationen bedeutet dies beispielsweise die stati-

stisch valide Schatzung der Effekte von Einzelstoff-Konzentrationen, die lediglich 1/50 der

jeweiligen ECs, betragen. Darauf waren Design und Datenumfang der vorliegenden Stu-
dien nicht angelegt. Selbst die der Kalkulation von Erwartungswerten fir die Mischungsto-
xizitat zugrunde gelegten EC.-Werte von Einzelsubstanzen wurden nicht immer experi-
mentell bestimmt, sondern sind teilweise mit Hilfe von QSAR-Gleichungen nur geschatzt
worden (s. Hermens et al. 1984a, De Wolf et al. 1988). Wenngleich dieses Projekt auf die

Problematik von Gemischen unédhnlicher Wirkung zielte, multe die experimentelle Reali-

sierung von Referenzgemischen dhnlicher spezifischer Wirkung in den zu verwendenden

Testsystemen deshalb ein wichtiges Teilziel sein.

Muitiple Gemische unahnlicher Wirkung

In einer Reihe von Arbeiten wurde an der Universitat Utrecht bereits in den 80iger Jahren
der Frage nachgegangen, inwieweit KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT auch fir die ECso-
Werte multipler Gemische aus unéhnlich wirkenden Stoffen eine brauchbare Prognose
liefert. Insgesamt betrachtet ergibt sich, dal die beobachtete Mischungstoxizitat tenden-
ziell geringer ausfallt, als nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT erwartbar ware. Je nach
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Anzahl und Art der Mischungskomponenten sowie des verwendeten Toxizitdtsparameters
fallt die Uberschatzung mehr oder weniger deutlich aus.

So wurde der letale Effekt einer Kombination aus vier heterogenen Komponenten' im
Fischtest (14 d, LCs, Poecilia r.) als "klare Abweichung von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT"
bewertet (Konemann 1981), wéhrend bei umfangreicheren Gemischen mit 8 oder 24
Komponenten "nahezu KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT" festgestellt wurde (Hermens und
Leeuwangh 1982). Im gleichen Test wurde auch ein 33-Stoffe-Gemisch geprift, dall aus
drei unterschiedlichen Teilgruppen® mit je 11 Komponenten zusammengesetzt war. Auf
Grund von QSAR-Analysen wurde davon ausgegangen, da die Gruppen unterschied-
liche Wirkungsweisen reprasentierten, die Substanzen innerhalb dieser Gruppen aber
ahnlich wirken. Im Ergebnis wurde eine "fast vollstandige KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT"
festgestelit (Hermens, Leeuwangh und Musch 1985). Im Daphnientest wurden letale und
subletale Effekte eines heterogenen 14-Stoffe-Gemisches verglichen (Hermens et al.
1984b). Wahrend die Mortalitatsprifung (48 h, LCs) "nahezu KONZENTRATIONS-ADDI-
TIVITAT" ergab, fiel die Reproduktionshemmung (16 d, ECs;) deutlich schwacher aus als
der entsprechende Erwartungswert. Ergdnzende Untersuchungen mit einem 9-Stoffe-
Teil-Gemisch und einem noch empfindlicheren Reproduktionsparameter (16 d, EC,, Lan-
genwachstum) erharteten den Befund nicht-konzentrations-additiver subletaler Mi-
schungstoxizitat (Deneer, Seinen und Hermens 1988). Weiter verkomplizieren 1aRt sich
das Bild, wenn man die Bedeutung des Entwicklungszustandes von Organismen und der
Umweltbedingungen in Betracht zieht, wie Hamilton und Buhl (1990) dies fiir ein Gemisch
aus 13 verschiedenen anorganischen Umweltchemikalien getan haben. Wahrend sich die
Toxizitat (96 h, LCs;) gegenuber 9-13 Wochen alten Lachsen (Oncorynchus tshawyischa)
in SuBwasser als konzentrations-additiv erwies, ergab sich im Test mit 18-21 Wochen
alten Tieren in Brackwasser eine deutlich weniger als konzentrations-additive Mischungs-
toxizitat.

Die in den zitierten Arbeiten verwendeten Mischungskomponenten wurden vor allem mit
ihrer Umweltrelevanz begriindet. Kenntnisse Uber Wirkungsmechanismen und Wirkungs-
weisen dieser Substanzen sind teils sehr genau, teils aber auch nur gering oder gar nicht
vorhanden. Sowoh| Substanzen mit sehr spezifischen primaren Wirkungsmechanismen
als auch sog. multi-site-Inhibitoren und unspezifisch wirkende Stoffe sind vertreten. Einer
Debatte Uber die Frage der Ahnlichkeit oder Unéhnlichkeit der Effekte, die beim jeweili-
gen Testorganismus und Toxizitatsparameter zum Tragen kommen, wird damit ein breiter
Raum eréffnet. Dies erschwert die Méglichkeit der Ableitung verallgemeinerbarer Aussa-
gen zur Prognostizierbarkeit der Toxizitat von Mischungen unéhnlich wirkender Stoffe. In
diesem Projekt wurde deshalb versucht, Referenzfalle einer strikt unéhniichen Wirkung zu
realisieren. Damit ist gemeint, daR Mischungskomponenten nach Stand des verfigbaren
Wissens und unter Anlegung strengst moglicher Kriterien im jeweiligen Testorganismus
unterschiedliche und eindeutig abgrenzbare Wirkungsmechanismen aufweisen. Dem
toxikologischen Kriterium der Wirkungs-Unéhnlichkeit muBte dazu Vorrang vor der Um-
weltrelevanz der Testsubstanzen eingeraumt werden.

'K, Cu*', Decamethrin (Pyrethroid), Triphenylzinnchlorid
2 nicht-reaktive chlorierte Kohlenwasserstoffe, Chioraniline, Chiorphenole
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Die in der Literatur dokumentierten experimentellen Befunde lassen die Hypothese stit-
zen, dall KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT fur regulatorische Zwecke eine "reasonable worst
case estimation" (s. 3.2) der Mischungstoxizitdt unahnlich wirkender Stoffe darstellt.
Angesichts der beobachteten Uberschatzungen stelit sich aber die Frage, ob das Konzept
der UNABHANGIGEN WIRKUNG nicht eine angemessenere und genauere Prognose liefern
konnte. In der Reihe zitierter Arbeiten ist nur einmal von Hermens und Leeuwangh (1982)
der Versuch unternommen worden, dieser Frage nachzugehen. Die von ihnen unter be-
stimmten Annahmen Uber die Steigung der Konzentrations-Wirkungskurven vorgelegten
Berechnungsergebnisse weisen aus, dall die beobachtete Fisch-Toxizitat von 8- und 24-
Stoff-Gemischen zwischen den Vorhersagewerten nach UNABHANGIGER WIRKUNG' und
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT lag. Wie bereits gesagt, hangt die Sicherheit eines Ver-
gleichs mit UNABHANGIGER WIRKUNG bei multiplen Gemischen allerdings entscheidend an
der validen Bestimmung der Konzentrations-Wirkungskurven von Einzelstoffen im Be-
reich niedriger Effekte ab. Dafir eine tragfahige experimentelle und statistische Vorge-
hensweise zu entwickeln, war Aufgabe dieses Projektes.

Mischungstoxizitét bei niedrigen Einzelstoff-Konzentrationen

Alle bisher zitierten Untersuchungen haben mit sog. "dqui-toxischen” Gemischen experi-
mentiert. Im Falle des umfangreichsten bisher gepriften Gemisches &hnlich unspezi-
fischer Wirkung bedeutet das, da 50 Mischungskomponenten jeweils in Konzentrationen
von 1/50 der Einzelstoff-ECso-Werte vorlagen (Konemann 1980, Hermens et al. 1984a).
In Ubereinstimmung mit der Hypothese der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT betrug der le-
tale Gesamteffekt dieses Gemisches in Fisch- und Daphnientest annahernd 50 %. Einzel-
stoffe in Konzentrationen von nur 0.02 x ECs, kénnen also zur Gesamt-Toxizitat eines
Gemisches dhnlich unspezifisch wirkender Narkotika beitragen.

Mit gleichen Mischungskomponenten, aber verandertem Versuchsdesign wurde diesem
Phanomen weiter nachgegangen. Dazu wurde im Daphnientest die ECs,-Konzentration
eines Stoffes in Gegenwart und in Abwesenheit fixer, sehr niedriger Konzentrationen der
anderen 49 Stoffe bestimmt (Deneer et al. 1988). Die Ergebnisse lieferten Evidenzen da-
fur, dal Einzelstoffe mit narkotischer Wirkungsweise selbst in Konzentrationen von nur
0.0025 ihrer ICsp noch zur Gesamttoxizitat beitragen und diese durch KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT korrekt vorhergesagt wird. Van Leeuwen (1991) resimierte, daR diese Kon-
zentrationen an oder unterhalb der NOEC von Einzelstoffen lagen. Diese Argumentation
unterstellt, da bestimmte Erfahrungswerte Uber die Steilheit von Konzentrations-Wir-
kungskurven und das Verhaltnis von NOEC- zu ECs-Werten auch auf jede Einzelsub-
stanz des multiplen Gemisches zutreffen. Sie kann daher immer angezweifelt werden,
solange die NOEC-Werte nicht allesamt bestimmt werden.

Zusétzlich gestitzt wird der Verdacht, da® auch Konzentrationen unterhalb von NOEC-
Werten zur Gesamt-Toxizitdt eines Gemisches beitragen kénnen, durch eine Arbeit, in
der dhnlich unspezifische Substanzen nicht im Verhaltnis der ECs,-Werte, sondern im
Verhéltnis ihrer NOEC-Werte kombiniert wurden (Hermens et al. 1885b). Fur 10 Substan-

' Die Autoren sprechen von “Independent action, r=0" in Abgrenzung zu anderen theoretischen Sonderféllen
UNABHANGIGER WIRKUNG; zur Erlduterung s. Plackett & Hewlett 1948, K&nemann 1981.
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zen lagen experimentelle NOEC-Werte im Wachstumshemmtest mit Daphnia magna
(16 d) vor. Fir weitere 15 wurden sie mit einem QSAR-Modell geschatzt. Experimentell
bestimmt wurden die NOEC-Werte fur ein Gemisch der ersten 10 sowie ein Gemisch aller
25 Substanzen. Im Rahmen der experimentellen Unsicherheiten kamen die Autoren ins-
gesamt zu dem SchiuR®, dall die NOEC-Werte dieser Gemische auf Basis der KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT vorhersagbar waren.

Der experimentelle Ergebnisstand ist wiederholt als ausreichender Beleg dafur gewertet
worden, das NOEC-Werte von Einzelstoffen fir multiple Gemische &hnlich wirkender
Xenobiotika bedeutungslos seien (Kénemann 1980, Hermens, Leeuwangh und Musch
1985, Broderius und Kahl 1985, Deneer et al. 1988). Ob diese SchiuB3folgerung nicht nur
fir Umweltchemikalien mit dhnlich unspezifischer, sondern auch fur Substanzen mit &hn-
lich spezifischem Wirkungsmechanismus gerechtfertigt ist und ob sie strengen statisti-
schen MaRstaben Stand halt, ist bisher experimentell nicht belegt worden. Die Prifung
dieser Frage war deshalb ein weiteres wichtiges Teilziel dieses Projektes.

Keinen (berzeugenden experimentellen Hinweis gibt es bisher daflr, daR auch im Falle
von Gemischen undhnlicher Wirkungsweise Einzelkomponenten unterhalb individueller
NOEC-Konzentrationen zur Gesamt-Toxizitat signifikant beitragen kénnten. Hermens und
Leeuwangh (1982) konnten als Ergebnis ihrer Mortalitatsstudien an Fischen lediglich fest-
stellen, da Chemikalien mit unterschiedlichen Wirkungsweisen noch in Konzentrationen
von etwa 1/10 der LCsy zur Gesamttoxizitat beitragen. Wiederholt ist in der Literatur die
Hypothese formuliert worden, daB fir spezifische rezeptor-vermittelte Wirkungen zwar die
Existenz von Schwellenwerten angenommen werden kénne, daB jede organische Chemi-
kalie aber allein auf Grund ihrer Hydrophobizitat in jeder Konzentration zu einem unspezi-
fischen narkotischen Gesamt-Effekt beitragen koénne (Kénemann 1980, Hermens und
Leeuwangh 1982, Broderius und Kahl 1985, Deneer et al. 1988). Experimentelle Belege
dieser These sind allerdings nicht erbracht worden.

Die Konzeption dieses Projektes ist nicht von dieser komplexen Annahme, sondern von
den beiden Grenzfallen strikt unabhangiger und strikt konzentrations-additiver Mischungs-
toxizitat ausgegangen. Mit dem Versuch der experimentellen Wirkungs-Analyse multipler
Gemische unédhnlich wirkender Stoffe in niedrigen Einzelstoff-Konzentrationen wurde
dabei Neuland beschritten.
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4 Arbeitsziele

Ziel der Arbeiten war es, aus exemplarischen Untersuchungen an ausgewahiten Stoffge-
mischen und Biotest-Systemen Antworten auf die in der Problemstellung formulierten Fra-
gen zu gewinnen (Abschnitt 2). Dazu wurden

* die Schiusselbegriffe der Projekt-Thematik spezifiziert oder operationalisiert,

» der Untersuchungsrahmen abgesteckt und

» die Arbeit in Teilziele gegliedert.

Schiisselbegriffe

Folgende Spezifizierungen und Operationalisierungen wurden getroffen:

VORHERSAGBARKEIT: Vorhersagen der Toxizitdt von Gemischen werden auf der Grund-
lage experimentell ermittelter und statistisch abgesicherter Konzentrations-Wirkungs-
beziehungen von Einzelsubstanzen unter Verwendung der Konzepte der KONZENTRA-
TIONS-ADDITIVITAT und der UNABHANGIGEN WIRKUNG kalkuliert.

BEURTEILUNG: Die Beurteilung erfolgt durch den statistisch gestutzten Vergleich zwischen
beobachteter und vorhergesagter Mischungstoxizitat. Beurteilt wird, ob eine Vorher-
sage (berhaupt mdglich ist und wenn, mit welchem Konzept unter welchen Bedin-
gungen und mit welcher Genauigkeit.

AQUATISCHE TOXIZITAT: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fir integrale Toxizitatspara-
meter wurden in Labortests an Populationen einzelner Spezies bestimmt.

MULTIPLE STOFFGEMISCHE: Testgemische wurden aus 14 bis 18 analysenreinen Kompo-
nenten in definierten Mischungsverhaltnissen und analytisch validierten Konzentratio-
nen zusammengesetzt. Gemische undhnlicher Wirkung und “Referenzgemische” &hn-
licher Wirkung wurden vergleichend untersucht.

UNAHNLICHE WIRKUNG: Testgemische unahnlicher Wirkung enthielten Substanzen, denen
nach Stand des Wissens unterschiedliche spezifische, molekular definierte und im je-
weiligen Testorganismus relevante Wirkungsmechanismen eindeutig zugeordnet wer-
den kénnen. “Referenzgemische® &hnlicher Wirkung sind entsprechend aus Substan-
zen mit identischem spezifischen Wirkungsmechanismus zusammengesetzt worden.

NIEDRIGE KONZENTRATIONEN: Realisiert wurden Situationen, in denen die Einzelkompo-
nenten der Testgemische jeweils in Konzentrationen unterhalb konventionell bestimm-
ter NOEC-Werte vorlagen. Als Leitwert (“Benchmark-Konzentration®) diente die ECq;.

Untersuchungsrahmen

Im gegebenen Zeit- und Kostenrahmen wurden folgende Festsetzungen getroffen:

* Untersuchung multipler Mischungstoxizitdten an 2 unterschiedlichen Testorganismen,
namlich Algen und Leuchtbakterien,

e Prifung je eines Gemisches ahnlicher und unahnlicher Wirkung in beiden Biotests,

« Prifung jedes Gemisches in 2 unterschiedlichen Mischungsverhaitnissen.
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Insgesamt waren also 8 Konzentrations-Wirkungsbeziehungen multipler Gemische zu
untersuchen. Limitierend waren die dazu notwendigen Vorarbeiten, insbesondere die
Konzentrations-Wirkungsanalysen der zahlreichen Einzelsubstanzen.

Teilziele

Folgende Teilziele wurden schrittweise realisiert:

|. Konzeption der Kombinations-Wirkungsanalyse

Il. Anpassung und Weiterentwickiung von biometrischen Verfahren und experimentellen
Methoden

lIl. Analyse der Mischungstoxizitat dhnlich wirkender Stoffe (,Referenzgemische”)

IV. Analyse der Mischungstoxizitat unahnlich wirkender Stoffe

Teilziel I: Konzeption

Aus der Zielsetzung resultieren Anforderungen an die experimentellen und biometrischen
Elemente der Kombinations-Wirkungsanalyse. Weiches diese Elemente und Anforderun-
gen sind und inwieweit sie sich wechselseitig bedingen, wird in Abschnitt 5 dargelegt.

Teilziel Ii: Methodenentwicklung

Die Erfullung der Anforderungen machte Weiterentwicklungen des experimentellen, vor
allem aber des biometrischen Instrumentariums erforderlich. Zentrale Punkte waren die
Bestimmung niedriger Effekt-Konzentrationen und die Ubertragung biometrischer Modelle
fur bindre Gemische auf multiple Gemische. Abschnitt 6 beschreibt die Methoden.

Teilziel li: Referenzgemische ahnlicher Wirkung

An muitiplen Referenzgemischen ahnlich spezifischer Wirkung wurden 3 Fragen gepruft:
 Liefert KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine valide Prognose der Mischungstoxizitat?

* Gilt dies auch, wenn Einzelstoff-Konzentrationen unterhalb von NOEC-Werten liegen?
* Sind Vorhersagen nach UNABHANGIGER WIRKUNG deutlich unzutreffend?

Abschnitt 7 beantwortet diese Fragen.

Teilziel IV: Mischungstoxizitét unéhniich wirkender Stoffe

Mit der erfolgreichen Realisierung der ersten 3 Teilziele waren alle Vorbedingungen er-

fullt, um die Kernfragen des Projektes experimentell anzugehen:

* Sind die Algen-Toxizitat und die Bakterien-Toxizitat multipler Gemische von Stoffen mit
unéhniichen spezifischen Wirkungsmechanismen durch das Konzept der KONZENTRA-
TIONS-ADDITIVITAT oder das der UNABHANGIGEN WIRKUNG voraussagbar?

« Sind unerwinschte Kombinationseffekte unédhnlich wirkender Stoffe auch dann be-
grundet zu erwarten, wenn die Einzelstoff-Konzentrationen unterhalb von NOEC-Wer-
ten liegen?

Abschnitt 8 dokumentiert die Untersuchungsergebnisse.
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5 Konzeption der Kombinations-Wirkungsanalyse

Die Vorgehensweise einer quantitativen Kombinations-Wirkungsanalyse wird in Abb. 5.1
veranschaulicht. Mit der Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von
ausgewahlten Einzelstoffen wird zunachst eine Ausgangsbasis geschaffen. Die Qualitat
dieser Basis, daR heit Art und Anzahl der ausgewahiten Stoffe, Art und Umfang des Da-
tenmaterials sowie die Gite der biometrischen Analyse, determiniert bereits weitgehend
die Aussagemaoglichkeiten der gesamten Studie. Im zweiten Abschnitt der Analyse wer-
den Gemische gebildet, die Einzelstoffe in definierten Verhaltnissen enthalten. Die Toxizi-
tat dieser Gemische wird einerseits prognostiziert, andererseits tatsachlich experimentell
bestimmt. Die Prognose erfolgt durch Verrechnung der Einzelstoff-Daten nach Magabe
der Vorhersage-Konzepte (KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG).
Die experimentelle Bestimmung nutzt das gleiche Instrumentarium der Konzentrations-
Wirkungsanalyse wie die Einzelstoff-Untersuchung und bezieht sich auf die gleichen
Toxizitatsparameter. Im Ergebnis kénnen die vorhergesagte und die beobachtete
Mischungstoxizitat in vergleichbaren Mazahlen ausgedrickt werden, namlich als Starke
eines definierten Effektes oder als Hohe einer definierten Effekt-Konzentration.

Konzentrations-Wirkungsanalytik von Einzelstoffen

\ \

Vorhersage-Konzepte Konzentrations-
Wirkungsanalytik von
Stoffgemischen
vorhergesagte beobachtete
Mischungstoxizitat e Mischungstoxizitit

Abb. 5.1: Vorgehensweise bei der quantitativen Analyse von Kombinations-Wirkungen
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Im dritten Teil der Analyse werden die Verhaltnisse zwischen Vorhersagen und Beo-
bachtungen geprift: Wie groR sind die Abweichungen, sind sie statistisch signifikant und
welches Konzept liefert die genauere Vorhersage? Das gewonnene Datenmaterial bietet
zusatzlich die Méglichkeit, in einem vierten, in der Abbildung nicht visualisierten Schritt die
Gesamt-Toxizitdt von Gemischen mit der Toxizitat der einzelnen Komponenten zu ver-
gleichen. Ist ein toxischer Gesami-Effekt des Gemisches auch dann zu beobachten,
wenn die Einzelstoffe in Konzentrationen unterhalb von NOEC-Werten vorliegen und ist
dieser gegebenenfalls sogar quantitativ vorhersagbar?

Diese Vorgehensweise galt es, zielorientiert zu spezifizieren. Die Spezifikationen betref-
fen 7 experimentelle und biometrische Elemente der Kombinations-Wirkungsanalyse:

die Auswahl und Optimierung geeigneter Biotests,

die Zusammensetzung multipler Testgemische,

. die Auswahl geeigneter Mischungskomponenten,

. das Design der experimentellen Konzentrations-Wirkungsanalyse,

. die Verfahren der biometrischen Konzentrations-Wirkungsanalyse,
die Operationalisierung der NOEC,

den Vergleich beobachteter Mischungstoxizitdten mit Vorhersagen.

Nooswn

Tab. 5.1 listet die Anforderungen auf, die an jedes dieser Elemente zu stellen waren.
Tab. 5.2 falt die Merkmale des experimentellen und biometrischen Ansatzes zusammen,
mit dem diesen Anforderungen entsprochen wurde. Die nachfolgenden Abschnitte be-
grunden die Anforderungen und erlautern ihre Umsetzung.

5.1 Biotests

Dieses Projekt war darauf ausgerichtet, multiple Mischungstoxizitaten in exemplarisch
angelegten Féllen zu untersuchen. Eine solche Konzeption filhrt am Ende zwangslaufig in
die Diskussion dariiber, ob den Ergebnissen tatsachlich ein Regelfall-Charakter beige-
messen werden kann oder ob Spezialfalle beobachtet wurden, die nur far die untersuch-
ten Toxizitatsparameter, Testbedingungen und Testgemische Gultigkeit haben. Ein star-
kes Indiz fur einen regelhaften Zusammenhang wére allerdings dann gegeben, wenn der
Typus &hnlicher oder unahnlicher Wirkung, mit unterschiedlichen Mischungskomponen-
ten realisiert und in unterschiedlichen Biotests gepruft, zu jeweils gleichartigen Resultaten
fuhrte. Zumindest zwei unterschiedliche Testspezies, die verschiedene Organismenrei-
che, Trophiestufen und Stoffwechseltypen reprasentieren, soliten deshalb vergleichend
untersucht werden. In Betracht gezogen wurden dabei nur solche Organismengruppen,
die auch in standardisierten aquatischen Toxizitatstests Verwendung finden. Auf diese
Wiese werden Vergleiche mit vorhandenen Toxizitatsdaten ermdglicht und die Relevanz
der Ergebnisse fir die regulative Chemikalienbewertung auler Frage gestelit.

Kombinations-Wirkungsanalysen multipler Gemische erfordern die Bestimmung der Kon-
zentrations-Wirkungsbeziehungen zahireicher Einzelstoffe. Gleichzeitig waren hohe An-
forderungen an den Umfang der Datensatze und die Qualitat des Datenmaterials zu stel-
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len. QualitatsmaRstabe sind dabei eine moglichst geringe Varianz innerhalb paralleler

Versuchsansatze und eine moglichst gute Reproduzierbarkeit in unabhangigen Ver-

suchswiederholungen. Der hohe Stellenwert dieser Anforderungen ergibt sich aus drei

Grunden:

« Die Realisierung der Projektziele setzte die statistisch valide Schatzung niedriger Ef-
fekt-Konzentrationen voraus. Diese ist ihrerseits abhdngig von Qualitat und Quantitét
des Datenmaterials.

» Einzelstoffe und multiple Gemische konnten nicht gleichzeitig in parallelen Ansatzen,
sondern nur nacheinander analysiert werden. Der Vergleich beobachteter Mischungs-
toxizitaten mit Vorhersagen, die auf zuvor aufgenommenen Einzelstoff-Daten beruhen,
unterstellt aber deren Reproduzierbarkeit. Andernfalls ist er wertlos.

» Vorhersagen der Mischungstoxizitat sind mit den Unsicherheiten der Konzentrations-
Wirkungsanalysen der Einzelstoffe befrachtet. Je gréRer die Varianz und je schlechter
die Reproduzierbarkeit, desto gréfRer ist auch die Unschéarfe der Vorhersagen. Unter-
schiede zwischen konkurrierenden Vorhersagen einerseits sowie zwischen Vorhersa-
gen und Beobachtungen andererseits drohen daher zu verschwimmen, wenn das “ex-
perimentelle Rauschen” groB ist.

Die Erfolgsaussichten waren also an eine hohe Testkapazitat in Verbindung mit geringer

Varianz und guter Reproduzierbarkeit geknipft. Unter den Bedingungen eines engen

Zeit- und Kostenrahmens konnte diesen Anforderung nur mit erprobten Biotests an ein-

zelligen Organismen sicher entsprochen werden. Griinalgen, als Vertreter der aqua-

tischen Primarproduzenten, und Leuchtbakterien, als Vertreter der Destruenten, waren
deshalb die Testorganismen der Wahi.

Als integrale Toxizitatsparameter (s. 3.1) waren die Hemmung der Algen-Vermehrung
und die Hemmung der bakteriellen Biolumineszenz zu bestimmen. Expositionsdauer,
Testbedingungen und MeRverfahren waren dabei so aufeinander abzustimmen, daR
einerseits alle jeweils relevanten Wirkungsmechanismen in diesen Parametern manifest
werden, andererseits ein méglichst breites Spektrum von Substanzen mit unterschied-
lichen physiko-chemischen Eigenschaften schnell und reproduzierbar mit hoher Empfind-
lichkeit testbar ist. Die Problematik dieser widerstreitenden Anforderungen kann mit weni-
gen Beispielen verdeutlicht werden:

* Die Algen-Toxizitat spezifisch wirkender schwacher Sauren, wie z.B. Sulfonylharn-
stoffen, ist stark ph-abhangig (Fahl et al. 1995). Eine kultivationstechnisch bedingte, im
Standard-Algentest zuldssige pH-Anderung um 1,5 Einheiten steht daher den Erforder-
nissen konstanter Testbedingungen als Voraussetzung geringer Varianz und hoher
Reproduzierbarkeit entgegen.

* Die Bakterien-Toxizitat spezifischer DNA-Synthese-Inhibitcren kann im standardisier-
ten 30-Minuten Biolumineszenz-Hemmtest nicht detektiert werden, da sie erst bei lan-
gerer Inkubationszeit, unter reproduktiven Bedingungen zum Tragen kommt (Back-
haus et al. 1997). Lange Expositionszeiten stehen andererseits nicht nur den Erfor-
dernissen einer hohen Testkapazitdt entgegen, sondern kénnen beispielsweise bei
flchtigen oder hydrolyse-instabilen Substanzen dazu fihren, da dem beobachteten
Effekt keine eindeutig definierte, wahrend der Testdauer weitgehend konstante Kon-
zentration zugeordnet werden kann.
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Tab. 5.1: Spezifische Konzeption der Kombinations-Wirkungsanalyse
I. Elemente und Anforderungen

Elemente [ Anforderungen

Biotests s aquatische Testorganismen verschiedener Trophiestufen

» hohe Testkapazitat

« minimierte Varianz und maximierte Reproduzierbarkeit

+ integrale Toxizitats-Parameter

* Manifestierung relevanter Wirkungsmechanismen wahrend der Expositionsdauer
= Testbarkeit eines physiko-chemisch breiten Substanzspektrums

Testgemische » unstrittig dhnliche oder undhnliche Wirkung der Komponenten

» deutlicher Gesamteffekt bei nicht signifikant wirksamen Einzelstoff-
Konzentrationen konzept-abhangig erwartbar

« deutlich unterschiedliche Vorhersagen der Mischungstoxizitdt nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG

» unterschiedliche, jeweils fixe Mischungsverhaitnisse

Mischungs- * spezifischer Wirkungsmechanismus

komponenten « keine indirekten Effekte

» in hoher Reinheit im Handel erhaitlich

* Analyseverfahren verflgbar

» Laslichkeit in waflrigen Testmedien > ECgq

* Konzentrations-Stabilitat unter Testbedingungen

+ moglichst geringe Varianz der Effekte

* moglichst gute Reproduzierbarkeit der Konzentrations-Wirkungskurve
« moglichst steile Konzentrations-Wirkungskurve

* vorrangig gewasserrelevant

Experimentelle * 211 Test-Konzentrationen zur Abdeckung des Bereichs < ECg4 bis 2 ECgp
"::ﬁ::;m + mindestens 3 Replikate je Konzentrations-Stufe

s mindestens 3 x 4 bzw. 3 x 3 Kontrollen (Algen- bzw. Leuchtbakterientest)

« flexible Konzentrations-Abstufung in Anpassung an die Steilheit der

Konzentrations-Wirkungskurve

» analytisch validierte, wahrend der Testdauer konstante Testkonzentrationen
Biometrische + valide parametrische Modellierung asymmetrisch sigmoider Kurvenverldufe
Konzentrations- + valide Schatzung von Effekt-Konzentrationen und statistischen Unsicherheiten
Wirkungsanalyse bei effekt-niveau-abhangiger Varianz (Heteroskedaszitat)
Operationali- + valide Schatzung niedriger Effekt-Konzentrationen = ECy4

sierung der NOEC » ‘“klassische® varianzanalytische Schétzung von NOEC's

Vergleich mit * Vergleich mit Vorhersagen beider Konzepte:
Vorhersagen KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG

» “globaler” Vergieich im Intervall von EC4q bis 2 ECgg
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Tab. 5.2: Spezifische Konzeption der Kombinations-Wirkungsanalyse
Il. Experimenteller und biometrischer Ansatz

Biotests Algentest Leuchtbakterientest
» Organismus = Scenedesmus vacuolatus » Vibrio fischen
* Parameter « Reproduktions-Hemmung » Bioclumineszenz-Hemmung
= Expositionsdauer = 24h « 24h » 30 Min.
(1-Generationen-Test an Synchronkulturen) | (Langzeit-Test) (Kurzzeit-Test)
Testgemische Referenzgemisch Gemisch Gemisch Referenzgemisch
& Mischungs- dhnlicher undhnlicher unéahnlicher dhnlicher
komponenten Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung
» Anzahl der Stoffe - 18 = 16 . 14 e 18
» Wirkungs- « PS-ll Inhibitoren |e unterschiedliche |e unterschiedliche |+ Entkoppler
mechanismus molekulare molekulare
Wirkorte Wirkorte
= Stofiklasse(n) » s-Triazine « Herbizide, « Pestizide, Anti- |« substituierte
Fungizide, biotika, Chemo- Phenole
Antibiotika therapeutika
» Mischungs- ECso- | ECp1- ECsp- ECp1- ECs0- | ECpe- | ECsp- ECp+-
verhaitnis Verhaltnis | Verhaltnis | Verhaltnis | Verhaitnis | Verhaitnis | Verhaltnis | Verhaitnis | Verhaltnis
Experimentelle Analyse von Einzelstoffen und Gemischen
Konzentrations- mindestens im Bereich von ECg4 bis ECgp
Wirkungsanalyse
= Konz.-Stufen . 12 - 16
» Replikate -3 »3
« Kontrollen = 3x6 * 3x4
Biometrische Best Fit Modeling
Konzentrations- mit 10 verschiedenen parametrischen Regressions-Modellen
Wirkungsanalyse

« Schatzalgorithmus
« Anpassungsgite
» Effekt-Konzen-

« GLS (generalized least square); robuste nicht-parametrische Gewichtsschétzung
» Beurteilung nach SAE (sum of absolute errors) und Residuenanalyse
« Bestimmung mit Resampling-Verfahren (bootstrap)

trationen
& statistische
Unsicherheit
Operationali- Bestimmung niedriger Effektkonzentrationen
sierung der NOEC im Bereich > ECq4 (Benchmark's)
s Benchmark's = Statistische Schatzung mit den o.g. Verfahren des best fit modeling
= NOEC's » Bestimmung im DUNNETT-Test
Vergleich mit Vorhersagen auf der Basis von
Vorhersagen Konzentrations-Additivitit und Unabhdngiger Wirkung
» Abweichungsmale| |e IPQ (/Index on Prediction Quality)
« Statistische = Konfidenzintervalle der IPQ-Werte als Beurteilungskriterium
Beurteilung (Vorhersage-Unschéarfe und Signifikanz von Abweichungen)
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Die Beispiele zeigen, dal mit den normierten Biotests an Algen (DIN/ISO 8692) und

Leuchtbakterien (DIN 38412 Teil 34) den projekt-spezifischen Anforderungen nicht hinrei-

chend Rechnung getragen werden konnte. Daraus wurden folgende Konsequenzen ge-

zogen:

* An Stelle des Standard 72-h-Algentests mit Scenedesmus subspicatus wurde ein spe-
ziell optimierter 24-h-Ein-Generationen-Algentoxizitatstest auf der Basis synchroni-
sierter Flissigkulturen der einzelligen Griinalge Scenedesmus vacuolatus' verwendet.
Dies bedeutete einerseits eine Erh6hung des kultivations- und meQtechnischen Auf-
wandes, andererseits aber auch eine deutliche Reduktion der Testdauer. Ausgangs-
punkt war ein Testverfahren (Faust et al. 1992), das bereits erfolgreich fur die Analyse
der Algentoxizitat binarer Kombinationen von Pestiziden und Tensiden eingesetzt wor-
den ist (Altenburger et al. 1990, Faust et al, 1993, 1994, Grimme et al. 1994, 1996a).
Dieses wurde so modifiziert, daR die Testkapazitadt gesteigert, Varianz und Reprodu-
zZierbarkeit weiter vermindert und die Testbarkeit auf fliichtige und schaumende Sub-
stanzen ausgedehnt werden konnte.

* In Abhangigkeit von den physiko-chemischen und pharmakologischen Eigenschaften
der Mischungskomponenten wurden zwei unterschiedliche Varianten des Biolumines-
zenz-Hemmtestes mit Vibrio fischer? eingesetzt: der Kurzzeit-Test nach DIN 38412
Teil 34 mit 30 Minuten Inkubationszeit sowie ein Langzeit-Test mit 24 h Expositions-
dauer. Aus Grunden, die in Zusammenhang mit der Auswahl von Mischungskompo-
nenten erdrtert werden (5.3), wurde der Kurzzeit-Test fir die Prifung eines Referenz-
gemisches ahnlicher Wirkung und der Langzeit-Test fur ein Testgemisch unéahnlicher
Wirkung verwendet.

Merkmale und Durchfiihrung dieser Biotests sind in Abschnitt 6.2 dargelegt.

5.2 Testgemische

Testgemische sind durch Art und Anzahl der Mischungskomponenten, deren Mischungs-
verhaltnis sowie ihre Gesamtkonzentration definiert. Bei der experimentellen Analyse der
Toxizitdt von Gemischen wurden die ersten drei Parameter jeweils konstant gehalten,
wahrend die Gesamtkonzentration die variable GréRe darstellte (Konzentrations-Wir-
kungsanalyse von Stoffgemischen). Dieses sog. fixed ratio design gestattete den statis-
tisch gestutzten Vergleich von Beobachtungswerten mit beiden Vorhersagen (KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG).

Hinsichtlich der Art der Mischungskomponenten ergab sich aus der Zielsetzung die unab-
dingbare Anforderung, daR den beteiligten Stoffen nach Stand des Wissens und kon-
sensfahigen Kriterien entweder identische (Referenzgemische) oder klar abgrenzbare,
spezifische, molekular definierte und im jeweiligen Testorganismus relevante Wirkungs-
mechanismen eindeutig zugeordnet werden kénnen. Eine stringente Erfillung dieser An-

! frisher Chlorella fusca var. vacuolata
2 friiher Photobactenum phosphoreum
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forderung gestaltet sich allerdings um so schwieriger, je groBer die Anzahl der Mi-
schungskomponenten sein soll. Eine effiziente Vorgehensweise bei der Auswahl von Mi-
schungskomponenten muflte sich deshalb an Zielvorgaben fir deren Mindestanzahl
orientieren.

Fir die Ableitung dieser Vorgaben waren zwei Gesichtspunkte mafgeblich:

e Zum einen galt es, Testsituationen zu realisieren, in denen Mischungskomponenten in
jeweils nicht signifikant wirksamen Einzel-Konzentrationen vorliegen (ECq: als NOEC-
Operationalisierung), die Vorhersagekonzepte aber einen deutlichen Gesamteffekt des
Gemisches prognostizieren lassen.

* Zum anderen sollten beide Vorhersagen méglichst unterschiedlich sein, um eine diffe-
renzierte Beurteilung des Prognosewertes zu ermaglichen.

Wieviele Mischungskomponenten zur Erfullung dieser verknipften Anforderungen erfor-

derlich sind, hangt von der Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurven der Einzelsub-

stanzen und vom Mischungsverhaltnis ab. An vorhandenen Datensétzen aus Vorlaufer-

Projekten wurden deshalb Steilheitsanalysen vorgenommen und mit diesen Erfahrungs-

werten Simulationsrechnungen durchgefiihrt. Sie fihrten zu dem Ergebnis, daR die Ziel-

realisierung mit weniger als 10 Mischungskomponenten keinesfalls gewahrieistet werden
konnte, und dal mit 15 bis 20 Mischungskomponenten gute Erfolgsaussichten gegeben
waren. Unter diesen Vorgaben wurden Verfahrens-Schemata fir die Stoffauswahl festge-

legt (s. 6.1). Innerhalb eines fixen Zeitrahmens gelang es damit, 14 bis 18 geeignete Mi-

schungskomponenten flr jedes der vier Testgemische zu identifizieren.

Jedes Testgemisch wurde in zwei unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen gepruft, und
zwar im Verhdéltnis der ECsp-Werte und im Verhaltnis der ECy;-Werte der Einzelsubstan-
zen. Dafir waren zwei Grinde ausschlaggebend:

» Erstens kann nicht ausgeschlossen werden, daB die Vorhersagbarkeit der Mischungs-
toxizitat vom Mischungsverhaitnis der Komponenten abhéngig ist.

+ Zweitens hat das Mischungsverhaltnis sowohl EinfluR auf die Unterschiedlichkeit der
Vorhersagen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG als
auch auf die Differenz zwischen Einzelstoff-Toxizitat und prognostizierter Mischungs-
toxizitat.

Die Kombination von Testsubstanzen im Verhaltnis ihrer ECs-Werte ist ein gangiges

Verfahren in der Kombinations-Wirkungsanalytik (s. 3.5). Es ist leicht nachvoliziehbar und

stellt nur geringe Anspriiche an die Datenqualitdt, wenn Beobachtungswerte ausschlie-

lich gegen Vorhersagen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT abgeglichen werden sollen.

Fir die Analyse des Beitrages niedriger Effekt-Konzentrationen von Einzelstoffen zur

Gesamt-Toxizitat birgt es allerdings gravierende Nachteile (s. 6.3.2). Sie erwachsen dar-

aus, dafl gleiche Fraktionen des ECs, bei unterschiedlich steilen Konzentrations-Wir-

kungskurven zu ganz unterschiedlichen Einzeleffekten fihren. Simulationsrechnungen
fuhrten zu dem SchiuB, daR die Beantwortbarkeit der Fragesteliung mit diesem

Mischungsverhaltnis nicht sichergestellt werden konnte. Sie zeigten aber auch, daR die-

ser Mangel bei Verwendung eines ECy;-Verhaltnisses Gberwindbar sein wirde.
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5.3 Mischungskomponenten

Stoffe, die fur die Bildung der Testgemische in Frage kamen, missen zwei Grundfor-

derungen erfullen:

* Sie missen einen bekannten, im jeweiligen Testorganismus relevanten spezifischen
Wirkungsmechanismus aufweisen.

« Die Konzentrations-Wirkungsbeziehung muR volistandig und valide bestimmbar sein.

Wirkungsmechanismen wurden als molekulare “Wirkorte" definiet und gegeneinander
abgegrenzt. Diese Wirkorte sind entweder strukturell benennbar (z.B. ein bestimmtes En-
zym) oder zumindest funktionell als Storung eines Stoffwechselprozesses eng umrissen
(z.B. protonophore Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung). Wegen des heteroge-
nen Erkenntnisstandes kénnen unterschiedliche Wirkorte nicht immer mit der gleichen
Prazision definiert werden. Fir die Zusammensetzung von Gemischen unéhnlicher Wir-
kung war es jedoch hinreichend, wenn nach Stand des Wissens ausgeschlossen werden
kann, dal die priméare Interaktion identische oder iberlappende Wirkorte betrifft. Die Er-
fordernis eines spezifischen Wirkungsmechanismus beinhaltet, dal gleichzeitige indirekte
Effekte weitestmoglich auszuschlieRen waren. Solche indirekten Effekte konnen sich ins-
besondere ergeben aus
» der physiko-chemischen Reagibilitdt mit anderen Komponenten des Gemisches oder
des Testmediums,
» der Veranderung des pH-Wertes des Testmediums durch Sauren oder Basen,
» die Lichtabsorption durch farbige Substanzen.

Hinter der Erfordernis einer vollstdndigen und validen Bestimmbarkeit der Konzentrations-
Wirkungsbeziehung jeder Einzelsubstanz verbirgt sich ein ganzer Katalog von Teilanfor-
derungen. Grundvoraussetzungen waren die kommerzielle Verflgbarkeit analysen-reiner
Substanz-Standards sowie analytischer Verfahren zur Validierung der Testkonzentra-
tionen und der Konzentrations-Stabilitat. Weiterhin multe die in den Testmedien |Gsliche
Konzentration mindestens einen 80 %igen Effekt ausiésen. Dies stellt zwar eine Ab-
schwachung des “Vollstandigkeits“-Kriteriums dar. Diese ist jedoch unbedeutend, da sehr
hohe Einzelstoff-Effekte fur die in Frage stehenden Kombinations-Effekte irrelevant sind
und die statistische Modellierung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung im Bereich ge-
ringer Effekte durch das eventuelle Fehlen von Datenpunkten zwischen 80 und 100 %
nicht beeintrachtigt wird (s. 6.3.1). Gewahrleistet werden muRte zudem eine hohe Kon-
stanz der Testkonzentrationen wahrend der Testdauer. Thermische, hydrolytische und
photolytische Stabilitét, Fiichtigkeit und Biotransformationspotential waren daher bei der
Stoffauswahl in Betracht zu ziehen. SchlieBlich impliziert die Anforderung einer “validen®
Bestimmbarkeit von Konzentrations-Wirkungsbeziehungen auch das Streben nach mini-
maler Varianz und maximaler Reproduzierbarkeit. Erfahrungsgemall werden diese Gro-
Ren nicht nur durch die Gestaltung der Biotests bestimmt (s. 5.1), sondern stellen sich
auch als Charakteristika von Substanzen oder Substanzgruppen dar.

Insofern verschiedene Substanzen den gleichen Wirkungsmechanismus reprasentieren
und den genannten Anforderungen gleich gut genugen, wurden die Steilheit der Konzen-




5.4 Experimentelle Konzentrations-Wirkungsanalyse 39

trations-Wirkungsbeziehung und die Gewasserrelevanz der Stoffe als Auswahlkriterien
herangezogen: die Steilheit wegen ihrer Bedeutung flr die Zielrealisierung mit einer be-
grenzten Anzahl von Mischungskomponenten (s. 5.2), die Gewasserrelevanz wegen des
unmittelbaren Bezugs zur Problemstellung (s. Abschnitt 2).

Die gewahlite Vorgehensweise bei der anforderungsgerechten Auswahl von Mischungs-
komponenten, im Detail erforderliche Prazisierungen oder Einschrankungen der Anfor-
derungen und im Einzelfall ausschlaggebende Entscheidungsgriinde sind in Abschnitt 6.1
dokumentiert. Im Ergebnis wurden Testgemische unédhnlicher Wirkung vorwiegend aus
Substanzen zusammengesetzt, die als Herbizide, Fungizide, Antibiotika oder Chemothe-
rapeutika praktische Verwendung finden. Das Referenzgemisch &hnlicher Wirkung be-
stand im Algentest aus s-Triazinen, die spezifisch den Elektronentransport im Photosys-
tem Il (PS Il) inhibieren. Im Leuchtbakterientest wurden statt dessen substituierte Phenole
und Aniline verwendet, die als protonophore Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung
wirken.

Entkoppler entfalten ihre volle Wirksamkeit im Leuchtbakterientest bereits in Minuten. Bei
langer Testdauer kann hingegen die mehr oder weniger ausgeprégte Fluchtigkeit der Ver-
bindungen experimentelle Probleme bereiten. Fur die Kombinations-Wirkungsanalyse
dieses Referenzgemisches wurde deshalb der Kurzzeit-Biolumineszenz-Hemmtest ge-
wahlit (30 Min.). Die Realisierung eines multiplen Testgemisches unéhnlicher Wirkung war
hingegen nur bei Verwendung der Langzeit-Variante des Biolumineszenz-Hemmtestes
mdglich (24 h). Der Grund dafir ist, dafl die Wirkung verschiedener spezifischer Inhibito-
ren bakterieller Biosynthesewege erst bei langerer Expositionsdauer zum Tragen kommt
(s.6.1.2).

5.4 Experimentelle Konzentrations-Wirkungsanalyse

Kennzahlen der experimentellen Konzentrations-Wirkungsanalytik sind die Anzahl der
Testkonzentrationen sowie der Replikate und Kontrollen. Die daran zu stellenden Anfor-
derungen ergaben sich aus den eingesetzten biometrischen Verfahren der Konzentra-
tions-Wirkungsanalyse in Zusammenhang mit der Varianz der eingesetzten Biotests. Die
Wahl! der biometrischen Verfahren bestimmt sich ihrerseits aus den Zielsetzungen des
Projektes. Diese wechselseitigen Bedingungen sind in Abschnitt 6.3 detailliert dargelegt.
Sie fuhrten zu den Mindestanforderungen von 11 Testkonzentrationen, 3 Replikaten je
Konzentrationsstufe sowie 3 x 4 Kontrollen im Algentest, bzw. 3 x 3 Kontrollen im Leucht-
bakterientest.

Verdinnungsreihen mit fixem Verdlnnungsfaktor, wie sie in normierten Biotests Gblich
sind, fuhren je nach Steilheit und Form zu unterschiedlich guten oder schiechten Be-
schreibungen von Konzentrations-Wirkungskurven. Fir die Zielsetzungen des Projektes
waren hohere Anforderungen zu stellen. Testkonzentrationen waren deshalb in Anpas-
sung an den Verlauf der jeweiligen Konzentrations-Wirkungskurve flexibel abzustufen, so
dafl mindestens der Bereich von ECy bis ECg durch das Datenmaterial maglichst gut
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erfalt wird. Dies setzte orientierende Versuche zu Lage und Form der Konzentrations-
" Wirkungskurve voraus. Diese orientierenden Versuchsreihen lieferten gleichzeitig An-
haltspunkte fir eine hinreichende Reproduzierbarkeit der Konzentrations-Wirkungskur-
ven.

Im Rahmen der technischen Mdglichkeiten wurden die 0.g. biometrischen Mindestanfor-
derungen so heraufgesetzt, da® eine valide Bestimmbarkeit der Konzentrations-Wir-
kungsbeziehung auch im Falle technischer Ausfalle einzelner Versuchsansatze oder nicht
ganz optimal gewahlter Konzentrationsstufen weitgehend sichergestellt war. Tab. 5.2 gibt
deshalb den experimentellen Ansatz mit 12 Konzentrationsstufen und 6 Kontrollen in je 3
Replikaten fir den Algentest, bzw. 3 x 16 Konzentrationsstufen und 3 x 4 Kontrollen im
Leuchtbakterientest an. Durch begleitende Analytik waren die Testkonzentrationen und
ihre Stabilitat wahrend der Testdauer zu validieren. Applikationstechniken waren ohne
den Einsatz zusatzlicher Losungsvermittier zu gestalten. Details des experimentellen
Designs sind in Abschnitt 6.2 dokumentiert.

5.5 Biometrische Konzentrations-Wirkungsanalyse

Vorhersagen der Toxizitdt multipler Gemische und der Vergleich dieser Vorhersagen mit
Beobachtungswerten mu3ten auf statistisch valide Modellierungen von Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen sowie auf statistisch valide Schatzungen von Effekt-Konzeptratio-
nen und deren Unsicherheiten gegriindet werden. Entsprechend den Zielsetzungen des
Projektes galt dies insbesondere fiir den Bereich niedriger Effekte bzw. Effekt-Konzentra-
tionen. Aus Grinden, die in Abschnitt 6.3.1 dargelegt sind, waren symmetrische oder
asymmetrische sigmoide Kurvenveridufe parametrisch zu modellieren. Schatzverfahren
muBten der Tatsache Rechnung tragen, dal die Beobachtungsvariabilitét in den verwen-
deten Biotests vom Effektniveau abhangig ist (sog. Heteroskedaszitat). In der aquati-
schen Toxikologie bisher gebrduchliche Verfahren erfilllen diese Anforderungen nicht hin-
reichend und entsprechen nicht dem Stand der biometrischen “Kunst".

Fur die Realisierung der Projekiziele wurde deshalb in erheblichem Umfang biometrische
Verfahrensentwicklung geleistet. Ergebnis ist eine Prozedur, die als Best Fit Modeling
gekennzeichnet werden kann. Aus einem “Pool* von 10 verschiedenen 2- und 3-parame-
trischen Regressions-Modellen wird dasjenige ausgewéhit, das einen Datensatz jeweils
am besten beschreiben 1aBt. Zur Anpassung wird ein GLS-Verfahren (generalized least
square) mit robuster nicht-parametrischer Gewichtsschatzung verwendet. Die Beurteilung
der Anpassungsglte erfolgt nach dem SAE-Kriterium (surm of absolute errors) in Verbin-
dung mit einer Residuenanalyse. Effekt-Konzentrationen und zugehorige Unsicherheiten
werden mit sog. Resampling-Verfahren (bootstrap) bestimmt. Die genannten Verfahren
sind in 6.3.1 eridutert und begriindet.
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5.6 Operationalisierung der NOEC

In Abschnitt 3.3 wurde dargelegt, daRl sog. No Observed Effect Concentrations (NOEC’s)
fur die Prifung des Vorhersagewertes des Konzeptes der Unabhéngigen Wirkung unge-
eignete KenngréBen sind. Ersatzweise wurde eine Benchmark-Konzentration von 1 %
(ECq:) verwendet. Das experimentelle Design (s. 5.4) war darauf abgestimmt, diese ECy;
mit den in Abschnitt 5.5 umrissenen Verfahren der biometrischen Konzentrations-
Wirkungsanalyse valide bestimmen zu kdnnen.

Zum Vergleich wurden NOEC-Werte von Einzelstoffen und Gemischen “klassisch”
varianzanalytisch geschéatzt. Dazu wurde der DUNNETT-Test verwendet, da dieser fir die
Risikobewertung im Rahmen des Europdischen Chemikalienrechts derzeit empfohlen
wird (s. 6.3.1). Es konnte erwartet werden, daB die so bestimmten NOEC-Werte jeweils
groRer sind als die ECy;. Die ECy war somit als eine adaquate Operationalisierung der
NOEC qualifizierbar.

5.7 Vergleich mit Vorhersagen

Bisher durchgefiihrte Vergleiche der aquatischen Toxizitat multipler Stoffgemische mit

Vorhersagen (s. 3.5)

» haben sich meist nur auf eines der beiden Vorhersagekonzepte bezogen (namlich
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT),

« waren auf ein einziges Effektniveau beschrankt (meist ECs;) und

» haben keine statistische Absicherung der Resultate vorgenommen.

Die Zielsetzungen des Vorhabens erforderten eine Uberwindung dieser Schwichen in

allen drei Punkten. Statistisch gestitzte Vergleiche beobachteter Konzentrations-

Wirkungskurven von Gemischen mit Prognosen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und

UNABHANGIGER WIRKUNG soliten mdglichst “global®, mindestens jedoch im Bereich von

EC,; bis ECg durchgefiihrt werden. Differenzen zwischen beobachteter und prognosti-

zierter Mischungstoxizitat waren zu quantifizieren und auf statistische Signifikanz zu pri-

fen.

Entsprechende Umsetzungen der Vorhersage-Konzepte in Verfahren der praktischen Da-
tenauswertung sowie geeignete Methoden der statistischen Signifikanzprifung waren
bislang allerdings nur fir Zwei-Stoff-Gemische entwickelt worden. Fir die biometrische
Auswertung multipler Kombinations-Wirkungsversuche waren deshalb erhebliche metho-
dische Entwicklungsarbeiten zu leisten. Sie werden in Abschnitt 6.3.2 dargestellit.

FiUr die vergleichende Beurteilung des Prognosewertes verschiedener Konzepte ist ein
quantitatives MaR der “Prognose-Genauigkeit* erforderlich. Dieses muB Uber- und Unter-
schatzungen der tatsachlichen Toxizitat auf einer einheitlichen Skala in direkt vergleich-
baren MaRRzahlen ausdriicken lassen. Als ein entsprechend taugliches MaR ist der /ndex
on Prediction Quality (IPQ) definiert worden (Grimme et al. 1994, Altenburger et al. 1996).
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Als wesentliche methodische Weiterentwicklung wurde in diesem Vorhaben ein Verfahren
zur Berechnung von Konfidenzintervallen fir IPQ-Werte erarbeitet. Diese Konfidenzinter-
valle liefern eine Grundlage fUr die Beurteilung der Vorhersage-Unscharfe und somit auch
fur die Frage, ob Uber- oder Unterschatzungen der Mischungstoxizitat durch Prognose-
Konzepte statistisch signifikant sind. Der IPQ wird in Abschnitt 6.3.2 erlautert und fir die
Visualisierung von Ergebnissen in den Abschnitten 7 und 8 verwendet.
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6 Verfahren und Methoden

In diesem Kapitel werden die Verfahren zur Auswahl von Mischungskomponenten (Ab-
schnitt 6.1), die experimentellen Methoden zur Bestimmung der Toxizitdt von Einzel-
stoffen und Mischungen (Abschnitt 6.2) sowie die biometrischen Auswerteverfahren
(Abschnitt 6.3) dargestellt. Welche Anforderungen an diese Verfahren und Methoden zu
stellen waren, welche Gesichtspunkte fir ihre Gestaltung und Durchfiihrung ausschlag-
gebend waren und welche Entwickiungsarbeiten dabei geleistet wurden, ist im vorange-
gangenen Abschnitt 5 zusammenfassend dargelegt worden.

6.1 Auswahl von Mischungskomponenten

Aufgrund der unterschiedlichen Physiologie der verwendeten Testorganismen muBten fir
jeden Biotest separat Mischungskomponenten mit unéhnlicher Wirkung sowie je ein
Referenz-Set von Stoffen mit dhnlicher Wirkung bestimmt werden. Entsprechend den in
Abschnitt 5.2 entwickelten Zielvorgaben waren fir jedes dieser Gemische mindestens 10,
besser 15 bis 20 Substanzen zu identifizieren, die dem in Abschnitt 5.3 dargelegten An-
forderungskatalog entsprachen.

In Anbetracht der Problemstellung (s. Abschnitt 2) war es wiinschenswert, bei der Kon-
zeption von Testgemischen vor allem solche Substanzen zu beriicksichtigen, deren fak-
tische Gewdsserrelevanz in der Bundesrepublik entweder durch Befunde in Monitoring-
Programmen belegt ist, oder aufgrund ihrer Nennung in einschlagigen Stofflisten nach
Expertenmeinung zumindest angenommen werden kann. Um die Realisierungsméglich-
keiten abzukldren, wurde zunachst flir 185 Substanzen, fir die Gewasserbefunde vorlie-
gen (Herrchen, Diedrich, Ludwig 1995, LUA NRW 1996a-c), geprift, inwieweit sie eindeu-
tig abgrenzbaren, spezifischen Wirkungsmechanismen in Algen oder Bakterien sicher zu-
geordnet werden kénnen.

Die Mehrzahl dieser Chemikalien mute nach aktuelilem Stand des Wissens allerdings als
Substanzen mit unspezifischen oder unbekannten Wirkungsmechanismen oder als “multi-
site“-Inhibitoren eingestuft werden. Immerhin konnten 37 Wirkstoffe identifiziert werden,
die fir die Konzeption der Testgemische im Algentest in Frage kamen (s. Anhang A3.1).
Sie reprasentieren allerdings nur 7 verschiedene spezifische Wirkungsmechanismen und
boten somit zumindest fur die Zusammenstellung eines Testgemisches unahnlicher Wir-
kung keine ausreichende Grundlage.

Vollig unzulanglich aber fiel die "Ausbeute” vor allem im Hinblick auf die geplanten Tests
an Leuchtbakterien aus, und das auch, nachdem 90 weitere Substanzen in Betracht ge-
zogen worden waren, fir die zwar keine Befunde in deutschen Oberflachengewéassern
vorliegen, die aber von der IKSR (Internationale Kommission zum Schutz des Rheins) als
“betrachtungswiirdig* eingestuft werden (IKSR 1993). Aus der sich ergebenden Liste von
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insgesamt 275 Umweltchemikalien konnten ganze 9 Substanzen einem bekannten spezi-
fischen, in Bakterien relevanten Wirkort eindeutig zugeordnet werden. Sie reprasentieren
5 differenzierbare Wirkungsmechanismen (Anhang A4.1).

Unter diesen Bedingungen konnte ‘Gewasserrelevanz® im Sinne “harter” Expositions-
daten oder -abschéatzungen nicht zum bindenden Kriterium der Stoffauswahl gemacht
werden. Sie wurde “soweit als moglich® berlcksichtigt. Nichtsdestoweniger stellen die
letztendlich ausgewahiten Mischungskomponenten, wie spater im Einzelnen dargelegt,
aufgrund der Verwendungsart und der Einsatzmengen in Verbindung mit ihren toxikolo-
gischen Eigenschaften ein erhebliches Gefahrdungspotential fir aquatische Systeme dar.

Nachdem sich Listen “gewéasserrelevanter” Stoffe als unzureichende Ausgangsbasis fur

die Konzeption der Testgemische erwiesen hatten, muten andere, erfolgreichere Vorge-

hensweisen gefunden werden. Fir die Realisierung der Vorhabensziele kam es dabei
allein darauf an, eine ausreichende Anzahl anforderungsgerechter Komponenten fir je-
des der Testgemische moglichst rationell zu identifizieren. Eine strikte Einheitlichkeit der

Vorgehensweise oder gar der Anspruch, alle méglicherweise geeigneten Substanzen voll-

sténdig zu erfassen, waren dabei weder erforderlich noch effizient. Je nach Testgemisch

flhrten etwas unterschiedliche Wege zum Ziel. Sie folgen allerdings alle einem gemein-
samen Grundschema:

1. Erstellung ein oder mehrerer Auswahllisten spezifisch wirkender Substanzen,

2. Selektion von "Kandidaten® (Substanzen, die in ausreichender Reinheit verfiigbar sind
und die nach Literaturdaten, theoretischen Uberlegungen oder eigenen Erfahrungs-
werten den Anforderungen am ehesten entsprechen oder entsprechen kdnnten),

3. Experimentelle Vorprifung dieser “Kandidaten® (L&slichkeit, Wirksamkeit, Analysever-
fahren, Stabilitat, Varianz, Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurve),

4. Entscheidung Uber die Verwendung.

Nur der Zeitrahmen, aber weder die Auswahllisten noch die Listen der daraus selektierten

Kandidaten multen dabei a priori fixiert werden. Schrittweises Erganzen und wiederholtes

Durchlaufen des Schemas mit zusatzlichen Substanzen erwiesen sich als die effektivere

Strategie. Experimentelle Prifungen wurden stufenweise organisiert und abgebrochen,

wenn eine Substanz eine der unabdingbaren Anforderungen eindeutig nicht erfllite.

Die konkreten Vorgehensweisen bei der Selektion der Mischungskomponenten und ihre
Ergebnisse werden nachfolgend zuerst fir die Gemische dhnlich wirkender Substanzen
(6.1.1) und dann fur die Testgemische unéhniich wirkender Substanzen (6.1.2) dokumen-
tiert.

6.1.1 Ahnlich wirkende Mischungskomponenten

Selektion dhnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Algentest

37 von 185 Stoffen, die als Kontaminantien von Oberflaichengewassern in Deutschiand
nachgewiesen sind, weisen einen spezifischen Wirkungsmechanismus auf, der in Algen
relevant ist (s.0.). 24 dieser 37 Umweltchemikalien sind spezifische Inhibitoren des Photo-
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systems Il (s. Anhang A3.1), die als Wirksubstanzen von Herbiziden verwendet werden.
Ein Referenzgemisch dhnlicher Wirkung aus Vertretern dieses Wirkungstyps zu bilden,
bot sich damit geradezu zwingend an. Die 24 Photosynthese-Hemmer lassen sich 6 ver-
schiedenen chemischen Stoffklassen zuordnen. Triazine bilden dabei mit 11 von 24 Stof-
fen die grofite Gruppe (Anhang A3.1). Gleichzeitig stellen diese 11 in Gewéassern nach-
gewiesen Triazine nur einen Ausschnitt aus dieser Substanzgruppe dar. Zahlireiche wei-
tere Vertreter weisen den gleichen Wirkungsmechanismus auf und werden ebenfalls als
Herbizide eingesetzt. Damit eroffnete sich die Méglichkeit, das Referenzgemisch aus sol-
chen Substanzen zu bilden, die nicht nur einen identischen Wirkungsmechanismus, son-
dern auch eine identische chemische Grundstruktur aufweisen (Congenerizitat) und damit
auch unter QSAR-Gesichtspunkten als strikt dhnlich einzustufen sind (vergl. 3.4). In Er-
ganzung der 11 faktisch gewasserrelevanten Triazine wurden deshalb 15 weitere wir-
kungs- und strukturahnliche Substanzen in Betracht gezogen, so daB sich eine Auswahi-
liste mit insgesamt 26 Stoffen ergab (Anhang A1.1).

Far alle 26 Substanzen dieser Auswahlliste wurde eine experimentelle Vorprifung durch-
gefuhrt. Sie flhrte in allen Fallen zu einer positiven Beurteilung der Eignung. Die Prifung
der Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurven zeigte gleichzeitig, da ein Gemisch aus
15 bis 20 dieser Substanzen ausreichende Erfolgsaussichten fiir die Beantwortbarkeit der
Fragestellung bot (s. 5.2). Zur Eingrenzung wurde deshalb das Congenerizitats-Kriterium
sehr eng formuliert. 6 Substanzen, die der in Anhang A1.1 angegebenen s-Triazin-Grund-
struktur nicht entsprachen, wurden ausgeschlossen. Unter Handhabungsgesichtspunkten
wurden zwei weitere Substanzen ausgeschlossen, die nicht als kristalline Reinsubstan-
zen, sondern nur als niedrig-konzentrierte Losungen in Cyclohexan im Handel verfigbar
waren. Das Resultat der Stoffauswahl ist somit eine Liste von 18 strikt congeneren s-Tria-
zinen, die als Komponenten des multiplen Referenzgemisches strikt wirkungs-ahniicher
Substanzen im Algentest eingesetzt wurden. Sie sind in Anhang A1.2 spezifiziert.

Selektion &hnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Leuchtbakterientest

Fur das Referenzgemisch &hnlich wirkender Stoffe im Leuchtbakterientest muRten 15-20
Stoffe mit antizipiert gleicher Wirkung identifiziert werden. Bei der Analyse der als gewas-
serrelevant erkannten Stoffe mit bekanntem, spezifischem, in Bakterien relevantem Wir-
kungsmechanismus (s. Anhang A4.1) kann von den 5 gekennzeichneten Wirkorten ledig-
lich fUr den Wirkbereich der Protonentranslokation und ATP-Synthese davon ausgegan-
gen werden, dal eine hinreichend groRe Zahl von Stoffen zur Verfigung steht. Fir diese
Gruppe der als protonophore Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung benennbaren
Stoffe konnten 30 Substanzen fiir die experimentelle Testung in Betracht gezogen wer-
den (s. Anhang A2.1). Von diesen Stoffen waren zwei (4-Chlor-2,6-dinitroanilin und
6-Chlor-2 4-dinitroanilin) kommerziell nicht verfigbar. Vier weitere Substanzen (Dinitro-
und Tetrachloraniline) lieBen im Iéslichen Bereich (in 2 % NaCl-Lésung) vermittels quan-
titativer Struktur-Wirkungsbeziehung (QSAR) abgeschétzter akuter Leuchtbakterientoxi-
zitat (Schulz und Cronin 1997) keine hinreichende Wirksamkeit erwarten und wurden
daher nicht weiter untersucht. Von den restlichen 24 Stoffen schieden die Tetrachlor-
phenole, Pentabromphenol, die Dichlomnitroaniline, Pentachlorpyridin und Tetrachlor-
catechol aufgrund unzureichender Wirksamkeit im experimentellen Screening mit dem
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Kurzzeit-Leuchtbakterientest aus der weiteren Bearbeitung aus. Es verblieben siebzehn
Substanzen, von denen eine (2,4,5-Trichlorphenol) aufgrund von Zeitmangel nur im
Wirksamkeitsscreening bearbeitet wurde.

Die letztlich der Einzelstofftestung unterzogenen 16 Substanzen mit antizipiert gleichem
Wirkmechanismus, namlich Entkopplung der ADP-Phosphorylierung vom oxidativen Elek-
tronentransport, sind in Anhang A2.2 dokumentiert. FOr die Dinitroverbindungen gilt dabei
die Besonderheit zu beachten, daB diese Verbindungen aufgrund ihrer explosionsgefahr-
denden Eigenschaften zwar als Reinstoffe, aber nur in befeuchtetem Zustand verflgbar
sind.

6.1.2 Unéahnlich wirkende Mischungskomponenten

Ein fUr die Anforderungen dieses Projektes ausreichender Stand des Wissens um unter-
schiedliche spezifische, in Algen oder Bakterien relevante Wirkungsmechanismen ist nur
bei solchen Substanzen gegeben, die als Pestizide, Pharmaka oder sog. “Tools" der phy-
siologischen Forschung Verwendung finden. Die Vorgehensweise bei der Erstellung von
Auswahllisten potentiell geeigneter Substanzen mufBte deshalb in einem "Screening” des
entsprechenden “Standes gesicherten Lehrbuchwissens” bestehen.

Wird ein multiples Gemisch ausschlieBlich aus Substanzen zusammengesetzt, die alle
jeweils unterschiedliche spezifische Wirkungsmechanismen aufweisen, so kann diesem
Gemisch eine einzige weitere Substanz hinzugefigt werden, die keinen spezifischen
Wirkort aufweist, ohne dall dadurch die Anforderung strikt undhnlicher Wirkung verletzt
wirde. Mit dem Ziel, die Anzahl der Mischungskomponenten zu maximieren, wurde von
dieser Moglichkeit Gebrauch gemacht. in Erganzung der spezifisch wirkenden Substan-
zen, deren Auswahl nachfolgend dargelegt wird, wurden die Testgemische unéhnlicher
Wirkung jeweils noch um ein kationisches Tensid erweitert. Dessen unspezifische Wir-
kung auf biologische Membranen konnte in jedem Falle als uné&hnlich von allen anderen
Mischungskomponenten differenziert werden.

Selektion unéhnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Algentest

Als Ausgangsbasis fur die |dentifizierung geeigneter Komponenten mit unéhnlicher Wir-
kung im Algentest wurden drei Stofflisten erstellt. Die Substanzen in diesen Listen sind
nach Wirkorten gruppiert. Diese Wirkorte sind so definiert, daR sie alle eindeutig vonein-
ander abgrenzbar sind (vergl. 5.3). Es sind nur solche Substanzen aufgelistet, die nach

Stand des Wissens eindeutig und ausschlieRlich einem dieser Wirkorte zugeordnet wer-

den konnen.

» Liste 1 enthalt in der Bundesrepublik faktisch gewasserrelevante Substanzen mit spe-
zifischen Wirkungsmechanismen in Algen. Sie umfaBt 37 Stoffe mit 7 unterschied-
lichen Wirkorten. |hre Erstellung wurde bereits erldutert (s. 6.1). Sie ist als Anhang
A3.1 dokumentiert.

e Liste 2 enthalt Wirksubstanzen von Herbiziden und Fungiziden. Zur Erstellung dieser
Liste wurden alle Stoffe in Betracht gezogen, die nach Tomlin (1994) entsprechende



6.1 Auswahl von Mischungskomponenten 47

kommerzielle Verwendung finden. Fir jeden einzelnen wurde die mégliche Zuordnung
zu einem spezifischen Wirkungsmechanismus geprift. Die Entscheidung muBte dabei
notwendigerweise auf wenige ausgewshite Ubersichtsarbeiten gegriindet werden. Im
Falle der Herbizide wurde sie auf Hock, Fedtke und Schmidt (1995), im Falle der Fun-
gizide auf Lyr (1995) gestitzt. Als Resultat enthalt die Liste 189 Substanzen mit 18
verschiedenen Wirkorten. Sie ist als Anhang A3.2 dokumentiert.

o Liste 3 enthalt Substanzen, die als “Tools" der pflanzenphysiologischen Forschung
Verwendung finden. MaRRgebliche Quelle sowohl fur die Substanzen als auch fur die
Zuordnung zu Wirkungsmechanismen war Hock (1995). Die Auswertung ergab 154
Stoffe mit 41 verschiedenen spezifischen Wirkungsmechanismen. Die meisten dieser
Substanzen werden auch auBerhalb der Forschung, insbesondere als Antibiotika oder
Chemotherapeutika verwendet. Die Liste findet sich als Anhang A3.3.

Es ergab sich, daR Liste 2 samtliche Wirkorte aus Liste 1 einschliet. Vier Wirkorte wer-
den durch Substanzen aus Liste 2 und 3 gleichermaflen reprasentiert. Zusammengefalit
standen 346 Substanzen mit 55 verschiedenen Wirkorten zur Auswahl.

Nach Prifung der kommerziellen Verfliigbarkeit sowie Literaturangaben zu den bei der
Auswahl zu bericksichtigenden Gesichtspunkten (s. 5.3) erfolgte eine Eingrenzung auf
27 Wirkungsmechanismen. Fir jeden wurden ein oder mehrere stellvertretende Substan-
zen ausgewahlt, insgesamt 40 “Kandidaten" (Anhang A3.4). Fir diese wurde eine expe-
rimentelle Vorprifung durchgefihrt. Fir 15 verschiedenene Wirkungstypen konnte jeweils
ein Vertreter identifiziet werden, der den Anforderungskatalog erfilite. Alle anderen
“Kandidaten® erwiesen sich als ungeeignet oder zumindest weniger geeignet als andere
Vertreter des jeweils gleichen Wirkungsmechanismus und wurden deshalb ausgeschlos-
sen. Die ausschlaggebenden Griinde sind in Anhang A3.4 dokumentiert.

Einige der verbleibenden Substanzen waren zwar als prinzipiell geeignet, aber dennoch
kritisch anzusehen. Grinde dafir waren Biotransformierbarkeit durch Algen (Norflura-
zon'), Hydrolyse-Instabilitat (Metsulfuron-methyl®) oder Farbigkeit (Aclonifen und CCCP).
Nach eingehender Prifung konnte jedoch sichergestellt werden, dal® diese Punkte unter
den gewahiten Testbedingungen irrelevant sind. Fur zwei Substanzen (Azaserin und
Streptomycin) standen keine geeigneten chemischen Analyseverfahren zur Verfigung.
Diese Schwierigkeit konnte durch eine biologische Kontrolle der Konzentrations-Stabilitat
unter Testbedingungen (berwunden werden (s. Abschnitt 6.2). Entsorgungsprobleme
beim kanzerogenen Azaserin wurden durch 48-stindige Saurebehandlung aller Proben
(hydrolytische Abspaltung der Azogruppe) und anschlieBende Neutralisation mit NaOH
gelost.

Resultat des Auswahlverfahrens war also eine Liste von 15 Stoffen mit unéhnlichen spe-
zifischen Wirkungsmechanismen in Algen. Diese wurde durch ein Kationisches Tensid auf
16 Substanzen aufgestockt (s.0.). Aufgrund von Vorerfahrungen (Grimme et al. 1994)
wurde dazu Dodecyltrimethyl-ammoniumchlorid (kurz QAC-12) gewahit. Alle abschlie-
Rend ausgewahiten Mischungskomponenten sind in Anhang A3.5 spezifiziert.

' s. Tantawy, Braumann und Grimme 1984
Z 5. Berger und Wolfe 1996
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Selektion unéhnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Leuchtbakterientest

Als Ausgangsbasis fur die Identifizierung geeigneter Komponenten mit unéhnlicher Wir-

kung im Leuchtbakterientest wurden zwei nach Wirkorten gruppierte Stofflisten erstellt.

An die Definition und Abgrenzbarkeit der Wirkungsmechanismen sowie die Eindeutigkeit

der Zuordnung wurden die gleichen Malstabe angelegt wie bei der Auswahl fir den

Algentest (s.0.).

e Liste 1 enthalt in der Bundesrepubl:k faktisch oder nach IKSR-Einstufung gewasser-
relevante Substanzen mit spezifischen Wirkungsmechanismen in Leuchtbakterien. Sie
umfalRt 9 Substanzen mit 5 unterschiedlichen Wirkorten. Sie wurde bereits unter 6.1
erlautert und ist als Anhang A4.1 dokumentiert.

o Liste 2 enthalt Wirkstoffe, die als Pestizide, Antibiotika, Chemotherapeutika oder
“Tools" der physiologischen Forschung verwendet werden. In Betracht gezogen wur-
den derartige Substanzen, soweit sie bei Tomlin (1994), Alexander, Estler und Legler
(1995), Auterhoff, Knabe und Héltje (1991) oder Hock (1995) genannt sind. Die Zuord-
nung zu bakterien-relevanten Wirkungsmechanismen wurden ebenfalls auf Alexander,
Estler und Legler (1995), Auterhoff, Knabe und Héltje (1991) und Hock (1995) sowie
zusatziich O"Grady et al. (1897) gestiitzt. Im Ergebnis konnten 205 verschiedene Sub-
stanzen identifiziert werden, die jeweils einem von 37 unterschiedlichen Wirkorten in
Bakterien eindeutig zugeordnet werden kénnen. Diese sind in Anhang A4.2 aufgelistet.

Es ergab sich, dal} 4 Wirkorte und 3 Substanzen in beiden Listen vertreten sind. Zusam-
menfassend standen also 212 Substanzen zur Auswahl, die 37 verschiedene Wirkungs-
mechanismen reprasentieren.

Die Mehrzahl dieser Wirkungsmechanismen, namlich 23 von 37, betreffen Biosynthese-
prozesse, deren Beeintrachtigung nur bei ausreichend langer Expositionszeit als toxi-
scher Effekt erkennbar wird. Experimentelle Vorprifungen konnten die Relevanz dieser
Uberlegungen fur die Art ermittelbarer Kombinationseffekte belegen (Altenburger et
al. 1997). Dies fuhrte zu der Konsequenz, alle Arbeiten zum Gemisch unéhnlicher Wir-

kung mit der Langzeit-Variante des Biolumineszenz-Hemmtestes durchzufiihren (s. 5.1
und 6.2.2).

Um “Kandidaten® fur die experimentelle Vorpriifung zu selektieren, wurde fiir jeden der in
Frage kommenden Wirkungsmechanismen (berpriift, ob die entsprechenden Stoffe im
Chemikalienhandel in hoher Reinheit zu beschaffen sind. Diese Voraussetzung war bei
32 von 37 Wirkungstypen erfulll. Soweit méglich wurden jeweils zwei verschiedene
Vertreter ausgewahlt. Es ergab sich eine Liste von 50 "Kandldaten fur die experimentelle
Vorprifung (s. Anhang A4.3).

28 von 50 Stoffen erwiesen sich aus folgenden Grinden als ungeeignete Komponenten

eines multiplen Testgemisches:

e Instabile Testkonzentration: Stoffe, deren Konzentration unter den Bedingungen des
Leuchtbakterientestes innerhalb einer 24-stiindigen Inkubationszeit um mehr als 20%
abnimmt (Dazomet, Metam, Chlortetracyclin und Tetracyclin).
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e Ungendgende Wirksamkeit: Stoffe, bei denen im Bereich der maximalen Loslichkeit im
Testmedium weniger als 80 % Hemmung zu becbachten war (Chlorsulfuron, Metsulfu-
ron-Methyl, Rotenon, Vinclozolin, Carboxin, Flutolanil, Kresoxim-methyl, Ornidazol,
Metronidazol, Sulfadiazin, Sulfacarbamid, Pyrimethamin, Trimethoprim, Fluazifop,
Flamprop, Metazachlor, Metolachlor, Fosfomycin, Monensin).

» Nicht sicher reproduzierbare Konzentrations-Wirkungsbeziehung: Phenylquecksilber-
acetat, Jod, Glyphosat, DNOC, Dinoseb.

» Indirekte Effekte: Glufosinat wurde wegen seiner Eigenschaft als Chelatbildner und
des damit verbundenen chemischen Wechselwirkungspotentiales aus der weiteren
Testung ausgeschlossen.

Insoweit der erstgepriifte Vertreter eines Wirkungsmechanismus sich bereits als hin-

reichend geeignet erwies, wurde auf die weitere Prufung des jeweiligen alternativen “Kan-

didaten® verzichtet (Nifedipin, Cordycepin, Benalaxyl, Ofloxacin, Gentamicin, Thiam-
phenicol, Amoxicillin, Niflumséure). Probleme der analytischen Nachweisbarkeit von Aza-
serin und Streptomycin und der Entsorgung der Kanzerogene Azaserin und Actinomycin
konnten durch biologische Verfahren der Stabilitatskontrolle (s. 6.2) bzw. deaktivierende
Saurebehandlung von Abfallen geldst werden.

Resultat des Auswahlprozesses war damit eine Liste von 13 Substanzen, die entspre-
chend den eingangs getroffenen Uberlegungen (s.0.) mit Dodecylpyridiniumbromid,
einem kationischen Tensid, ergénzt wurde. Die resultierenden 14 Komponenten eines
Testgemisches unédhnlicher Wirkung im Langzeit-Leuchtbakterientest sind in Anhang
A4 4 spezifiziert.

6.2 Experimentelle Methoden

Gliederung der experimentellen Arbeiten

Die experimentellen Arbeiten dieses Projektes gliederten sich in 3 Abschnitte:

e Experimentelle Vorprifung potentieller Mischungskomponenten im Rahmen der Stoff-
auswahl (s. 6.1),

» Ermittlung von Daten zu den Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der ausgewéhiten
Mischungskomponenten,

e Ermittlung von Daten zu den Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der Testgemische.

Die experimentellen Vorprifungen bestanden aus einem chemisch-analytischen und
einem biologischen Teil. Im analytischen Teil wurden zunachst die erforderlichen Nach-
weisverfahren erprobt und gegebenenfalls optimiert und dann die Stabilitat von Testsub-
stanz-Konzentrationen unter den Bedingungen des Algen- bzw. Leuchtbakterientestes
bestimmt. Im biologischen Teil wurde zuerst gepriift, ob die im jeweiligen Testmedium
maximal Iésliche Konzentration mindestens 80 % Hemmung der Algenreproduktion bzw.
der bakteriellen Biolumineszenz hervorruft. Bei positivem Testergebnis wurden dann
orientierende Versuche zu Lage und Steilheit der jeweiligen Konzentrations-Wirkungs-
kurve durchgefuhrt. Beginnend mit groben Konzentrations-Abstufungen, wurde die Ana-
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lyse schrittweise solange verfeinert, bis die Daten die sichere Planung einer “finalen®
experimentellen Konzentrations-Wirkungsanalyse von Einzelstoffen gestattete. Im Laufe
dieses Prozesses wurden gleichzeitig Anhaltspunkte (ber Varianz und Reproduzierbarkeit
der Toxizitdtsdaten gewonnen.

Die experimentelle Ermittiung von Daten zu Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von
Einzelstoffen und Mischungen erfolgte entsprechend den in Abschnitt 5.4 festgelegten
Anforderungen an Umfang und Qualitdt des Datenmaterials. Versuchsplanungen wurden
im Falle von Einzelstoffen auf biometrische Analysen der Vorpriifungsergebnisse, im Falle
von Gemischen auf die Vorhersagen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNAB-
HANGIGER WIRKUNG gestutzt. Gestatteten die Ergebnisse im ersten “Anlauf' noch keine
hinreichend sichere Bestimmung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung, wurden Ver-
suchswiederholungen, gegebenenfalls mit veranderter Konzentrationsabstufung durchge-
fuhrt. Daraus resultiert, daR das in den Abbildungen des Anhangs D dokumentierte Da-
tenmaterial den festgesetzten Mindestumfang in vielen Fallen Ubersteigt.

Testsubstanzen, StammiGsungen und Verddnnungsreihen

Fur die toxikologische Priifung von Einzelstoffen und Gemischen wurden nur Substanzen
in der hochsten verflgbaren Reinheit und aus einheitlichen Chargen verwendet. Identitat,
Reinheit und Bezugsquellen sind den Anhangen A1.2, A2.2, A3.5 und A4.4 zu entneh-
men. Sie werden im Text mit den dort angegebenen Kirzeln oder standardisierten
Common Names bezeichnet.

Von allen Testsubstanzen wurden Stammiésungen in Methanol (pro analysi, Merck,
Darmstadt) oder Acetonitril (hplc grade, Riedel de Haen, Seelze) angesetzt und bei
-20 °C oder -30 °C gelagert. FUr die analytischen Begleituntersuchungen dienten diese
als Eichstandards. Zur toxikologischen Prifung wurde das organische Lésungsmittel un-
ter Stickstoff abgedampft und der Rickstand entweder in 2 %iger NaCl-Lésung
(Bakterientest) oder in Kuiltivationsmedium (Algentest) aufgenommen. Nach 24-stindi-
gem Rihren bei Raumtemperatur wurden die Konzentrationen dieser wéfrigen Stamm-
Iosungen analytisch validiert. Die Lagerung erfolgte erforderlichenfalls bei 4 °C Uber einen

Zeitraum von maximal 8 Wochen. Gelagerte Stammiésungen wurden vor jedem Versuch
erneut analytisch geprift.

Flr die Einzelstofftestungen wurden aus den walrigen Stammidsungen geometrische
Verdinnungsreihen hergestellt. Fur die Priifung der Mischungstoxizitat wurden zunadchst
Mischungen der walrigen Stammidsungen so hergestellt, da® die Komponenten darin im
Verhaltnis ihrer EC,, oder ihrer ECs-Werte vorlagen, und dann weiter verdinnt (fixed
ratio design, s. 5.2). Konzentrationsabstufungen wurde in jedem Falle dem (vermuteten)
Verlauf der jeweiligen Konzentrations-Wirkungskurve angepafdt (s. 5.4).

Analytische Begleituntersuchungen

Chemisch-analytische Begleituntersuchungen wurden zum Zwecke der Validierung der
Nominalkonzentrationen der verwendeten wafrigen Testsubstanz-Losungen sowie zur
Bestimmung der Stabilitat von Testkonzentrationen unter den Bedingungen der verwen-
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deten Biotests durchgefihrt. Sie erfolgten mittels hochdruckfliissigkeits-chromatographi-
scher Verfahren (HPLC). Verwendete Gerate, Analysenbedingungen und Ergebnisse der
Stabilitatsprifungen sind in Anhang B3 zusammengestelit.

Biologische Stabilitatspriifungen

In zwei Fallen (Azaserin und Streptomycin) standen keine hinreichenden chemisch-analy-
tischen Nachweisfahren fir die Priffung der Konzentrations-Stabilitat zur Verfugung. Er-
satzweise wurden deshalb biologische Stabilitdatskontrolien durchgefihrt. Dazu wurden
Testsubstanz-Lésungen in Kultivationsmedien unter den Temperatur- und Lichtbedingun-
gen des jeweiligen Biotests “gealtert”. AnschlieBend wurde deren Toxizitat im Vergleich
zu frisch angesetzten Lésungen geprift. Da sich keine signifikanten Unterschiede erga-
ben, wurde auf ausreichende Substanzstabilitdt geschlossen.

6.2.1 Algentest

Testorganismus war die einzellige Grinalge Scendesmus vacuolatus' (friher Chlorella
fusca SHIH. et KRAUSS var. vacuolata)®’, Stamm 211-15 der Algensammiung Pringsheim
(Universitat Gottingen). Als Toxizitatsparameter diente die Inhibierung der Reproduktion
einer synchronisierten Population (Populationswachstum) bei Exposition Uber die Dauer
eines Generationszyklus (24 h). Durch Einsatz der Synchronkultivationstechnik (Tamiya
1966) wird das Versuchsmaterial weitgehend standardisiert. Gleichzeitig werden die Kulti-
vationsbedingungen auf eine Maximierung der Reproduktionsleistung in unbehandelten
Kontrollkulturen ausgelegt. Die Empfindlichkeit eines solchen 24 h Tests im Sinne von
ECs-Werten ist prinzipiell mit dem normierten 72 h-Test an Scenedesmus subspicatus
(DIN/ISO 8692) vergleichbar (Faust et al. 1992, Grimme et al. 1994).

Synchronisation

Die Synchronisation erfolgt durch rhythmischen Licht-Dunkel-Wechsel von 14:10 h und
regelmaRiges VerdUnnen auf die Anfangszelldichte (Lorenzen 1964) vor Beginn des
nachsten Wachstumszyklus (t;). Die Zellen wachsen wahrend der 14stindigen Licht-
phase, durchlaufen danach mehrere sukzessive Replikations-Teilungsphasen und setzen
am Ende des Generationszyklus 2" Autosporen pro Mutterzelle frei. Die Synchronisation
wurde routinemaRig Gberprift. Zu diesem Zweck wurde die Zelivolumenverteilung der
Autosporenpopulation zu t; auf Homogenitat analysiert.

Kultivationsbedingungen und MeBtechnik

Die Algen wurden photoautotroph als Flussigkulturen unter den in Anhang B1 spezifizier-
ten Bedingungen kultiviert. Zur Anzucht groer Mengen von Versuchsmaterial wurden die
Kulturen kontinuierlich mit CO,-angereicherter Luft durchgast. Diese Technik eriaubt eine
Animpf-Zelldichte von 10° Zellen/mL. Bei der Toxizitatstestung wurde hingegen Hydro-
gencarbonat als CO;-Quelle eingesetzt. Zur Aufrechterhaltung einer hohen Reproduk-

' Kessler et al, 1997
? Shihira und Krauss 1965
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tionsrate multen dabei gasdichte GefidBe verwendet und die Anfangszelidichte auf
7.5 x 10* Zellen/mL herabgesetzt werden. Diese Technik gestattet die PrUfung flichtiger
oder schaumender Testsubstanzen (Erweiterung des Substanzspekirums), die Verwen-
dung kleiner Kulturvolumina (Erh6hung der Testkapazitat) und vermeidet Probleme des
Absetzens von Algenzellen an GefaBwanden oberhalb des Flussigkeitspegels, die durch
den Begasungsstrom hervorgerufen werden kénnen (Verringerung der Varianz).

Im Unterschied zum Standard 72 h-Algentest erfolgte die Kultivation nicht mit Ammonium,
sondern mit Nitrat als Stickstoffquelle. Der Anfangs-pH betrug nicht 8.3 sondern 6.7. Eine
vergleichsweise hohe Pufferkapazitdt begrenzte den durch die Nitratassimilation hervor-
gerufenen pH-Anstieg wahrend der Testdauer auf maximal 0.2 Einheiten. Sie erlaubte
gleichzeitig die Testung schwacher Sauren und Basen ohne spezielle pH-Einstellung, d.h.
unter unveranderten osmotischen Bedingungen. Unbehandelte Kontrollkulturen vermehr-
ten sich innerhalb einer Generation durchschnittlich um den Faktor 12, d.h. die einzelnen
Mutterzellen setzten entweder 8 oder 16 Autosporen frei.

Bestimmungen der Zellzahl und Priffungen der Zellvolumenverteilung erfolgten mit Hilfe
eines Coulter Counter Model ZB Industrial und eines Coulter Channelyzer C-1000
(Coulter Electronics Ltd, Luton, Beds., UK). Alle meRtechnischen Details sind bei Alten-
burger et al. (1990) und Grimme et al. (1994) angegeben.

Durchfilhrung des Tests

Eine synchrone Stammkultur wird zu Beginn des Entwicklungszyklus t; so mit Nahrme-
dium (Anhang B1) verdunnt, daB die Zelldichte nach Zugabe von Testsubstanz- und Car-
bonat-Lésung 7.5 x 10° Zellen/mL betragt. Die in Nahrmedium geléste Testsubstanz wird
in die Testgefale gegeben und die Algensuspension hinzugefligt. Das Endvolumen be-
trug 15 mL, der Anteil der Testsubstanziésung in der Regel 10 %. Bei unzureichender
Loslichkeit der Testsubstanz wurden in einzelnen Fallen andere Verhaltnisse gewahit.
Nach Zugabe von 150 uL einer 0.15 molaren NaHCO,-Lésung werden die Gefale ver-
schlossen und unter Kultivationsbedingungen inkubiert. Nach 24 h wird die Zellzahl (CN)
bestimmt und der pH-Wert kontrolliert. Maximal 90 Testansatze konnten parallel geprift
werden.

Bestimmung des Toxizitatsparameters

Aus den MeRwerten wird die Differenz der Zellzahl ( A CN ) zwischen dem Wirkungsend-
punkt t;c und dem Anfangswert t, (A CN = CN t;4- CN t;) berechnet. Durch Normalisie-
rung auf die Vermehrungsdaten in Kontrollkulturen ergeben sich daraus Hemmwerte:

(1-ACNprobe / A CNKontrolle) X 100 = Hemmung der Algenreproduktion in %.
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6.2.2 Leuchtbakterientest

Testorganismus war das Leuchtbakterium Vibrio fischeri (friiher Photobacterium phos-
phoreum), Stamm NRRLB-11177. Als Toxizitdtsparameter diente die Inhibierung der Bio-
lumineszenz. Verwendet wurde eine Kurzzeit- und eine Langzeit-Variante dieses Biotests
(s. 5.1): der sog. akute Leuchtbakterientest nach DIN 38412, Teil 34 fir das Gemisch
ahnlich wirkender Stoffe (Inkubationszeit 30 min) und der sog. chronische Leucht-
bakterientest (Inkubationszeit 24 h) fur das Gemisch unéhnlich wirkender Stoffe'.

Durchfiihrung

Test-Kits fur beide Test-Varianten wurden von der Firma Dr. Lange, Dusseldorf bezogen
und bei -20 °C gelagert. Sie wurden ohne Modifizierung verwendet. Die fllissiggetrock-
neten Bakterien werden durch Zugabe einer mitgelieferten Rekonstitutionsiésung reakti-
viert, in Einweg-Glasklvetten aliquotiert und mit dem Testgut versetzt, welches sich in
einer 2%igen NaCl-Ldsung befindet (pH 7.0 £0.2). Im Kurzzeit-Test wurden dabei 100 pL
Bakteriensuspension und 500 pL Testsubstanzlésung eingesetzt. Im Langzeit-Test waren
es jeweils 500 pL. Kontroll-Ansatze wurden entsprechend mit reiner NaCl-Lésung ver-
setzt. Die Testansatze wurden im Kurzzeit-Test Uber 30 min, im Langzeit-Test Uber 24 h
bei 15 °C inkubiert. Dafur standen 3 Thermobldcke (Dr. Lange GmbH, Dusseldorf) mit
insgesamt 90 Schachten fur MeRkuvetten zur Verfigung. Messungen der Biolumineszenz
wurden mit einem Lumistox™-Luminometer (Dr. Lange GmbH, Dusseldorf) durchgefihrt.

Bestimmung des Toxizitdtsparameters im Kurzzeit-Test

Aus den MeRBwerten berechnet sich die relative Hemmung entsprechend ISO/CD 11348
als

i ooke BL(PE | _[ . BL(P): BL{K)E}
/oHemmung =100 IOO'BL(P)B_BL(K)E =100-{100% BT Py BL(K):
BL(K)

Dabei bezeichnet
BL(P)s die Biolumineszenz einer Probe zu Beginn der Testung,
BL(P): die Biolumineszenz der gleichen Probe nach 30 Minuten Inkubationszeit,
BL(K)s das arithmetische Mittel aller Biolumineszenz-Kontroliwerte zu Testbeginn,
BL(K)z das arithmetische Mittel aller Biolumineszenz-Kontrollwerte nach 30 Minuten.

' Als mégliche Alternative zum Langzeit-Biolumineszenz-Hemmtest wurde in der Eingangsphase des
Projektes auch ein chronischer Zelivermehrungs-Hemmtest geprift (Froehner 1997, Backhaus et al. 1997).
Gesichtspunkte der Handhabbarkeit und der Einheitlichkeit des Testparameters lieBen die Entscheidung
allerdings zugunsten des Langzeit-Biolumineszenz-Hemmtests fallen.
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Das Verhiltnis der Kontrollmittelwerte BL(K)</BL(K)s dient hierbei als proportionaler
Korrekturfaktor fur den Biolumineszenz-MeRwert der Probe BL(P)s zu Testbeginn, der
sich ergeben wiirde, wenn die Biolumineszenz dieser Probe als unbehandelte Kontrolle
nach 30 Minuten erneut gemessen werden wirde. Es zeigte sich allerdings, daf in Ab-
héngigkeit von der chronologischen Reihenfolge der Messungen zu Testbeginn in den
Proben ein (nichtlinearer) Trend vorliegt, der nicht mehr exakt nach 30 Minuten Inkuba-
tionszeit Uber einen Proportionalitatsfaktor reproduzierbar ist. Dies ist insofern fir die Be-
rechnung der Hemmwerte im Niedrigeffektbereich bedeutungsvoll, als da® sich dann dort
Fehleinschatzungen bis zu 10 % Effektunterschied ergaben. Hierflr wurde deswegen
eine verbesserte Methode zur Bestimmung eines bezlglich der Daten realistischeren
Korrekturfaktors entwickelt, welche im Anhang B2 dargestellt und an einem Beispiel
illustriert wird.

Bestimmung des Toxizitdtsparameters im Langzeit-Test

Im Langzeit-Test berechnet sich die relative Hemmung der Biolumineszenz wie foigt
(Backhaus et al. 1997):

BL(P)EJ

% Hemmung = 100-[100‘ BL(K)
E

Dabei bezeichnet BL(P)z die Biolumineszenz einer behandelten Probe nach 24 h Inkuba-
tion und BL(K): entsprechend den Wert einer unbehandelten Kontrolle.
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6.3 Biometrische Verfahren

Anforderungen

Das biometrische Ziel dieses Forschungsvorhabens bestand in einer validen quantitativen
Vorhersage der Mischungstoxizitdt nach den Konzepten von KONZENTRATIONS-ADDI-
TIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG (vgl. Abbildung 3.1) sowie der Bildung von statisti-
schen Beurteilungskriterien, die einen Vergleich von beobachteter zu vorhergesagter
Kombinationswirkung erméglichen.

Um die Vorhersagbarkeit der Toxizitdat eines Gemisches nach KONZENTRATIONS-ADDI-
TIVITAT experimentell zu prifen (z2.B. 50 % Effekt), missen zwei Bedingungen erfiillt wer-
den:

» Die Konzentrationen der Gemischkomponenten mussen so festgelegt werden, daB die
implizit definierte Modellgleichung der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT erflllt ist, d.h. die
Summe aller Quotienten mul den Wert 1 ergeben. Jeder Quotient beinhaltet dabei die
Information einer Gemischkomponente, d.h. im Zahler steht die anteilige Konzentration
dieser Komponente im Gemisch und im Nenner eine definierte Effektkonzentration der
Einzelsubstanz. Damit wird das Mischungsverhaltnis zwischen den Gemischkompo-
nenten definiert.

« Die Effektkonzentrationen im Nenner der Quotienten missen so gewahlit werden, dal
sie alle den gleichen Effekt erwarten lassen, wenn sie allein auf den Organismus wir-
ken. Dieser Effekt entspricht dann gleichzeitig dem zu erwartenden Kombinationsef-
fekt. Somit ist die Kenntnis von denjenigen Konzentrationen aller am Gemisch betei-
ligten Substanzen erforderlich, die den gleichen Effekt verursachen wie die zu erwar-
tende Kombinationswirkung.

Da Vorhersagen der Toxizitdt von Gemischen fir einen Effektbereich von mindestens
10 % bis 80 % - wenn moglich auch dariiber hinaus - angestrebt waren, folgt hieraus die
Notwendigkeit, dalk die entsprechenden Effektkonzentrationen aller Einzelsubstanzen
bekannt sein mussen.

Fur die Vorhersage der Toxizitat von Gemischen nach UNABHANGIGER WIRKUNG ist dage-
gen die Kenntnis aller Einzelsubstanzeffekte notig, die sich ergeben wirden, wenn die
anteiligen Konzentrationen der Substanzen alleine vorliegen. Da die Verrechnung dieser
Einzeleffekte zu einem Gesamteffekt nach diesem Konzept immer zu kleineren Vorher-
sagen flhrt als die Summe aller Einzeleffekte, ergibt sich unmittelbar hieraus die Folge-
rung, dai

* die Effekte der anteiligen Konzentrationen der Gemischkomponenten immer kleiner als
der zu erwartende Kombinationseffekt sind, und daf

* die Starke dieser Einzeleffekte mit zunehmender Anzahl von Gemischkomponenten im
Verhaltnis zum Gesamteffekt dramatisch abnimmt.
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Somit ist fir die Vorhersage einer Kombinationswirkung bei multiplen Gemischen nach
diesem Konzept vor allem die Kenntnis der Konzentrations-Wirkungsbeziehung im Nie-
drigeffektbereich der Einzelsubstanzen erforderlich. Im Zusammenhang mit der Operatio-
nalisierung des NOEC uber eine 1 %ige Effektkonzentration (ECy4) ergibt sich somit als
eine notwendige biometrische Bedingung, dal} die Effektkonzentrationsbereiche der Ge-
mischkomponenten zwischen EC, und ECy quantitativ beschreibbar sein missen.
Hieraus resultiert die besondere Bedeutung einer validen biometrischen Modellierung der
becbachteten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen aller Einzelstoffe (Kapitel 6.3.1), um
zu validen Vorhersagen von Mischungstoxizitaten zu gelangen.

Die experimentelle Gemischtestung wurde mit definierten Mischungsverhaltnissen durch-
geflhrt, die durch die Effektkonzentrationen der Komponenten festgesetzt sind. Hierdurch
ergab sich notwendigerweise ein zeitlicher Ablauf der Experimente: Erst wurden die Toxi-
zitéten der einzelnen Gemischkomponenten bestimmt, um dann auf dieser Grundiage
das Mischungsverhaltnis festzulegen. Dies erforderte ein hohes Mall an experimentelier
Reproduzierbarkeit und muBlte in der biometrischen Versuchsplanung bericksichtigt wer-
den.

Statistische Unsicherheit

Erwartungen bzw. Vorhersagen als univariate Schatzwerte entsprechen in der Wahr-
scheinlichkeitsrechnung immer nur dem Erwartungswert (bzw. Gipfel) einer in der Regel
unbekannten unimodalen Verteilung, d.h. sie sind bei haufiger Wiederholung der mit
hochster Wahrscheinlichkeit zu erwartende Ausgang. Ein Beispiel hierflr ist das arithme-
tische Mittel einer symmetrischen Verteilung. Erwartungswerte kénnen unter Umsténden
wenig aussagekraftig sein, wenn die Verteilung sehr breit und flach ist und somit der Gip-
fel sehr unsicher. Einen Eindruck (ber die Breite einer Verteilung erhdlt man z.B. (ber die
Varianz oder Konfidenzbereiche. Da die Gesamtflache unter dieser Verteilung 100 % ent-
spricht, ergibt sich ein 95 %iger zweiseitiger Unsicherheitsbereich (Streuungsintervall,
Perzentilbereich, Konfidenzintervall) um den Erwartungswert ais diejenigen Schranken,
die 2.5 % der rechten und linken Verteilung an den Seiten ausschlieBen (Perzentile). Im
Gegensatz zur Bestimmung des Erwartungswertes sind diese Bereiche Ergebnis von
selteneren Beobachtungen und somit unsicherer zu bestimmen, erst recht bei Unkenntnis
der zu Grunde liegenden Verteilung.

Grundsatzlich werden zwei unterschiedliche Arten von Verteilungen unterschieden - was
bei Nichtstatistikern immer wieder fir Verwirrung sorgt - und deshalb am Beispiel einer
(unbehandelten) Kontrollpopulation verdeutlicht werden soll: Liegen mehrere normalver-
teilte MeRdaten vor, so wird Uber das arithmetische Mittel der Erwartungswert bestimmt.
Ist man an der Variabilitat (und somit Verteilung) der Kontrollpopulation interessiert und
schatzt sie, so fuhren zusatzliche Daten nur zu praziseren, aber nicht zu kleiner werden-
den Streuungsintervallen’. Soll hingegen die Unsicherheit des geschatzten Erwartungs-

' Die Schatzung eines Verteilungsbereiches wird in diesem Zusammenhang als Perzentilschatzung
bezeichnet, da die vorgegebenen Schranken (2.5 % bzw. 97.5 % Perzentil) geschatzt werden.
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wertes bestimmt werden, so flihren zusétzliche Beobachtungen aus dieser Population zu
einer sichereren Schatzung des Erwartungswertes, so daB der entsprechende Konfidenz-
bereich (und somit die Verteilung) in Abhangigkeit von der Beobachtungsanzahl schmaler
wird.

Fur alle auf experimenteller Basis geschatzten Toxizitdtsparameter und somit auch den
Vorhersagen einer Mischungstoxizitat bedeutet dies, dal® deren statistische Unsicherheit
(z.B. Konfidenzbereiche) mit zunehmendem experimentellen Aufwand gegen Null strebt.

6.3.1 Konzentrations-Wirkungsanalyse

Soll eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung beschrieben werden, so bedeutet dies im-
mer die vereinfachende Reduktion einer unbekannten biologischen Komplexitat (vgl. 3.1).
Da sich in den verwendeten Biotests die experimentellen Beobachtungen auf die Veran-
derung einer integralen MeRgroRe (Biolumineszenz, Algenreproduktion) in Abhangigkeit
von einer Stoffkonzentration reduzieren, wurde die Modellierung dieser gerichteten Be-
ziehung nur auf ein einfaches Black-Box-Modell beschrankt. Andere beeinflussende Para-
meter wurden konstant gehalten und fihrten zu keiner relevanten, im Modell notwendiger-
weise zu beriicksichtigenden Information. Es wird somit kein funktionaler Zusammenhang
beobachtet, sondern ein stochastischer, der Uber beobachtbare Trends in den Beobach-
tungsdaten auf das Vorhandensein eines Zusammenhanges schlieBen [aBt und so Gber
eine Regressionsanalyse beschrieben werden kann. Die Beobachtungswerte selbst
geben nur einen Anhaltspunkt Gber die Art der Beziehung zwischen der Konzentration
und dem Effekt. Im Extremfall kénnen sie sogar eine tatsachlich nicht gegebene Existenz
vortauschen. Es ist jedoch erforderlich, diese Beziehung prazise durch eine formelmaRige
Darstellung zu erfassen. Dies erfolgte durch sogenannte Ausgleichs- bzw. Regressions-
funktionen. Die Beobachtungsdaten weichen von der Ausgleichskurve ab, sie streuen um
diese Kurve. Das Ziel dieses Regressionsmodells mu3 darin bestehen, die beobachtete
Konzentrations-Wirkungsbeziehung maglichst gut zu beschreiben und so Aussagen Uber
die Wirksamkeit von solchen Konzentrationen treffen zu kénnen, fur die selber keine ex-
perimentellen Daten vorliegen.

Modelleinschrankungen

For mogliche Regressionsmodelle zur Beschreibung einer Konzentrations-Wirkungsbe-

ziehung wurden vorab folgende Restriktionen getroffen:

® Biologische Wirkungsschwellen wurden in der Modellbildung ausgeschlossen.

® Der Definitionsbereich der relativen Effekte liegt zwischen 0 und 1 (bzw. 0 % und
100 %), d.h. diese Schranken als Asymptoten minimalen und maximalen Effektniveaus

sind im Modell immer definiert und missen Gber zuséatzliche Modellparameter nicht be-
schrieben werden.

® Es liegt immer ein streng monotoner, sigmoider Modellverlauf vor, d.h. zunehmende
Konzentrationen fUhren zu hoheren Effekten.
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e Fordereffekte im niedrigen Konzentrationsbereich (positive Hemmung bzw. Hormesis)
wurden ausgeschlossen und somit nicht modelliert. Sie sind fur die Kalkulation von Mi-
schungstoxizitdten nicht notwendig (KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT) oder entsprechen
nicht den Voraussetzungen des Konzepts (UNABHANGIGE WIRKUNG').

Regressionsmodell

Da nichtparametrische Modellklassen (Spline-Funktionen, polynomiale Interpolation etc.)
als reine Interpolationsverfahren nur den beobachteten Datenbereich beschreiben, viele
Datenpunkte fur eine valide Schatzung benétigen und bei nicht monotoner Datenlage
durchaus zu nicht eindeutigen Effektkonzentrationsschatzungen fithren kénnen, schieden
sie als mogliche Modelle aus. Deswegen wurden in diesem Vorhaben ausschlief3lich pa-
rametrische, nichtlineare Regressionsmodelle flr die Beschreibung von Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen gewahit.

Die in der aquatischen Okotoxikologie gebrauchlichen Standardmodelle (Probit-, Logit-
oder Weibull-Modell) wurden von vorne herein als nicht ausreichend flexibel genug ange-
sehen, um den niedrigen Effektbereich jeder getesteten Substanz valide zu beschreiben.
Aus diesen Grinden wurden weitere Modelle eingesetzt. Dabei wurde aus numerischen
Grinden (Konvergenz im SchatzprozeB, Eindeutigkeit der Lésungen, Bestimmung pas-
sender Startwerte der Modellparameter im Iterationsverfahren) die Anzahl der Modellpa-
rameter auf maximal 3 begrenzt. Weiterhin sollte das Modell so flexibel sein, da sowohl
ein symmetrischer als auch ein unsymmetrischer Kurvenverlauf beschrieben werden
kann. Da der Grad der Flexibilitat einer Modellanpassung nur Gber maximal 3 Modellpa-
rameter gesteuert wird, ist es a priori unwahrscheinlich, daR hierdurch jede beobachtete
Konzentrations-Wirkungsbeziehung beschrieben werden kann. Deshalb wurden mehrere
Regressionsmodelle aus unterschiedlichen Anwendungsbereichen auf ihre Eignung ge-
testet. In Abbildung 6.1 sind die fir dieses Vorhaben verwendeten Regressionsmodelle
angegeben und im Anhang C1 ausfihrlich beschrieben.

Bei jeder biometrischen Modellierung einer Konzentrations-Wirkungsbeziehung (einer
Einzelsubstanz oder eines Gemisches) wurden im ersten Schritt grundsétziich unab-
hangig voneinander alle 10 Regressionsmodelle an die Beobachtungsdaten angepalit.

In Abbildung 6.2 ist die Bedeutung einer validen Modeliwahl am Beispiel einer ECo:-
Schatzung dargestellt: Wird als Standardmodell das Probit-Modell gewéhit, so wird der
niedrige und obere Effektbereich offensichtlich falsch geschatzt: Die von diesem Regres-
sionsmodell geschatzte EC,;-Konzentration fuhrt im erwartungstreuen Generalisierten
Logit-Modell zur Schatzung eines Effektes von 8 %. Diese Fehlschatzung des Probit-Mo-
dells wirde in der Berechnung einer Kombinationswirkung nach dem Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG unmittelbar zu einer ca. 8 %igen Unterschatzung der Mi-
schungstoxizitat fihren.

' Bliss (1939) formuliert Effekte grundsatzlich als Wahrscheinlichkeiten, welche per Definition immer positiv
sind.
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Auf Basis von statistischen Beurteilungskriterien wurde entschieden, welches Modell die
Beobachtungsdaten am plausibelsten beschreibt und deshalb fur die Kalkulation der Vor-
hersage einer Mischungstoxizitat nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT oder UNABHANGIGE
WIRKUNG verwendet wurde.

Schatzverfahren

Um ein Regressionsmodell den Beobachtungsdaten anzupassen, werden die unbekann-
ten Werte der Modellparameter Uber statistische Schatzverfahren bestimmt. Die gangig-
sten Verfahren sind die Methoden der Kleinsten Abweichungsquadrate (Minimale-Qua-
drate-Schatzung), der absoluten Residuen (Least absolute value estimation) oder der Ma-
ximierung der Likelihood (Maximum-Likelihood-Schéatzung). Alle Verfahren beruhen auf
unterschiedlichen Voraussetzungen und kénnen zu unterschiedlichen Resultaten kom-
men. Es existiert in der Regel keine allgemeine Uberlegenheit eines dieser Verfahren.

Ausgangspunkt fur die Bestimmung eines geeigneten Schatzalgorithmus war die Me-
thode der kleinsten Abweichungsquadrate: Eine notwendige Bedingung fiir ihre Anwen-
dung besteht darin, dall die Abweichung jeder Beobachtung von ihrem geschatzten Er-
wartungswert - unabhangig (!) von der eingesetzten Substanzkonzentration - identisch
normalverteilt ist, und daR das Modell die Konzentrations-Wirkungsbeziehung erwar-
tungstreu beschreibt. Dann resultieren konsistente Schatzungen aus der minimalsten
Summe aller moglichen Abweichungsquadrate.
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Abb. 6.2: Vergleich der EC,;-Schatzungen von zwei Regressionsmodellen (Probit-
und Generalisierter Logit) am Beispiel der Algen-Toxizitat von Atraton

(vg!. ausfuhrliche Beschreibung der beobachten Konzentrations-Wirkungsdaten in Anhang D1.1)
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Da aber eine Abhéngigkeit der Beobachtungsvariabilitit vom Effektniveau (Varianz-
inhomogenitat bzw. Heteroskedaszitat) voriag, wurde ein verbesserter Schatzalgorithmus
entwickelt. Dieser wird nachfolgend erlautert. Eine ausfuhrliche Beschreibung und
Digkussion erfolgt im Anhang C2. Zur Vereinfachung wird immer vorausgesetzt, daf
Substanzkonzentrationen keine Zufallsvariablen und somit im Schatzprozess mit keinem
statistischen Fehler behaftet sind.
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4) Weibull: Effekt
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6) Generalisierter Logit 2: Effekt=1
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Anmerkung: 6,,8, und B, kennzeichnen die zu bestimmenden, unbekannten Modellparame-

ter. Nach einer Schatzung werden sie als 8,,8,.8, bezeichnet. Effekt ist der zu erwartende rela-
tive Effekt (definiert zwischen 0 und 1) einer definierten Substanzkonzentration Konz..

* Synonym wird nachfolgend der Generalisierte Logit | auch als Generalisierter Logit bezeichnet.

Abb. 6.1: Ubersicht (iber die Regressionsmodelle
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Bei unterschiedlich normalverteilter Beobachtungsvariabilitat bietet sich als alternatives
Schatzverfahren die gewichtete Minimale-Quadrate-Schatzung an, welche die Abwei-
chungsquadrate mit unterschiedlichen Gewichtungen versieht: Eine geringere Beobach-
tungsvariabilitét (Replikatenvarianz) resultiert in einer hoheren Gewichtung, so dal diese
Beobachtungen bei der Schatzung der Modellparameter stérker beriicksichtigt werden.
Das Problem besteht in der Regel darin, daR die Gewichtungen unbekannt sind und Uber
die beobachtete Dateninformation geschatzt werden missen. Nur, wie kénnen diese un-
bekannten Gewichtungen valide geschatzt werden?

Eine direkte Moglichkeit der Gewichtsschatzung besteht Gber den reziproken Wert der
empirischen Replikatenvarianz, d.h. die an einer definierten Konzentration beobachtete
Variabilitat in den Effekten. Hohe Varianzen fiihren so zu kleineren Gewichtungen. FQr
eine valide Schatzung dieser Replikatenvarianz ist allerdings eine hohe Anzahl von
Beobachtungen pro eingesetzter Konzentration erforderlich. In der Regel entspricht dies
aber nicht der experimentellen Realitdt, so dal andere Wege einer sicheren Schatzung
gefunden werden missen. Da davon auszugehen ist, daR Varianzen eng beieinander
liegender Effektkonzentrationen &hnlich groR sein soliten, also eine sogenannte unbe-
kannte, aber reproduzierbare Varianzstruktur vorliegt, besteht eine Alternative gerade in
einer Schatzung dieser Struktur. Der Vorteil liegt in der Berlicksichtigung aller beobach-
teten Informationen, so daR bedeutend weniger Replikate (minimal 3) bereits zu validen
Schatzungen der Varianz fliihren kénnen. Ist diese Varianzstruktur beschreibbar, kann sie
Uber ein Modell formalisiert werden. Da als Information nur die eingesetzte Konzentration
oder das Effektniveau zur Beschreibung der Varianzstruktur dienen kann, ergibt sich die
Frage, ob die Hohe der Varianz eher vom Effektniveau abhangig ist oder von der Konzen-
tration bestimmt wird. In der (biometrischen) Literatur wird im allgemeinen eher von einer
Effektabhéngigkeit ausgegangen (siehe Carroll und Ruppert 1988), so daR eine (modell-
hafte) Beschreibung Uber einen Zusammenhang zwischen einem beliebigen Effektniveau
und der dort vorliegenden Variabilitdat zu bestimmen ist.

Die Form des Zusammenhangs unterschied sich aber zwischen den Testsystemen und
den Testsubstanzen stark und war somit nicht generell Gber ein Modell beschreibbar, so
dal die Gewichtsschatzung Uber unparametrische Glattungsverfahren (gewichtete kubi-
sche Splineschatzung, Reinsch 1967) verwendet wurde, wobei fir jeden Effekt interpola-
tiv eine Varianz geschéatzt wird. Hierbei ergab sich allerdings die Schwierigkeit, daR einer-
seits durch das Regressionsmodell ein erwarteter Effekt beschrieben werden soll, woflr
die Gewichtungen benétigt werden, andererseits gerade dieser Erwartungswert fur die
Schatzung der Gewichtungen notwendig ist. Einen Ausweg aus diesem Dilemma erhélt
man {ber eine Verallgemeinerung der gewichteten Minimale-Quadrate-Schéatzung
(generalized least square). Ausgehend von einer ungewichteten Modellschatzung werden
abwechseind die darauf aufbauenden Gewichtungen bzw. Modellparameter immer wieder
erneut geschatzt, so dall jeweils die eine Schatzung als ,Vorschatzung® in den
darauffolgenden SchatzprozeR der anderen Komponente einfliet. Dieses Iterationsver-
fahren konvergiert in der Regel und flhrt zu validen Schatzungen der Modellparameter
und Gewichtungen (Carroll und Ruppert 1988, Hooper 1993).
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Um einen eventuellen negativen Einfluf einer vom Datensatz weit entfernt liegenden Be-
obachtung (Outlier) auf die Modellschatzer zu minimieren, wurde als robustes Verfahren
die metrische Winsocrisierung der Daten (Altenburg 1994a und 1994b, Huber 1981) in den
Schatzprozel implementiert. Dieses Verfahren wird im Anhang C2 in Zusammenhang mit
dem Schatzverfahren naher beschrieben.

Die Voraussetzung einer Normalverteilung in den Effektparametern wurde exemplarisch
an unterschiedlichen Effektkonzentrationen Uber 10 Replikate im Algenreproduktionstest
Uberprift (Testverfahren: Kolmogoroff-Smirnoff-Test). Hieraus ergaben sich keine An-
haltspunkte fur eine grundsatziiche Abweichung, so dal davon ausgegangen werden
kann, daB im Sinne des Zentralen Grenzwerisatzes (Rényi, 1877) eine Vielzahl von unab-
hangigen, beliebig verteilten StérgroRen gleicher GréRenordnung eine angenahert nor-
malverteilte Zufallsvariable ergeben.

Der gesamte Schéatzprozel fur die Regressionsmodelle wurde mit dem Softwarepro-
gramm SAS (SAS 1996) durchgefihrt. Die Programmentwicklung erfolgte dabei unter
Einbeziehung der SAS-Prozeduren PROC NLIN und PROC IML.

Kriterien der Modellwahl/

Da eine Modellerwartung a priori einer Konzentrations-Wirkungsbeziehung nicht eindeutig
zugeordnet werden kann, ist es schwierig, an Hand einer Graphik mit den beobachteten
Wertepaaren eine Funktion heuristisch auszuwahlen. Daher missen neben einer hinrei-
chend groRBen Auswahl von méglichen Funktionen numerische Modellwahlkriterien bereit-
stehen, die die Auswahl einer Regressionsfunktion erleichtern sollen.

Das in der Literatur verbreitetste Kriterium einer Modeliselektion ist definiert als die
Summe aller quadratischen Residuen (Abweichungsquadrate) und wird in der Regel nor-
miert Uber die Anzahl der Beobachtungen und Modellparameter. Dieses Verfahren wird
standardméagig angewendet und bezeichnet die Restvarianz als SSE oder ESS (error
sum of squares). Nachteil dieses Kriteriums ist die Empfindlichkeit gegentber soge-
nannten high leverage points (Beobachtungen, die im Verhaitnis zu den restlichen Daten-
punkten weit entfernt liegen, aber der Modellerwartung entsprechen) und Outliern
(seltene Beobachtungen, die von der Erwartung weit entfernt liegen), da dasjenige Re-
gressionsmodell bevorzugt wird, welches den Abstand zwischen diesen Beobachtungen
und der Modellschatzung am kleinsten modelliert, obwohl sich dadurch die Modellan-
passung der restlichen Beobachtungen geringfigig verschlechtern kann. Deswegen
wurde als ein robusteres Auswahlkriterium nicht die normierte Summe der quadratischen
Residuen, sondern die der absoluten Betrage der Residuen gewahlt (SAE bzw. sum of
absolute errors) (Definition 6.1). In Verbindung mit dem SAE-Kriterium wurde dar(ber
hinaus immer begleitend eine Residuenanalyse durchgefihrt, um eventuelle systema-
tische Fehleinschatzungen der Erwartungsbildung zu vermeiden.
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Definition 6.1: Modellwahl Uber die normierte Summe der absoluten Residuen (SAE)

—“—N 1 o z [Eﬁekt beobachtet, — Effekt geschditz,
- pi=

N = Anzahl der Beobachtungen, p = Anzahl der Modellparameter.

SAE =

Bestimmung von Effektkonzentrationen

Eine Regressionsfunktionen als parametrische Modellbeschreibung einer Kenzentrations-
Wirkungsbeziehung bestimmt Uber die Methode der Verallgemeinerten Minimale-Qua-
drate-Schéatzung fur eine gegebene Konzentration eine mittlere Effektschatzung. Die um-
gekehrte Beziehung, d.h. die Bestimmung einer Konzentration bei gegebenem Effekt, ist
auf Grund der parametrischen Modellierung zu berechnen ber

Konzentration = F ' (Effekt) .

Hierbei entspricht F~' der inversen Funktion des Regressionsmodells’ F. Im Gegensatz
zur einfachen linearen Regression ist im nichtlinearen Modell eine exakte Bestimmung
der dazugehorigen Unsicherheit (Konfidenzbereich) nicht méglich, da die Unsicherheit der
Parameterschatzer einflie@en mull. Ziel war es deswegen, moglichst ,gute’ Abschatzun-
gen fOr diese Unsicherheit zu gewinnen. Flr parametrische Regressionsmodelle existie-
ren drei in der Literatur gangige Approximationsverfahren:

® Konfidenzintervall-Schatzung nach der Fieller-Methode (Finney 1971b, Alho und Valto-
nen 1995, Cox 1990, Read 1983): Diese Methode ist nur anwendbar fur Standardmo-
delle (Probit, Logit und Weibull) mit einem linearen Term der Modellparameter (6 +
82xlogs(Konzentration)) und basiert auf Verteilungseigenschaften des Verhaitnisses
zweier normalverteilter Zufallsvariablen, als welches sich Effektkonzentrationen Uber
die Parameterschatzer darstellen lassen.

o Konfidenzintervall-Schatzung nach der Delta-Methode (Cox 1990, Bieler und Williams
1993, Halperin und Mantel 1963, Halperin 1964, Oehlert 1992): Sie approximiert die
Unsicherheit der Effektschatzung Giber eine Taylorreihenentwicklung 2. Ordnung und
bendtigt hierfur die Kovarianzmatrix der Parameterschatzungen. Die Konfidenzinter-
vall-Schatzungen verlieren mit zunehmender Anzahl von Modellparametern und flr
Niedrig-Effektkonzentrationen ihre Prazision und kénnen zu unrealistischen Werten
fuhren (negative Konzentrationen).

e Likelihood-Ratio basierte Konfidenzintervalle (Cox 1990): Sie sind dann sinnvoll an-
wendbar, wenn im Schatzproze® Maximum-Likelihood-Verfahren benutzt werden. Die
meisten in diesem Vorhaben verwendeten Modelle sind aber im Zusammenhang mit

' In Abbildung 6.1 aller Regressionsmodelle entspricht Effekt gerade F(Konzentration)
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der Heteroskedaszitat in den beobachteten Effekten auf ihre generelle Eignung fur
dieses Verfahren noch nicht getestet worden.

Alle Verfahren wurden zu Beginn des Vorhabens Uberprift und erwiesen sich als nicht
geeignet. Um trotzdem eine Abschétzung Ober diese Unsicherheit zu erhalten, wurden
sogenannte Resampling-Verfahren benutzt. Statistische Verfahren basieren auf der Be-
trachtung von Daten als Ergebnisse eines zufalligen Experiments. Diese idee macht man
sich bei den Resampling-Verfahren zunutze, indem man .kinstlich" einen Zufallsmecha-
nismus einbringt und aus dem vorliegenden Experiment (Stichprobe) wiederholt ,neue
Stichproben® zieht. Statt eines beobachteten Datensatzes liegt dann eine Vielzahl von
simulierten ,Datensatzen® zu einer Problemdarstellung vor. Diese wiederholte Verwen-
dung eines Teilsatzes eines Orginaldatensatzes bildet die Grundlage der Resampling-
Verfahren. Sie werden zur nichtparametrischen Schatzung von Fehlermallen wie etwa
der Varianz oder sogar zur Schatzung der gesamten Verteilung und somit von Konfidenz-
intervallen einer gegebenen Statistik eingesetzt.

Als ein mogliches Resampling-Verfahren eignet sich die Bootstrap-Methode (Efron und
Tibshirani 1993, Shao und Tu 1995). Sie wird im Anhang C3 ausfihrlich erlautert. Not-
wendige Bedingungen flr ihre Anwendung waren die Kenntnis der Beobachtungsvariabi-
litat fir jede Konzentration und eine erwartungstreue Modellschatzung.

NOEC-Bestimmung

Flr jede Substanz- und Gemischtestung wurde die No Observed Effect Concentration
(NOEC) und die Lowest Observed Effect Concentration (LOEC) Uber den einseitigen
Dunnet-Test (Dunnnett 1955, 1964) bestimmt. Obwohl| weitere statistische Testverfahren
existieren, wurde diese klassische Testmethode gewahit, da sie in den technischen Richt-
linien der Europaischen (European Commission, 1996) als Standardverfahren empfohlen
wird. Dieses multiple Testverfahren vergleicht varianzanalytisch einen Kontrollwert gegen
Wirkdaten unterschiedlicher Konzentrationen. Voraussetzung sind normalverteilte Daten
und Gruppen von Wirkdaten ungefahr gleich starker Besetzung. Als multiples Signifikanz-
niveau wurde immer 5 % gesetzt.

Grundsatzlich kann dieses Verfahren nur eine LOEC erkennen, deren mittlerer Effekt
Uber der Kontrollvariabiltdt liegt. Die NOEC resultiert als die nachst kleinere getestete
Konzentration. In den Standardverfahren mit festen Verdiinnungsreihen entspricht der
Uber ein passendes Regressionsmodell geschatzte Effekt einer NOEC ungeféhr 10-30 %
(Moore und Caux 1997). Dal die regressionsanalytisch geschatzte EC,, wirklich kleiner
als die NOEC ist und somit einer gelungenen Operationalisierung entspricht, war somit zu
erwarten, aber auch zu prufen.

Umsetzung

Wourde bei der hochsten getesteten Konzentration lediglich ein Effekt von 80 % beobach-
tet, dann konnte (Loslichkeit der Testsubstanz vorausgesetzt) chne Fehleinschatzung bis
zum 90 %igen Effekt extrapoliert werden, da in diesem Bereich die becbachtete Variabili-
tat in den Daten relativ gering ist. Dies konnte in vergleichenden Simulationsstudien zu
Beginn des Vorhabens bestétigt werden. Somit ergab sich als biometrische Notwendigkeit
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fur eine Konzentrations-Wirkungsmodellierung, daR Beobachtungen in einem Effektbe-
reich von mindestens 1 % bis 80 % ermittelt werden muften.

Da im Aligemeinen fur die vorliegenden Daten eine erhdhte Variabilitat im unteren Effekt-
bereich beobachtet wird und sich somit hier unsichere Schatzungen ergeben, wurden die
Einzelsubstanztestungen so geplant, dal ca. 2/3 aller applizierten Substanzkonzentra-
tionen unterhalb der medianen Effektkonzentration (ECsp) lagen. Die kleinste getestete
Konzentration solite einen mittieren Effekt kleiner 1 % ausldsen, so daB die ECy, interpo-
lativ und nicht extrapolativ geschatzt werden konnte.

Die Vergleichbarkeit zwischen den Experimenten wird durch Normalisierung der Daten
auf unbehandelte Kontrollen hergestellt (vgl. 68.2). Da aber auch die Kontrolimessungen
einer Variabilitat unterworfen sind, ist die Bildung eines validen Erwartungswertes fur jeg-
liche weitergehende Modellbildung um so wichtiger. Auf Basis von bestehenden Experi-
menten wurden Qualitatskriterien festgelegt, um eine notwendige Anzahl von Kontrolien
zu ermittein. Um einen 85 %-Konfidenzbereich des Kontroll-Erwartungswertes von maxi-
mal £5 % zuzulassen (bei gegebener Power von 80 %), wurde die notwendige Anzahl von
Kontrollen Uber Falizahlkalkulationen festgelegt (Horn und Vollandt 1885). Fir den Algen-
biotest bedeutete dies bei einer durchschnittlichen Standardabweichnung von 5 % min-
destens 10 Kontrollen je Experiment und fur den Leuchtbakterientest mindestens 7 Kon-
trollen je Experiment (durchschnittliche Standardabweichung: 3 %).

Als Konsequenz aus dem verwendeten Schatzverfahren ergab sich als zusatzliche bio-
metrische Anforderung an das Experiment, mit mindestens drei Replikaten pro einge-
setzter Konzentration zu arbeiten, um so eine Abschatzung der Replikatenvarianz zu er-
maoglichen.

Da eine sehr hohe Reproduzierbarkeit der experimentellen Ergebnisse aus den Einzel-
substanztestungen eine absolute Notwendigkeit fir die Vorhersagbarkeit der Gemisch-
toxizitat darstellt, wurden die Experimente so gestaltet, daB alle potentiellen externen Sto-
rungen berlcksichtigt wurden, die in den anschlieBenden Gemischtestungen eintreten
kénnten, um eine systematische Fehleinschatzung (Bias) in den Erwartungswerten der
Einzelsubstanztoxizitdten zu vermeiden.

6.3.2 Kombinations-Wirkungsanalyse

Kalkulation von Vorhersagen fir Mischungstoxizitaten

Die Vorhersagen einer Mischungstoxizitdit nach den Konzepten KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG entsprechend Abbildung 3.1 werden fur defi-
nierte Gemischzusammensetzungen Uber Erwartungswerte gebildet, die aus den Einzel-
substanztestungen geschatzt werden und somit mit unterschiedlichen statistischen Unsi-
cherheiten einhergehen. Folglich ist die Vorhersage einer Mischungstoxizitat immer auch
ein statistischer Erwartungswert, dessen Gite Uber einen Unsicherheitsbereich beurteilt
werden solite. Beide Konzepte beriicksichtigen keine speziell definierten Interaktionen auf
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physiko-chemischer, pharmakologischer oder wirkungsspezifischer Ebene, so daf die
Toxizitaten der Einzelsubstanzen als statistisch unabhéangig voneinander bzw. unkorreliert
interpretiert werden. Es existieren zwar Erweiterungen auf komplexere Modellkiassen, die
eventuelle Interaktionen Uber Parametrisierungen bericksichtigen und Gber Korrelations-
quotienten (Plackett und Hewlett 1948, 1952, 1963, Hoel 1987) oder mechanistische In-
teraktionsterme - beispielsweise spezifische Pharmakon-Rezeptor-Interaktionen — quanti-
fizierbar machen (Greco, Park und Rustum 1990, Greco, Bravo und Parsons 19985, Chou
und Talalay 1977, 1981, 1983, 1984). Diese Kombinationswirkungsmodelle beschranken
sich aber gréRtenteils auf bindre Substanzkombinationen. Erweiterungen auf multiple
Gemische sind theoretisch diskutiert worden (Ashford 1981, Christensen und Chen 1985,
1991, Chou und Talalay 1981, Hewlett und Plackett 1959), erwiesen sich aber in ihrer
Umsetzung als nicht praktikabel'. Sie wurden somit in diesem Vorhaben nicht berticksich-
tigt. Im biometrischen Verstandnis sind die Toxizitdten der Einzelsubstanzen statistisch
unabhangig voneinander und tragen unkorreliert zur Gesamttoxizitat bei.

Die Erwartungswerte einer Kombinationswirkung wurden jeweils getrennt fur beide Kon-
zepte und fir unterschiedliche Konzentrationen bei festem Mischungsverhaitnis der Mi-
schungskomponenten berechnet, so daf sich fur beide Konzepte Konzentrations-Wir-
kungskurven ergaben. Die Gemischkonzentrationen wurden so gewahit, dal mindestens
Gemischeffekte von 10 % bis 90 % zu erwarten waren. Die generelle Vorgehensweise fur
die Kalkulation einer beliebigen Gemisch-Effektkonzentration oder eines beliebigen Ge-
mischeffektes wird nachfolgend erlautert, wobei von Fragestellungen ausgegangen wird,
wie sie sich zu Beginn des Vorhabens ergaben. Voraussetzung hierfur ist, da das Mi-
schungsverhalitnis zwischen den Gemischkomponenten bekannt und fur jede Gesamt-
konzentration des Gemisches identisch ist (fixed ratio). Andernfalls ist eine eindeutige
Bestimmung nicht méglich.

a) Welche Gesamtkonzentration des Gemisches 4Rt einen vorgegebenen Effekt X nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT erwarten ?

Seien cs; bis cs, die Konzentrationen der Substanzen S1 bis Sn und ECy die Konzen-
tration, die einen X %igen Effekt hervorruft. Die Modellgleichung der KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT (vgl. 3.1) lautet dann

s
.E.;ECX(Si) : i

' Das Modell der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT kann dahin gehend veraligemeinert werden, da alle moglichen
Interaktionsterme zwischen den Gemischkomponenten integriert und zusatziich Ober die Daten geschatzt
werden. Das bedeutet fir ein Gemisch mit 14 Komponenten, daB insgesamt 91 Interaktionsterme zu
bestimmen waren. Dariber hinaus sind auch Interaktionen vorstelibar, die erst in Anwesenheit von 3 (oder
mehr) Substanzen eintreten konnen. Um die geschatzten Interaktionsterme {berhaupt als statistisch
signifikant erkennen zu kdnnen, miRten hierflr sehr viele Daten experimentell erhoben werden (>1000),
was bei weitem jeglichen realisierbaren Aufwand {iberschreitet. Werden die Einzeleffekte als statistisch
korreliet angenommen, so bedeutet dies fir die Verallgemeinerung des Modells der UNABHANGIGEN
WIRKUNG (Joint Independent Action, Hewlett und Plackett 1959), daR auf Grundlage einer muiti-
dimensionalen Anpassungs-Verteilung eine Korrelationsmatrix geschatzt werden muR. Aber weder diese
Verteilung noch die entsprechende Korrelationsmatrix erwiesen sich als bestimmbar.
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Die in dieser Gleichung implizit' definierte Effektkonzentration des Gemisches
ECx(Gemisch) setzt sich aus substanzanteiligen Konzentrationen ¢ zusammen. Da
diese Effektkonzentration des Gemisches zu bestimmen ist, sind somit auch die antei-
ligen Konzentrationen cg zu bestimmen. Allerdings ist der relative Anteil p; der i-ten Ge-
mischkomponente von der Gesamtkonzentration immer bekannt, so daR fir die sub-
stanzanteilige Konzentration cg; in der Gleichung (1) gilt:

¢g, = p, *EC, (Gemisch) (2)
Wird dies in Gleichung (1) eingesetzt, so ergibt sich

i p, * EC, (Gemisch)

=1
= EC,(Si)

o EC, (Gemisch )* 3 —-p‘—=1
<l ) EECX(Si)

-1
: - p;
<  EC,(Gemisch)= (; EC. (Si)) (3)
Somit kann (ber Gleichung (3) fir jeden beliebigen Gemischeffekt X die entspre-
chende Effektkonzentration ECx(Gemisch) des Gemisches berechnet werden, solange
die relativen Anteile (p) und die Effektkonzentrationen (ECx(Si)) der Gemisch-
komponenten bekannt sind. Die Konzentrations-Wirkungskurven der erwarteten Kom-
binationswirkung nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT wurden so berechnet.

b) Welcher Effekt X des Gemisches ist nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT zu erwarten,
wenn die Gesamtkonzentration des Gemisches bekannt ist ?

Ist die Gesamtkonzentration des Gemisches bekannt, und wird deren Effekt nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT gesucht, so kann die Gieichung (1) Uber numerische
Verfahren gelést werden (Newtonsche Iterationsverfahren fiir einfache Nullstellen,
Faddejew und Fadejewa 1973). Diese Berechnung war fiir die Gesamtkonzentration
des Gemisches erforderlich, bei der die Gemischkomponenten alle in ihren EC,;-Wer-
ten vorliegen. Fur die Bestimmung des implizit definierten Gemischeffektes reicht es
hierbei generell nicht aus, die Konzentrationen aller Gemischkomponenten nur eines
Effektniveaus zu kennen.

c) Welcher Effekt X des Gemisches ist nach UNABHANGIGER WIRKUNG zu erwarten, wenn
die Gesamtkonzentration des Gemisches bekannt ist ?

Fur die Berechnung eines Gemischeffektes nach dem Konzept der UNABHANGIGEN
WIRKUNG sind primér die Effekte einzeln applizierter Mischungskomponenten erforder-

! Implizit definiert meint hierbei, daR die zu bestimmende Effektkonzentration des Gemisches nicht direkt in
der Gleichung vorkommt, sondern da auf gie nur indirekt geschlossen werden kann.
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lich. Da diese in der Regel unbekannt sind, werden sie aus den Konzentrations-
Wirkungsmodellen der im Gemisch vorliegenden Einzelsubstanzen geschatzt. Sei eine
beliebige Gesamtkonzentration Cgemisen des Gemisches zusammengesetzt aus definier-
ten Konzentrationen der Gemischkomponenten (cs;) als gegeben

G ™ ¥ Gt (4)
=]
und sei F, das Regressionsmodell der i-ten Substanz, das fUr eine beliebige
Konzentration cg einen erwarteten Einzelstoffeffekt E(cs) eindeutig schatzt. Die
Vorhersage des entsprechenden, eindeutigen Gemischeffektes E(Cgemiscn) Nach
UNABHANGIGER WIRKUNG (vgl. 3.1) lautet dann

E(cum)=1-—f1(1—E(csl))=1-[(1—E(cs.l))*-..*(I—E(cs.,))]

i=] (5)

21“[(1 "FJ (351 ))*---* (] -—F“(Csn)}] 1

Da in den Regressionsmodellen (F, bis F,) nur positive Effekte mit einem maximalen
Effekt von 1 berechnet werden kénnen, missen alle inneren Produkte dieser
Gleichung (5) auch positiv und kleiner 1 sein. Somit kénnen nur positive Vorhersagen
eines Gemischeffektes gebildet werden, deren Maximum folglich dann den Wert 1
annimmt, wenn alle Einzelkonzentrationen der Gemischkomponenten jeweils einen
maximalen Einzeleffekt verursachen. Die Konzentrations-Wirkungskurven der erwarte-
ten Kombinationswirkung nach UNABHANGIGEN WIRKUNG wurden immer nach (5)
berechnet.

d) Weliche Gesamtkonzentration des Gemisches |&Bt einen vorgegebenen Effekt X nach
UNABHANGIGER WIRKUNG erwarten?

Ahnlich wie in b) existiert in dieser Situation keine explizite Form, nach der sich die
Gleichung (5) der UNABHANGIGEN WIRKUNG so umformen 14Rt, dal die erwartete Ef-
fektkonzentration des Gemisches direkt berechenbar wird. Hierfir wurde somit auch
das iterative Lésungsverfahren nach Newfon fur einfache Nullstellen verwendet. Diese
Berechnungen waren notwendig, um nach beiden Konzepten vorhergesagte Effekt-
konzentrationen der Gemische miteinander vergleichen zu kénnen.

Die Berechnung der statistischen Unsicherheit fir die Vorhersagen der Effekte oder der
Effektkonzentrationen multipler Gemische erfolgte analog zur Effektkonzentrationsschat-
zung der Einzelstoffe Uber Bootstrapverfahren (vgl. Anhang C3). Die wesentliche Erwei-
terung bestand darin, da nicht auf Grundlage einer einzelnen Substanztestung mehrere
unabhangige Bootstrap-Daten simuliert wurden, sondern notwendigerweise Uber alle Ge-
mischkomponenten. Hierbei wurde jeweils fiir jede Substanztestung ein Bootstrap-Daten-
satz simuliert, an den das urspringliche Konzentrations-Wirkungsmodell neu angepaft
wurde, wodurch hieraus dann die Erwartungswerte (Effekte und Effektkonzentrationen)
geschétzt wurden, die fUr die Berechnung der Mischungstoxizitat nach beiden Konzepten
erforderlich waren. Die Effekte des Bootstrap-Datensatzes wurden tber die geschatzte
Verteilung der Beobachtungsvariabilitdt als normalverteilt ,ausgewdirfeit*. Auf Grundiage
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dieser Erwartungswerte von Einzelsubstanztoxizitdten und eines unveranderten, festen
Mischungsverhéltnisses wurden so die zu erwartenden Kombinationseffekte fur beide
(Bootstrap-Replikate) neu gebildet. Diese Vorhersagen sind das Resultat von nicht be-
obachteten, aber realistischen Ausgangen der Einzelsubstanztestungen und bilden somit
weniger wahrscheinliche, aber mogliche Vorhersagewerte. Wird dieser Bootstrapvorgang
hinreichend oft wiederholt, so erhalt man eine entsprechende Anzahl von simulierten Vor-
hersagewerten, die zusammen eine Verteilung bilden. Der Verteilungsgipfel (Erwartungs-
wert) entspricht dabei der aus den beobachteten Daten gebildeten Kombinationswirkung
und der 95 %-Perzentilbereich dieser Verteilung dem 95 %-Konfidenzbereich der erwar-
teten Kombinationswirkung. Diese Verteilung wurde Uber die BC-Methode (Efron und
Tibshirani 1993) stabilisiert, so daR ein Minimum von 1000 Bootstrapsimulationen als aus-
reichend festgelegt werden konnte. Grundvoraussetzung war eine erwartungstreue Kon-
zentrations-Wirkungsmodellierung der Einzelsubstanzen.

Statistische Kriterien fur die Zusammensetzung des Gemisches

Da das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT bei niedrigeren Effektkonzentrationen
zu deutlich hoheren Vorhersagen von Effekten fihrt als das konkurrierende Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG, wurden die Versuchsplanung auf einen erwarteten 50 %-Effekt
der Mischung nach dem Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT abgestimmt und dann
im Kombinationsexperiment Uberpriift. Wird bei einem Gemisch von N Substanzen jeweils
substanzanteilig eine Konzentration von 1/N des ECs, der Einzelsubstanzen gewahlt, so
wird diese 50 %-Erwartung einer Mischungstoxizitdt nach dem Konzept der KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT eingehalten. Es hat sich allerdings Uber die verbesserten Modellan-
passungen bei im unteren Effektbereich weniger steilen Einzelstoffkurven gezeigt, dal
diese Konzentrationen zu erwarteten Einzelstoffeffekten fihren kdnnen, die in einen
Effektbereich deutlich Gber 1 % liegen und somit der NOEC-Operationalisierung durch
diese Benchmark widersprechen. Um dieses Mischungsdesign bei gleichem Anspruch
beizubehalten, ware eine Anzahl von Uber 50 Substanzen erforderlich, damit die Sub-
stanz mit dem Kurvenverlauf geringster Steigung in ihrer anteiligen Gemischkonzentration
nur einen 1 %igen Einzelstoffeffekt aufweist, und somit das Gemisch nach dem Konzept
der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT bei Einzelstoffeffekten von <1 % einen 50 %igen Kom-
binationseffekt erwarten lait.

Auf Grundiage von experimentellen Voruntersuchungen im Algenreproduktionstest wurde
Uber mathematische Simulationen eine Mindestanzahl von Gemischkomponenten und ein
glnstiges Mischungsdesign ermittelt, um einerseits eine hinreichend grof3e, statistische
Unterscheidbarkeit zwischen den Vorhersagen der beiden Kombinationswirkungskon-
zepte zu gewdhrieisten und somit eine eindeutige Zuordnung der Ergebnisse der expe-
rimentellen Gemischtestung zu einer Konzeptvorhersage zu erméglichen, und anderer-
seits den Anforderungen der NOEC-Operationalisierung zu geniigen. Hierbei konnte ge-
zeigt werden, dal eine groRtmadgliche Diskriminanz dann erreicht wird, wenn alle Sub-
stanzen des Gemisches in Konzentrationen eingesetzt werden, die in der Einzelstoff-
testung zum gleichen erwarteten Niedrigeffekt fiinren. MaRBgeblich hierfir ist die Steilheit
der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der Gemischkomponenten. So wurde zusatz-
lich ein Mischungsverhaltnis verwendet, das dem Verhaltnis der EC,.-Konzentrationen der
Einzelstoffe entspricht. Simulationsrechnungen zu Beginn des Vorhabens fihrten zum
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Ergebnis, daR dabei ungefahr 15-20 Substanzen ausreichen, damit sich die Effektvorher-
sagen beider Konzepte um mindestens 20 % fir eine Mischungskonzentration unter-
scheiden, in der die Gemischkomponenten genau in ihren ECo;-Konzentrationen vorlie-
gen. Die Konzepterwartung nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT liegt dabei im aligemeinen
unter 50 %, kann aber in Abhangigkeit von der steilsten Gemischkomponente bis (ber
80 % betragen.

Vergleich von Beobachtungs- und Viorhersagewerten

Als bewahrte Beurteilungskriterien fir einen Vergleich von beobachteter und vorherge-
sagter Mischungstoxizitdt haben sich in der Literatur sogenannte lokale AbstandsmaBe
erwiesen, die moégliche Unterschiede mefbar machen. Grundsatzlich bieten sich zwei
Vorgehensweisen an: Entweder wird flr eine definiete Gemischkonzentration der vor-
hergesagte mit dem beobachteten Effekt verglichen, oder aber es werden die Konzentra-
tionen miteinander verglichen, die den gleichen Effekt verursachen. Letztere Methode
entspricht der Oblichen Vorgehensweise und bietet eine Fille von unterschiedlichen Ab-
standsmalen (Additivity Index bzw. Magnification Factor nach Marking 1977 bzw. 1985,
Toxic Unit Summation nach Sprague 1965, Sprague und Ramsay 1870, Mixture Toxicity
Index nach Kéneman 1980, 1981). Allen Vorgehensweisen ist gemeinsam, dal sie von
der Annahme konzentrations-additiver Kombinationswirkung ausgehen und somit auf Ba-
sis eines definierten Effektniveaus fir das Konzept nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
eine Beurteilungsgrundiage bieten.

Da aber zwei konkurrierende Vorhersagen einer Kombinationswirkung von Interesse sind
(UNABHANGIGE WIRKUNG vs. KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT), wird ein Ma? herangezogen,
das gleichermaRen fir beide Konzepte anwendbar ist und so eine vergleichende Beur-
teilung einer Uber- bzw. Unterschatzung von Effektkonzentrationen erméglicht: /ndex on
Prediction Quality (IPQ) (Grimme et al. 1994, Altenburger et al. 1996). Um dieses Ver-
gleichsmall zu berechnen, ist eine bereits erfolgte Konzentrations-Effekt-Analyse der im
Gemischexperiment ermittelten Daten erforderlich, da hierfUr definierte Effektkonzentra-
tionen bendtigt werden.

Soll die fir einen beliebigen Effekt X geschatzte Konzentration der beobachteten Mi-
schungstoxizitdt (ECx spsenves) Mit der vorhergesagten Konzentration (ECx predices) quanti-
tativ (ber ein AbstandsmaR verglichen werden, kann dies auf zwei verschiedene Weisen
erfolgen. Entweder man betrachtet die absoluten Abstande zwischen den beiden Effekt-
konzentrationen. Diese Herangehensweise ist allerdings wegen der logarithmischen Ska-
lierung der Konzentrationsachse ungeeignet fir eine vergleichende Beurteilung. Oder
aber es wird das Verhaltnis der Effektkonzentrationen gebildet. Der Vorteil dieser dimen-
sionslosen Darstellung liegt in der Vergleichbarkeit von unterschiedlichen Verhaitnissen:
Ein Wert von z.B. 2 1aBt sich so schnell interpretieren als die doppelte Konzentrations-
menge der Bezugskonzentration, die nétig ist, um denselben Effekt zu erzielen. Wird als
Bezugskonzentration die beobachtete Effektkonzentration gewadhit (ECx pesices/
ECyx oosened), S50 ergeben Verhaitniswerte (ber 1 eine Unterschatzung der Mischungs-
toxizitat durch das gewahite Vorhersagemodell (vgl. a) in Abbildung 6.3), wahrend die
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umgekehrte Relation (ECx assenes/ ECx oredicted) D€ Werten Uber 1 genau die entgegenge-
setzte Interpretation einer Uberschatzung zulalt (b).

Das Problem dieser Vergleichsmale besteht darin, daB jeweils bei Verhéltnissen kleiner
1 nur ein Zahlenraum von 0 bis 1 zur Verfugung steht. Dies hat zur Folge, dal dann ein
verzerrtes Bild von Unter- und Uberschitzung entsteht, da nicht direkt vergleichbare
Zahlenwerte vorliegen.
Beispiel: Sei eine 10fach hohere Effektkonzentration beobachtet worden als vorhergesagt
Dann ergibt sich nach a) unmittelbar ein Verhaitnis von 10. Hat hingegen ein alternatives Vor-
hersagemodell eine 10fach hohere Konzentration prognostiziert als wirklich beobachtet worden
ist, ergibt sich fur die gleiche Relation nach a) ein Wert von 0.1.

Eine Vergleichbarkeit zwischen diesen beiden Werten und gleichzeitig eine durch-
gehende Skala wird mit dem IPQ hergestelit (vgl. Definition 6.2 bzw. ¢) in Abbildung 6.3).
Er ist leicht zu vergegenwartigen, da je nachdem, ob die vorhergesagte oder die beob-
achtete Effektkonzentration gréRer ist, das Verhaltnis der Effektkonzentrationen um den
Wert 1 korrigiert wird, so daR bei exakter Ubereinstimmung der beobachteten mit der
vorhergesagten Effektkonzentration immer ein IPQ von 0 vorliegt. In dem bereits erwahn-
ten Beispiel wiirden sich somit IPQ-Werte von -9 als eine Uberschatzung und +9 als eine
Unterschatzung der Toxizitdt Uber das gewahlte Vorhersagemodell gegentberstehen.

Der IPQ-Index fuhrt somit zu folgenden Bewertungen:

» Vorhersage ~ Beobachtung. dann IPQ=0 (Ubereinstimmung).
* Vorhersage > Beobachtung, dann IPQ >0 (Unterschatzung der Toxizitat).
» Vorhersage < Beobachtung, dann IPQ <0 (Uberschatzung der Toxizitat).

Das IPQ-MaR wurde grundsatzlich nach jeder Gemischtestung fir hinreichend viele defi-
nierte Effektniveaus zwischen 10 und 90 % berechnet, um so eine globale Beurteilung zu
ermoglichen, und in einer Abbildung zusammenfassend dargestelit. Hierbei wurden IPQ-
Berechnungen fur beide Konzepte durchgefihrt. Die Kalkulation der entsprechenden sta-
tistischen Konfidenzbereiche erfolgt analog der vorstehend bereits beschriebenen Me-
thode Uber Bootstrapverfahren (vgl. Anhang C3) mit der Erweiterung, dall zusatzlich die
Gemischtestung in den Simulationsschritt integriert wird (Resample) und so mindestens

Definition 6.2: Index on prediction quality (IPQ)
EC

+ 2808 1 fir ECy regiet 2 ECx otserved
Ecxw ; ;
LS IR .
- M + 1 ﬁir Ecx.pr:dimd < ECxiohm
ECy cresicied

ECx sreices - Mischungskonzentration nach Vorhersage, die einen Effekt X zu hervorruft,
ECyx oosenves - Mischungskonzentration auf Grundlage der Beobachtungsdaten, die einen
Effekt X hervorruft.
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1000 mogliche IPQ-MaRe (Bootstrap-Replikate) gebildet werden, um eine approximative
Abschatzung der Unsicherheit zu ermoglichen. Voraussetzung hierfur ist die statistische
Unabhéangigkeit der Gemischtestung von den Einzelsubstanztestungen.

Anforderungen an die experimentelle Testung

Da die Schatzung der statistischen Unsicherheit der Konzentrations-Wirkungsbeziehun-
gen der Gemische fur den Vergleich von Beobachtungs- und Vorhersagewerten notwen-
dig ist, ergaben sich die gleichen biometrischen Anforderungen an das Experiment wie flr
die Einzeisubstanztestung. Um die Frage zu beantworten, ob Mischungskomponenten in
niedrigen, allein nicht signifikanten Konzentrationen (NOEC) zur Mischungstoxizitat bei-
tragen, wurde die Gemischkonzentration, bei der die Gemischkomponenten in ihren ECyy-
Konzentrationen vorliegen, zusatzlich mit mindestens 30 Replikaten getestet, um selbst
sehr kleine Kombinationseffekte statistisch abzusichern zu kénnen. Als Testverfahren,
unter Berucksichtigung von ungleichen Varianzen, wurde hierfir der modifizierte t-Test
nach Cochran und Cox (1950) benutzt.

Mischungstoxizitat
Uberschatzung Unterschatzung

< l >

e Bl R £C,
a) { L) L) T T 1 E:__
) gl gdie e
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SRR R R | 0 1 2 3 4
2 e s el v il B AR RS B R A

ECx creaictes - VOrhersagte Effektkonzentration
ECx onsenves - beobachtete Effektkonzentration

Abb. 6.3: |IPQ-Skala fur den relativen Abstand zwischen vorhergesagter und beobach-
teter Effektkonzentration eines Gemisches
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7 Mischungstoxizitat ahnlich wirkender Stoffe
(Referenzgemische)

Die aquatische Toxizitat multipler Gemische &dhnlich wirkender Stoffe kann mit Hilfe des
Konzeptes der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagt werden, wenn die Toxizitat der
Einzelstoffe bekannt ist. Diese Ausgangs-Hypothese wird durch die Ergebnisse der nach-
folgend dargestellten Kombinations-Wirkungsanalysen an Algen (7.1) und Leucht-
bakterien (7.2) bestatigt, und zwar flr jeweils unterschiedliche Stoffgemische und jeweils
zwei verschiedene Mischungsverhaitnisse der Komponenten. Neu ist dabei, dall die Mi-
schungskomponenten keine sog. narkotisch wirkenden Stoffe waren (s. 3.5), sondern
jeweils identische spezifische Wirkungsmechanismen aufwiesen. Neu ist auch, dal der
experimentelle Nachweis nicht nur auf einem einzigen Effektniveau (z.B. 50 %) geflhrt
wird, sondern den gesamten Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve im Bereich von
EC,q bis ECq einschlieRt. Neu ist vor allem aber, daR die Validitat der Prognosen auch fir
den Fall belegt werden kann, da Mischungskomponenten in Konzentrationen vorliegen,
die alleine nur geringe, statistisch nicht signifikante Effekte hervorrufen (< NOEC). Und
neu ist schlieBlich auch, daR gleichzeitig demonstriert werden kann, daR das konkurrie-
rende Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG fur die multiplen Testgemische &hnlicher
Wirkung einen deutlich schlechteren Prognosewert aufweist. Damit wurde der bisherige
Mangel eindeutiger und unzweifelhafter Referenzfélle konzentrations-additiven Zusam-
menwirkens behoben (s. 3.5). Es wurde ein klarer Bezugspunkt flr die vergleichende
Analyse der Mischungstoxizitat von Stoffen unadhnlicher Wirkung geschaffen.

7.1 Ahnliche Wirkung im Algentest

Zusammensetzung der Testgemische

Die Testgemische bestanden aus 18 congeneren s-Triazinen (Tab. 7.1). Alle diese Stoffe
interagieren spezifisch mit der sog. herbicide binding niche des D1-Proteins im Photosys-
tem Il und inhibieren dadurch den photosynthetischen Elektronentransport. Dies gilt nach
vier Jahrzehnten intensiver wirkungsmechanistischer Forschung als gesicherter Stand
des Lehrbuchwissens (s. z.B. Hock, Fedtke, Schmidt 1995). In einem Test mit Griinaigen
reprasentiert dieses Testgemisch deshalb den Fall dhnlicher Wirkung in geradezu idealty-
pischer Weise (vergl. 3.4).

Alle 18 Testsubstanzen sind als Wirkstoffe von Herbiziden entwickelt worden. 12 werden
aktuell noch fur diesen Zweck kommerziell genutzt. Als Folge des weitverbreiteten Ein-
satzes, einer relativ guten Wasserloslichkeit und einer vergleichsweise hohen Persistenz
werden insbesondere Atrazin (s. Huber 1993, Solomon et al. 1996), aber auch andere
s-Triazine und ihre Abbauprodukte als Kontaminantien européischer und nordamerikani-
scher Oberflachengewasser nachgewiesen. Fur 8 der 18 Testsubstanzen liegen Positiv-
befunde aus Monitoring-Programmen fiir deutsche Gewasser vor (s. Anhang A1.1).
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Tab. 7.1: Zusammensetzung des Referenzgemisches &hnlich wirkender Stoffe
im Algentest (18 s-Triazine)
R1
Substanz Struktur
“°N
|
. U
R1 R2 R3

Chlor-s-Triazine

Atrazin Cl NHCH(CHa), NHCH-CH»
Cyanazin Cl NHCH,-CHs NHCCN(CH3),
Propazin Cl NHCH(CHa). NHCH(CHs),
Sebuthylazin Cl NHCH,CH; ¢Hs

\H’E\CH.&CHS

Simazin Cl NHCH,CH; NHCH.CHa
Terbuthylazin Cl NHCH,CH- NHC(CHz)a
Methoxy-s-Triazine

Atraton CHs0 NHCH(CHa); NHCH-CH3
Prometon CH10 NHCH(CHs), NHCH(CH3)2
Secbumeton CH;0 NHCH;CH» CH,

\'”’E“CH;,CHS

Terbumeton CHs0 NHCH,CHs NHC(CH3)3
Methyithio-s-Triazine

Ametryn CHsS NHCH(CHa3) NHCH2CHs
Desmetryn CH3S NHCH, NHCH(CHs)>
Dimethametryn CHaS (|: H, NHCHzc H3

““‘”’ﬁ‘“‘c H(CH,),

Dipropetryn CHaS NHCH(CHs)» NHCH(CHa)2
Methoprotryn CHaS NHCH,CH,CH,OCH3; | NHCH(CH3),
Prometryn CHsS NHCH(CHa)» NHCH(CHa)z
Siﬂlﬂtl’"{ﬂ CH3S NHCHzCH3 NHCH,CH3
Terbutryn CHaS NHCH,CH3 NHC(CHs)3
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Wegen der spezifischen Wirkung auf die Photosynthese sind Griinalgen und andere Pri-
marproduzenten gegeniber dieser Substanzgruppe die empfindlichsten Glieder der
aquatischen Nahrungskette. Tiere und heterotrophe Einzeller tolerieren um Grélenord-
nungen hohere Konzentrationen (s. Huber 1993). Die durchgefihrten Kombinations-Wir-
kungsanalysen gewinnen somit nicht nur als theoretisch interessanter Referenzfall Be-
deutung, sondern sind auch fir die Beurteilung real existierender Belastungssituationen
von unmittelbarer Relevanz.

Toxizitat der Einzelstoffe

Fir jede der 18 Einzelsubstanzen wurde eine Konzentrations-Wirkungsanalyse durch-
gefuhrt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen des Anhangs D1.1 dokumentiert. Zu-
sammenfassend sind in Tab. 7.2 die Konzentrations-Wirkungsfunktionen aufgelistet, die
die Versuchsdaten jeweils bestmdglich beschreiben. In Abb. 7.1 sind die Graphen dieser
Funktionen visualisiert. Zusétzlich sind in Tab. 7.2 wichtige toxikologische Kenngréfien
angegeben, die die Lage und die Steilheit dieser Kurven sowie den Bereich nicht signifi-
kanter Effekte markieren.

Mit einer ECs, von nur 16 nmol/L (3.6 pg/L) weist Ametryn in dieser Substanzreihe die
hochste Algentoxizitat auf. Um mit Prometon, der schwachst wirksamen Komponente,
den gleichen Effekt hervorzurufen, mu eine etwa 34 mal héhere Konzentration, namlich
547 nmol/L (123 pg/L) eingesetzt werden. Fur die statistisch geschatzten EC,;-Konzen-
trationen ergibt sich eine etwa ebenso grole Toxizitatsspanne. Sie reicht von 0.7 nmol/L
Ametryn (0.16 ug/L) bis zu 22 nmol/L Prometon (5 pg/L).

Das Verhaltnis zwischen den beiden genannten Effekt-Konzentrationen (EC,; / ECso)
kennzeichnet die Steigung im unteren Teil der Konzentrations-Wirkungskurve. Es variiert
zwischen 0.008 (Propazin) und 0.127 (Dimethametryn). Das bedeutet, dal im einen
Extremfall (Propazin) die ECs; mehr als 100mal groRer ist als die ECy. Im anderen Ex-
tremfall (Dimethametryn) kann bereits eine Erhéhung der Konzentration um den Faktor 8
den Effekt von 1 % auf 50 % steigern. Diese Unterschiede in der Steigung haben Kon-
sequenzen flir die Analyse des Beitrages niedriger Einzelstoff-Konzentrationen zur Ge-
samt-Toxizitat eines multiplen Gemisches, wie spater noch demonstriert wird.

Die aus den Konzentrations-Wirkungsbeziehungen kalkulierten EC,,-Werte (Benchmarks)
soliten als Operationalisierung der Ublicherweise varianz-analytisch bestimmten NOEC-
Werte verwendet werden (s. 3.3, 5.6 und 6.3.1). Dies fuhrt zu der Frage, ob die ECy:-
Werte tatsachlich kleiner sind als die NOEC-Werte? Tabelle 7.2 weist aus, daR diese Si-
tuation bei jeder der 18 Mischungskomponenten gegeben ist. Die NOEC ist mindestens
um den Faktor 1.7 (Terbuthylazin), im Extremfall (Atrazin) sogar um mehr als das 20ig-
fache groRer als die EC,,.



Tab. 7.2:

Algentoxizitat der 18 Einzelstoffe des Referenzgemisches #hnlicher Wirkung (18 s-Triazine)

b 3 Mhodellpahfameterl‘ [Effekt: Konzentrationen i NOEC ? EC, |NOEC

ubstanz Modell i ARES ECoy (WmoliL) ECso (moliL) i N (T
Ametryn Gen.Logit | 13.648 8.63 |0.340 0.0007 [0.0003-0.0013] 0.016 [0.015-0.016] 0.0021 0.045 3.0
Atraton Gen.Logit | 1.30 11.06 |0.204 0.0069 [0.0040-0.0999] 0.378 [0.330-0.395] 00565 0.018 8.2
Atrazin Gen.Logit | 6.76 | 17.39 (0.112 0.0017 [0.0008-0.0032] 0.180 [0.168-0.193] 0.0364 0.010 | 20.9
Cyanazin Box-Cox-Probit 8.64 7.40 10648 0.0069 [<0.001-0.0269] 0.113 [0.108-0.1189] 0.0208 0.061 3.0
Desmetryn Weibull 5.36 3.99 0.0032 [0.0026-0.0039] 0.037 [0.036-0.038] 0.0071 0.087 2.2
Dimethametryn | Weibull 572 473 0.0066 [0.0049-0.0086] 0.052 [0.049-0.054] 00182 0.127 28
Dipropetryn Box-CoxWeibull| 564 | 303 0200 | 0.0036(0.0001-0.0082] | 0.080[0.077-0.083] | 0.0180 | 0,044 | 5.0
Methoprotryn Gen.Logit | 31.19 | 3244 (0107 0.0052 [0.0041-0.0069) 0.069 [0.067-0.071 0.0177 0.075 34
Prometon Weibull 0.43 3.04 0.0221 (0.0132-0.0346] 0.547 [0.493-0.600] 0.1542 0.040 7.0
Prometryn Gen.Logit | 256.97 | 251.11 |0.011 0.0017 [0.0012-0.0023] 0.052 [0.050-0.054) 0.0034 0.033 20
Propazin Gen.Logit | 1.95 14.44 |10.128 0.0024 [0.0009-0.1024] 0.310 [0.262-0.337) 0.0283 0.008 | 119
Sebuthylazin Weibull 2.76 3.56 0.0086 [0.0060-0.0117] 0.133 [0.124-0.142] 0.0332 0.065 3.8
Secbumeton Gen.Logit | 5.85 14,15 [0.135 0.0015 [0.0007-0.0030] 0.168 [0.152-0.183] 0.0118 0.009 il
Simazin Weibull 0.83 218 0.0032 [0.0024-0.0043] 0.282 [0.271-0.294] 0.0185 0.011 58
Simetryn Weibull 3.63 3.03 0.0019 [0.0015-0.0024] 0.048 [0.046-0.050] 0.0042 0.040 22
Terbumeton Weibull 262 3.03 0.0041 [0.0024-0.0069] 0.103 [0.092-0.115] 0.0111 0.040 27
Terbuthylazin Weibull 416 3.91 0.0057 [0.0044-0.0073) 0.069 [0.066-0.073] 0.0097 0.083 Y §
Terbutryn Gen.Logit | 26.28 | 20.00 |0.195 0.0032 [0.0024-0.0044] 0.032 [0.031-0.034] 0.0066 0.099 21

" Siehe Abb. 6.1

? In Klammern sind die unteren und oberen Grenzen des 95 % Konfidenzintervalles angegeben
¥ DUNNET-Test, siehe Kapitel 6.3.1
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Es ist davon auszugehen, daR die in einem 24 h-Test mit Synchronkulturen von Sce-
nedesmus vacuolatus bestimmten Toxizitatswerte von s-Triazinen in etwa auf den nor-
mierten 72 h-Algentest mit Batch-Kulturen von Scenedesmus subspicatus Ubertragbar
sind. Dies kann am Beispiel von Atrazin demonstriert werden. Der ECs;-Wert im 72 h-
Standardtest wird mit 43 ug/L angegeben (Huber 1993). Der in diesem Projekt ermittelte
Wert von 39 ug/L (0.18 umol/L) stimmt damit sehr gut Uberein. Die NOEC wird von nie-
derldandischen Behorden mit 1.5 bis 15 ug/L beziffert (Canton et al. 1991). Auch diese
Angabe deckt sich mit dem von uns bestimmten Wert von rund 8 ug/L (0.0036 umol/L).

Toxizitat der Gemische

Konzentrations-Wirkungsanalysen wurden fir Testgemische durchgefiihrt, die samtliche
18 s-Triazine gleichzeitig enthielten, und zwar zum einen im Verhaltnis ihrer ECso-Werte
und zum anderen im Verhaltnis ihrer EC,-Werte'. Die Ergebnisse sind in den Abbildun-
gen des Anhangs D2.1 dokumentiert. Als ECs-Werte ergaben sich 94 nmol/L fir das
EC,+~Gemisch und 145 nmol/L fUr das ECs-Gemisch. Die ECs,-Werte der Gemische
liegen damit innerhalb der Toxizitdtsspanne, die durch die starkst und schwachst wirksa-
men Einzelstoffe markiert wird (s.0.).

Hemmung der
Algen-Reproduktion
100 % 7

1 = Ametryn

2 = Terbutryn

3 = Desmetryn

4 = Simetryn

5 = Dimethametryn
6 = Prometryn

7 = Methoprotryn
8 = Terbuthylazin
- 9= Dipropetryn
10 = Terbumeton
11 = Cyanazin

12 = Sebuthylazin
13 = Secbumeton
14 = Atrazin

15 = Simazin

16 = Propazin

17 = Atraton

18 = Prometon

80 %

60 %

r T p—

0.001 0.01 0.1 1 10
Konzentration [pmol/L]
Abb. 7.1: Konzentrations-Wirkungskurven von 18 dhnlich wirkenden Substanzen
im Algentest (s-Triazine)
Die Substanzen sind in der Reihenfolge ihrer ECs-Werte aufgefahrt

' Im weiteren kurz als ECs~Gemisch bzw. ECs;-Gemisch bezeichnet
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Abb. 7.2: Beobachtete und vorhergesagte Mischungstoxizitaten ahnlich
wirkender Stoffe im Algentest
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Priifung der Vorhersagbarkeit

Prognosen der Mischungstoxizitat werden punktweise fur definierte Effektniveaus kalku-
liert (s. 3.2 und 6.3.2). In Schritten von 1 % mit jedem der beiden Vorhersage-Konzepte
fur jedes der beiden Mischungsverhéltnisse durchgefiihrt, ergeben sich die in Abb. 7.2
dargesteliten Vorhersagen des Verlaufs der prognostizierten Konzentrations-Wirkungs-
kurven. Zum Vergleich sind samtliche fir die Gemische experimentell bestimmten Daten-
punkte in die Abbildung eingetragen. Unmittelbar erkennt man eine sehr gute Uberein-
stimmung dieser beobachteten Toxizitdtsdaten mit den Vorhersagen nach KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT und eine deutliche Fehleinschatzung der Mischungstoxizitat durch
das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG. Die Ubereinstimmung mit der Prognose nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT ist sogar so gut, daB man ohne Erlduterung glauben
kénnte, es handele sich um eine regressionsanalytisch an die Daten angepalite Konzen-
trations-Wirkungskurve und nicht um eine Vorhersage auf der Basis der Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen der Einzelsubstanzen. UNABHANGIGE WIRKUNG laf3t durchweg zu
hohe Effekt-Konzentrationen prognostizieren, d.h. die Toxizitat wird unterschatzt. Das
Ausmal dieser Unterschatzung fallt je nach Effektniveau und Mischungsverhaitnis unter-
schiedlich grof aus.

Genauigkeit der Vorhersagen

Zur quantitativen Analyse der Vorhersage-Genauigkeit werden die Abstinde zwischen
beobachteter und vorhergesagter Toxizitdt in /PQ-Einheiten ausgedrickt (/ndex on Pre-
diction Quality). Die /PQ-Skala ist in 6.3.2 mathematisch definiert worden (s. Definition
6.2). Zur schnellen Orientierung Uber die Bedeutung der Werte ist die Visualisierung der
IPQ-Skala in Abb. 6.3 heranzuziehen. /PQ-Werte bezeichnen die Genauigkeit, mit der
Konzentrationen von Gemischen-vorhergesagt werden, die einen bestimmten Effekt her-
vorrufen. Sie wurden in 1 %-Schritten fur den Bereich von 10 % bis 90 % Hemmung kal-
kuliert, so dafl sich die in Abb. 7.3 dargesteliten Graphen ergeben. Fur ausgewahite
Effektniveaus sind sie in Anhang E1 zahlenmaBig dokumentiert.

Die /PQ-Werte sind in Abb. 7.3 gegen den beobachteten Effekt des Gemisches aufge-
tragen. Diese Auftragung erfolgt analog zur Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-
beziehungen in Abb. 7.2. Die absolute Konzentrations-Skala ist durch die dimensionslose
IPQ-Skala ersetzt, wahrend die Effeki-Skala unverandert bleibt. Die Null-Linie markiert
den Fall exakter Ubereinstimmung zwischen vorhergesagter und beobachteter Mi-
schungstoxizitat. Positive /PQ-Werte kennzeichnen die Falle, in denen vorhergesagte
Effekt-Konzentrationen gréRer als die beobachteten sind, die Toxizitat also unterschatzt
wurde. Negative /PQ-Werte quantifizieren umgekehrt das Ausmal von Uberschatzungen.
Die abgebildeten Konfidenzintervalle kennzeichnen die statistische Unsicherheit der /PQ-
Werte und damit die Scharfe oder Unscharfe, mit der die Effekt-Konzentrationen des
Testgemisches auf der Basis der Einzelstoff-Toxizitdtsdaten vorhergesagt werden.
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Abb. 7.3; IPQ-Analyse der Vorhersage-Genauigkeit fir das Referenzgemisch ahnlicher Wirkung im Algentest

Index on Prediction quality fiir das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT (IPQga)
oy R - Index on Prediction quality fiir das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG (IPQuy)
Der 95 %-Konfidenzbereich der IPQ-Werte ist als schraffierte Flaiche dargestellt.

A: Komponenten wurden im Verhltnis der EC4o-Konzentrationen gemischt
B: Komponenten wurden im Verhéitnis der ECy-Konzentrationen gemischt
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Die /PQ-Analyse erhartet den augenscheinlichen Befund eines exzellenten Prognose-
wertes des Konzeptes der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT fir das Testgemisch &hnlicher
Wirkung. Im Rahmen der geringen experimentellen Varianz kann weitgehend eine exakte
Ubereinstimmung von Vorhersagen und Beobachtungen der Mischungstoxizitat festge-
stellt werden. Geringe, statistisch signifikante Abweichungen ergeben sich nur beim ECs-
Gemisch und nur fur Effekte unterhalb von 40 %. Der hochste /PQ-Wert wird dann auf
dem 10 %-Effektniveau mit +0.7 festgestelit. D.h. der vorhergesagte EC,,-Wert ist 1.7mal
hoher als die aus experimentellen Daten bestimmte EC,;.

Der /PQ fUr die Vorhersage nach UNABHANGIGER WIRKUNG nimmt hingegen je nach Mi-
schungsverhaitnis und Effektniveau Werte zwischen +0.9 und +1.8 an. D.h. die vorherge-
sagten Effekt-Konzentrationen sind 1.9 bis 2.8mal héher als die beobachteten. Die sta-
tistische Unsicherheit der Vorhersagen ist durchweg groRer als bei Vorhersagen nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT. Die Unterschiede zwischen Vorhersagen und Beobachtun-
gen sind aber dennoch stets statistisch signifikant.

Beurteilung des Vorhersagewertes der Konzepte

Insgesamt lassen die Ergebnisse die Frage nach der Vorhersagbarkeit der Mischungs-
toxizitat fur das Testgemisch dhnlicher Wirkung im Algentest bejahen. KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT liefert dabei durchweg die genauesten, meist sogar exakte Vorhersagen.

Fur die Beurteilung der prognostischen Eignung der Vorhersage—Konzepte ist die erziel-
bare Vorhersage-Genauigkeit ausschlaggebend. Die Frage, ob geringe Abweichungen
der Vorhersage von der Beobachtung statistisch signifikant sind oder nicht, ist hingegen
héchstens von untergeordneter Bedeutung. Zum Verstandnis dieser Einschatzung mul
man in Betracht ziehen, daR die Breite der fur den /PQ bestimmten Konfidenzintervalle
die statistische Unsicherheit bei der Toxizitatsbestimmung von Einzelstoffen widerspiegelt
und mit zunehmendem Datenumfang gegen Null tendiert (s. 6.3). Je hoher der experi-
mentelle Aufwand, desto groRer die Chance, auch geringe Differenzen zwischen Beob-
achtung und Vorhersage noch als signifikant detektieren zu kénnen. Was damit letztlich
immer zum Vorschein gebracht werden kann, sind die Limitierungen der Vorhersage-
Konzepte, die die komplexe Realitat der Interaktion vieler Stoffe mit einem Biosystem in
simplen Formeln zu beschreiben suchen. Aus biologischer Sicht erstaunlich ist deshalb
nicht das Auftreten von Abweichungen, sondern die Tatsache, dal KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT tatsachlich sehr genaue Vorhersagen der Toxizitét des Testgemisches liefert.

Die Frage, ob die mit einem Konzept erzielbare Vorhersage-Genauigkeit ausreichend
oder nicht ausreichend ist, muR sich am Zweck bemessen, fur den die Vorhersage getrof-
fen wird. Angesichts der GroRe der Unsicherheiten, mit denen die okotoxikologische
Risikobewertung in anderen Punkten zu k&@mpfen hat, kénnen deshalb auch Fehlein-
schatzungen einer Effekt-Konzentration um den Faktor 1.9 oder 2.8 gegebenenfalls noch
tolerierbar sein. Vorhersagen nach UNABHANGIGER WIRKUNG waren damit fUr das Test-
gemisch immerhin noch als guter Nadherungswert einzuschatzen. Unter Vorsorgegesichts-
punkten ist allerdings nicht nur die GroBe der Abweichungen von Vorhersagen und
Beobachtungen, sondern vor allem auch deren Richtung in Betracht zu ziehen. Die Er-



82 7 Mischungstoxizitat hnlich wirkender Stoffe (Referenzgemisch)

gebnisse bestatigen in diesem Punkt die theoretische Uberlegung, dall Vorhersagen der
Mischungstoxizitat unter der Hypothese UNABHANGIGER WIRKUNG eher die Gefahr der
Unterschatzung bergen als Vorhersagen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT (s. 3.2).

Beitrag niedriger Effekt-Konzentrationen

AbschlieBend sollen die fur das Testgemisch &hnlicher Wirkung im Algentest ermittelten
Toxizitatsdaten daraufhin analysiert werden, ob eine deutliche Gesamt-Toxizitat dann
festgestellt werden kann, wenn die Einzelstoffe im Gemisch in Konzentrationen vorliegen,
die alleine nur einen geringen, statistisch nicht signifikanten Effekt hervorrufen. Dazu wer-
den nicht mehr die gesamten Konzentrations-Wirkungskurven der Gemische (An-
hang D2.1) betrachtet, sondern nur noch ausgewahite Punkte auf diesen Kurven. Diese
Punkte werden jeweils durch die Gesamtkonzentration der Wirkstoffe definiert. Aufgrund
des fixen Mischungsverhaltnisses sind damit gleichzeitig die Konzentrationen aller Einzel-
komponenten festgelegt. Anhand der ermittelten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
kann einerseits der Gesamtkonzentration ein Gesamteffekt zugeordnet werden. Gleich-
zeitig kann aber auch kalkuliert werden, welchen Effekt die Einzelstoffe in den im
Gemisch vorliegenden Konzentrationen jeweils alleine bewirken.

Im Falle des ECs-Gemisches wird fur diese Analyse diejenige Gesamtkonzentration ge-
wahlt, bei der die Konzentrationen aller 18 Einzelstoffe gerade 1/18 der jeweiligen Einzel-
stoff-ECso entspricht (Abb. 7.4A). Diese Gesamtkonzentration betragt 0.146 umol/L und
bewirkt 50.3 % Hemmung der Algenreproduktion. Dieser Effekt wird, wie im rechten Teil
der Abbildung veranschaulicht, durch KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT praktisch exakt vor-
hergesagt, wahrend UNABHANGIGE WIRKUNG die Hohe des Effektes unterschatzt (Vorher-
sage 29.3 %). Vergleichend sind nun im linken Teil der Abbildung die Effekte aufgetra-
gen, die die Mischungskomponenten in einer Konzentration von 1/18 der Einzelstoff-ECso
rechnerisch jeweils alleine hervorrufen. Wegen der unterschiedlichen Steilheit der Kon-
zentrations-Wirkungskurven sind diese unterschiedlich groB. Sie variieren zwischen Wer-
ten unter 1 % und maximal 4.9 %. Bei allen 18 s-Triazinen ist 1/18 der ECs; aber eine
Konzentration, die kleiner ist als diejenige Testkonzentration, die durch den DUNNETT-
Test als NOEC ausgewiesen wird. Je nach Substanz entspricht 1/18 der ECs, nur 20 bis
85 % der NOEC. Die Einzelstoff-Effekte sind nach diesem Kriterium also allesamt als
nicht signifikant einzustufen.

Noch deutlicher wird das Ergebnis, wenn die Analyse in analoger Weise fur das ECy+-Ge-
misch durchgefuhrt werden (Abb. 7.4B). Auf der Konzentrations-Wirkungskurve dieses
Gemisches gibt es einen Punkt, an dem jede der 18 Mischungskomponenten gerade in
der Konzentration vorliegt, fur die die jeweilige Konzentrations-Wirkungsbeziehung einen
statistisch nicht signifikanten Effekt von 1 % kalkulieren laBt. Je nach Substanz entspricht
diese als Benchmark gesetzte Konzentration nur etwa 5 bis maximal 60 % der NOEC
(s.0.). Die Gesamtkonzentration ist in diesem Falle gleich der Summe der EC,-Werte
und betragt 0.08928 umol/L. Sie bewirkt einen deutlichen Gesamteffekt von 47.1 %. Die
Prognose nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT (43.7 %) weicht davon nur um 3.4 % ab,
wahrend UNABHANGIGE WIRKUNG den Effekt wiederum deutlich unterschatzten IaBkt (Vor-
hersage 16.6 %).
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Abb. 7.4 Vergleich der Gesamteffekte von Gemischen mit den Effekten der

einzelnen Komponenten: 16 hnlich wirkende Mischungskomponten im
Algentest

Mischungsverhaltnis: ECg der Einzelstoffe

Einzelstoffkonzentration: jeweils 1/16 der Einzelstoff-ECs;

Gesamtkonzentration: 0.146 pmol/lL

Mischungsverhaltnis: EC,, der Einzelstoffe

Einzelstoffkonzentration: jeweils Einzelstoff-ECo,

Gesamtkonzentration: 0.08928 pumol/L

nach UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagter Gesamteffekt des Gemisches
nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagter Gesamteffekt des Gemisches
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Damit wird erstmals experimentell eindeutig belegt, dall die Hypothese konzenfrations-
additiven Zusammenwirkens von Stoffen auch dann eine valide Prognose liefert, wenn
ahnlich wirkende Stoffe jeweils in Konzentrationen unterhalb der NOEC vorliegen. Sie
konnen gemeinsam einen deutlichen Gesamteffekt hervorrufen. Die Fragestellung ist so-
mit fir das Beispiel eines Gemisches aus 18 s-Triazinen im Algentest zweifelsfrei beant-
wortet.

7.2 Ahnliche Wirkung im Leuchtbakterientest

Zusammensetzung der Testgemische

Die der Einzelstofftestung unterzogenen 16 Substanzen mit antizipiert gleichem Wirkme-
chanismus, namlich Entkopplung der ADP-Phosphorylierung vom oxidativen Elektronen-
transportes, sind in Tabelle 7.3 dokumentiert. Die Mischungskomponenten sind allesamt
schwache Sauren und umfassen verschiedene Chior- und Nitrophenole sowie Dinitrilderi-
vate. Wie schon von Terada (1990) formuliert, weisen alle Stoffe eine schwache Saure-
funktion in Form einer Amino- oder Hydroxylgruppe, eine hydrophobe aromatische Einheit
und mehrere elektronegative Substituenten wie Nitro- oder Halogenkomponenten auf.
Einige der ausgewahiten Substanzen finden als Wirkstoffe in Herbiziden Verwendung
(DNOC, Dinoseb und Dinoterb), andere sind Massenchemikalien und geiten als von
vorrangiger Bedeutung fiir die Belastung aquatischer Systeme (Trichlorphenole, Pen-
tachlorphenol) (EG 1876). Alle Stoffe waren in akzeptabler Reinheit verfigbar, die Nitro-
verbindungen sind wegen ihrer explosiven Eigenschaften allerdings nur in befeuchtetem
Zustand erhdltlich, wodurch alle folgenden Konzentrationsangaben, entsprechend den in
Anhang A2.2 enthaltenen Herstellerangaben zum Wassergehalt zu hoch liegen.

Toxizitat der Einzelstoffe

Zur Ermittiung der Konzentrations-Wirkungskurven wurden die ausgewahiten Einzelstoffe
in mindestens 15 Konzentrationsstufen in geometrischer Reihe bei drei Replikaten und 11
Kontrollen eingesetzt. Die Konzentrationsstufen wurden so in den Bereich niedriger
Effektkonzentrationen gelegt, daR die geschatzte ECo, in der Rege! interpolativ ermittelt
werden konnte.

Die auf %-Lumineszenzhemmung verrechneten Wirkdaten und das entsprechend Kapi-
tel 6.3 regressionsanalytisch bestimmte best fit Modell sind im Anhang D1.3 fur alle 16
Einzelstoffe graphisch wiedergegeben. In Tabelle 7.4 sind neben dem best fit Modell die
daraus resultierenden Toxizitdts-Kennwerte zusammengestellt. Zusammenfassend visua-
lisiert werden die Graphen aller Einzelstoffmodelle in Abbildung 7.6.
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Tab.7.3: Zusammensetzung des Referenzgemisches &hnlich wirkender Stoffe im
Kurzzeit-Leuchtbakterientest (16 Entkoppler)
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Tab.7.4:  Bakterientoxizitat der 16 Einzelstoffe des Referenzgemisches dhnlicher Wirkung (Entkoppler)
Modellparameter Effekt- Konzentrationen NOEC? G NOEC
1) a ~ - 2) 2) S ..

Substanz Modell 0, 6, 8, ECq¢ (umol/L) ECso (umol/L) (umol/L) EC,, EC,,
2,3,4-Trichlorphenol Box-Cox-Weibull 6.12| 231]| -0.095] 1.98[1.01-3.30] 17.25 [16.43-18.01] 5.49 0.1146 28
2,3,5-Trichlorphenol Box-Cox-Weibull | -38.32| 3161| -0.738| 8.15[6.34-9.69] 19.05 [18.66-19.46] 9.56 0.4280 1.2
2,3,6-Trichlorphenol | Box-Cox-Weibull -482( 1.10| -0.047| 1.23[0.12-4.53] 90.6 [78.9-104.30] 9.82 0.0135 8.0
2,4,6-Trichlorphenol | Box-Cox-Probit -2.57| 094| -0.098| 1.30[0.60-2.20] 24.38 [22.13-26.71] 3.07 0.0533 2.4
2,4-Dinitro-1-naphtol | Box-Cox-Weibull -9.79| 5.29| -0.340| 3.30[1.83-4.68] 15.44 [14.57-16.40) 1.50 0.2136 0.5
2,4-Dinitrophenol Box-Cox-Probit -1.31| 035 0009| 0.05[0.01-0.14] 39.24 [35.64-43.42] 025 0.0014 4.6
2,6-Dinitro- Box-Cox-Probit -231| 065 0.030( 0.98][0.45-1.61) 29.76 [27.55-32.44| 324 0.0328 3.3
4-methylphenol

2,6-Dinitrophenol Box-Cox-Probit -448| 122| -0.084| 6.78([3.92-11.0] 81.10 [73.49-88.43) 9.54 0.0836 1.4
3,4-Dinitrophenol Weibull -6.18| 299 3.38 [2.15-5.31) 87.54 [78.83-95.91] 11.40 0.0386 34
4-Phenylazophenol Box-Cox-Weibull -208| 0.78| -0.033( 0.05[0.01-0.13] 9.88 [9.15-10.67] 0.76 0.0046 16.8
CCCP Box-Cox-Probit 025 120| 0054| 0.10[0.06-0.15] 0.81 [0.74-0.89] 0.17 0.1258 {58
DNOC Box-Cox-Probit -3.06| 059 0.111| 3.20[0.85-7.18] 58.95 [54.16-63.16] 9.85 0.0543 3.1
Dinoseb Box-Cox-Logit -505| 1.79| 0.005( 1.29[0.88-1.80] 16.40 [15.84-16.99] 3.44 0.0786 2.7
Dinoterb Gen.Logit | -771| 662| 0.706( 1.51[0.96-2.36] 12.20 [11.06-13.25] 4.91 0.1236 3.3
FCCP Box-Cox-Probit 073| 1.29| 0.016| 0.09[0.05-0.14] 0.57 [0.49-0.65] 0.18 0.1568 2.0
Pentachlorphenol Box-Cox-Probit -488| 234| -0.167| 334[2.44-4.31] 12 98 [12.29-13.84] 5.05 0.2572 1.5

" siehe Abb. 6.1

? In Klammern sind die unteren und oberen Grenzen des 95 %-Konfidenzintervalles angegeben

¥ DUNNET-Test, siehe Kapitel 6.3.1
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Die Spanne der statistisch ermittelten Effektkonzentrationen liegt auf mittlerem Effektni-
veau bei zwei Grofenordnungen: FCCP als wirksamste Substanz mit einem ECs-Wert
von 0.57 umol/L und 2,3 6-Trichlorphenol als am wenigsten wirksame Substanz mit einer
ECsp von 90.6 umol/L. Auf dem ECgq-Niveau ist die Wirksamkeitsspanne ahnlich. Hier
bendtigt 2,3,5-Trichlorphenol mit 8.15 umol/L die 177fache Konzentration der auf diesem
Effektniveau wirksamsten Substanz 4-Phenylazophenol (ECy; von 0.046 pmol/L).

Die protonophoren Entkoppler erweisen sich damit im Vergleich zu den s-Triazinen im
Algentest als weniger wirksam und mit einer gréBeren Toxizitatsspanne versehen. Nach
EG-Chemikalienkennzeichnungsvorschriften missen die getesteten Verbindungen in die
Klassen sehr giftig (CCCP, FCCP, Pentachlorphenol), schadlich (2,3,6-Trichlorphenol,
2,6-Dinitrophenol, 3,4-Dinitrophenol, DNOC) und giftig (alle tbrigen) hinsichtlich ihrer
Leuchtbakterientoxizitat eingestuft werden.

Besondere Bedeutung haben fur die Beurteilung der Mischungstoxizitat in diesem Projekt
die geschatzten EC,,-Werte, da sie als Operationalisierung unwirksamer Einzeleffektkon-
zentrationen (Benchmarks) dienen sollen. In Tabelle 7.4 sind die varianzanalytisch be-
stimmten NOEC-Konzentrationen und die ECo:-Schétzungen wiedergegeben. Hierbei er-
kennt man, daR fUr 15 der untersuchten 16 Stoffe der EC,,-Wert deutlich und bis zu mehr
als einer Grokenordnung unterhalb der ermittelten NOEC liegt. Zu berlicksichtigen ist da-
bei, dall erheblich mehr Daten bei geringerer Variabilitdt vorliegen als bei Ublichen
NOEC-Bestimmungen, so dall vergleichsweise eher niedrigere Konzentrationen als
NOEC erkannt werden. Der einzige Stoff im gesamten Vorhaben, bei dem die NOEC
geringer als die aus der Konzentrations-Wirkungsfunktion geschatzte EC,, ausfallt, ist
2,4-Dinitro-1-naphthol. Die Wirkdaten sowie das Regressionsmodell sind in Abb. 7.5 dar-
gestellt.

Deutlich erkennbar ist hierbei, dal von den 20 getesteten Konzentrationstufen der
Bereich unterhalb der geschéatzten EC,, mit einer héheren experimentellen Varianz behaf-
tet ist (Heteroskedaszitat). Die Varianz der Kontrollen ist wie in den Ubrigen Leucht-
bakterientestungen auBerordentlich gering (vgl. Definition des Hemmparameters im
Anhang B2). Aufgrund dieser geringen Variabilitat weist die Konzentrationsstufe von
1.9 ymol/L bereits sichtbare Effekte auf. Dies fuhrt zu einer Bestimmung dieser Konzen-
tration als LOEC im Dunnett-Test. Die NOEC liegt damit bei 1.5 pmol/l. Diese Testent-
scheidung ignoriert dabei die Ergebnisse der funf getesteten héheren Konzentrations-
stufen im Bereich von 2-6 pmol/L mit insgesamt 25 Wirkdaten, die keinen sichtbaren
Unterschied zur Kontrolle erkennen lassen. Die hier vorliegende NOEC-Bestimmung ist
also als wenig plausibel anzusehen und unterstitzt nachhaltig die Forderung nach dem
Ersatz von NOEC-Werten durch auf Konzentrations-Wirkungs-Modelle gestutzte EC-
Werte (Lakowski 1995, Chapman, Cadwell und Chapman 1896, Moore und Caux 1897).
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Abb. 7.5: Untypische Relation zwischen NOEC und der EC,, als Kenngréfie niedriger
Effektkonzentration im Falle von 2,4-Dinitro-1-naphtol im Leuchtbakterientest

A= NOEC, B=LOEC, C=EC (Erlauterung im Text)
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Abb. 7.6: Konzentrations-Wirkungskurven von 16 dhnlich wirkenden Substanzen im
Leuchtbakterientest (Entkoppler)

Die Substanzen sind in der Reihenfolge ihrer ECs-Werte aufgefuhrt
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Die Reihenfolge der Wirksamkeiten der Substanzen &ndert sich effektniveauabhéngig
aufgrund unterschiedlicher Steigungen der Konzentrations-Wirkungsfunktionen. Die Ex-
treme lassen sich fir den unteren Effektkonzentrationsbereich durch das Verhaltnis der
geschatzten ECs- und ECp-Werte beschreiben. So benétigt man bei 2,4-Dinitrophenol
von der EC,, zur ECs, die 714-fache Konzentration, wohingegen man beim 2,3,5-Trichlor-
phenol nur die 2.3-fache Konzentration der ECy einsetzen mu3, um einen 50 %igen
Effekt zu erzielen. Die Uberwiegende Zahl der untersuchten Entkoppler der Respiration
weist in diesem Wirksamkeitsbereich allerdings nur Verhdltnisse zwischen 4 bis 40 auf.
Dies dokumentiert sich in dem &hnlichen Verlauf der ermittelten Konzentrations-
Wirkungskurven (Abb. 7.8).

Da der Wirkungsmechanismus fiir protonophore Entkoppler des respiratorischen Elektro-
nentransportes einerseits nicht an eine Bindung an proteinogene Rezeptoren geknipft ist
und daher auch nicht in gangige Rezeptortheorien paft, und andererseits die Vorstellung
existiert, dall dieses Wirkprinzip in Prokaryonten nicht vorkommt (Jaworska und Schultz
1994), soll im folgenden eine kurze Betrachtung zur Spezifitdt der beobachteten Effekte
auf der Basis quantitativer Struktur-Wirkungs-Zusammenhéange (QSAR) erfolgen.

Beim Vergleich der fir die Einzelstoffe ermitteiten Effektkonzentrationen mit Literaturan-
gaben und einem QSAR-Modell fiir Entkoppler der Respiration (Schulz und Cronin 1997)
beziehungsweise einem QSAR-Modell zur Minimumtoxizitat nach der Narkosevorstellung
(Hermens et al. 1985a) (vgl. Tabelle 7.5) fallt auf, daR die experimentellen Daten groRen-
ordnungsmalig gut mit den Literaturbefunden zur Leuchtbakterientoxizitdt Gbereinstim-
men. Eine Abweichung um deutlich mehr als den Faktor 2 ist nur bei der lipophilsten
Substanz, dem Pentachlorphenol zu konstatieren. Auch die auf der Basis von Microtox-
Daten mit schwachen Sauren von Schulz und Cronin (1997) fir die Entkoppler des respi-
ratorischen Elektronentransportes vorgeschlagene QSAR-Gleichung liefert brauchbare
Ubereinstimmungen zwischen aufgrund der QSAR erwarteter Toxizitat und beobachteten
Effekten. Abweichungen um mehr als den Faktor 2 zwischen Vorhersage und Beobach-
tung ergeben sich fur 2 3,6-Trichlorphenol, 2,4-Dinitrophenol, CCCP, FCCP und
wiederum Pentachlorphenol. Wahrend 2 .4-Dinitrophenol und die Dinitrilderivate CCCP
und FCCP héhere Toxizitaten als nach Modellerwartung ausweisen, liegen die Toxizitdten
des Trichlorphenols und Pentachlorphenols deutlich niedriger.

Im Vergleich zu einem von Hermens und Mitarbeitern (1985a) ersteliten Basistoxizitats-
Modell anhand von Daten Uber 22 als Narkotika eingestuften Stoffen, weiches eine
Basistoxizitat allein auf der Basis des Verteilungsverhaltens zwischen Oktanol und Was-
serphase beschreibt, 128t sich fur die Mehrzahl der getesteten Verbindungen eine deutlich
hohere Toxizitadt (ausgedriickt als TR in der Tabelle) erkennen. Dieses steht in Uber-
einstimmung mit dem erwarteten spezifischen entkoppeinden Effekt der Substanzen und
bestatigt die Grundannahmen der Stoffauswahl dieses Projektes.




Tab. 7.5: Vergleichbarkeit der experimentellen Daten mit Erwartungen nach QSAR-Modellen auf dem ECs,-Effektniveau

Mole- exp. Ent- Basistox- | Projektergebnisse TR® TR®
Substanz kular- log | Befunde’ | koppler- | QSAR‘ QSAR/ Basistox/
gewicht | Kow' QSAR® exp. ECs | exp. ECg |
mg/L mg/L mg/L mg/L pmol/L

2,3,4-Trichlorphenol 197 .45 3.45 3.04 10.06 3406 | 17.25 0.89 2.95
2,3,5-Trichlorphenol 197 45 3.45 3.04 10.06 3.761 19.05 0.81 267
2,3,6-Trichlorphenol 197 .45 3.45 3.04 10.06 17.89 90.59 0.17 0.56
2,4,6-Trichlorphenol 197 45 3.45 3.04 10.06 4814 24 .38 0.63 2.09
2,4-Dinitro-1-naphtol 23417 2.90 6.69 42.08 3615 15.44 1.85 11.64
2,4-Dinitrophenol 184.11 1.73 11.0 19.64 482.76 7.224 39.24 272 66.83
2,6-Dinitro-4- 198,14 227 9.05 11.51 150.77 5.896 29.76 1.95 25.57
methylphenol

2,6-Dinitrophenol 184.11 1.7 19.64 482.76 14.93 81.10 1.32 32.33
3,4-Dinitrophenol 184.11 1.73 19.64 482.76 16.12 87.54 1.22 29.95
4-Phenylazophenol 198.23 3.63 0.93 2.49 6.69 1.959 9.88 1.27 3.42
CCCP 204.62 375 2.24 524 0.166 0.813 13.47 31.51
Dinoseb 240.22 3.67 2.88 7.40 3.940 16.40 0.73 1.88
Dinoterb 240.22 364 2.98 7.92 2.930 12.20 1.02 2.70
DNOC 198.14 2.27 11.81 150.77 11.68 58.95 0.99 12.91
FCCP 25417 416 1.78 261 0.116 0.567 15.33 22.48
Pentachlorphenol 266.34 4.74 0.52 0.96 0.7 3.458 | 12.98 0.28 0.21

' errechnet mit KOWWIN, Vers. 1.54 nach Meylan und Howard (1995);
? experimentelle Befunde im Microtox-Test (Schulz und Cronin 1997);

* QSAR-Modell fur Entkoppler: 1/log pT30[mmol/L]=0.489+logKow + 0.126 (Schulz und Cronin 1997);
* Basistoxizitats-Modell: log(1/ECso[mmol/L])=0.995+logKow - 2.14 (Hermens et al. 1985a);
® TR toxic ratio aus erwarteter/beobachteter Toxizitat.
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Lediglich flr die schon beschriebenen Verbindungen 2,3,6-Trichlorphenol und Penta-
chlorphenol ist die beobachtete Toxizitdt noch geringer ausgefallen als aufgrund des
Basislinientoxizitdtsmodells erwartet. Die herausragend schwache Toxizitat des 2,3,6-Tri-
chlorphenols (siehe Tabelle 7.4) ist auf niedrigem Effektniveau nicht wiederzufinden.
Aufgrund der im Vergleich zu den anderen eingesetzten Trichlorphenolen geringeren
Steigung der Konzentrations-Wirkungskurve weist 2,3,6-Trichlorphenol mit 1.23 pmol/L
sogar die niedrigste EC,, unter den getesteten Trichlorphenolen aus. Eine QSAR-Glei-
chung auf anderem als ECs,-Effektniveau wiirde also auch zu anderen Urteilen kommen.

Far das Pentachiorphenol ist eine eindeutige Erklarung fur die unerwartet niedrige
Toxizitat zunachst nicht in Sicht. Von den Stoffeigenschaften her fallt Pentachlorphenol
aufgrund seiner hohen Lipophilie auf. Experimentelle Angaben zum log Po/w liegen sogar
oft noch héher als die hier errechneten 4.74 (Tabelle 7.5). Eine 10000fache Anreicherung
in der lipophilen Phase kann methodische Probleme der Oberflachensorption in Pipetten
und Inkubationsprobleme mit sich bringen. Die durchgefuhrte Nominalkonzentrations-
analytik bestatigt zwar eine 105 %ige Wiederfindung der Nominalkonzentration in den
Testgefdllen, da jedoch nach der Applikation des Stoffes keine weitere Kontrollanalytik
durchgeflihrt wurde, mag es hierbei zu Konzentrationsminderungen gekommen sein.

Andererseits missen auch fUr diesen Fall die QSAR-Modelle auf ihre zumindest
quantitative Tragfahigkeit befragt werden. So falit auf, daf die QSAR fur den narkoti-
schen Effekt (Cronin und Dearden 1993) eine héhere Basistoxizitat erwarten [aRt als die
QSAR fir den spezifischen Effekt der protonophoren Entkopplung (Schulz und Cronin
1997). Demnach nimmt der Abstand zwischen den durch beiden QSAR-Gleichungen
vorhergesagten Toxizitatswerten mit steigender Lipophilie ab. Dies steht jedoch zu-
mindest flr die Gruppe der Chlorphenocle im Widerspruch zu der Beobachtung, dalt der
narkotische Effekt relativ zur entkoppelnden Wirkung umgekehrt gerade mit ab-
nehmender Anzahl an Chlorsubstituenten und damit abnehmender Lipophilie zunimmt.
Mono- und Dichlorphenole werden als polare Narkotika betrachtet (Bol et al. 1893).
Moglicherweise sind also fur Pentachlorphenol die auf QSAR-Basis errechneten Toxizi-
tatserwartungen unzuverldssig. Eine eindeutige Klarung der Frage ist aber in diesem
Projekt nicht notwendig, da zumindest fur die Uibrigen 15 Mischungskomponenten kein
grundsatzlicher Widerspruch zur Annahme einer spezifischen Wirkung im eingesetzten
Leuchtbakterientest auftritt.

Toxizitat der Gemische

Mit den ausgewahliten und in ihren jeweiligen Konzentrations-Wirkungsbeziehungen cha-
rakterisierten Gemischkomponenten wurde die Toxizitat von zwei Mischungen untersucht.
Die 16 protonophoren Entkoppler wurden hierbei im Verhaltnis ihrer ECsp-Werte und im
Verhaltnis ihrer EC,;-Werte gemischt. Die Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungsunter-
suchungen flur beide Gemische finden sich im Anhang D2 dokumentiert. Fir das ECse-
Gemisch wurde ein ECs; von 28 umol/L und fur das ECy,-Gemisch ein ECse-Wert von
19 ymol/L kalkuliert. Diese beiden Effektkonzentrationen wie auch die Steigungen der
ermittelten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen liegen somit im Wertebereich zwischen
den wirksamsten und den am wenigsten wirksamen Einzelkomponenten. Auch die Da-
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tenvariabilitdt, zu erkennen am geschatzten 95 %igen Vertrauensbereichsgirtel, ist mit
der der Einzelstoffe vergleichbar.

Prafung der Vorhersagbarkeit

Auf der Basis der fir die Komponenten ermittelten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
kénnen konzeptabhangig Prognosen zur erwarteten Mischungstoxizitat punktweise kalku-
liert werden. Diese sind fir beide Konzepte und untersuchten Mischungen als Verlaufs-
kurven in der Abb. 7.7 dargestellt. Zur optischen Einschatzung der Vorhersagbarkeit sind
samtliche experimentell bestimmten Wirkdaten mit abgebildet. Als Trend 146t sich erken-
nen, dall die experimentellen Befunde im niedrigeren Konzentrationsbereich sehr gut
durch das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagt werden, wahrend flr
das ECs-Gemisch im Effektbereich tber 40 % Hemmung und fur das ECy,-Gemisch im
Effektbereich Gber 60 % Hemmung eine zunehmend hohere Toxizitat beobachtet wird als
vorhergesagt. Abweichungen von der Vorhersage sind fur beide Mischungen ab einer
Konzentration von etwa 20 uymol/L erkennbar. Die Effektvorhersagen durch das Konzept
der UNABHANGIGEN WIRKUNG unterscheiden sich deutlich von den experimentell beob-
achteten Kombinationseffekten. Die Mischungstoxizitat wird hierbei deutlich unterschatzt.
Ausnahme ist der Bereich von Hemmungen kleiner 10 % beim ECs,-Gemisch.

Genauigkeit der Vorhersagen

Zur quantitativen Beschreibung der Genauigkeit der konzeptabhangigen Mischungstoxi-
zitatsvorhersagen wird der Index on Prediction Quality (IPQ) herangezogen (IPQ-Defini-
tion in 6.3.2 und Erlauterung zur Verwendung in 7.1). In Abbildung 7.8 sind die IPQ-Werte
gegen den beobachteten Effekt des Gemisches fiir den Bereich von 10 % bis 80 % Hem-
mung aufgetragen und im Anhang E2 dokumentiert. Danach unterschatzt das Konzept
der UNABHANGIGEN WIRKUNG die beobachtete Mischungstoxizitat fur beide Gemische
Uber den gesamten analysierten Konzentrations-Wirkungsbereich deutlich. Im Falle des
ECso-Gemisches betrégt die Toxizitatsunterschatzung das 1.6- bis 2.7-fache, im Falle des
EC.,-Gemisches immerhin das bis nahezu 4-fache. Fir das Konzept der KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT ist im unteren Effektbereich eine sehr gute Ubereinstimmung zwi-
schen Prognose und Beobachtung zu konstatieren. Fir das ECs-Gemisch wird ab 40 %
Gemischeffekt eine Differenz von 2.3 pmol/L (Prognosewert 24.3 ymol/L) und fur das
EC,-Gemisch eine Differenz ab 50 % Gemischeffekt von 1.4 pmol/L (Prognosewert:
20.6 ymol/L) als bereits signifikante Unterschatzung des Kombinationseffektes beurteilt.
Diese sich zu hoheren Effektniveaus verstarkende Tendenz resultiert in einer maximalen
Unterschatzung der Mischungstoxizitat auf 90 %igem Effektniveau um das 1.7fache fur
das ECs;-Gemisch und das 1.4 fache im Falle des ECy,-Gemisches.
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Abb. 7.7: Beobachtete und vorhergesagte Mischungstoxizitadten &hnlich wirkender
Stoffe im Leuchtbakterientest
O Unbehandeite Kontrollen ® Behandelte Proben
- — — = Vorhersage nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT

Vorhersage nach UNABHANGIGER WIRKUNG




A Mischungstoxizitét

Uberschétzung Unterschatzung

B Mischungstoxizitit
Uberschitzung Unterschétzung

>

P R e — m..m....m.,,-....ﬂ...,.Eﬂem [“] T—

0 et i e,

-
-
E
-
-
E
e
-
-

-4 -3 -2 1 0 1 2 3

IPQ

IPQ

Abb. 7.8. IPQ-Analyse der Vorhersage-Genauigkeit fiir das Referenzgemisch &hnlicher Wirkung im Leuchtbakterientest
Index on Prediction quality fiir das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT (IPQya)

Index on Prediction quality fiir das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG (IPQuw)

Der 95 %-Konfidenzbereich der IPQ-Werte ist als schraffierte Fldche dargestelit.

A: Komponenten wurden im Verhéitnis der ECsg-Konzentrationen gemischt
B: Komponenten wurden im Verhéitnis der ECo-Konzentrationen gemischt

-

-

-
-

(yosiwabzualajay) 8YOIS JSPUBNIM YoluyE JENZIXOISBUNYDSI L




7.2 Ahnliche Wirkung im Leuchtbakterientest 95

Es 148t sich also die Frage stellen, ob somit ein echter, wenn auch auflerordentlich
schwacher Synergismus zumindest fir den Bereich hoherer Effektniveaus fir die Mi-
schung von Entkopplern des respiratorischen Elektronentransportes im Biotest mit
Leuchtbakterien befundet werden kann. Um dies zu kiaren, kann man sich der kritischen
Frage nach der Einhaltung der konzeptionellen Voraussetzungen fur die Glltigkeit von
Konzentrations-Additivitdt widmen. Der Nachweis tatsachlicher Wirkungs-Ahnlichkeit der
Mischungskomponenten wurde bereits mit Blick auf die mehr als narkotische Wirkung
Uber eine gquantitative Struktur-Wirkungsbeziehung gefuhrt. Dabei erschien nur das Pen-
tachiorphenol als auffillig. Dieses wiederum gilt allerdings in der okotoxikologischen
Literatur als ,sicherer” Entkoppler (Schiitrmann 1998). Ein weiteres Indiz fir das tatsach-
liche Vorliegen dhnlicher Wirkung ergibt sich durch die dhnliche Steilheit der Konzentra-
tions-Wirkungsveriaufe der Mischungskomponenten (Abbildung 7.6). Allerdings bildet das
2.4-Dinitrophenol hierbei mit seinem sehr flachen Kurvenverlauf eine Ausnahme. Solite
sich diese Substanz in ihrer Wirkungs-Ahnlichkeit tatsachlich von den anderen Gemisch-
komponenten unterscheiden, so ware dies allerdings keine Erkldrung fir die beobachtete
Richtung der Abweichung, da dann eher von einem Antagonismus beziglich der KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT auszugehen ware.

Schlielich bleiben noch die Stoffe selbst. Unter den in der Mischung eingesetzten Stof-
fen finden sich einige, namlich die Nitrophenole wie z.B. DNOC, die in den eingesetzten
Konzentrationen eine gut sichtbare Gelbfarbung aufweisen. Eine Gelbfarbung der Test-
I6sung stort die Detektion der bakteriellen Lumineszenz und zeigt eine scheinbare
Leuchthemmung an, obwohl nur Lichtabsorption stattfindet. Die Befunde, daR die Leucht-
hemmungen in den Mischungen erst bei htheren Effektkonzentrationen von den Erwar-
tungen zum stéarkeren hin abweichen, und die Beobachtung, dal dies in beiden Mischun-
gen im Konzentrationsbereich von etwa 20 ymol/L gleichermallen auftritt, stitzen die An-
nahme eines lichtabsorptiven Effektes. Da die spektralen Eigenschaften des verwendeten
Detektionsphotomultipliers unbekannt sind, die Mischungskomponenten unterschiedliche
Absorptionsspekiren aufweisen und die Dampfung der Lichtemission durch die gefarbte
Testlésung stark von der Geometrie der MeRanordnung abhangt, ist eine theoretische
Klarung des Sachverhaltes oder gar eine quantitative Betrachtung des méglichen Fehlers
schwierig. Experimentell gibt es die Mdglichkeit, mit Doppelkammergefalen eine Ein-
schatzung zur Relevanz der MeRergebnisverfalschung durch Lichtabsorption zu erlangen.
Dabei wird in die innere Kammer die unbehandelte Bakteriensuspension gegeben und in
die auBere jeweils die gefarbten Testgiter und dies mit Kontrollen verglichen. Leider
missen wegen der geringeren Volumina die Mengenverhéltnisse verédndert werden. Dar-
Uber hinaus stellte sich heraus, daR die Bakterien eine andere zeitliche Dynamik ihres
Leuchtverhaltens aufwiesen, ndmlich eine Abnahme in der Leuchtintensitat COber
30 Minuten, als in den Standardexpositionsgefalen, was auf einen verringerten Sauer-
stoffaustausch Uber die verkleinerte Oberflache zurlickzufiihren sein mag. Der zusatzli-
che Effekt durch eine gefarbte Losung (in diesem Falle die héchste geteste Konzentration
des ECs-Gemisches) lag im Bereich von 10 % Hemmung. Damit |aRt sich die Frage, ob
die schwache aber signifikante Abweichung der Mischungstoxizitat der protonophoren
Entkoppler von der Erwartung nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT als methodisches
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Artefakt oder als Uberadditiver Kombinationseffekt bezeichnet werden muR, nicht ab-
schlieRend klaren,

Beurteilung des Vorhersagewertes der Konzepte

Auch im Leuchtbakterientest konnte somit gezeigt werden, dafl Mischungstoxizitat fir ein
Testgemisch dhnlicher Wirkung vorhersagbar ist. Die Vorhersagegenauigkeit ist mit den
Resultaten im Algentest vergleichbar. Erstaunlich ist wiederum die Genauigkeit, mit der
die Toxizitat des Gemisches durch das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorher-
sagbar ist. Die beobachteten Fehleinschatzungen in den Effektkonzentrationen um einen
Faktor 1.6 bis maximal 4 nach UNABHANGIGER WIRKUNG sind allerdings auch in diesen
beiden Gemischtestungen relativ gering und deshalb immerhin als Naherungswert einzu-
stufen. Aus Sicht der dkotoxikologischen Risikobewertung bedenklich ist allerdings, daR
diese Naherungswerte eine Unterschatzung der Toxizitédt darstellen.

Beitrag niedriger Effeki-Konzentrationen

Fur das Testgemisch protonophorer Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung im
Leuchtbakterientest wurde abschlieBend untersucht, ob eine signifikante Gemischtoxizitat
auch dann beobachtet werden kann, wenn die Gemischkomponenten in ihren Einzelstoff-
konzentrationen jeweils nur geringe, statistisch nicht signifikante Effekte hervorrufen.
Hierfir wurde eine Gemischkonzentration gewahlt, bei der sich fur die beteiligten Kompo-
nenten aufgrund ihrer jeweiligen Konzentrations-Wirkungsfunktionen méglichst geringe
Effekte ergeben, gleichzeitig aber ein deutlich bestimmbarer Gesamteffekt prognostiziert
wurde. Im Falle des ECs,-Gemisches sind diese Einzeleffekte jedoch bei einer zu erwar-
tenden Mischungstoxizitdt von 50 % nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT aufgrund der
unterschiedlichen Steigungen der Konzentrations-Wirkungsveriaufe der Einzelstoffe so
unterschiedlich, daR einzelne Komponenten deutlich signifikante Effekte erwarten lassen
(siehe auch Erlauterungen in 7.1). Fur das EC,,-Gemisch hingegen lassen sich die
Effekte der Einzelstoffe durch die gewahlte Mischungsrelation Gber die Konzentrations-
Wirkungsbeziehung auf geschatzte 1 % Effekt pro Komponente beschrénken, was fur die
Einzelstoffe einem statistisch nicht signifikant meRbaren Effekt entsprache. Fur diese
Mischung ergibt sich im Leuchtbakterientest ein prognostizierter Kombinationseffekt nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT von immerhin 82 %.

Abbildung 7.9 zeigt die Ergebnisse dieses Experimentes zum Beitrag niedriger Effekt-
konzentrationen fiir beide Mischungsverhaltnisse im Leuchtbakterientest. Es zeigt sich,
dal fir die ECs,-Mischung die geschatzten Einzeleffekte der im Gemisch enthaltenen
Substanzkonzentrationen erwartungsgemaR stark unterschiedlich sind und einzeine
Komponenten wie 2.4-Dinitrophenol, 4-Phenylazophenol und 2,3,6-Trichlorphenol statis-
tisch signifikante Effekte erwarten lassen. Die Ubereinstimmung mit der Erwartung nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT - 50 % Effekt des Gemisches bei einer Gesamtkonzen-
tration von 32 umol/L - ist mit einem beobachteten Kombinationseffekt von 55 % sehr gut
und deutlich unterscheidbar von 33 % erwartetem Effekt nach UNABHANGIGER WIRKUNG.
Fir das ECy-Gemisch werden die Unterschiede noch deutlicher. Bei nur 1 %igen Effekt-
schatzungen fur die 16 Mischungskomponenten in einer Gesamtkonzentration von
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Abb. 7.8: Vergleich der Gesamteffekte von Gemischen mit den Effekten der
einzelnen Komponenten: 16 dhnlich wirkende Mischungskomponten im
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37 pmol/L weist die beobachtete Mischungstoxizitét einen 95 %igen Effekt aus. Dem ge-
genlber stehen die Erwartungen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT von 82 % und nach
UNABHANGIGER WIRKUNG von 15 % Effekt. Nicht nur erweisen sich die Vorhersagen nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT wie bereits im Algentest als deutlich praziser, sondern es
wird wiederholt experimentell belegt, da® die Hypothese konzentrations-additiven Zu-
sammenwirkens von Stoffen auch dann eine valide Prognose liefert, wenn ahnlich wir-
kende Stoffe jeweils in Konzentrationen unterhalb der NOEC vorliegen. Die Fragestellung
ist somit auch fUr das Beispiel eines Gemisches aus 16 protonophoren Entkopplern im
Leuchtbakterientest eindeutig beantwortet.
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8 Mischungstoxizitdat undhnlich wirkender Stoffe

Untersuchungen zur Mischungstoxizitdt undhnlich wirkender Stoffe wurden sowohl im
Leuchtbakterien-, als auch im Algentest durchgefuhrt. Um die Vorhersagbarkeit der Mi-
schungstoxizitat zu analysieren erfolgt eine Gegenuberstellung von prognostizierten und
experimentell beobachteten Kombinationswirkungen. In Abschnitt 8.3 werden deshalb
sowohl die experimentellen Ergebnisse, als auch die Prognosen nach den Konzepten von
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG dargestellt und miteinander
verglichen. Des weiteren wird der Beitrag niedriger, allein nicht signifikant wirksamer Kon-
Zentrationen zur Mischungstoxizitat untersucht. Zu diesem Zweck werden die Relationen
zZwischen einer beobachteten Mischungstoxizitdt und den zugrunde liegenden Einzel-
stofftoxizitaten analysiert (Abschnitt 8.4).

Vorab wird die Zusammensetzung der Testgemische vorgestellt und diskutiert (Ab-
schnitt 8.1). Die Einzelstofftoxizitat dieser als Mischungskomponenten eingesetzten Stoffe
dient als Grundlage fiir die Vorhersagen der Mischungstoxizitat und wird in Abschnitt 8.2
dargestelit.

8.1 Zusammensetzung der Testgemische

Aus den im Anhang A zusammengefalten Auswahilisten wurden die Mischungskompo-
nenten fur beide Biotests ausgewahit. Dies geschah aufgrund der unterschiedlichen
Physiologie der Testorganismen separat fur beide Biotests. Die selektierten Mischungs-
kompanenten sowie die bekannten Wirkorte und Wirkweisen sind in den Tabellen 8.1 und
8.2 zusammengefaldt.

Ziel der Stoffauswahl war es, jeweils eine Anzahl strikt undhnlich wirkender Stoffe fur die
zu generierende Mischung auszuwahlen (zur Diskussion des Ahnlichkeitsbegriffes siehe
Kapitel 3.4). Dabei soliten nach Moglichkeit Stoffe verwendet werden, die jeweils einen
spezifischen, auf molekularer Ebene bekannten, Wirkungsmechanismus besitzen. Bei der
Auswahl der Mischungskomponenten zeigte sich jedoch, dall das Wissen Uiber die mole-
kularen Interaktionen vieler Stoffe begrenzt ist. Fir viele Stoffe ist lediglich die Wirkungs-
weise auf stoffwechselphysiologischer Ebene bekannt.

Ein Stoff wurde deshalb als undhnlich wirkend im Vergleich zu allen anderen Mischungs-
komponenten betrachtet, wenn mindestens eine der folgenden Bedingungen erflllt war:

e Ein auf molekularer Ebene verstandener Wirkungsmechanismus wird nur durch
einen Stoff im Gemisch vertreten.
In diesem Fall wurden auch mehrere Stoffe eingesetzt, die den gleichen Stoffwechsel-
prozel inhibieren. Im Leuchtbakterientest wurden beispielsweise drei Proteinbiosyn-
these-Inhibitoren eingesetzt (Tabelle 8.1). Von jedem dieser Stoffe sind jedoch die
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molekularen Interaktionen die zur Wirkungsauslésung fihren bekannt und einzigartig:
Chioramphenicol bindet an die 50S-Untereinheit, Streptomycin an die 30S-Untereinheit
der Ribosomen und Fusidinsdure bindet an den Elongationsfaktor G (O’'Grady et al.
1997). Im Sinne eines strikten Ahnlichkeitsbegriffes sind diese Stoffe somit als undhn-
lich zu betrachten.

* Ein bestimmter Stoffwechselproze® wird nur durch einen Stoff des Gemisches
inhibiert.
Dabei wird impliziert, daR Stoffe, welche verschiedene Stoffwechselprozesse beein-
flussen, auch unterschiedliche molekulare Wirkorte besitzen. Metazachlor beispiels-
weise hemmt spezifisch die Lipidbiosynthese, der zugrunde liegende molekulare Wir-
kungsmechanismus ist jedoch unbekannt (Hock, Fedtke und Schmidt 1995). Flr den
Anspruch des Projektes, strikt undhnliche Stoffe zu testen, ist Metazachlor somit ge-
eignet, wenn die restlichen Mischungskomponenten andere stoffwechselphysiologi-
sche Prozesse inhibieren. Da dies, wie in Tabelle 8.2 zu sehen, der Fall ist, wurde
Metazachlor als Mischungskomponente im Algentest eingesetzt.

Tab. 8.1: Zusammensetzung des Testgemisches undhnlich wirkender Stoffe im
Leuchtbakterientest (14 Komponenten)
Substanz BeeinfluBter Wirkort Verwendung
Stoffwechselprozef
Diltiazem Selektiver lonentransport an Ca“-Kanile Analgetikum
Membranen
Ethacrynsdure Anionenkanale Diuretikum
8-Azaguanin DNA-Synthese und -Funktionen | (Nukieotid-Analogon) |.Tool*
Actinomycin D DNA-Doppelhelix .Tool*
(spezifische
Interkalierung)
Nalidixinsédure Gyrase Antibiotikum
5-Fluoruracil Nucleotid-Biosynthese Thymidylat-Synthetase | Chemotherapeutikum
Azaserin Purin- und Pyrimidin- | .Tool"
Synthese
|Chloramphenicol Protein-Biosynthese 50S rRNA Antibiotikum
Fusidinsaure Elongationsfaktor-G _ |Antibiotikum
Streptomycin 30S rRNA Antibiotikum
Metalaxyl RNA-Synthese RNA-Polymerase | Fungizid
Ampicillin Zellwand-Biosynthese Mureinsynthetase Antibiotikum
D-Cycloserin Alaniniscmerase Antibiotikum
Dodecylpyridinium- |Membranfunktionen (Grenzflachenaktivitst) |Desinfektionsmittel
bromid

.Jool" ; Vorwiegend als Hilfsmittel in der stoffwechselphysiologischen Forschung
verwendeter Stoff
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Zusatzlich zu Stoffen, die diese Kriterien der Spezifitat erfullen, wurde in jedem der Test-
gemische ein kationisches Tensid aus der Gruppe der quaterndren Ammoniumverbin-
dungen eingesetzt (Dodecyltrimethyl-ammoniumchlorid im Algentest, Dodecylpyridinium-
bromid im Leuchtbakterientest). Die Stoffe dieser Gruppe entfalten ihre Wirkung weder
durch eine spezifische Wirkung im rezeptor-theoretischen Sinne, noch beeinflussen sie
einen bestimmten StoffwechselprozeR. Vielmehr storen sie aufgrund ihrer Grenzflachen-
aktivitdt samtliche membranabhéngigen Prozesse. Aufgrund dieser Wirkungscharakteris-
tika sind sie eindeutig von allen anderen spezifisch wirkenden Komponenten zu differen-
zZieren, so dal die Verwendung als Mischungskomponente gerechtfertigt schien.

Neben dem Kriterium der Unédhniichkeit muRiten die Stoffe fir die Untersuchungen im je-
weiligen Biotest geeignet sein (siehe auch Kapitel 6.1). Fir die ausgewahiten Mischungs-
komponenten konnten im jeweiligen Biotest reproduzierbare, komplette Konzentrations-

Tab. 8.2: Zusammensetzung des Testgemisches unéhnlich wirkender Stoffe im
Algentest (16 Komponenten)

Substanz BeeinfluBter Wirkort Verwendung
StoffwechselprozeR
|CCCP Protonentranslokation und (Protonophorer Entkoppler) .Tool"
ATP-Synthese
Fenfuram Respiratorischer Elektronen- Succinat-Ubichinon- Fungizid
transport Oxidoreductase (Komplex II)
Kresoxim Cytochrom-BC Komplex Il Herbizid
Paraquat Photosynthetischer Elektronen- |Redoxkatalase (PS ) Herbizid
transport
Terbuthylazin D1-Protein des PS |l Herbizid
Azaserin Nuclectid-Biosynthese Purin- und Pyrimidin- .Tool"
Synthese
Metalaxyl RNA-Synthese RNA-Polymerase | Fungizid
|8-Azaguanin DNA-Synthese und -Funktionen |(Nukleotid-Analoga) .Tool*
Nalidixinsdure Gyrase Antibiotikum
Metazachlor Lipid-Biosynthese unbekannt, jedach nicht Herbizid
Acetyl-CoA-Carboxylase
[Metsulfuron Aminosaure-Biosynthese Acetolactat-Synthetase Herbizid
IChloramphenicol Protein-Biosynthese 50S rRNA Antibiotikum
|Norfiurazon Carotinoid-Biosynthese Phytoendesaturase Herbizid
Triadimenol Steroid-Biosynthese Cytochrom P450 Steroid- Fungizid
14-g-Demethylasen
Aclonifen Porphyrin-Biosynthese |Protoporphyrinogenoxidase Herbizid
Dodecyltrimethyl- (Membranfunktionen (Grenzflachenaktivitat) Desinfektionsmittel
ammoniumchlorid

.Tool" : Vorwiegend als Hilfsmittel in der stoffwechselphysiologischen Forschung verwendeter
Stoff
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Wirkungsbeziehungen ermittelt werden. Des weiteren sind die Stoffe unter den jeweiligen
Testbedingungen (ber die entsprechende Testdauer chemisch und physikalisch stabil.

Als Mischungskomponenten wurden 14 unédhnlich wirkende Stoffe im Leuchtbakterientest
eingesetzt. Das im Algentest untersuchte Gemisch beinhaltet 16 verschiedene Kompo-
nenten. Nur wenige Stoffe (8-Azaguanin, Azaserin, Chloramphenicol, Metalaxyl und Nali-
dixinsaure) wurden in beiden Biotests verwendet. Der Grofteil der Mischungskompo-
nenten entfaltet seine spezifische Wirkung lediglich in einem der beiden Biotests (z.B.
Hemmung der Photosynthese oder der bakteriellen Zellwandbiosynthese) und wurde des-
halb nur in einem der Gemische verwendet. Im Gegensatz dazu inhibieren die in beiden
Gemischen vertretenen Stoffe basale, beiden Organismen gemeinsame Stoffwechsel-
prozesse wie z.B. die Proteinbiosynthese.

Viele der Mischungskomponenten des Leuchtbakterientestes wirken auf Biosynthese-Pro-
zesse, die im Biolumineszenzhemmtest nach DIN 38412 Teil 34 mit einer Inkubationszeit
von nur 30 Minuten nicht zum Tragen kommen (Backhaus et al. 1997). Er war somit fiir
die Kombinations-Wirkungsanalyse ungeeignet.

Ein GroRteil der ausgewahiten Stoffe findet als Biozide Verwendung. So werden viele der
far den Leuchtbakterientest ausgewahiten Stoffe als Antibiotika in der Human- und Vete-
rindrmedizin eingesetzt (O'Grady et al. 1997), wahrend viele der Mischungskomponenten
des Algentestes als Herbizide Verwendung finden (Tomlin 1994). Aufgrund dieser Art der
Verwendung und der teilweise hohen Verbrauchsmengen ist bei diesen Stoffen von einer
tatsdchlichen oder zumindestens potentiellen Exposition aquatischer Organismen
auszugehen (z.B. Rombke, Knacker und Stahlschmidt-Aliner 1996, Halling-Serensen et
al. 1998, Grimme et al. 1994),

8.2 Toxizitdt der Einzelstoffe

Far die ausgewahiten Mischungskomponenten wurde die Einzelstoff-Toxizitat im jeweili-
gen Biotest nach den in Kapitel 6 naher dargesteliten Verfahren bestimmt. Die Ergeb-
nisse der Einzelstofftestungen sollen im Folgenden vorgestelit und hinsichtlich Daten-
qualitdt, Modellierung der Daten, beobachteter Toxizititen sowie der resultierenden
NOEC's diskutiert werden.

Datenqualitat

Zur Veranschaulichung der Datenqualitat, die der Bestimmung der Einzelstoff-Toxizitat
zugrunde liegt, sind im folgenden zwei typische Datensatze exemplarisch dargestelit.
Eine komplette Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurven aller Einzelstoffe findet
sich in Anhang D1.

In Abbildung 8.1 sind sowohl die experimentell ermitteiten Toxizitatsdaten des Algen-
testes als auch die daran angepafite Konzentrations-Wirkungskurve fur Metsulfuron-
methyl dargestelit. Deren Verlauf wird durch insgesamt 48 Datenpunkte unter Bezug auf
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36 Kontrollen' bestimmt. Dabei sind die experimentell analysierten Konzentrationen
gleichmaRig (ber den gesamten Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve verteilt.
Diese Datenlage erlaubt die Kalkulation einer im Bereich von 1 % bis Gber 95 % Hem-
mung statistisch validen Konzentrations-Wirkungsbeziehung.

Mit einer Standardabweichung von 2 % Hemmung ist die Kontrollenvariabilitat als gering
einzustufen. Auch die groten Abweichungen betragen in diesem Beispiel nicht mehr als
10 %. Im Mittel aller 532 fur die Einzelstofftestungen unahnlich wirkender Stoffe verwen-
deten Kontrollen betragt die Standardabweichung + 4.4 % Hemmung.

Die ECs; von Metsulfuron-methyl liegt bei 4 umol/L. Das 85 % Konfidenzintervall dieser
Effektkonzentration betragt lediglich £ 0.09 pmol/L, was einer Breite von 4.5 % der ECs
entspricht. Im Mittel aller Konzentrations-Wirkungsbeziehungen, die im Algentest flr un-
ahnlich wirkende Stoffe erhoben worden sind, betragt die Breite des 95 %-Konfidenzinter-
valles 16.3 % der geschéatzten ECs,. Die Unsicherheit der EC,,-Schatzung ist gréRer, die
Breite des 95 % Konfidenzintervalles betragt hier durchschnittlich 74.9 %.

100 5
80 -

60 -

% Hemmung
&

20
]
D - ...g.......
*20 I :: 1 Bt B R T hF i 4. LA R L R Eil
0 0.01 0.1 1 10 100

Konzentration (pmol/L)

Abb. 8.1: Toxizitat von Metsulfuron-Methyl im Algenbiotest
O Unbehandelte Kontrollen ® Behandelte Proben
Konzentrations-Wirkungskurve (Weibull-Modell)

' Die Anzahl der verwendeten Kontrollen ist in diesem Beispiel aufgrund der speziellen experimentelien
Herangehensweise Uberdurchschnittlich grof.
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In Abbildung 8.2 ist die im Leuchtbakterientest bestimmte Toxizitat von 8-Azaguanin dar-
gestelit. 48 Datenpunkte beschreiben unter Bezug auf 19 Kontrollen den gesamten
Effektbereich. Die an diese Daten angepaRte Konzentrations-Wirkungsbeziehung erlaubt
statistisch valide Bestimmungen von Effektkonzentrationen im Bereich 1 % bis 95 %
Effekt. In diesem Beispiel betragt die Standardabweichung der Kontrollen 4 % Hemmung.

Im Mittel aller Einzelstofftestungen (223 Kontrollen) betrégt sie 2.5 % Hemmung. Die Kon-
trollvariabilitat ist somit kleiner als im Algenbiotest. Die Unsicherheiten der Effektkon-
zentrationsschatzungen sind jedoch im Leuchtbakterientest und Algentest sehr dhnlich.
So betragt die durchschnittliche Breite des 95 % Konfidenzintervalles der ECs, im Leucht-
bakterientest 13.5 % der geschatzten ECs,, wahrend sie im Algentest 16.3 % betragt.

Im Mittel aller Einzelstofftestungen (223 Kontrollen) betragt sie 2.5 % Hemmung. Die Kon-
trolivariabilitat ist somit kleiner als im Algenbiotest. Die Unsicherheiten der Effektkon-
zentrationsschatzungen sind jedoch im Leuchtbakterientest und Algentest sehr ahnlich.
So betrégt die durchschnittliche Breite des 95 % Konfidenzintervalles der ECs; im Leucht-
bakterientest 13.5 % der geschétzten ECs,, wahrend sie im Algentest 16.3 % betragt.

Die Anforderung an die Datenqualitat, eine valide biometrische Konzentrations-Wirkungs-
analyse fur den Bereich von 1 % Effekt bis mindestens 80 % Effekt sowie eine Abschét-
zung der Varianzstruktur zu ermoglichen, ist damit flr beide Beispiele erfulit. Dies gilt
auch fur alle weiteren im Leuchtbakterien- und Algentest durchgefiihrten Konzentrations-
Wirkungsanalysen. Diese sind in Anhang D dokumentiert.

% Hemmung
8

20 -
3
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-20 T i} T Terorrr T T TrrI T orrrem
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Abb. 8.2: Toxizitdt von 8-Azaguanin im Langzeit-Leuchtbakterientest
O Unbehandelte Kontrolien ® Behandelte Proben
Konzentrations-Wirkungskurve (Generalisierter Logit)
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Modellierung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen

Auf Grundlage der experimentell ermittelten Toxizitatsdaten beider Biotests wurde mit
Hilfe von 10 parametrischen, nichtlinearen Regressionsmodellen die jeweilige Konzentra-
tions-Wirkungsbeziehung kalkuliert (siehe auch Kapitel 6.3). Das Modell, welches die
bestmdgliche Anpassung an die jeweiligen experimentellen Daten lieferte, ist zusammen
mit den jeweiligen Parameterschatzern in den Tabellen 8.3 und 8.4 aufgeflihrt. Die resul-
tierenden Konzentrations-Wirkungskurven sind in Abbildung 8.3 fur den Algentest und
Abbildung 8.4 fir den Leuchtbakterientest visualisiert.

Im Algentest erwiesen sich das Weibull-Modell in seiner origindren Form oder mit Box-
Cox-Transformation, sowie das Generalisierte Logit-Modell als am Besten geeignet. Flr
14 von 16 Konzentrations-Wirkungsbeziehungen lieferten diese drei Modelle die besten
Anpassungen an die experimentellen Daten. Auch im Leuchtbakterientest zeigte sich die
Leistungsfahigkeit des Generalisierten Logit-Modelles. 5 der insgesamt 14 Konzentra-
tions-Wirkungsbeziehungen konnten bestmoglich durch dieses Modell beschrieben wer-
den. Weitere 6 Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurden durch Box-Cox-transfor-
mierte Modelle am besten beschrieben.

Bei lediglich 7 der insgesamt 30 Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zeigten sich die in
der aquatischen Toxikologie gebrduchlichen Standardmodelle (Logit, Probit, Weibull) den
anderen Modellen Gberlegen. Insbesondere die 2-parametrischen Logit- und Probit-
Modelle liefern offensichtlich nur im Einzelfall die besten Anpassungen. Sie wurden ledig-
lich fur je eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung verwendet. Die ebenfalls untersuchten
2-parametrischen Morgan-Mercier- und Aranda-Ordaz-Modelle erwiesen sich in keinem
der beobachteten Falle als den anderen Modellen Giberlegen.

Zusammenfassend 1Rt sich eine Uberlegenheit der 3-parametrischen Modelle erkennen,
wobei das Generalisierte Logit-Modell fur die hier untersuchten Stoffe und Biotests eine
herausragende Rolle spielt. Trotzdem werden insgesamt sieben verschiedene Modelle
zur Beschreibung der experimentellen Daten verwendet. Die Verlaufe der Konzentrations-
Wirkungskurven sind offensichtlich so verschieden, daB die Verwendung eines Pools von
mehreren Modellen und eine faliweise Entscheidung fiir das jeweilige best fit Modell zu
einer besseren biometrischen Beschreibung der Toxizitatsdaten fihrt, als die Verwen-
dung eines oder weniger Standardmodelle.

Charakterisierung der Einzelstofftoxizitaten

Die Spanne der beobachteten ECs;-Werte umfaldt in beiden Biotests etwa 5 Groflenord-
nungen (Tabelle 8.3 und 8.4). Diese wird auch durch die unterschiedliche Lage der Kon-
zentrations-Wirkungskurven in den Abbildungen 8.3 und 8.4 veranschaulicht. Daneben
fallen die Unterschiede in Form und Steigung der Konzentrations-Wirkungskurven auf.
Die Wirkungs-Unahnlichkeit der Stoffe scheint durch diese Unterschiede widergespiegeit
Zu werden.



Tab. 8.3:

Algentoxizitdt der 16 Einzelstoffe des Gemisches unahnlicher Wirkung

Modellparameter Effekt- Konzentrationen NOEC ¥ EC,, NOEC
Substanz Modell " , 8, b, ECo, (pmoliL) ECs (umolil)® | (umolll) [ EC,, | EC,,
8-Azaguanin Gen.Logit | -0.24| 4.05( 0.335( 0.0005 [0.0002-0.0028] | 0.3800[0.3181-0.4338) | 0.0067 0001 147
Aclonifen Box-Cox-Weibull 240 0.41(-0.340 | 0.0035[0.0017-0.0057] 0.0297 [0.0274-0.0320] | 0.0053 0.118 1.5
Azaserin Gen.Logit | -387| 525 0263 | 0.0026 [0.0011-0.0067) 1.7803 [1.6675-1.9131] | 0.0131 0.001 51
cccp Box-Cox-Weibull -062| 1.21|-0.316 | 0.1049 [0.0245-0.2413] 1.2366 [0.9751-1.5945)] | 0.1650 0.085 1.6
Chloramphenicol Box-Cox-Probit -3.70| 1.50|-0.213| 2.7531[0.9342-4.7238] | 32.5 [25.4-43.4] 8.4650 0.085 < gl
Fenfuram Weibull -1.91]| 243 0.0784 [0.0576-0.1056] 432 [4.11-4.53) 0.4133 0.018 5.3
Kresoxim-methyl | Box-Cox-Weibull -1.22| 1.35|-0.332 | 0.1611[0.0496-0.3286] | 2.04 [1.89-2.19] 0.4820 0.079 3.0
Metalaxyl Weibull 6.77| 277 6.0831 [4.1940-8.3750] | 2049 [190.6-218.3] 176 0.030 29
Metazachlor Box-Cox-Weibull 661| 578| 0472 | 0.0054 [<0.001-0.0527] | 0.1676 [0.1553-0.1867] | 0.0551 0.032( 102
Metsulfuron- Weibull -166| 2.15 0.0430 [0.0334-0.0545] 402 [3.83-4.18] 0.4335 0.011 101
Methyl
Nalidixins&ure Weibull -6.89| 3.27 5.0119 [3.5872-6.8602] | 98.7 [94.3-103.6] 14.3 0.051 29
Norflurazon Logit 14.02| 8.28 0.0056 [0.0048-0.0065] | 0.0203 [0.0195-0.0209] | 0.0099 0.279 1.8
Paraquat Gen.Logit | 1.71| 4.99| 2566 | 0.2163 [0.1352-0.2841] 0.7811 [0.7492-0.8261] | 0.3396 0.277 16
Dodecyitrimethyl- | Gen.Logit | 122.34 | 86.36 | 0.078 | 0.0079 [0.0066-0.0095] | 0.0302 [0.0295-0.0310] | 0.0165 0.261 21
ammoniumchlorid
Terbuthylazin Weibull 416| 3.91 0.0057 [0.0044-0.0073] | 0.0693 [0.0658-0.0725] | 0.0097 0.083 1.7
Triadimenol Gen.Logit | -9.99| 1397 | 0272 | 0.3190[0.2063-0.5325] | 346 [3.25-3.72] 0.9044 0.092 28

") Siehe Abb. 6.1

? In Klammern sind die unteren und oberen Grenzen des 95 % Konfidenzintervalles angegeben

¥ DuNNET-Test, siehe Kapitel 6.3.1
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Hemmung der
Algen-Reproduktion
100 % 7

- 1 = Norflurazon
e 2 = Aclonifen V
b 3 = Dodecyltrimethyl-

80 % amminiumchiorid
by 4 = Terbuthylazin E-
- § = Metazachior
4 6 = 8-Azaguanin

60 % 7 = Paraquat
4 sB=cccp ]
e 9 = AZaserin
4 10 = Kresoxim-methy!

w “ - = ?ﬁdm
- 12 = Metsulfuron-methyl
T 13 = Fenfuram
4 14=Chioramphenicol

20 % 1 15 = Nalidixinsdure
1 16 =Metalaxyl

0%~
- - e e R -
0.0001 0.001 0.01 01 1 10 100 1000
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Abb. 8.3: Konzentrations-Wirkungskurven von 16 unahnlich wirkenden
Substanzen im Algentest

Die Substanzen sind in der Reihenfolge ihrer ECso-Werte aufgefuhrt

Hemmung der
Lumineszenz (24h)
100 % 7
1 = Azaguanin _T
2 = Chloramphenicol
80% - 3 = Azaserin
- 4 = NalidizinsSure
K § = 5-Fluoruracil
= 6 = Actinomyein
" 7 = Ethacrynsiure
60 % 8 = Fusidinsaure
] 9 = Streptomycin
T 10 = Dodecylpyrigi-
- nhm ‘\
11 = Diltiazem 18
40% L)
1 12=Amicilin ]
1 13= Metalaxyl
| 14=Cycloserin
20% 7
1
0%~
—_— - - . -  antat e s
0.001 0.01 D1 1 10 100 1000 10000

Konzentration [umol/L]

Abb. 8.4: Konzentrations-Wirkungskurven von 14 unéhnlich wirkenden
Substanzen im Langzeit-Leuchtbakterientest

Die Substanzen sind in der Reihenfolge ihrer ECso-Werte aufgefihrt



Tab. 8.4: Bakterientoxizitat der 14 Einzelstoffe des Gemisches unahnlicher Wirkung

Modellparameter Effekt- Konzentrationen NOEC? | EcC,, NOEC
Substanz Modell" é| gz éj ECo; (pmol/L) ? ECso (UmolL)? | (umollL) | EC,, EC,,
5-Fluoruracil Box-Cox-Probit 0.05( 0.59| -0.015 0.0205 [0.0137-0.0295] 0.92 [0.84-1.01] 0.0519| 0.022 25
Actinomycin Probit -0.70] 3.09 0.2965 [0.2282-0.3909] 1.68 [1.55-1.83] 0.5124 0177 1.7
Ampicillin Gen.Logit | -11.46| 6.37| 160.9| 225.92 [192.61-257.59] 450 [429-470] 263.5 0.502 1.1
8-Azaguanin Gen.Logit | 481 532 0438 0.0013 [0.0009-0.0020] 0.07 [0.066-0.074] 0.0076( 0.019 58
Azaserin Weibull -013] 2.79 0.0251 [0.0166-0.0366] 0.83 [0.77-0.89] 0.0414 0.030 2 By
Chloramphenicol | Box-Cox-Logit 6.09] 590/ 0.510 0.0066 [<0.0001-0.0205] 0.23 [0.22-0.24]) 0.0484( 0.028 7.4
Cycloserin Gen.Logit | -21.45] 7.02| 0.384] 2217 [13.01-37.10) 669 [624-719) 1.655 0.033 0.1
Diltiazem Box-Cox-Probit -283| 013 0372] 1109 [2.49-30.49] 375 [367-396] 64.28 0.030 58
Dodecylpyri- Box-Cox-Probit 754 1.87| 0582 5.252 [3.843-6.867] 7.99 [7.49-8.40] 6.24 0.658 1.2
dinium-bromid
Ethacrynsdure Box-Cox-Weibull -1.02({ 1.20| -0.235 0.1035 [0.0455-0.1910] 1.79 [1.60-1.99] 0.176 0.058 ¢ I ¢
Fusidinsdure Box-Cox-Probit -067| 052| -0.020| 0.0453 [0.0195-0.0880] 3.66 [3.16-4.22] 0.107 0.012 24
Metalaxyl Weibull -462( 154 1.0305 [0.4804-2.1362] 586 [609-670] 9.962 0.002 9.7
Nalidixinsdure Gen.Logit | -8.21| 128.5| 0.042 0.1621 [0.1454-0.1807] 0.86 [0.84-0.89) 0.312 0.188 1.9
Streptomycin Gen Logit | -24.76| 22.28| 0.110 0.1734 [0.1268-0.2301] 6.76 [6.30-7.13] 0.725 0.026 42

" Siehe Abb. 6.1

2 In Klammern sind die unteren und oberen Grenzen des 95 % Konfidenzintervalles angegeben

¥ DUNNET-Test, siehe Kapitel 6.3.1
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Im Algentest zeigt Metalaxyl mit einer ECs; von rund 200 umol/L die geringste und Norflu-
razon mit einem ECs, von 0.02 pmol/L die groBte Toxizitat. Im Bereich niedriger Effekte
wird die gréRte Toxizitat jedoch bei 8-Azaguanin beobachtet (ECy; 0.0005 pmol/L). Dies
findet seine Erklarung in den unterschiedlichen Steigungen der Konzentrations-Wir-
kungskurven. 8-Azaguanin besitzt eine deutlich flachere Konzentrations-Wirkungskurve,
als dies bei Norflurazon der Fall ist. Bei Norflurazon betragt das Verhaitnis ECqy, zu ECs
0.28 (Tabelle 8.3). Die ECs, liegt also lediglich etwa viermal héher als die EC,,. Bei 8-
Azaguanin ergibt sich hingegen ein ganz anderes Bild. Hier liegt die EC5, mehr als
800mal Uber der ECy. Aufgrund dieser stark unterschiedlichen Steigungen der Konzen-
trations-Wirkungsbeziehungen ist die relative Toxizitdt der Stoffe zueinander abhangig
von dem betrachteten Effektniveau.

Ein prinzipiell gleiches Bild ergibt sich bei der Betrachtung der Toxizitdten der Mischungs-
komponenten des Leuchtbakterientestes. Die ECs,-Werte liegen zwischen 670 pmol/L flr
Cycloserin und 0.07 umol/L fir 8-Azaguanin.

Verwendet man das Verhaltnis zwischen ECy, und ECs, als MaRzahl fur die Steilheit der
Konzentrations-Wirkungskurve, so zeigt sich, dall die Konzentrations-Wirkungskurven
der 14 Mischungskomponenten im Leuchtbakterientest durchschnittiich eine groRere
Steigung besitzen. Im Algentest wurde die steilste Konzentrations-Wirkungskurve bei
Norflurazon beobachtet (ECy/ECs: 0.28), wahrend im Leuchtbakterientest die groBte
Steigung bei Dodecylpyridiniumbromid mit einem Verhaltnis EC,,/ECs; von 0.66 auftrat.
Das heifdt. die ECs; liegt um weniger als den Faktor 2 oberhalb der ECo;.

Die unterschiedliche Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurven findet ihren Nieder-
schlag in den unterschiedlichen GroRen der Einzelstoffeffekie, die einer beobachteten
Mischungstoxizitat zugrunde liegen. Auch die GroRe des nach dem Konzept der
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagten Mischungseffektes hangt von der Steilheit
der Einzelstoff-Konzentrations-Wirkungskurven ab. Dies wird in Abschnitt 8.4 ausfuhrlich
dargestelit.

NOEC's

Aus den in Kapitel 3.3 dargesteliten Grinden wurden NOEC's fir die Beantwortung der
Frage nach dem Beitrag niedriger, allein nicht signifikanter Konzentrationen von Einzel-
stoffen zu einer Mischungstoxizitat durch die ECq, operationalisiert. Dem Verhaitnis zwi-
schen der EC,;-Konzentration und der NOEC kommt deshalb besondere Bedeutung zu.
Die Werte sind in den Tabellen 8.3 und 8.4 aufgefiihrt.

Dabei zeigt sich, dall die NOEC's aller untersuchten Stoffe oberhalb der jeweiligen ECo;
liegen. Das Verhaltnis beider KenngréRen schwankt im Algentest zwischen 1.5 (Acloni-
fen) und 14.7 (8-Azaguanin). Im Leuchtbakterientest werden Verhaltnisse zwischen 1.1
(Ampicillin) und 8.7 (Metalaxyl) beobachtet. Die GroRe des Unterschiedes ist dabei ab-
héngig von der Steigung der Konzentrations-Wirkungskurve zwischen ECy; und EC5. Je
steiler die Kurve, desto enger liegen NOEC und EC,, beieinander. Aufgrund der durch-
schnittlich steileren Konzentrations-Wirkungskurven der Einzelstoffe im Leuchtbak-
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terientest ist auch das Verhaltnis NOEC zu EC,. in diesem Test durchschnittlich etwas
niedriger (arithmetisches Mittel 3.3) als im Algentest (arithmetisches Mittel 4.2).

8.3 Mischungstoxizitdt und Vorhersagbarkeit

Die Mischungstoxizitat undhnlich wirkender Stoffe wurde auf Grundlage der in den Abbil-
dungen 8.3 und 8.4 dargestellten Konzentrations-Wirkungskurven einerseits nach den
Konzepten von UNABHANGIGER WIRKUNG und KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT kalkuliert und
andererseits experimentell bestimmt. Durch den Vergleich von Vorhersage und Beob-
achtung wird AufschiuR (ber die Prognostizierbarkeit der Mischungstoxizitat gewonnen.

In Abbildung 8.5 und 8.6 sind die experimentellen Ergebnisse der Gemischtestungen in
beiden Biotests dargestellt. Wie schon bei der Einzelstofftestung sind die untersuchten
Konzentrationen so gewahlt, daR sich der gesamte Effektbereich beschreiben 1aBt. Auf
die Darstellung der Konzentrationskurven der Gemische wurde aus Grinden der Uber-
sichtlichkeit an dieser Stelle verzichtet. Diese werden in Anhang D2 flr jedes der vier
analysierten Gemische dokumentiert, ausgewahlte Effektkonzentrationen sind in Anhang
E zusammengestelit.

Des weiteren sind in den Abbildungen die Prognosen der Mischungstoxizitdt nach den
Konzepten von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG dargestelit.
Fir beide Konzepte wurden die Vorhersagen fir den gesamten Effekibereich kalkuliert,
so daR jeweils eine komplette Konzentrations-Wirkungskurve vorhergesagt wird.

Toxizitat der Gemische

Wie in den Abbildungen dokumentiert, konnten firr alle vier Gemische Daten in einer Qua-
litat erhoben werden, die die Kalkulation einer Konzentrations-Wirkungsbeziehung erlau-
ben (Anhang D2). Die daraus kalkulierten ECso-Werte lagen im Algentest bei 25.1 umol/L
(ECq-Gemisch') bzw. 42.5 pmol/L (ECs-Gemisch). Die Toxizitdt der Gemische ist also
kleiner als die des wirksamsten Einzelstoffes, aber gréRer als die der unwirksamsten
Komponente. Gleiches gilt fur die Gemische des Leuchtbakterientestes, in denen ECsp-
Werte von 357.6 pymol/L fir das ECy-Gemisch und 207.6 umol/L fur das ECs-Gemisch
bestimmt wurden.

' Ein Gemisch, in dem die Komponenten im Verhaitnis ihrer ECo:-Konzentrationen zusammengemischt
wurden, wird im folgenden als ECo+-Gemisch bezeichnet. Analog dazu wird ein Gemisch, dessen Kompo-
nenten im Verhaltnis ihrer ECsq-Werte zusammengesetzt werden, ECsp-Gemisch genannt.
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Die Unsicherheiten der Gemischtestungen sind denen der Einzelstofftestungen sehr dhn-
lich. Dies gilt sowohl fir die Kontrollen, als auch fir die Unsicherheiten, mit denen die
Effektkonzentrationen bestimmt werden konnten. Beispielsweise liegt die Standardab-
weichung der Kontrollen im Falle des im Algentest analysierten ECs;-Gemisches bei

4.2 % Effekt, wahrend sich im Durchschnitt der Einzelstofftestungen hier 4.4 % ergaben.
Die Breite des 95 %-Konfidenzintervalles der ECs, der Mischungskomponenten des Al-
gentestes betragt durchschnittlich 16.3 % der jeweiligen ECs,. In den Gemischen ergaben
sich hier 5.4 % (ECy,-Gemisch) bzw. 11.8 % (ECs,-Gemisch).

Die Konzentrationsspanne zwischen 0 und 100 % Effekt ist im Falle derjenigen Gemi-
sche, die im Leuchtbakterientest analysiert wurden, kleiner als im Algentest. Dies wird
insbesondere fir die ECy,-Gemische deutlich. Diese gréBere Steigung ist ein Resultat der
durchschnittlich groReren Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurven der Einzelsub-
stanzen.

Vergleich der durch die Konzepte prognostizierten Toxizitaten

Wie in den Abbildungen klar zu sehen, prognostizieren die Konzepte unterschiedliche
Toxizitaten, wobei KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT stets hohere Toxizitaten vorhersagt. Die
GroRe der Unterschiede in den Vorhersagen ist dabei abhangig vom Verhaitnis, in dem
die Komponenten zusammengemischt wurden. In beiden Biotests ist zu sehen, dal die
Unterschiede in den Prognosen im Falle der ECq¢-Gemische groer sind, als in den ECso-
Gemischen. Dies wird besonders im Leuchtbakterientest deutlich. So wird beispielsweise
fir das ECso-Gemisch durch KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine ECg von 371.4 umol/L
vorhergesagt. Fir diese Konzentration sagt das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG
etwa 67 % Effekt vorher - ein Unterschied von nur 23 %. Anders im Falle des ECq-Gemi-
sches. Hier prognostiziert KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine ECq von 242.0 umol/L. An
dieser Stelle betragt die Vorhersage nach UNABHANGIGER WIRKUNG lediglich knapp 10 %
Effekt. Eine Differenz von Uber 80 %. Auf der Ebene von Effekten ergeben sich bei be-
stimmten Konzentrationen und Mischungsverhadltnissen also besonders groRe Unter-
schiede der Prognosen.

Beim Vergleich auf der Ebene von Effektkonzentrationen zeigt sich ebenfalls der Einflul
des Mischungsverhaltnisses. Im Falle des ECs-Gemisches liegt zwischen den prognesti-
Zierten ECs,-Konzentrationen lediglich ein Faktor von 1.5 (KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
sagt fur dieses Gemisch eine ECs, von 150.1 umol/L, UNABHANGIGE WIRKUNG eine ECs;
von 232.3 umol/L vorher, siehe Anhang E). Fir das ECy-Gemisch betrégt der entspre-
chende Faktor 2.5 (ECs nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT: 149.2 umol/L; nach UN-
ABHANGIGER WIRKUNG 368.2 uymol/L). Der maximale Unterschied zwischen den prognos-
tizierten ECso-Werten liegt bei knapp 3 und wurde fir das EC,,-Gemisch des Algentestes
gefunden. Bedenkt man, daR die ECs,-Werte der Einzelkomponenten um mehr als den
Faktor 100 000 differieren, so sind die Unterschiede in den Vorhersagen der Effektkon-
zentrationen jedoch bei beiden Mischungsverhaltnissen gleichermaRen als gering einzu-
schatzen. ‘
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Vergleich vorhergesagter und beobachteter Mischungstoxizitat

Vergleicht man die beobachteten Mischungstoxizitaten mit den Prognosen, so fallt die
exzellente Ubereinstimmung mit den Vorhersagen des Konzeptes der UNABHANGIGEN
WIRKUNG ins Auge. Mit dem Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT lassen sich die
experimentellen Daten hingegen offensichtlich nicht beschreiben. Dieses Konzept sagt
hohere Mischungstoxizitaten vorher, als tatsachlich beobachtet wurden. Aufgrund der re-
lativ geringen Unterschiede in den prognostizierten Effektkonzentrationen (s.0.) liefert das
Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT jedoch nicht vollkommen falsche Vorhersagen,
sondern Naherungswerte, die je nach Fragestellung sogar ausreichend sein mdgen.

Die hervorragende Vorhersagbarkeit der Mischungstoxizitat durch das Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG ist offensichtlich nicht abhangig von dem Verhaitnis, in dem die
Einzelstoffe zusammengesetzt werden. Sowohl bei den ECy-Gemischen, als auch bei
den ECs-Gemischen sind keine nennenswerten Abweichungen zwischen Beobachtung
und Vorhersage zu erkennen. Einzig im ECs, Gemisch, welches im Leuchtbakterientest
analysiert wurde, ergeben sich kieinere Unterschiede zwischen den Beobachtungen und
den Vorhersagen nach UNABHANGIGER WIRKUNG. Diese treten jedoch nur in Bereichen
kleiner Mischungseffekte (< 20 %) auf. Auch scheint die Prognosequalitat kein Spezifikum
eines bestimmten Biotestes oder eines spezifischen Gemisches zu sein. Genau wie im
Leuchtbakterientest, ist auch im Algentest die Vorhersage des Konzeptes UNABHANGIGE
WIRKUNG sehr gut.

Genauigkeit der Vorhersagen

Um Ubereinstimmungen oder Abweichungen zwischen Beobachtung und Vorhersage
quantitativ zu analysieren und auf statistische Signifikanz zu prifen, wurde der /ndex on
Prediction Quality (IPQ) verwendet. Zusammen mit seinen 95 %-Konfidenzintervallen ist
er in Abbildung 8.7 und 8.8 fur den Bereich von 10 % bis 90 % Effekt flr alle vier unter-
suchten Gemische aufgetragen. Die numerischen Werte des IPQ fiir alle Gemische sind
in den Tabellen des Anhanges E dokumentiert.

IPQ-Werte geben einen quantitativen MaRstab zur Beurteilung einer Abweichung zwi-
schen der nach einem Konzept vorhergesagten Mischungstoxizitdt und den Beobach-
tungen. Dabei werden vorhergesagte und beobachtete Effektkonzentrationen verglichen.
Ein IPQ bezieht sich deshalb immer auf eines der beiden Konzepte. Fir jede beobachtete
Effektkonzentration gibt es also zwei IPQ-Werte: den IPQyy, der die Abweichung zur Vor-
hersage nach UNABHANGIGER WIRKUNG angibt, und den IPQgs der ein MaR fur die Ab-
weichung zur Vorhersage nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT liefert. Da der IPQ Effekt-
konzentrationen vergleicht, kann er fur definierte Effektkonzentrationen (z.B. ECso) nur
auf Grundlage einer biometrisch kalkulieten Konzentrations-Wirkungsbeziehung des
Gemisches bestimmt werden.

Bei einem IPQ von Null stimmen die Beobachtungen exakt mit den Vorhersagen nach
einem der beiden Konzepte Uberein. Ein IPQ kleiner als Null zeigt die Uberschatzung der
Mischungstoxizitat durch das entsprechende Konzept. Liegt der [PQ Uber Null, so wird die



8.3 Mischungstoxizitat und Vorhersagbarkeit 115

tatséchliche Toxizitét durch das Konzept unterschétzt. Die genaue Definition des IPQ ist
in Kapitel 6.3 zu finden.

Die IPQ-Analyse der vier getesteten Gemische aus Komponenten unéhnlicher Wirkung
unterstreicht den visuellen Eindruck der Abbildungen 8.5 und 8.6. Uber den gesamten
Bereich von 10 % bis 90 % Gesamteffekt sind keine deutlichen Abweichungen des IPQuw
von Null festzustellen. Die Vorhersage der Mischungstoxizitdt durch das Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG ist also auBerordentlich exakt. Dabei sind keine Einflisse des
verwendeten Biotests, der spezifischen Mischungskomponenten oder des Mischungs-
verhaltnisses festzustellen. Kleinere Abweichungen des IPQuw von der Nulllinie sind bei
einigen Gemischen lediglich in Bereichen sehr groBer oder sehr kleiner Mischungseffekte
zu finden.

Ein ganz anderes Bild zeigt der IPQg,. Die Abweichungen von der Nullinie sind bei allen
Gemischen deutlich, die Werte des IPQx liegen dabei immer unterhalb Null. Dieses Ver-
halten zeigt an, dal die durch das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorherge-
sagten Effektkonzentrationen kieiner sind, als diejenigen, die sich auf Grundlage der Kon-
zentrations-Wirkungsanalyse des Gemisches ergeben. Das Konzept (berschatzt also die
Mischungstoxizitat. Das AusmaR der Uberschatzung ist dabei abhangig vom Mischungs-
verhaltnis der Einzelstoffe.

Da die Bestimmung sowohl der Einzelstoff-Toxizitat als auch der Kombinationswirkungen
mit geringen Unsicherheiten behaftet ist, ergeben sich relativ schmale 95 %-Konfidenz-
gurtel der IPQ-Werte beider Konzepte. Betrachtet man das EC,-Gemisch des Algen-
testes in Abbildung 8.7 (B), so ist im Bereich von etwa 30 % bis 60 % Hemmung selbst
eine Abweichung der Erwartung von der Beobachtung um einen Faktor von maximal 1.16
statistisch signifikant. Beispielsweise wurde eine EC;, des Gemisches bei 21.4 pmol/L
nach dem Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG vorhergesagt. Demgegentiber steht ein
tatsachlich beobachteter EC,, von 18.5 pymol/L. Dieser Unterschied von nur etwa 3 pmol/L
konnte mit dem verwendeten biometrischen und experimentelien Instrumentarium bereits
als statistisch signifikant ausgewiesen werden.

Fallen jedoch Vorhersage und Erwartung derartig exakt aufeinander, wie dies fur das
EC,1-Gemisch des Leuchtbakterientestes der Fall ist (Abbildung 8.8 B), so IaBt sich kein
signifikanter Unterschied mehr feststellen. Der maximale IPQuw der hier innerhalb des
gesamten analysierten Effektbereiches von 10 % bis 90 % Mischungseffekt auftritt, be-
tragt nur 0.06. Das heilt, Beobachtung und Vorhersage nach dem Konzept von UN-
ABHANGIGER WIRKUNG liegen an keiner Stelle um mehr als einen Faktor von 1.06 ausein-
ander.
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Abb. 8.7: IPQ-Analyse der Vorhersage-Genauigkeit flr das Gemisch unahnlicher wirkender Stoffe im Algentest

Index on Prediction quality fir das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT (IPQya)
— - Index on Prediction quality fiir das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG (IPQyw)

Der 95 %-Konfidenzbereich der IPQ-Werle ist als schraffierte Fldche dargestelit.

A: Komponenten wurden im Verhélinis der ECsp-Konzentrationen gemischt
B: Komponenten wurden im Verhéltnis der ECy-Konzentrationen gemischt
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8.4 Beitrag niedriger Effektkonzentrationen

Um zu analysieren, ob niedrige, allein nicht signifikant wirksame Konzentrationen von Ein-
zelstoffen zur Mischungstoxizitat beitragen, wird die beobachtete Mischungstoxizitat auf
die zugrunde liegenden Einzelstoffeffekte reflektiert.

Bei einer gegebenen fixen Gesamtkonzentration des Gemisches sind aufgrund des be-
kannten Mischungsverhdltnisses die Konzentrationen der beteiligten Einzelstoffe bekannt.
Mit Hilfe der zuvor bestimmten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen lassen sich die
Effekte kalkulieren, die diese Einzelstoffkonzentrationen ausiésen wiirden, wenn sie allein
auf den Organismus einwirken wirden. Fur die beiden analysierten Mischungsverhalt-
nisse (ECs; bzw. ECy der Komponenten) wurde diese Berechnung fir je eine bestimmte
Gesamtkonzentration des Gemisches durchgefihrt. Fir das ECs-Gemisch wurde die
Konzentration ausgewahlt, fir die das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT 50 %
Effekt vorhersagt. Alle Mischungskomponenten liegen dann in Konzentrationen vor, die
1/N (N= Anzahl der Mischungskomponenten) der jeweiligen ECs, entsprechen. Im Falle
des ECy-Gemisches wurde die Analyse fur diejenige Gesamtkonzentration durchgefihnt,
bei der alle Mischungskomponenten in Konzentrationen vorliegen, die rechnerisch 1%
Effekt auslosten, so sie allein prasent waren.

Fur beide Biotests sind die Relationen zwischen Mischungstoxizitdt und Einzelstofftoxizitat
in den Abbildungen 8.9 und 8.10 dargestelit. Auf der jeweils linken Seite der Abbildungen
sind die Einzelstoffeffekte aller Mischungskomponenten bei den entsprechenden
Einzelstoffkonzentrationen aufgetragen. Auf der rechten Seite ist jeweils der bei der ge-
gebenen Gesamtkonzentration beobachtete Effekt des Gemisches und die Vorhersagen
nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG zu sehen. Vergleicht
man die beobachteten Mischungstoxizitdten mit den durch das Konzept der UNAB-
HANGIGEN WIRKUNG vorhergesagten Effekten, so zeigt sich auch hier wieder eine exzel-
lente Ubereinstimmung. Die Abweichungen zwischen Vorhersage und Beobachtung be-
tragen in allen vier untersuchten Fallen weniger als 4 %. Die Vorhersagen nach dem
Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT Uberschatzen die Effekte des Gemisches hin-
gegen deutlich.

ECso-GEMISCHE

Fir das im Algentest untersuchte ECs,-Gemisch (Abbildung 8.9 A) wird bei einer Gesamt-
konzentration von 22.2 ymol/L eine Hemmung von 28.3 % beobachtet, wahrend das Kon-
zept der UNABHANGIGEN WIRKUNG 31.5 % vorhersagt. Ein Unterschied von lediglich
2.2 %. Betrachtet man nun die Effekte, die sich aus den an dieser Stelle vorhandenen
Einzelstoffkonzentrationen (die jeweils 1/16 der individuellen ECs, entsprechen) ergeben,
so liegen die Werte zwischen weniger als 1 % und etwa 10 % Hemmung.

Die Einzelstoffeffekte von 8-Azaguanin und Azaserin sind als signifikant einzustufen, da
die Einzelstoffkonzentrationen oberhalb der entsprechenden NOEC's liegen. Fur funf
Stoffe (Fenfuram, Metalaxyl, Metazachlor, Metsulfuron und Nalidixinsaure) ergeben sich
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Einzelstoffkonzentrationen unterhalb der jeweiligen NOEC, denen Einzelstoffeffekte
cberhalb 1 % zugeschrieben werden kénnen. Fir alle anderen Stoffe ergeben sich Ein-
zelstoffeffekte unterhalb 1 %. Da sowohl die experimentelle Herangehensweise, als auch
die biometrische Ermittlung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung auf Effektberei-
che = 1 % abgestimmt waren, sind diese Effekte aber nicht valide kalkulierbar.

Ein in den Grundziigen gleiches Bild ergibt sich auch bei der Untersuchung des ECs.-Ge-
misches im Leuchtbakterientest (Abbildung 8.10 A). Der Vergleich zwischen experimentell
bestimmter Mischungstoxizitat (35.9 % Hemmung) und nach UNABHANGIGER WIRKUNG
erwarteter Toxizitat (35.8 %) zeigt wieder eine exzellente Ubereinstimmung. Wie auch im
Falle des Algentestes beobachtet, liegen die Einzelstoffeffekte zwischen deutlich weniger
als 1 % und etwas Uber 10 %. 5-Fluoruracil, Fusidinsdure und Metalaxyl zeigen bei 1/14
ihrer ECso-Konzentrationen signifikante Effekte.

Diese unterschiediichen Einzelstoffeffekte der Mischungskomponenten sind die direkte
Folge der unterschiedlichen Steigung der Konzentrations-Wirkungskurven. Der Effekt,
den eine Konzentration ausiést, die 1/16 bzw. 1/14 der ECs, entspricht, ist eben bei stei-
lem Kurvenverlauf schon nicht mehr bestimmbar, bei sehr flachen Kurven aber noch in
einem Effektbereich, der signifikant von der Kontrollvariabilitdt abweicht. Es war jedoch
die Frage zu klaren, ob ein Gesamteffekt der Gemische zu becbachten ist, wenn alle
Komponenten in Konzentrationen vorliegen, die allein keine statistisch signifikanten Ef-
fekte auslosen. Das EC:-Gemisch erwies sich als ungeeignet, diese Frage eindeutig zu
beantworten.

EC,-GEMISCHE

Die Stoffkombinationen wurden in beiden Biotests deshalb auch im Verhaltnis ihrer ECg-
Konzentrationen gemischt (Abbildung 8.9 B und 8.10 B). In diesem Fall I&st das Testge-
misch im Algentest 18.4 % Hemmung aus, wenn jede der 16 Komponenten in der Kon-
zentration vorliegt, die allein (rechnerisch) 1 % Effekt bewirkt. Im Leuchtbakterientest
fihren die 14 Komponenten des Testgemisches in der gleichen Situation zu einem Ge-
samteffekt von 15.2 %. Diese Werte stimmen mit den Prognosen nach UNABHANGIGER
WIRKUNG Uberein (14.9 % im Algentest und 13.1 % im Leuchtbakterientest).

Die beobachteten Effekte dieser Testgemische sind bei der angegebenen Konzentration
hoch signifikant (modifizierter t-Test, p<0.01) von der Kontrollvariabilitdt unterscheidbar.
Da gezeigt werden konnte, daR bei allen Mischungskomponenten die EC,, jeweils unter-
halb der entsprechenden NOEC liegt, 146t sich also zusammenfassen, daR die Kombina-
tion von 14 bzw. 16 strikt undhnlichen Stoffen in Konzentrationen unterhalb inrer NOEC's
zu einem deutlichen Gesamteffekt des Gemisches fihrt.
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Abb. 8.9: Vergleich der Gesamteffekte von Gemischen mit den Effekten der
einzelnen Komponenten: 16 undhnlich wirkende Mischungskomponten im
Algentest

A Mischungsverhaltnis: ECs der Einzelstoffe
Einzelstoffkonzentration: jeweils 1/16 der Einzelstoff-ECsg
Gesamtkonzentration: 22.2 pmol/L
B Mischungsverhaltnis: EC,, der Einzelstoffe
Einzelstoffkonzentration: jeweils Einzelstoff-EC,,; Gesamtkonzentration: 14.8 pmol/L
uw nach UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagter Gesamteffekt des Gemisches
KA nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagter Gesamteffekt des Gemisches
! Signifikante Effekte
QAC-12 Dodecyltrimethylammoniumchiorid
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Abb. 8.10: Vergleich der Gesamteffekte von Gemischen mit den Effekten der
einzelnen Komponenten: 14 unédhnlich wirkende Mischungskomponten im
Leuchtbakterientest

A Mischungsverhaltnis: ECs, der Einzelstoffe
Einzelstoffkonzentration: jeweils 1/14 der Einzelstoff-ECsg
Gesamtkonzentration: 150.3 umol/L
B Mischungsverhaltnis: ECy, der Einzelstoffe
Einzelstoffkonzentration: jeweils Einzelstoff-EC,,; Gesamtkonzentration: 266.3 pmol/L
UW  nach UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagter Gesamteffekt des Gemisches
KA nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagter Gesamteffekt des Gemisches
! Signifikante Effekte
DPB Dodecylpyridiniumbromid
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9 Fazit

Vorhersagbarkeit der Toxizitat multipler Gemische

Die Toxizitat der untersuchten multiplen Gemische hat sich sowohl im Algentest als auch
im Leuchtbakterientest als vorhersagbar erwiesen. Dies gilt sowohl fir Gemische aus
dhnlich wirkenden Stoffen, als auch fur Gemische aus unéhnlich wirkenden Stoffen. Die
Vorhersagbarkeit ist unabhangig davon, aus welchen speziellen Kompeonenten und in wel-
chem Mischungsverhditnis die Gemische zusammengesetzt wurden. Sie ist zudem unab-
héngig vom gepriften Effektniveau.

Fur die erzielbare Genauigkeit der Vorhersage spielt die Kenntnis der Wirkungsahnlich-
keit bzw. -unadhnlichkeit die ausschlaggebende Rolle. Die Toxizitat von Gemischen aus
ahnlich spezifisch wirkenden Komponenten wird durch das Konzept der KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT sehr genau vorhergesagt, wahrend die Annahme UNABHANGIGER WIRKUNG zu
einer Unterschatzung fihrt. Umgekehrt 18Rt sich die Toxizitdt undhnlich spezifisch wir-
kender Stoffe durch das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG sehr prazise prognostizie-
ren. Dies wurde Ubereinstimmend fir zwei unterschiedliche multiple Gemische mit 14
bzw. 16 Komponenten gezeigt. Die maximale Abweichung zwischen vorhergesagter und
experimentell ermittelter ECs; betrug weniger als 12 %. Im Gegensatz dazu Uberschatzt
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT die Toxizitat der Gemische unédhnlicher Wirkung deutlich im
gesamten Bereich zwischen 10 % und 90 % Effekt.

Exakte Prognosen sind also fir Gemische dhnlich spezifisch wirkender Stoffe nur mit
dem Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT, flir Gemische undhnlich spezifisch wir-
kender Stoffe nur mit UNABHANGIGER WIRKUNG mdglich. Die Fehleinschatzung von Ef-
fektkonzentrationen durch das jeweils andere Konzept sind allerdings nicht sehr gro. Die
durch die Konzepte prognostizieten ECs-Werte aller getesteten Gemische unter-
scheiden sich maximal um einen Faktor 3. Berlicksichtigt man, dal KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT jeweils eine hohere Toxizitét, d.h. niedrigere Effektkonzentrationen, vorher-
sagt, liefert dieses Konzept in jedem Falle einen unter Vorsorgegesichtspunkten sicheren
Naherungswert.

Beitrag niedriger Effekt-Konzentrationen

Situationen, in denen die Mischungskomponenten ausschlielich in niedrigen, allein nicht
signifikant wirksamen Konzentrationen unterhalb der NOEC (ECy,) vorliegen, fiihren so-
wohl in den Testgemischen ahnlich wirkender, als auch unahnlich wirkender Stoffe zu
einer deutlichen Toxizitat des Gemisches. Dies wurde in beiden Biotests beobachtet.




124 9 Fazit




125

10 Diskussion

Die in der Problemstellung aufgeworfenen Fragen (Abschnitt 2) wurden so fokussiert und
operationalisiert, dal sie in exemplarisch angelegten Fallen experimentell bearbeitbar
wurden (Abschnitt 4) und eindeutige Resultate erzielt werden konnten (Abschnitt 9). Die
Diskussion fiiht nun von der Ebene spezifischer Testgemische und Testverfahren
schrittweise zurick auf die allgemeinere Ebene der aquatischen Toxikologie. Sie erdrtert
Sicherheit, Verallgemeinerungsfahigkeit, Konsequenzen und Limitierungen der gewon-
nenen Aussagen und identifiziert offenen Fragen.

Die Toxizitat der multiplen Testgemische war mit den verwendeten Konzepten erstaunlich
prazise vorhersagbar. Diese Prognosen bauen auf Analysen der Konzentrations-Wir-
kungsbeziehungen der einzelnen Komponenten. Deren Validitat ist wegen der Tragweite
der Resultate sicherzustellen. Abschnitt 10.1 prift deshalb, ob es Indizien fir modellab-
hangige Fehleinschatzungen gibt, oder ob das Ergebnis einer guten Vorhersagbarkeit
aus biometrischer Sicht eindeutig ist.

Uber die Angemessenheit des Konzeptes der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT fir die Pro-
gnose der Toxizitdat von Gemischen &hnlich wirkender Stoffe besteht in der aquatischen
Toxikologie bereits ein weitgehender Konsens (s. Abschnitt 3). In diesem Punkt liefern die
Projektergebnisse einen klaren Beleg fir die Richtigkeit bisheriger Annahmen. Neu ist
jedoch der Befund, daft die Toxizitat multipler Gemische aus Substanzen mit unterschied-
lichen spezifischen Wirkungsmechanismen durch das Konzept der UNABHANGIGEN
WIRKUNG eindeutig genauer vorhersagbar ist als durch KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT.
Damit stellt sich die Frage, ob dieses Ergebnis nur fur die untersuchten speziellen Gemi-
sche und Biotests Glltigkeit hat, oder ob tatséchlich ein regelhafter Zusammenhang an-
genommen werden kann. Abschnitt 10.2 prift die Argumente und vergleicht die Projekt-
ergebnisse mit den Resultaten anderer Arbeiten.

Bisher vorliegende Arbeiten haben wiederholt den SchluR gezogen, dal® KONZENTRA-
TIONS-ADDITIVITAT auch im Falle undhnlich wirkender Stoffe eine begriindete Annahme
darstelle und deshalb zur Grundiage regulativer MaBnahmen gemacht werden sollte (s.
Abschnitt 3). MuR diese Schlulfolgerung auf Grund der Projektergebnisse nun zugunsten
des Konzeptes der UNABHANGIGEN WIRKUNG revidiert werden, oder gibt es Argumente
daran festzuhalten? Dieser Frage wird in Abschnitt 10.3 nachgegangen.

Mit der exemplarischen Realisierung von Gemischen strikt dhniich und strikt unadhnlich
wirkender Stoffe und dem Nachweis der Prognostizierbarkeit ihrer Toxizitat durch die kor-
respondierenden Konzepte von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIR-
KUNG hat dieses Vorhaben wichtige Eckpfeiler geschaffen. In Gewéassern vorfindbare
Gemische werden sich nach Stand des Wissens in der Regel diesen Typen jedoch nicht
oder zumindest nicht eindeutig zuordnen lassen. Abschnitt 10.4 erortert deshalb die Fra-
gen, wie Stoffe nach Wirkungs-Ahnlichkeit gruppiert werden kénnen, und ob plausible
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Annahmen formulierbar sind, die die Toxizitdt von Gemischen aus partiell oder einge-
schrénkt dhnlich wirkenden Stoffen zumindest naherungsweise prognestizieren lassen.

Aus dem Zusammenwirken vieler Schadstoffe kann ein deutlicher toxischer Gesamteffekt
resultieren, auch wenn jeder Einzelstoff in einer Konzentration vorliegt, die alleine keinen
signifikanten Effekt hervorruft. Abschnitt 10.5 stellt diesen flr die gewassertoxikologische
Risikobewertung besonders brisanten Teil der Projektergebnisse in den Kontext des Li-
teraturstandes und erdrtert die Konsegquenzen.

Die Vorhersage-Konzepte der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und der UNABHANGIGEN WIR-
KUNG haben sich als Uberraschend genaue Instrumente der prospektiven Risikoab-
schatzung erwiesen. Damit wurde einerseits eine Ausgangsbasis fir die Bearbeitung
weiterer zentraler Fragen des Zusammenwirkens von Schadstoffen in aquatischen Syste-
men geschaffen, andererseits gibt es prinzipielle Limitierungen dieses Instrumentariums,
zu deren Uberwindung andere Wege gefunden werden missen. Die Abschnitte 10.6 und
10.7 diskutieren diese Punkte.

10.1 Eindeutigkeit und Modellabhangigkeit

Vorhersagen der Toxizitat eines Gemisches nach den Konzepten der KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT bzw. der UNABHANGIGEN WIRKUNG werden auf Grundlage von Effektkonzen-
trationen bzw. Effekten der im Gemisch vorliegenden Einzelsubstanzen kalkuliert. Diese
Kennwerte zur Beschreibung der Einzelstoff-Toxizitat wurden in diesem Vorhaben durch
Regressionsmodelle geschatzt, die auf der Basis von experimentellen Beobachtungen
eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung formulieren. Die mit einem Vorhersagekonzept
erzielbare Vorhersagequalitat einer Kombinationswirkung hangt somit unmittelbar von der
Wah| des geeigneten Regressionsmodelles ab. Ist die Einzelstoff-Toxizitat einer Ge-
mischkomponente falsch modelliert worden, so wird auch die Vorhersage der Mischungs-
toxizitét falsch berechnet. Rickschilisse auf den Vorhersagewert des verwendeten Kon-
Zeptes werden dann ebenfalls falsch getroffen. Dies gilt erst recht fir die Einschatzung
der entsprechenden statistischen Unsicherheit und gewinnt besondere Bedeutung im
Falle niedriger, statistisch nicht signifikant wirksamer Konzentrationsbereiche.

best fit Modell

Ist die Vorhersagbarkeit einer Mischungstoxizitdt somit modellabh&ngig? Keineswegs
besteht eine Modellabhdngigkeit in dem Sinne, dal die Konzentrations-Wirkungsbezie-
hungen der Einzelsubstanzen auf eine spezielle Art und Weise mathematisch formuliert
werden miRten. Ob das Modell beispielsweise mit zwei oder drei Parametern operiert, ob
Probit-, Logit-, Weibull- oder sonst welche Verteilungsfunktionen zugrundegelegt werden,
ist prinzipiell gleichgiitig. Gewahrieistet sein mul nur, daR das gewahite Modell die Be-
obachtungsdaten valide beschreibt. Schlecht ,sitzende® Modelle fuhren zu zweifelhaften
Ergebnissen. Das klingt einerseits trivial, begriindet aber andererseits die oft Uberse-
hende Notwendigkeit der Einbeziehung statistischer Expertise in die Kombinations-Wir-
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kungsanalyse. Nur in diesem Sinne kann von einer Modellabhangigkeit gesprochen wer-
den.

In diesem Vorhaben wurde ein Regressionsmodell danach ausgewahlt, dall es im Ver-
gleich mit konkurrierenden Modellen anhand definierter Kriterien den beobachteten Kon-
zentrations-Wirkungsverlauf am ,besten® beschreibt. Diese Vorgehensweise wurde un-
abhangig auf jede am Gemisch beteiligte Einzelsubstanz angewendet. Wird dieses best
fit Modell durch ein anderes Regressionsmodell aus dem zur Verfigung stehenden Pool
von 10 Modellen ausgetauscht, so muB die resultierende Vorhersage der Mischungstoxi-
zitat als weniger genau verworfen werden: Denn es sind nachweislich genauere Modell-
schatzungen moglich. Beschreibt das durch einen Vergleich ausgewahlte best fit Modell
die Beobachtungsdaten aber auch tatsachlich valide, und zwar unabhangig vom Effektni-
veau?

In diesem Vorhaben konnten alle beobachteten Konzentrations-Wirkungsdaten so model-
liert werden, dal auf Grund der Residuenanalyse eine generelle Fehleinschatzung aus-
geschlossen werden konnte. Der Pool vorhandener Regressionsmodelle erwies sich so-
mit als ausreichend. Grundsatzlich ist aber bei Black-Box-Modellen nicht auszuschlieRen,
dafd sich auch Datensituationen ergeben kénnen, die durch keines der hier verwendeten
Regressionsmodelle valide beschreibbar sind. Diesem grundsatzlichen Problem kann
erforderlichenfalls nur dadurch begegnet werden, daf noch flexiblere Anpassungsmodelle
zugelassen oder komplexere (mechanistische) Modelle benutzt werden.

Um die Frage zu prufen, ob maéglicherweise systematische Fehleinschatzungen der Mo-
delle in speziellen Effektbereichen vorliegen, die auf Grundlage einzelner Experimente
nicht erkannt werden konnten, sind in Abbildung 10.1 die Abweichungen der durchschnitt-
lichen Beobachtungen von der Modellschatzung (Residuen) von allen Einzelsubstanz-
testungen dargestellt. Hierbei sind jeweils die fur eine Konzentration beobachteten
Effekte Uber das arithmetische Mittel zu einer mittleren Beobachtung zusammengefalit
worden. Der Effektbereich umfal’t geschatzte Effekte von 1-90 %. Die Abweichung der
Effektschatzung des entsprechenden best fit Modells vom beobachteten Effekt ist gegen
die Effektskala aufgetragen. Als einfaches Beurteilungskriterium, ob eine vom Effektni-
veau abhangige generelle Modellabweichung von den Beobachtungsdaten und somit eine
Fehleinschatzung vorliegt, ist zusatzlich eine nichtparametrische Splineglattung (vgl. 6.3)
eingetragen, welche die mittlere GréRe aller Residuen fir jedes Effektniveau schatzt.

Zusammenfassend ergibt sich hieraus:

- Eine generelle Uber- bzw. Unterschatzung ist nicht beobachtbar. Die gréRte durch-
schnittliche Verschatzung liegt im mittleren Effektbereich von 60-70% bei lediglich
1% Unterschatzung. Allerdings liegen in diesem Bereich auch bedeutend weniger
experimentelle Daten vor. )

- Im unteren Effektbereich sind Unter- oder Uberschatzungen von Effekten gleicher-
mafen vertreten, eine tendenzitse einseitige Fehlschatzung ist nicht gegeben.

- Abweichungen des mittleren Beobachtungseffektes von der Modellschatzung be-
tragen in 663 von insgesamt 794 Fallen weniger als = 5%.
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Weitere Detailanalysen ergaben, daR diese Aussagen generell fUr alle verwendeten Mo-
delle und beide Testsysteme (Algen und Bakterien) gultig sind. Somit kann gefolgert wer-
den, daR mit der eingesetzten Zahl von mindestens drei Replikaten je Konzentrations-
stufe der durchschnittliche Effekt zwar nicht immer prazise iber das best fit Modell wie-
dergegeben wird. Andererseits ist das AusmaR dieser Fehleinschatzung in der Regel sehr
minimal, nur auf einzelne Beobachtungen beschrankt, und fihrt zu keiner generellen
Unter- bzw. Uberschatzung.

Auswahikriterium

Wie die Entscheidungskriterien fiir eine Modellauswahl aussehen mussen, richtet sich
nach der Zielsetzung. Soll nur ein spezieller Effektbereich valide beschrieben werden
oder der gesamte, inwieweit sollen Abbruchkriterien des iterativen Schéatzverfahrens im
Auswahlkriterium verwendet werden, und sind beobachtete Varianzinhomogenitéten in
den Effekten zu beriicksichtigen ? Welche beobachteten Effekte sollen wie bewertet wer-
den, wenn moglicherweise Outlier vorliegen? Ein Kriterium, welches diese Punkte alle
beinhaltet, existiert bis dato nicht. Das in diesem Vorhaben verwendete SAE-Kriterium
(vgl. 6.3) stellt eine KompromiRiésung zwischen der konventionellen Methode (Summe
der Abweichungsquadrate) und einem Robustheitskriterium dar. Ein alternatives Aus-
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Abb. 10.1: Abweichung zwischen dem mittleren beobachteten Effekt und der Modell-
schatzung von allen getesteten Einzelsubstanzen
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wahlkriterium kann zu einer alternativen Entscheidung bei der Wahl eines Regressions-
modells fuhren. Allerdings kann diese Situationen nur dann eintreten, wenn beide best fit
Modelle sich (berhaupt nicht oder nur marginal unterscheiden. Weitere grundiegende
Arbeiten miissen in Zukunft zu diesem Problemfeld folgen, um den Begriff ,beste Modell-
anpassung’ noch umfassender zu prazisieren.

Schétzverfahren

Um ein Regressionsmodell korrekt an die beobachteten Konzentrations-Wirkungsdaten
anzupassen, muf Uberpriift werden, ob die notwendigen Voraussetzungen fir eine kor-
rekte Anwendung des verwendeten Schatzverfahrens erflllt sind. Die in diesem Vorhaben
verwendete veraligemeinerte Methode der Minimale-Quadrate-Schatzung kann nur dann
zu erwartungstreuen Schatzungen fuhren, wenn die Beobachtungsdaten symmetrisch
verteilt um die Modellerwartung sind. Sind die beobachteten Effekte einer beliebigen Kon-
zentration normalverteilt, ist genau diese Voraussetzung erfillt.

Im Rahmen der Toxizitatsprifung des Gemisches dhnlich wirkender Substanzen (Entkop-
pler) im akuten Leuchtbakterientest (vgl. beobachtete Konzentrations-Wirkungsdaten im
Anhang D2) wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen vielfach getestet (36 bzw. 45
Wiederholungen), so daR auf Grund dieser relativ groBen Anzahl von beobachteten
Effekten eine entsprechende Verteilungsanalyse mégilich ist.

In Abbildung 10.2 sind diese entsprechenden Verteilungen Uber nichtparametrische
Dichteschatzer dargestelit (Kernschatzung mit Normalverteilungskern, Parzen 1962). Die
Gipfel dieser Verteilungen (bei ca. 47 % bzw. 55 % Hemmung) als Erwartungswerte kon-
nen durch das arithmetische Mittel korrekt beschrieben werden. Eine grundsatzliche
Asymmetrie in der Verteilung liegt in beiden Situationen nicht vor, so dal davon ausge-
gangen werden kann, daR die Voraussetzungen der gewahiten Schatzmethode gegeben
sind. Zur besseren Ubersicht ist Uber den Verteilungen weiterhin ein Box-Plot dargestellt,
dessen Zulere Grenzen die Spannbreite in den beobachteten Effekten angeben, die
"Box"- Mitte den medianen Effekt und die Grenzen der Box das 25 %- bzw. 75%-Perzentil
beschreibt. Lage eine Nicht-Normalverteilung in den Effekten vor, so koénnte auf varianz-
stabilisierende Methoden (Box und Cox 1964, Carroll und Ruppert 1988) oder geeignete
Maximum-Likelihood-Verfahren (Generalized Linear Models, McCullagh und Nelder 1983)
zuruckgegriffen werden. Inwieweit alle verwendeten Regressionsmodelle dann noch ein-
setzbar sind, muf} zukinftig Gberpruft werden.
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Abb. 10.2: Verteilung der beobachten Effekte am Beispiel von zwei unterschiedlichen
Gemischkonzentrationen im akuten Leuchtbakterientest
N = Anzahl der experimentellen Datenpunkte fir die jeweilige Konzentration.

Die Spannbreite zwischen dem 25 %- und 75 %-Perzentilwert (Grenzen der Box im Box-Plof) betrégt
jeweils 5.4% (Median: 47 %) bzw. 3 % (Median: 55 %).

Fazit

Insgesamt konnten keinerlei Indizien dafur gefunden werden, dal irgendeine grobe Fehl-
einschatzung der beobachteten Konzentrations-Wirkungsbeziehung einer Einzelsubstanz
vorliegt. Somit kann davon ausgegangen werden, dal die Vorhersagen der Mischungs-
toxizitaten auf Basis des experimentellen Datenmaterials mit der verwendeten biometri-
schen Methodik nach bestem Stand der Wissenschaft valide bestimmt worden sind. Das
Ergebnis einer guten Vorhersagbarkeit der Toxizitat der multiplen Testgemische ist somit

eindeutig.

10.2 Spezialfall oder Regelfall?

Die Toxizitat multipler Gemische aus Stoffen mit identischem Wirkungsmechanismus ist
mit dem Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT nahezu exakt vorhersagbar, wahrend
das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG zu deutlichen Fehleinschatzungen fuhrt. Mit
diesem experimentellen Ergebnis wurde die Richtigkeit bereits konsensfahiger Annahmen
in unerwarteter Klarheit bestatigt. Nach Stand des Wissens (s. Abschnitt 3) kann davon
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gesprochen werden, daR unzweifelhafte Referenzfalle geschaffen wurden, die ein kon-
zentrations-additives Zusammenwirken von Schadstoffen in geradezu idealtypischer
Weise reprasentieren.

Nicht bestatigt werden konnte hingegen die Hypothese, daR KONZENTRATIONS-ADDI-
TIVITAT so etwas wie die "General Solution" (Berenbaum 1985) der Kombinations-Wir-
kungsanalyse darstelle. Im Gegenteil, fir zwei unterschiedliche multiple Gemische aus
Stoffen mit unahnlichen spezifischen Wirkungsmechanismen konnte gezeigt werden, dal
das konkurrierende Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG auch auf der Ebene integraler
Effekte eine sehr genaue Prognose der Mischungstoxizitat liefert, wahrend KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT diese eindeutig Uberschatzt. Das Argument, dall die Vorstellung
einer UNABHANGIGEN WIRKUNG von Mischungskomponenten auf der Ebene integraler
Effekte in komplexen Systemen wie ganzen Zellen, Organismen oder Populationen von
Organismen unangemessen sei (s. Abschnitt 3.1) verliert damit erheblich an Uberzeu-
gungskraft. Eine rein phanomenologische Sichtweise des Begriffes der Wirkungs-Ahn-
lichkeit (s. Abschnitt 3.4) erweist sich als nicht hinreichend tragfahig.

Damit stelit sich die Frage, ob moglicherweise Spezialfalle beobachtet wurden, die nur far
die untersuchten Testgemische und Biotests relevant sind, oder aber ob dem Konzept der
UNABHANGIGEN WIRKUNG eine Uber diesen Rahmen hinausreichende Bedeutung zuge-
messen werden mul, Stellt UNABHANGIGE WIRKUNG neben KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
einen zweiten Eckpunkt dar, der bei der prognostischen Beurteilung von Kombinations-
effekten in der aquatischen Toxikologie generell ins Kalkil gezogen werden muf3 und fir
den in diesem Vorhaben ebenfalls Referenzfélle realisiert wurden?

Projekt-immanente Argumente

Die prasentierte Studie wurde so konzipiert, dal sich Indizien fir einen regelhaften Zu-
sammenhang zwischen der Wirkungs-Ahnlichkeit oder -Unahnlichkeit von Mischungs-
komponenten und dem Prognosewert der korrespondierenden Vorhersage-Konzepte
schon aus den Ergebnissen selbst ergeben (s. Abschnitt 5.1). Zwei Biotests mit Testor-
ganismen unterschiedlicher Trophiestufen und Organismenreiche und mit unterschied-
lichen Toxizitatsparametern kamen zum Einsatz. Der Typus unahnlicher Wirkung wurde
mit unterschiedlichen Komponenten realisiert, die in jeweils zwei verschiedenen Mi-
schungsverhaltnissen kombiniert wurden. Physiko-chemische Interaktionen zwischen
spezifischen Mischungskomponenten wurden nach Stand des Wissens soweit als mog-
lich ausgeschlossen.

im Ergebnis zeigen die Resultate ein véllig homogenes Bild. Das heif3t, alle projekt-
immanenten Anhaltspunkte sprechen daflir, dal@ dem Konzept der UNABHANGIGEN
WIRKUNG eine generelle Bedeutung fiir den Fall von Gemischen aus Umweltchemikalien
mit unterschiedlichen spezifischen Wirkungsmechanismen zugesprochen werden kann.

Literaturstand zur multiplen Mischungstoxizitat undhnlich wirkender Stoffe

Zur weiteren Abklarung ist der Stand der Literatur in Betracht zu ziehen. Dabei ergibt sich
das Problem, dal nur eine einzige Arbeit vorliegt, die die Toxizitat multipler Gemische
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unéhnlich wirkender Stoffe gegen Vorhersagen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und
UNABHANGIGER WIRKUNG abgeglichen hat. Hermens und Leeuwangh (1982) stellten fest,
daR die Fisch-Toxizitdt heterogener Gemische aus 8 oder 24 Komponenten zwischen
beiden Vorhersagewerten lag. Andere in Abschnitt 3.5 referierte Arbeiten zur multiplen
Mischungstoxizitat unahnlich wirkender Chemikalien an Fischen und Daphnien haben nur
die Vorhersagbarkeit nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT gepruft (Kdnemann 1981, Her-
mens, Leeuwangh und Musch 1985, Hermens et al. 1984b, Deneer, Seinen und Hermens
1988, Hamilton und Buhl 1990). Tendenziell ergeben sie das Bild mehr oder weniger
deutlicher Uberschatzungen durch KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT. Typischerweise wird
von "nahezu konzentrations-additiv" gesprochen.

Alle diese Befunde widersprechen den Projektergebnissen nicht. Dazu sind folgende Ge-

sichtspunkte in Rechnung zu stellen:

- Es wurden nur Uberschatzungen der Mischungstoxizitdt durch KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT festgestellt, keine Unterschatzungen. Dies entspricht der typischen Rela-
tion zwischen den Vorhersagewerten nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNAB-
HANGIGER WIRKUNG (s. Abschnitt 3.2).

- Wie in diesem Projekt gezeigt wurde, sind die quantitativen Differenzen zwischen den
nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagten
Effekt-Konzentrationen nicht sehr groR. "Nahezu konzentrations-additiv' kann deshalb
durchaus bedeuten, da UNABHANGIGE WIRKUNG eine genauere Prognose liefern
wurde.

- Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der Einzelstoffe im Bereich niedriger Effekte
wurden nicht in der Weise bestimmt, wie dies fur statistisch valide Kalkulationen von
Vorhersagewerten nach UNABHANGIGER WIRKUNG erforderlich ist. Insoweit diese Vor-
hersagen berechnet wurden, ist von einer erheblichen Unsicherheit auszugehen, und
Abweichungen kénnen auch rein methodisch bedingt sein.

- Dem Kiriterium unéhnlicher Wirkung wurde nicht mit solch strikten Anforderungen ent-
sprochen wie in diesem Projekt. Auch unspezifisch wirkende Stoffe und multi-site-Inhi-
bitoren waren in den Gemischen vertreten. Der Befund, daR die Toxizitat zwischen den
Vorhersagewerten nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG
lag, scheint damit plausibel.

Vergleich mit bindren Gemischen

Eine weitere Vergleichsmoglichkeit ergibt sich aus Arbeiten, die die Vorhersagbarkeit der
Mischungstoxizitat unahnlich wirkender Chemikalien an bindren Gemischen geprift ha-
ben. Die Vergleichssituation ist hierbei insofern gunstiger, als Untersuchungen vorliegen,
die darauf ausgelegt waren, den Vorhersagewert beider Konzepte, KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT und UNABHANGIGE WIRKUNG, zu prifen. Zum einen kdnnen entsprechende
Ergebnisse einer friheren Studie an Algen herangezogen werden (Grimme et al. 1994),
Daten also, die sich auf den gleichen Biotest und die gleichen Toxizitdtsparameter bezie-
hen, wie ein Teil der Ergebnisse dieses Projektes. Zum anderen wurden in einem paral-
lelen Kooperationsvorhaben des Landesumweltamtes Nordrhein-Westfalen Untersuchun-
gen zur Vorhersagbarkeit der akuten und chronischen Daphnien-Toxizitat bindrer Gemi-
sche unahnlicher Wirkung durchgefiihrt. Somit kann nicht nur der Frage nachgegangen
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werden, ob sich der Vorhersagewert des Konzeptes der UNABHANGIGEN WIRKUNG in bina-
ren Gemischen anders darstellt als in multiplen, sondern es kann gleichzeitig exempla-
risch gepruft werden, ob die an einzelligen Organismen gewonnen Resultate dieses Vor-
habens prinzipiell auch auf héhere Organismen Ubertragbar sind.

Beide Studien werden in den nachfolgenden Abschnitten 10.2.1 und 10.2.2 im Detail er-
ortert. Insgesamt fihrt der Vergleich zu der Feststellung, daR sich die Ergebnisse zur
Vorhersagbarkeit der Toxizit4t bindrer Gemische strikt undhnlich wirkender Stoffe mit den
Ergebnissen dieses Projektes insoweit decken, als im Regelfall keine niedrigere Toxizitat
beobachtet wird, als durch UNABHANGIGE WIRKUNG vorhergesagt. UNABHANGIGE WIRKUNG
Uberschatzt die Mischungstoxizitit nicht. Andererseits werden bei bindren Gemischen
relativ haufig Abweichungen in Richtung héherer Toxizitdtswerte beobachtet, die durch
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT besser vorhergesagt werden. Relativierend ist jedoch in
Betracht zu ziehen, daR die quantitativen Differenzen zwischen den Vorhersagen nach
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG bei bindren Gemischen in
den dokumentierten Fallen noch geringer sind, als bei multiplen Gemischen. Ein Faktor 2
wird dabei nicht (berschritten. Die tatsachliche Toxizitat liegt in der Mehrzahl der Falle
innerhalb dieser geringen Spanne. UNABHANGIGE WIRKUNG erweist sich damit insgesamt
als ein geeignetes Instrument zur Vorhersage der Mischungstoxizitat unahniich wirkender
Stoffe. Es birgt allerdings das Risiko einer Unterschatzung der tatsachlichen Mischungs-
toxizitat.

10.2.1 Bindre Gemische strikt undhnlicher Wirkung im Algentest

Fur insgesamt 124 verschiedene bindre Gemische aus Pestiziden und Tensiden liegen
Analysen der Vorhersagbarkeit der Toxizitét vor (Grimme et al. 1984). Bei 14 dieser Ge-
mische weisen die Komponenten jeweils eindeutig unterschiedliche, in Algen relevante
spezifische Wirkungsmechanismen auf. Sie erflllen also die gleichen Kriterien strikter
Unahnlichkeit, wie die entsprechenden multiplen Testgemische, die in diesem Vorhaben
geprift wurden. Die Substanzen lagen im Gemisch im Verhéltnis ihrer ECso-Werte vor.
Wie in diesem Vorhaben wurde die beobachtete Mischungstoxizitat mit den Vorhersagen
nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG verglichen. Zur verglei-
chenden Analyse der Vorhersage-Genauigkeit wurden IPQ-Werte berechnet. Diese sind
fur die ECss-Werte in Abb. 10.3 dargestelit. Zum Vergleich sind die entsprechenden Da-
ten fur das in diesem Vorhaben im Algentest geprifte multiple Testgemisch unahnlicher
Wirkung mit in die Graphik aufgenommen. Die bindren Gemische sind nach der Hohe der
IPQ-Werte fiir das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG angeordnet.

Fur die in diesem Vorhaben gepriften multiplen Gemische weist das Balkendiagramm
eine hohe Vorhersagegenauigkeit des Konzeptes der UNABHANGIGEN WIRKUNG aus (ge-
ringe |PQ-Betrage) und deutliche Uberschatzungen durch das Konzept der KONZEN-
TRATIONS-ADDITIVITAT (relativ groRe negative IPQ-Werte). Im Vergleich erkennt man so-
fort, dal sich fur die 14 bindren Gemische insgesamt ein anderes Bild ergibt. Nur in zwei
Fallen (Bentazon + Metazachlor und Chiortoluron + Metazachlor) weist das Konzept der
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Uberschitzung Unterschatzung

L rmultiples Gemisch:
-1.55[ i ECqs-Verhaltnis

.0.04 ECso-Verhaltnis
-0.92]

ki .4 bindre Gemische:

Bentazon + Metazachlor
Glyphosat + Chiortoluron
Chlortoluron + Metazachior
Glyphosat + Simazin

Glyphosat + Methabenzthiazuron
Glyphosat + Bentazon
Glyphosat + Metazachlor
Bentazon + Triallat

Simazin + Triallat

Glyphosat + Triallat

Chlortoluron + Trialiat

WiPQow Metazachior + Methabenzthiazuron
O1PQxa Metazachior + Simazin
Methabenzthiazuron + Triallat
-2.0 -1.0 0.0 1.0 2.0

IPQ (Index on Prediction Quality) fiir ECs-Werte

Abb. 10.3: IPQ-Analyse der Vorhersage-Genauigkeit fir 14 bindre und ein multiples
Gemisch strikt undhniich wirkender Substanzen im Algentest

IPQuy IPQ fOr das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG
IPQys  IPQ fUr das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT

Die IPQ-Werte gelten fur die vorhergesagten ECs,-Werte. Daten fir die bindren Gemische nach
Grimme et al. 1994. Daten fUr das multiple Gemisch aus diesem Vorhaben (s. Abschnitt 8).

Wirkungsmechanismen der Komponenten:

Photosystem |l Inhibitoren: Bentazon, Chlortoluron, Simazin, Methabenthiazuron
Lipidbiosynthese-Inhibitoren: Metazachlor, Triallat

Biosyntheseinhibitor aromatischer Aminossuren: Glyphosat
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UNABHANGIGEN WIRKUNG eine hdhere Vorhersagegenauigkeit auf als KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT (kleinerer IPQ-Betrag). In allen anderen Fallen liefert KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT den genaueren Vorhersagewert.

Fur alle 14 binaren Gemische sagt KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT eine hohere Toxizitat
vorher als UNABHANGIGE WIRKUNG, d.h. kleinere ECs-Werte. In allen 14 Fallen ist die
beobachtete Toxizitdt groRer als nach UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagt. In der
Mehrzahl der Falle (10 von 14) liegt sie innerhalb der Spanne zwischen beiden Vorhersa-
gewerten. In 4 Fallen ist sogar noch etwas groRer, als nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
vorhergesagt. Im Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen an multiplen Gemischen
unéhnlich wirkender Stoffe erweist sich UNABHANGIGE WIRKUNG fir die gepriften binaren
Gemische also nicht als das besser geeignete Vorhersagekonzept. Vielmehr liefert es
eine gute Abschatzung der minimalen Mischungstoxizitat: die tatsachliche Toxizitat ist
nahezu gleich dem Vorhersagewert oder gréRer als dieser, aber in keinem Fall kieiner.

Bei diesem Vergleich binérer und multipler Gemische sind allerdings eine Reihe relativie-

render Gesichtspunkte in Betracht zu ziehen:

- Bei der Auswahl der Komponenten der bindren Gemische waren andere Gesichts-
punkte ausschiaggebend als in diesem Vorhaben. Sie erflllen deshalb nicht die glei-
chen strengen Anforderungen an eine geringe Varianz der Konzentrations-Wirkungs-
kurven, die Stabilitat der Testkonzentrationen, die Konstanz der Testbedingungen und
die AusschlieRbarkeit indirekter Effekte. So wurden Triallat wegen seiner Flichtigkeit,
Glyphosat wegen hoher Varianz und Bentazon aufgrund der Erfordernis einer speziel-
len pH-Stabilisierung in diesem Vorhaben als ungeeignete Mischungskomponenten
eingestuft. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, daR diese Faktoren bei einem
Teil der Gemische zu Abweichungen von der Vorhersage nach UNABHANGIGER
WIRKUNG gefuhrt haben.

- Da die Untersuchung der bindren Gemische auf das Screening einer groRen Zahl un-
terschiedlicher Kombinationen angelegt war, konnten an den Umfang des Daten-
materials fir jede einzelne Konzentrations-Wirkungskurve nicht solch hohe Anforde-
rungen gestellt werden, wie in diesem Vorhaben. Vorhersagen sind deshalb mit einer
gréleren Unsicherheit behaftet.

- Analysen der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der Einzel-Komponenten der bina-
ren Gemische wurden auf den Bereich zwischen 20 und 80 % Hemmung beschrankt.
Bei sehr steilen Konzentrations-Wirkungskurven von Einzelstoffen kann die im Ge-
misch vorliegende Einzelstoff-Konzentration bei einer Gesamt-Toxizitdt des Gemi-
sches von 50 % aber bereits kleiner als die ECy sein. Dies fuhrt dazu, das die ent-
sprechenden Vorsagenwerte nach UNABHANGIGER WIRKUNG sehr unsicher werden.

- Die Differenzen zwischen den Vorhersagen nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und
UNABHANGIGER WIRKUNG sind fur die gepriften bindaren Gemische sehr klein. Die nach
UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagte ECs; ist nur 1.2 bis 1.6 mal gréRer als der
nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT vorhergesagte Wert. Die Diskriminanz ist also sehr
gering und eine eindeutige Zuordnung der beobachteten Toxizitat zu einem der beiden
Vorhersagekonzepte oft nicht méglich. Tatsachlich fUhrten statistische Kriterien in 6
der 14 Falle zu der Beurteilung, daR beide Konzepte Vorhersagen liefern, die nicht si-
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gnifikant vom Beobachtungswert abweichen. Immerhin 6 Falle wurden aber als signifi-
kant von der Vorhersage UNABHANGIGER WIRKUNG abweichend und gleichzeitig (iber-
einstimmend mit der Hypothese konzentrations-additiver Wirkung eingestuft. Ein Fall
(Methabenzthiazuron + Triallat) muBte nach statistischer Datenanalyse sogar als ein-
deutiger Synergismus eingestuft werden, d.h. die Mischungstoxizitdt war signifikant
groler als beide Vorhersagewerte.

Der Wert dieser 14 Datensatze liegt also nicht in der Unzweifelhaftigkeit jedes Einzelfal-
les, sondern darin, daR sie einen Trend aufzeigen. Dieser Trend geht eindeutig in Rich-
tung einer Unterschatzung durch das Konzept UNABHANGIGER WIRKUNG. Ob dieser Trend
ein Spezifikum binarer Gemische ist, darlber kann nur spekuliert werden. Fir die Beur-
teilung des Vorhersagewertes des Konzeptes UNABHANGIGER WIRKUNG unter Vorsorge-
gesichtspunkten ist deshalb festzuhalten, daB das Konzept, wie in diesem Projekt ge-
zeigt, fur multiple Gemische aus Stoffen mit unterschiedlichen spezifischen Wirkungs-
mechanismen zwar deutlich genauere Vorhersagen liefern kann als KONZENTRATIONS-
ADDITIVITAT, daR aber andererseits auch das deutliche Risiko der Unterschatzung von
Kombinations-Wirkungspotentialen besteht.

10.2.2 Akute und chronische Toxizitdt von Gemischen undhnlicher Wirkung
im Daphnientest

Parallel zu diesem Vorhaben wurde in einem Kooperationsvorhaben' am Landesumwelt-
amt Nordrhein-Westfalen die Frage untersucht, ob und in welchem MaRe Daphnien-Toxi-
zitaten von Gemischen aus unéhnlich wirkenden Substanzen unter Bedingungen akuter
und chronischer Exposition iber die Konzepte der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT oder der
UNABHANGIGEN WIRKUNG vorhergesagt werden kénnen. Hierbei wurden 5 unahnlich wir-
kende Substanzen mehrfach in jeweils binaren Kombinationen sowohl im Immobilisie-
rungstest (48 h) als auch im Reproduktionstest (21 d) getestet, so daR ein Vergleich von
akuter zu chronischer Mischungstoxizitat moglich wurde. Die Testsubstanzen waren so
gewahlt, dal sie einerseits gewassertoxikologisch relevante Stoffgruppen und anderer-
seits unterschiedliche Struktur- und Wirkungstypen repréasentierten.

Insgesamt zeigte sich hierbei, daR die Mischungstoxizitat gut vorhersagbar ist. In neun
von elf Fallen lieferte UNABHANGIGE WIRKUNG fir den mittleren Effektbereich Prognosen,
bei denen der maximale Fehler zum tatsachlichem Beobachtungswert durchschnittlich nur
einem IPQ-Wert von = 0.5 entsprach, d.h. es lag lediglich eine 1.5-fache Uber- bzw. Un-
terschatzung vor. Mehrheitlich tendierten die Prognosen hierbei zu einer Unterschatzung
der Mischungstoxizitat. Allerdings zeigten sich Unterschiede in der Vorhersagegenauig-
keit zwischen akuter und chronischer Mischungstoxizitdt, wenn vergleichend das Konzept

' F&E-Vorhaben Vorhersagbarkeit und Beurteilung der aquatischen Toxizitét von Stoffgemischen - Binare
Kombinationen von unahnlich wirkenden Substanzen unter Bedingungen akuter und chronischer
Exposition” , BMBF-Forderkennziffer 07 OTX 06 2
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der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT als Vorhersagewert eingesetzt wurde. Dann erwiesen
sich Vorhersagen auf Basis der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT im akuten Immobilisie-
rungstest als teilweise praziser, wahrend im Reproduktionstest generell eine bessere Vor-
hersagegenauigkeit der UNABHANGIGEN WIRKUNG beobachtet wurde. Jeweils bei beiden
Toxizitatsparametern konnten allerdings in Einzelfallen Ausnahmen einer synergistischen
bzw. antagonistischen Kombinationswirkung beobachtet werden, bei denen die beobach-
tete Toxizitat auBerhalb der Spannbreite der beiden Vorhersagewerte der Konzepte lag.

Inwieweit ein in diesen Untersuchungen beobachteter Zusammenhang zwischen Vorher-
sagegenauigkeit und der Wahl des Toxizitdtsparameters bzw. der Expositionsdauer tat-
sachlich gegeben ist, ist abschlieRend eindeutig nicht zu beantworten, da sich Gber unter-
schiedliche Effektparameter auch unterschiedliche Wirkungsmechanismen ergeben. So-
mit kann angezweifelt werden, ob die Substanzen das Kriterium strikt undhnlicher Wir-
kung im akuten wie im chronischen Test gleichermaRen erfillen. Dies kann im noch un-
zureichenden Wissen Uber die substanzspezifischen Wirkungsmechanismen in Daphnien

liegen.

In der Literatur wird die Frage, ob und inwieweit die Vorhersagbarkeit von Gemischen
unahnlicher Wirkung von der Expositionsdauer bzw. vom Toxizitdtsparameter abhéngt,
kontrovers diskutiert. Wahrend die EIFAC (1987) die Eignung der UNABHANGIGEN
WIRKUNG zur Vorhersage der Mischungstoxizitat unter chronischen Bedingungen generell
anzweifelt, zeigen die vorstehend dargestellten Ergebnisse des Kooperationsvorhabens,
dall gerade im Falle chronischer Toxizitat UNABHANGIGE WIRKUNG flr Gemische aus
unéhnlich wirkenden Stoffen einen guten Prognosewert besitzt. Arbeiten von Hermens et
al. (1984b) stutzen diesen Befund, auch wenn dabei nur KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT als
Referenz betrachtet wurde. Fir ein heterogenes 14-Stoffe-Gemisch' zeigten die Autoren,
dall fur die Reproduktionshemmung (16 d, ECs) im Daphnientest eine geringere
Mischungstoxizitat beobachtet wird, als nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT prognostiziert
(vgl. 3.5). Die dort bestimmte quantitative Abweichung zwischen becbachteter und vor-
hergesagter ECs, entspricht einer ungefahr 2-fachen Uberschétzung der Toxizitat (IPQ-
Wert: ca. -1). Das Gemisch gleicher Zusammensetzung zeigte hingegen beim Toxizitats-
parameter Mortalitdt (48 h) eine deutlich konzentrations-additve Wirksamkeit. Erhartet
wurde der Befund nicht-konzentrations-additiven Zusammenwirkens im chronischen Test
in einer erganzenden Untersuchung (Deneer, Seinen und Hermens 1988) mit einem
9-Stoffe-Gemisch bei einem noch empfindlicheren Wachstumsparameter (16 d, ECy, Lan-
genwachstum).

In dem hier vorgesteliten Projekt ergab sich eine sehr gute Vorhersage-Genauigkeit von
UNABHANGIGER WIRKUNG fur Gemische unahnlicher Wirkung. Wurde das Konzept der
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT als Grundlage fir eine Prognose gewahlt, so ergab sich fir
beide ECs,-Gemische jeweils eine 2-fache Uberschatzung der Mischungstoxizitat, oder in
IPQ-Einheiten ausgedrickt ein Wert von -1. Diese Vorhersage-Genauigkeit ist aber iden-
tisch mit der von Hermens et al. (1984b) beobachteten. Somit kann eventuell davon aus-

' Die Substanzen wurden nach QSAR-Gesichtspunkten ausgewahit.
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gegangen werden, dall die dort beobachtete Kombinationswirkung praziser nach dem
Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG vorhersagbar gewesen waére.

Insgesamt decken sich die Ergebnisse zur Toxizitat von Gemischen unédhnlicher Wirkung
im Daphnientest mit den Ergebnissen bindrer Kombinationen von Substanzen unéhnlicher
Wirkung im Algentest (10.2.1). Zu den in diesem Vorhaben an multiplen Gemischen er-
zielten Resultaten ergibt sich kein Widerspruch. Die Toxizitat von Gemischen unéhnlicher
wirkender Substanzen ist durch das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG generell gut
vorhersagbar. Im Einzelfall treten allerdings Abweichungen auf, die in der Regel eine
Unterschatzung der Mischungstoxizitat bedeuten. Dies gilt fur sog. Mikrobiotests mit Ein-
zellen ebenso wie fur Tests an hoheren aquatischen Organismen.

10.3 Vorhersagewert der Konzepte fiir Gemische aus Stoffen undhnlicher
Wirkung

Als Ergebnis der vorstehenden Diskussion um die Frage der Verallgemeinerungsfahigkeit
der gewonnenen Aussagen lalt sich also zusammenfassen, dal es keine Hinweise
darauf gibt, da die beobachteten Ergebnisse an die spezifischen experimentellen Bedin-
gungen dieser Studie geknipft sind. Vieimehr scheint die exakte Prognostizierbarkeit der
Toxizitat multipler Gemischen aus spezifisch wirkenden Stoffen mit strikt unterschiedli-
chen Wirkungsmechanismen durch UNABHANGIGE WIRKUNG eine Regelhaftigkeit wieder-
zugeben. Zwar nimmt die Vorhersagegenauigkeit bei bindren Gemischen leicht ab, doch
drfte dieser Typ von Gemischen fur reale Umweltbedingungen weniger relevant sein.

Die Toxizitat multipler Gemische strikt undhnlicher Wirkung &8t sich den Ergebnissen
dieses Vorhabens zufolge sehr prazise nach dem Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG
prognostizieren. Dieses Konzept ist jedoch in Bezug auf die zur Prognose notwendige
Datenlage deutlich anspruchsvoller als das konkurrierende Konzept der KONZENTRA-
TIONS-ADDITIVITAT, da UNABHANGIGE WIRKUNG auf Effektbasis operiert. Die Einzeistoff-
effekte der Komponenten missen fir die im Gemisch vorliegenden Konzentrationen be-
kannt oder kalkulierbar sein. In der Regel bedeutet dies, dal die kompletten Konzentra-
tions-Wirkungsbeziehungen bestimmt sein missen. In typischen Situationen ist deshalb
haufig eine Prognose von Mischungstoxizititen durch das Konzept der UNABHANGIGEN
WIRKUNG nicht maglich. Sind zum Beispiel die Konzentrationen mehrerer Stoffe in einem
Gewasser bekannt und soll der erwartete Effekt dieses Gemisches nach UNABHANGIGER
WIRKUNG kalkuliert werden, so ist die alleinige Kenntnis toxikologischer KenngroRen wie
der ECs nicht ausreichend. Mit Hilfe des Konzeptes der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
kann unter alleinigem Bezug auf die ECs;-Werte der Einzelstoffe hingegen immerhin be-
reits ein Erwartungswert fir die ECs; des Gemisches kalkuliert werden. Somit wird ein
Vergleich zwischen der prognostizierten ECs; des Gemisches und der im Gewasser ge-
fundenen Konzentration méglich. Diese Prognostizierbarkeit ist unabhangig von der An-
zahl der Mischungskomponenten. Im Falle des Konzeptes der UNABHANGIGEN WIRKUNG
bedeuten groRe Anzahlen von Komponenten hingegen, daB zur Vorhersage einer gege-
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benen Effektkonzentration immer niedrigere Effekte der Einzelstoffe in die Kalkulation
eingehen mussen. Die Unsicherheit der Prognose steigt also.

Neben diesen praktischen Problemen der Umsetzung des Konzeptes der UNABHANGIGEN
WIRKUNG zeigt sich, daR in bindren Gemischen die mit diesem Konzept erzielbare Vor-
hersagegenauigkeit tendenziell abnimmt (siehe Abschnitt 10.2.1). Die beobachteten Ab-
weichungen von der Prognose weisen dabei im Regelfall in Richtung einer héheren Toxi-
zitat. Das heiflt, daR das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG die Gefahr einer Unter-
schatzung der Mischungstoxizitidt in sich birgt. Umgekehrt wird die Mischungstoxizitat
durch das Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT im Einzelfall zwar méglicherweise
Uberschatzt, was unter Vorsorgegesichtspunkten fir regulatorische Mafnahmen aller-
dings unbedenklich ist. Im Ubrigen wiirde eine generelle Anwendung des Konzeptes der
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT nach den vorliegenden Ergebnissen lediglich maximale
Fehlschatzungen um den Faktor 3 bedeuten.

Zusammenfassend |aBt sich also konstatieren, dall das Konzept der UNABHANGIGEN
WIRKUNG fur Gemische strikt unéhnlich wirkender Stoffe zwar genauere Vorhersagen
liefern kann als das konkurrierende Konzept der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT. KON-
ZENTRATIONS-ADDITIVITAT liefert allerdings immerhin gute Naherungswerte und bietet da-
bei die Vorteile leichterer praktischer Umsetzbarkeit und geringerer Risiken von Toxizi-
tats-Unterschatzungen.

10.4 Ahnlichkeitskriterien und der Umgang mit Nicht-Wissen

Expositionsituationen in aquatischen Systemen sind in der Regel dadurch gekennzeich-
net, dall die Organismen einer groBen Anzahl chemisch heterogener Stoffen ausgesetzt
sind. Sind die Wirkungsmechanismen dieser Stoffe bekannt, so kann das ,passende”
Konzept ausgewahit werden und eine prazise Vorhersage der Mischungstoxizitat getrof-
fen werden. Diese Situation dirfte jedoch nur selten anzutreffen sein. Insbesondere des-
halb, weil die Wirkungsmechanismen der betreffenden Stoffe in der Regel unbekannt
sind. Somit mag es eine Forderung sein, die Wirkungsmechanismen von gewasserrele-
vanten Stoffen mdglichst umfassend aufzuklaren. Angesichts der riesigen Zahl in der
Umwelt gefundener Chemikalien ist diese Aufgabe aber in absehbarer Zeit nicht |Gsbar.

Ein Ausweg kann darin gesucht werden, physiko-chemische Substanzparameter als Indi-
zien der Wirkungsahnlichkeit heranzuziehen. Die Analyse des Zusammenhangs zwischen
der Strukturdhnlichkeit und der Wirkungsahnlichkeit von Stoffen mit Hilfe sogenannter
(Q)SAR-Methoden (Quantitative Structure Activity Relationships) ist nur teilweise an bio-
logische Testungen gebunden und eréffnet die Méglichkeit grole Anzahlen von Substan-
zen in relativ kurzer Zeit klassifizieren zu kénnen. Durch die Verwendung neuartiger
Deskriptoren und Verfahren ist es moglich, auch strukturell heterogene Stoffe einem glei-
chen Wirkungsmechanismus zuzuordnen (Vighi et al. 1997). Die Tragfahigkeit dieses
Ansatzes der Klassifizierung von Strukturahnlichkeiten als Indikatoren von Wirkungsahn-
lichkeiten fur die Prognose von Kombinationswirkungen bleibt jedoch zu kléaren.
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Selbst wenn die Wirkungsmechanismen oder Wirkungsweisen von Mischungskompo-
nenten bekannt oder zumindest einschatzbar sind, so werden die resultierenden Gemi-
sche dennoch in den wenigsten Fallen einem der in diesem Projekt analysierten Refe-
renzfalle strikt dhnlicher oder strikt undhnlicher Wirkung uneingeschrankt zuzuordnen
sein. In der Regel werden Komponenten multiple Stoffgemische nur partiell oder einge-
schréankt als ahnlich wirkend einstufbar sein.

Gemische partiell &hnlicher Wirkung

Betrachtet man real in Gewéssern vorkommende Gemische, wie sie sich aus Monitoring-
Daten ergeben, so fuhrt der Versuch einer Klassifizierung der Komponenten nach biologi-
scher Wirkungs-Ahnlichkeit in der Regel dazu, daR mehrere Subgruppen ahnlich wirken-
der Stoffe gebildet werden kénnen, diese gegeneinander aber als unéhnlich abzugrenzen
sind. Nach Stand des Wissens liegt der Gedanke nahe, dal eine mdglichst genaue Pro-
gnostizierbarkeit der Toxizitat solcher Gemische partiell dhnilicher Wirkung durch eine
Verknipfung der Vorhersagekonzepte von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHAN-
GIGER WIRKUNG erreichbar sein miiRte. Bislang fehit es allerdings an einer tragfahigen
theoretischen Basis flr ein soiches Ubergeordnetes Vorhersage-Konzept. Die vorhandene
empirische Basis |&Rt jedoch die Annahme gerechtfertigt erscheinen, dal die Toxizitat
solcher Gemische im Regelfall héher ist, als nach UNABHANGIGER WIRKUNG vorhergesagt,
und niedriger als nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT prognostiziert. Fir den Fall multipler
Gemische wird diese Aussage insbesondere auch durch eine niederlédndische Studie ge-
stitzt (Hermens, Leeuwangh und Musch 1985), in der ein 33-Stoffe Gemisch bestehend
aus 3 Subgruppen untersucht wurde (s. Abschnitt 3.5).

Gemische eingeschrénkt dhnlicher Wirkung

Gewasserrelevanten Substanzen ist haufig ein spezifischer Wirkungsmechanismus nicht
eindeutig zuzuschreiben. Es handelt sich entweder um sogenannte unspezifisch wirkende
Stoffe (z.B. polare oder unpolare Narkotika oder grenzflachenaktive Substanzen) oder um
sogenannte muilti site Inhibitoren (z.B. Schwermetalle), oder es fehit Uberhaupt jedes Wis-
sen, dal eine Klassifizierung rechtfertigen wirde. Eine Zuordnung zu den Vorhersage-
konzepten von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG ist nur unter
Zugrundelegung weniger strikter, nicht streng molekular definierter Begriffe von Wir-
kungs-Ahnlichkeit oder -Unahnlichkeit mdglich. Der Versuch einer Klassifizierung solcher
Gemische eingeschréankt dhnlicher Wirkung kann dann anhand physiologischer Wirkbilder
unternommen werden. Ein Beispiel fir eine solches Kriterium ware das sogenannte FATS
(fish acute toxicity syndrome), welches zur Identifikation von Stoffen mit einem sog. nar-
kotischen Wirkungsmechanismus verwendet wurde (McKim, Schmieder, Carison 1987).
Nach Stand experimenteller Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dald zu-
mindest im Falle unspezifisch wirkender Substanzen fur Gemische eingeschrankt ahnli-
cher Wirkung mit dem Konzept der Konzentrations-Additivitat eine gute Prognostizierbar-
keit erreicht wird. Die Klassifizierung von Stoffen nach physiologischer Kriterien dhnlicher
Wirkungsweise ist allerdings an umfangreiche biologische Prifungen gebunden und des-
halb fur viele Umweltchemikalien nach Stand des Wissens in einem absehbaren Zeitraum
nicht umsetzbar.
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Umgang mit Nicht-Wissen

Dieser ganzen Palette methodischer Schwierigkeiten bei der Klassifizierung von Stoffen
als dhnlich oder unéhnlich wirkend steht gegeniiber, dal an einer Reihe binarer Gemi-
sche und einigen multiplen Gemischen gezeigt werden konnte, daR sich die Vorhersagen
der Mischungstoxizitdt nach KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG
nur graduell unterscheiden. Die Prognosen von Effektkonzentrationen der Gemische, die
in dieser Studie analysiert wurden, differieren nur um maximal einen Faktor 3. Da die
Differenzen zwischen den Prognosen durch die Steilheit der Konzentrations-Wirkungskur-
ven von Einzelsubstanzen, die Anzahl der Mischungskomponenten sowie deren Mi-
schungsverhaltnis determiniert sind, gilt es in Simulationsstudien zu kidren, ob solche
geringen Dimensionen als regelhaft anzunehmen sind. Alle empirischen Befunde spre-
chen bisher dafir.

Die Notwendigkeit einer Beurteilung und Klassifizierung der Wirkungsahnlichkeit von
Mischungskomponenten verliert damit fir regulatorische MaRnahmen erheblich an Be-
deutung. Damit steigen die Chancen eine konsensfahige vom Vorsorgeprinzip getragene
Vorgehensweise dahingehend festzulegen, dal bei prospektiven Risikobewertungen
dasjenige Vorhersage-Konzept herangezogen wird, welches die hohere Mischungstoxizi-
tat vorhersagt, also in der Regel KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT. Eine Aufgabe des Ahn-
lichkeitsvorbehaltes und die Annahme konzentrations-additiven Verhaltens auch fir hete-
rogene Stoffgemische kann somit in der aquatischen (Oko)toxikologie insgesamt als ein
angemessenes Handeln unter Ungewilheit gerechtfertigt werden: "better safe than

sorry”.

10.5 Kombinationseffekte durch Einzelstoffkonzentrationen unterhalb der
NOEC

In diesem Projekt konnte gezeigt werden, daR geringe allein nicht signifikant wirksame
Konzentrationen (NOEC'’s) von Einzelsubstanzen in Kombination zu einer deutlichen
Toxizitat fuhren. Die gilt sowohl fur Gemische aus &hnlich wirkenden Substanzen, als
auch fur Gemische unahnlich wirkender Komponenten. Diese Ergebnisse wurden glei-
chermalen in beiden eingesetzten aquatischen Biotests jeweils unter Anlage strenger
statistischer Mallstabe bei der Signifikanzprifung erzielt.

Seit der inzwischen fast 20 Jahre alten, aber gelegentlich noch zitierten Feststellung der
EIFAC (1980), nach der Einzelstoffkonzentrationen, die ein Zehntel der jeweiligen ECs,
nicht Uberschreiten, nicht mehr zur aquatischen Toxizitat eines Gemisches beitragen,
wurden eine Reihe von neueren Ergebnissen verdffentlicht (ausflhrliche Diskussion in
Kap. 3.5). Diese Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle nochmals zusammenge-
stellt. Der Gberwiegende Teil der Studien wurde mit dhnlich unspezifisch wirkenden Sub-
stanzen durchgefiihrt und fihrte zu dem Erkenntnisstand, daR insbesondere bei Stoffen
mit vornehmlich narkotischen Wirkeigenschaften, auch Konzentrationen unterhalb einer
NOEC zu einem Kombinationseffekt beitragen. Im Hinblick auf &hnlich spezifisch wir-
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Tabelle 10.5.1: Einzelstoffkonzentrationen, die zu Kombinationseffekten fuhrten

Gemischkomponenten
Studien (chronologisch) dhnlich undhnlich
Koéneman 1980 0.02 x EC50
Hermens & Leeuwangh 1982 0.1 x EC50
Hermens et al. 1984a 0.02 x EC50
Broderius & Kahl 1985 %, x LCS0
Hermens et al. 1985b NOEC
Deneer 1988 0.0025 x EC50
dieses Vorhaben (0.05-1) x NOEC (0.05-1) x NOEC

kende Stoffe lagen dagegen keine und fUr unahnliche Stoffe nur wenige Erkenntnisse
vor. Diese Lucke konnte mit den Ergebnissen dieses Vorhabens geschlossen werden.

Die Problemstellung des Vorhabens aufgreifend kann alse zusammenfassend geschiuR-
folgert werden, dal den Kombinationseffekten von Stoffkonzentrationen unter der jeweili-
gen NOEC bei der Beurteilung der Gefahrdung aquatischer Lebensgemeinschaften und
bei der Schadstoffregulierung Rechnung getragen werden muR3.

Hierfur stehen grundsatzlich zwei verschiedene Méglichkeiten zur Verfugung. Einerseits
konnen die bekannten Kombinationswirkungskonzepte fir eine prospektive Abschatzung
von Kombinationseffekten niedriger Effektkonzentrationen von Einzelstoffen herangezo-
gen werden und andererseits kann die Bercksichtigung von Kombinationseffekten durch
zusatzliche Unsicherheitsfaktoren erfolgen.

Die Verwendung der Kombinationswirkungskonzepte fur die Begrenzung einer gleichzei-
tigen Exposition gegeniiber mehreren Schadstoffen ist bereits national und international
in einer Vielzahl von Empfehlungen und Regelungen vorgesehen. Das Konzept der
KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT findet hierbei nahezu regelhaft Anwendung (vgl. Altenbur-
ger et al. 1993). Die Schwierigkeit, Umweltchemikalien oder Gefahrstoffe hinsichtlich ihrer
Wirkungsahnlichkeit zu gruppieren, fuhrte zudem dazu, daR® gelegentlich die Anwendung
des Additivitatskonzeptes nicht langer auf den Fall &hnlicher Stoffe begrenzt wurde
(Grimme et al. 1994). Die Anwendung der Konzepte zur Abschatzung der Kombinations-
effekte auch niedriger Stoffkonzentrationen ist - wie in diesem Projeki gezeigt werden
konnte - mit keinerlei grundsatzlichen Schwierigkeiten behaftet. Zu prifen ware, ob ,worst
case" Abschatzungen allgemein einer konzeptdifferentiellen Betrachtung tUberlegen sind,
und welches Konzept den jeweiligen umweltpolitischen Rechtskonstrukten angemessen
ist.

Unsicherheitsfaktoren kommt in der umweltoxikologischen Risikobewertung eine hohe
Bedeutung zu. Die Vorgehensweise der derzeitigen Risikobewertungsverfahren besteht
im wesentlichen darin, die Konzentration, mit der ein Stoff in der Umwelt voraussichtlich
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vorkommen wird, mit derjenigen Konzentration des Stoffes zu vergleichen, bei der vor-
aussichtlich noch keine biologische Wirkung auftreten wird. Unsicherheitsfaktoren dienen
bei diesem Vorgehen einerseits dazu, unter Vorsorgegesichtspunkten Bewertungssitua-
tionen zu handhaben, in denen keine begrindet quantifizierbaren Abschétzungen moglich
sind, und andererseits dazu, Unsicherheiten der Extrapolation zu beriicksichtigen, denen
aber gewisse aus standardisierten Biotests gewonnene Erfahrungen zugrunde liegen.
Letztere werden terminologisch auch als Extrapolationsfaktoren abgegrenzt (Kalberiah,
Hassauer und Schneider 1997). Aufgrund der Ergebnisse dieses Vorhabens sowie auf
der Basis des reichlich vorhandenen Datenmaterials in der Literatur kénnte eine begrin-
detere Ableitung der Extrapolationsfaktoren erfolgen.

In diesem Vorhaben wurden NOEC'’s aller Substanzen in Ubereinstimmung mit den fur
Biotests empfohlenen Standardprozeduren ermittelt. Der experimentelle Aufwand war im
Vergleich zu bestehenden Standards fir Biotestverfahren zur Bestimmung von Toxizi-
tatsparametern wesentlich erhéht (hohere Anzahl von Konzentrationsstufen und Kontrol-
len), so dal davon ausgegangen werden kann, dal eher niedrigere NOEC-Werte be-
stimmt wurden. Trotzdem lagen alle NOEC's aber mit einer einzigen Ausnahme deutlich
Uber der zusatzlich bestimmten ECs.

Grundsatzlich beruht die Bestimmung einer NOEC auf einer statistischen Testentschei-
dung mit dem Ziel, die Ausgangshypothese einer Ubereinstimmung zwischen den Kon-
trollen und den beobachteten Effekten einer Konzentrationsstufe abzulehnen. Kann der
Test diese Hypothese aber nicht ablehnen, so heillt das nur, das auf Grund der vorlie-
genden experimentellen Daten nicht entschieden werden kann, ob ein Effekt vorliegt oder
nicht. Dies bedeutet aber nicht, daR tatsachlich kein Effekt vorliegt. Dieser Trugschiul
wird jedoch leider haufig gezogen. Die NOEC wird als eine echte No Effect Concentration
wahrgenommen. Auf dieses folgenschwere MiBverstandnis ist wiederholt hingewiesen
worden (Chapman et al. 1996, Noppert et al. 1994, Pack 1993, Moore und Caux 1997).
Alleinig auf NOEC's basierenden Risikoabschatzungen sind damit betrachtliche Unter-
schatzungen eines toxischen Potentials immanent. Dies gilt fur die Beurteilung von Kom-
binationseffekten um so mehr. Somit ist ein Ersatz der Bestimmung von NOEC's durch
niedrige Effektkonzentrationen oder Benchmarks (vgl. Kap. 3.3) fir die Beriicksichtigung
von Kombinationseffekten im Lichte der vorgelegten Ergebnisse unverzichtbar.
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10.6 Grenzen der Vorhersagbarkeit
Komplexe Gemische

Eine Limitierung beider Vorhersage-Konzepte ist durch die Tatsache gegeben, dal alle
Mischungskomponenten in ihrer Konzentration bekannt und toxikologisch charakterisiert
sein missen. Dies ist insbesondere bei sog. ,komplexen Mischungen®, wie sie z.B. in
Abwassern zu finden sind, von Bedeutung. Weder Anzahl noch Konzentration der Mi-
schungskomponenten sind hier in der Regel bekannt. AuRerdem ist von einer hohen zeit-
lichen Dynamik der Konzentrationen und der Anzahl vorhandener Stoffe auszugehen.
Eine Beurteilung der von diesen Gemischen ausgehenden Toxizitat ist demzufolge im
Aligemeinen nicht auf Grundiage von Einzelstofftoxizitdten maéglich, sondern wird nur
durch direkte toxikologische Analysen des Gemisches zuganglich.

Interaktionen

Spezifische Interaktionen zwischen Mischungskomponenten werden von den Konzepten
nicht beriicksichtigt. Dazu gehoren chemische Reaktionen der Komponenten untereinan-
der, wie z.B. die Chelatisierung eines Schwermetalles durch einen Komplexbildner. Auch
Veranderungen der Biotransformation einer Komponente (die zu einer Toxifizierung oder
Detoxifizierung fihrt) durch die Anwesenheit einer zweiten Komponente kénnen zu Ab-
weichungen von den Vorhersagen flihren. Gleiches gilt, wenn Rezeptoren erst durch die
allosterische Bindung mehrerer Wirkstoffe inhibiert oder aktiviert werden. Durch alle diese
Interaktionen kénnen ,echte” Synergismen oder Antagonismen auftreten. Das heillt, die
beobachtete Mischungstoxizitat liegt deutlich hoher oder niedriger als nach einem be-
stimmten Konzept vorhergesagt. Wéhrend mdglicherweise auftretende Antagonismen
unter Vorsorgegesichtspunkten in der aquatischen Toxikologie vernachlassigbar sind, gilt
dies jedoch nicht fiir eventuelle Synergismen. Zwar scheinen solche Phanomene bei ge-
wasserrelevanten Stoffen eher die Ausnahme als die Regel zu sein (Calamari und Vighi
1991), aber gerade aus dem Bereich der Herbizide und Insektizide sind eine Reihe von
Synergismen bekannt und dokumentiert (Thompson 1996). Das Auftreten von Synergis-
men kann also nicht grundsatzlich ausgeschiossen werden.

Qualitative Wirkungsénderungen

Voraussetzung fir jegliche Anwendung der Konzepte ist die Kenntnis der Einzelstoff-
Toxizitat der Mischungskomponenten. Je nach betrachtetem Konzept missen entweder
bestimmte Effektkonzentrationen oder Effekte der Komponenten valide bestimmbar sein.
Zeigen jedoch ein oder mehrere Komponenten keine Toxizit4t, wenn sie allein appliziert
werden, tragen aber dennoch zu einer Gesamtwirkung des Gemisches bei (,coalitive ef-
fect’, bzw. ,heteregic effect’, Loewe 1957), so ist keine Prognose der Mischungstoxizitat
moglich. Eventuell erlaubt der verwendete MeRparameter noch nicht einmal die Detektion
eines erst in der Mischung neu auftretenden Effektes. Durch die Verwendung mdglichst
integraler Parameter wird zwar versucht, moéglichst jede Beeintrdchtigung des Testorga-
nismus zu erkennen, aber es kann immer Effekte geben, die auRerhalb der Betrach-
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tungsebene liegen. Im Algentest ist beispielsweise eine eventuell erst im Gemisch auf-
tretende Mutagenitat nicht zu detektieren. Gleiches gilt fiir den Leuchtbakterientest.

10.7 Offene Fragen und Forschungsbedarf

Experimenteller und biometrischer Aufwand

Der in diesem Vorhaben geleistete experimentelle und biometrische Aufwand war ge-
rechtfertigt, um eindeutige Referenzfalle dhnlicher und unéhnlicher Wirkung zu schaffen.
Im Rahmen routinemaBiger Abschatzungen der Toxizitat von Gemischen ist dieser Auf-
wand jedoch nicht zu leisten. Somit ist es erforderlich, eine Einschatzung darUber zu ge-
winnen, inwieweit durch eine Reduzierung des experimentellen und biometrischen Auf-
wandes die Prognosegenauigkeit veringert werden darf, ohne dall systematische Fehl-
einschatzungen auftreten. Aus statistischer Sicht bedeutet dies, das Verfahren wie Fall-
zahlkalkulationen (bzw. Power-Berechnungen im Falle der Verwendung statistischer
Tests) erarbeitet werden missen, um so eine bessere Grundiage fur eine méglichst ratio-
nelle Versuchsplanung zu erhalten.

Fordereffekte

In diesem Vorhaben wurden die Gemischkomponenten far die Kombinations-Wirkungs-
analyse von vorneherein so ausgewahit, da nur gleichsinnige Effekte (Hemmungen) zu
erwarten waren. Dies ist eine Grundvoraussetzung fUr die Anwendung des Konzeptes der
UNABHANGIGEN WIRKUNG zur Berechnung der Vorhersage einer Mischungstoxizitdt. Dem-
entsprechend waren die Regressionsmodelle fir die Beschreibung der beobachteten
Konzentrations-Wirkungsdaten ausgewahit worden. Allerdings werden in toxikologischen
Tests von Schadstoffen in bestimmten Konzentrationsbereichen auch Effekte entgegen-
gesetzter Richtung beobachtet (Fordereffekte, Hormesis). Fir die Kombinations-Wir-
kungsanalyse stellen sich somit folgende Fragen:

» Kann der Gesamteffekt eines Gemisches auf Grundlage der Einzelstoffeffekte pro-
gnostiziert werden, wenn einige oder alle der Einzelstoffe in Konzentrationen vorliegen,
die (einzeln appliziert) Foérdereffekte verursachen?

e Sind die Konzepte der UNABHANGIGEN WIRKUNG und KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT
hierfiir geeignet?

*» Koénnen die beobachteten Konzentrations-Wirkungsdaten auch regressionsanalytisch
valide beschrieben werden' ?

Quantitative Unterscheidbarkeit der Prognosen beider Konzepte

In diesem Vorhaben zeigte sich, daR die quantitativen Unterschiede in den Vorhersagen
einer Mischungstoxizitat zwischen den konkurrierenden Konzepten der UNABHANGIGEN

' Bis dato ist in der Literatur nur ein Regressionsmodell (Van Ewijk und Hoekstra 1993, 1994) beschrieben,
das einen kompletten Konzentrations-Wirkungsverlauf einschlieBlich einer Hormesis modellieren kann.
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WIRKUNG und der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT wesentlicher geringer ausfielen, als es im
aligemeinen vermutet wird. Der maximale Abstand zwischen den Vorhersagewerten
(Effektkonzentrationen) beider Konzepte lag lediglich bei einem Faktor 3. Diese Beob-
achtungen decken sich auch mit den in 10.2.1 diskutierten Ergebnissen fur die Vorhersa-
gen der Toxizitat bindrer Kombinationen. Es stellt sich deshalb die Frage, von welchen
Bedingungen diese Diskriminanz abhangig ist, und ob sich dafir Regeln formulieren las-
sen. :

Ahnlichkeit und Prognostizierbarkeit

Im Verlaufe dieses Projektes wurden Gemische aus strikt dhnlich bzw. strikt unéhnlich
wirkenden Stoffen untersucht. Damit wurde die Basis gelegt. um Gemische zu analysie-
ren, die nicht strikten mechanistischen Ahnlichkeits- oder Unéhnlichkeitskriterien genu-
gen, dafir aber typischen Expositionssituationen in Gewassern naherkommen. Typisch
sind chemisch heterogene Stoffe, denen entweder keine spezifische Wirkung zuge-
schrieben werden kann, oder deren Wirkungsweise und -mechanismen nicht bekannt
sind. Somit gilt es zu klaren, inwieweit sich die Toxizitat solcher Gemische durch die Kon-
zepte von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT oder UNABHANGIGER WIRKUNG beschreiben |aRt.

Ahnlichkeitskriterien

Im vorgestellten Projekt wurde gezeigt, dal die genaue Vorhersage einer Mischungstoxi-
zitat von der Kenntnis der Wirkungsahnlichkeit bzw. -unahnlichkeit abhangig ist. Wir-
kungsmechanismen sind in vielen Fallen aber unbekannt. Die chemische |dentitat der
Komponenten ist jedoch bekannt. Somit erdffnet die Verwendung chemisch-struktureller
Deskriptoren und die darauf aufbauende Entwicklung quantitativer Struktur-Wirkungsbe-
ziehungen Maglichkeiten zur Abschatzung der Wirkungsahnlichkeit. Die Entwickiung, Op-
timierung und experimentelle Validierung von Gruppenbildungskriterien, die auf der
Grundlage chemisch-struktureller Parameter eine Einschatzung der Ahnlichkeit von Mi-
schungskomponenten erlauben, ist demnach erforderlich.

Komplexe biclogische Systeme

Im Mittelpunkt des hier prasentierten F&E-Vorhabens standen Fragen nach den Progno-
sefahigkeiten der Konzepte. Notwendigerweise wurden dabei eine Reihe von Operationa-
lisierungen und Einschrankungen getroffen, die diese Fragen bearbeitbar machten. So
wurden samtliche toxikologischen Untersuchungen mit Biotesten an Einzellern auf orga-
nismischer Ebene durchgefiihrt. Das heil3t, es wurde die Toxizitat an jeweils einer gene-
tisch einheitlichen Population einzelliger Organismen einer Spezies bestimmt. Nach bis-
herigem Stand des Wissens ist davon auszugehen, dal auch bei Untersuchungen an
hoheren Organismen (z.B. Daphnien oder Fische) die gleiche gute Prognostizierbarkeit
zu beobachten ist. Experimentelle Hinweise daflr wurden in Abschnitt 10.2.2 dargelegt.
Der fir aquatische Systeme weitaus relevantere Fall durfte jedoch die Expositon mehre-
rer Populationen unterschiedlicher Spezies gleichzeitig sein. Somit treten Interaktionen,
wie beispielsweise Rauber-Beute-Beziehungen, zwischen den verschiedenen Spezies
auf. Ob und wie dies die Prognostizierbarkeit von Mischungstoxizitaten beeinflult, ist
bislang unkliar.
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Sequentielle Exposition

Die Konzepte von KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHANGIGER WIRKUNG gehen von
einer gleichzeitigen Exposition der Testorganismen gegeniber den Schadstoffen aus. Die
Situation in Gewassern ist jedoch durch eine hohe zeitliche Dynamik der Stoffkonzentra-
tionen gekennzeichnet. Es erscheint demnach geboten, Konzepte fir die Analyse der aus
solchen ,Schadstoffwellen® potentiell resultierenden Kombinationswirkungen zu entwik-

keln.
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11 SchiuBfolgerungen und Konsequenzen

In Zusammenfassung der Ergebnisse beider Kooperationsvorhaben im Kontext des in
Abschnitt 3 dargelegten Literaturstandes sowie der vorstehenden Diskussion ergeben
sich aus diesem Vorhaben Schiufolgerungen und Konsequenzen, die in 5 wesentliche
Punkte gegliedert werden kénnen:

» Aus der Belastung der Gewasser mit einer Vielzahl von Schadstoffen resuitieren
Gefahrdungspotentiale, die mit der toxikologischen Prifung von Einzelstoffen allein
nicht erkannt werden. Der toxische Gesamteffekt eines Stoffgemisches ist im Regelfall
groRer, als der jeder Mischungskomponente allein. Auch wenn jeder Einzelstoff in ei-
ner Konzentration vorliegt, die im Experiment keinen signifikanten Effekt erkennen
I&Rt, kann die Gesamtbelastung dennoch zu einem deutlich meRbaren Schaden fuh-
ren. Dieser Sachverhalt gilt fir multiple Gemische aus &hnlich wirkenden Substanzen,
wie auch fir Gemische aus Substanzen mit unédhnlichen Wirkungsmechanismen. Er ist
fur unterschiedliche Biotests und Toxizititsparameter experimentell belegt und statis-
tisch abgesichert. Regulatorische Malnahmen zum Schutz der Gewasser mussen die-
ses Wissen um Kombinations-Wirkungspotentiale berticksichtigen. Bleibt man im Rah-
men der derzeit praktizierten Risikobewertungsverfahren, ist insbesondere zu prifen,
inwieweit dem Kombinations-Wirkungspotential beim Setzen von Unsicherheitsfak-
toren explizit Rechnung getragen werden solite.

» Die Toxizitat von Stoffgemischen ist auf der Grundlage von Toxizitatsdaten der Einzel-
stoffe mit Hilfe der Konzepte der KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT oder der UNABHANGI-
GEN WIRKUNG im Regelfall in guter Naherung, unter bestimmten Bedingungen sogar
praktisch exakt vorhersagbar. Dies gilt prinzipiell fir jeden integralen Effektparameter,
der auch durch die einzelnen Mischungskomponenten beeintrachtigt werden kann,
unabhéngig von Art, Anzahl und Mischungsverhaitnis der Komponenten und unabhan-
gig von der Art des Testorganismus und der Expositionsdauer. Geféhrdungspotentiale
durch das Zusammenwirken von Stoffen sind also nicht nur erkannt, sondern es ste-
hen auch Instrumente fur inre quantitative Abschatzung zur Verfugung. In welcher
Weise Risikobewertungsverfahren davon Gebrauch machen kénnen und sollen, gilt es
zu prifen.

« Die Annahme, daR das Konzept der UNABHANGIGEN WIRKUNG auf der Ebene integraler
Effektparameter, die an ganzen Organismen oder Populationen von Organismen be-
stimmt werden, unangemessen sei und deshalb fir die aquatische Toxikologie allen-
falls theoretisch interessant, aber nicht von praktischer Bedeutung, hat sich als nicht
richtig erwiesen. Das Konzept liefert sehr prazise Prognosen der Toxizitdt multipler
Gemische aus Stoffen mit unterschiedlichen spezifischen Wirkungsmechanismen. Fur
jedes der beiden Vorhersagekonzepte, KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT und UNABHAN-
GIGE WIRKUNG, stehen nunmehr Referenzfélle multipler Gemische zur Verfigung. Sie
stellen die mit diesen Konzepten verkniipften Vorstellungen &hnlicher bzw. unahnlicher
Wirkung jeweils in idealtypischer Weise dar und zeigen, dall keinem der beiden
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Konzepte die prognostische Bedeutung grundséatzlich abgesprochen werden kann.
Damit sind wichtige Eckpunkte in einem Feld unterschiedlicher Formen von Wirkungs-
Ahnlichkeit oder -Unahnlichkeit gesetzt worden, welche nach heutigem Stand des Wis-
sens oft nur wenig prazise definiert werden konnen. Nach Stand der Datenlage scheint
es eine plausible Annahme, davon auszugehen, dal die Toxizitat von Gemischen, die
nur partiell oder eingeschrankt als dhnlich wirkend einstufbar sind, im Regelfall inner-
halb der Spanne liegt, die durch diese beiden Eckpunkte markiert wird.

» Die mit den Vorhersage-Konzepten verkniipfte kategorische Unterscheidung in dhnlich
und unédhniich wirkende Stoffe erweckt leicht die Erwartung, daR die mit diesen Kon-
zepten kalkulierten quantitativen Vorhersagewerte extrem unterschiedlich sein miten
und sich flir ein gegebenes Gemisch wechselseitig als zutreffend oder nicht zutreffend
ausschlieRen muBten. Theoretische Uberlegungen und umfangreiche empirische Be-
lege zeigen jedoch, dal dies im Regelfall nicht zutrifft. Die Spanne zwischen den durch
die beiden Konzepte jeweils vorhergesagten Effekt-Konzentrationen ist meist relativ
klein. Selbst bei den multiplen Testgemischen dieses Vorhabens mit 14 bis 18 Kompo-
nenten wurde ein Faktor 3 nicht Uberschritten. Bei einer groRen Zahl bindrer Gemische
lag das Verhaltnis zwischen den beiden Vorhersagen flr die EC5, sogar nur zwischen
1.0 und 1.6. Die Kontroverse um die Frage, welches das richtige und méglicherweise
universell glitige Konzept fUr die Prognose der Mischungstoxizitat unéhnlich wirkender
Stoffe ist, verliert damit, zumindest im Hinblick auf regulative MaRnahmen, erheblich
an Gewicht. Auch die Bedeutung der Debatte um die Frage nach den richtigen Krite-
rien fur die Klassifizierung von Stoffen als wirkungs-&hnlich oder -unéhnlich wird stark
relativiert. Die umfangreichen empirischen Befunde "nahezu konzentrations-additiver'
Mischungstoxizitat unahnlich wirkender Stoffe erscheinen nicht mehr als vermeintlich
fundamentaler Gegensatz zur Hypothese UNABHANGIGER WIRKUNG.

* Die Ergebnisse dieses Vorhabens haben UNABHANGIGE WIRKUNG als tberlegenes
Konzept fUr die Prognose der Mischungstoxizitat von Stoffen ausgewiesen, die nach
streng mechanistischer Definition strikt unahnlich wirken. Die reale Belastungssituation
von Gewassem ist zwar durch Mischungen von Stoffen gekennzeichnet, die nicht als
strikt ahnlich im rezeptor-theoretischen Sinne einstufbar sind, dem Typus strikt unéhn-
licher Wirkung sind sie allerdings auch nicht eindeutig zuzuordnen (unspezifische Wir-
kungen, multi site Inhibitoren, fehlendes Wissen). Vorhersagen nach KONZENTRA-
TIONS-ADDITIVITAT liefern im Regelfall graduell niedrigere Effekt-Konzentrationen und
bergen eine geringere Gefahr der Unterschatzung der Mischungstoxizitat. Sie haben
sich in vielen Untersuchungen als gute Naherungswerte fir die Toxizitat heterogener
Stoffgemische erwiesen und lassen sich insbesondere fur multiple Gemische mit nied-
rigen Einzelstoff-Konzentrationen sicherer kalkulieren und mit geringerem Aufwand
Uberprufen. Alles in allem genigend gute Grinde, nach wie vor fur regulatorische
Zwecke an der Empfehiung festzuhalten, KONZENTRATIONS-ADDITIVITAT als "reasonable
worst case estimation" fur ein vorsorgendes Handeln unter Ungewiiheit einzusetzen.
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A1 Selektion dhnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Algentest

" A1.1 Auswahlliste:

Triazine mit spezifischer Wirkung auf die Photosynthese

Triazin-Typ Substanz strikt congener |als kristalline |aktuelle Verwendung | Gewésserrelevanz
nach folgender |Reinsubstanz |als Herbizid (Positivbefunde in
Grundstruktur lieferbar Monitoring-Programmen)
R1
ay [TOMLIN 1994] [HEERCHEN, DIEDRICH,
N7 rl LUDWIG 1995,
SRty LUA NRW 1996a-c]
RR—N~ 'N” 'N-R3
H H
Chlor-s-Triazine Atrazin ® L] e ®
Cyanazin ® * ° *
Cyprazin °
Procyazin @
Propazin L e ® °
Sebuthylazin L * °
Simazin L ® L *
Terbuthylazin L ® @ e
Trietazin . s
Methoxy-s-Triazine Atraton ° ®
Prometon * ® ®
Secbumeton ® ®
Terbumeton b ® bt

(fortgesetzt)

ool

usisiyols v



Triazin-Typ Substanz strikt congener | als kristalline |aktuelle Verwendung | Gewédsserrelevanz
nach folgender |Reinsubstanz |als Herbizid (Positivbefunde in
Grundstruktur lieferbar Monitoring-Programmen)
R1
/]\ [TOMLIN 1994] [HEERCHEN, DIEDRICH,
N7 rl LUDWIG 1995,
5. B LUA NRW 1996a-c]
RR—-N" 'N” 'N-R3
H H
Methylthio-s-Triazine Ametryn @ ® ® ®
Aziprotryn ® ®
Desmetryn ® ® ®
Dimethametryn ® & ®
Dipropetryn ® ®
Methoprotryn e ®
Prometryn @ £l » ®
Simetryn ® & ®
Terbutryn ® ® ®
| andere s-Triazine | Hexazinon |® e
1,2,4-Trniazinone Isomethiozin ®
Metamitron @ ®
Metribuzin @ L] @

(1sajuably) usjusuodwoysBuNYISIp JOpUSHIM YOlUYR UOBIeS LY

L9l




A1 Selektion dhnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Algentest

A1.2 Komponenten des Referenzgemisches

18 s-Triazine

Substanz CAS RN MG Bezug |Charge |Reinheit |
Ametryn 834-12-8 227,33 Riedel-de-Haen 91070 98%
Atraton 1610-17-9 211,27 Riedel-de-Haen 90900 95%
Atrazin 1912-24-9 215,69 Riedel-de-Haen 90460 99%
Cyanazin 21725-46-2 240,69 Riedel-de-Haen 91070 99%
Desmetryn 1014-69-3 213,31 Riedel-de-Haen 81830 98%
Dimethametryn 22936-75-0 255,39 Riedel-de-Haen 90200 97%
Dipropetryn 4147-51-7 255,39 Riedel-de-Haen 83000 99%
Methoprotryn 841-06-5 271,39 Riedel-de-Haen 2218 99%
Prometon 1610-18-0 225,29 Riedel-de-Haen 83070 99%
Prometryn 7287-19-6 241,36 Riedel-de-Haen 83300 99%
Propazin 139-40-2 229,71 Riedel-de-Haen 92300 99%
Sebuthylazin 7286-69-3 229,71 Ehrenstorfer 80909 95.9%
Secbumeton 26259-45-0 225,29 Riedel-de-Haen 90900 99%
Simazin 122-34-9 201,66 Riedel-de-Haen 91390 99%
Simetryn 1014-70-6 213,30 Riedel-de-Haen 8054 99%
Terbumeton 33693-04-8 225,29 Riedel-de-Haen 90540 99%
Terbuthylazin 5915-41-3 229,71 Riedel-de-Haen 90790 99%
Terbutryn 886-50-0 241,36 Riedel-de-Haen 91070 99%

891

usisiyols v



A2 Selektion dhnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Leuchtbakterientest

A2.1 Auswahlliste:

Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung

Substanz CAS-RN MG Loslichkeit log Kolw EC50

geschatzt analytisch geschatzt’ erwartet nach

for Wasser getestet in QSAR*

bei 25° C' 2 % NaCP

mg/L mg/L ma/L mg/L

2,3 4,5-Tetrachloranilin 634-66-2 230,91 22,8 4,76 3,65 2,84
2,3,4 6-Tetrachlorphenol 58-90-2 231,89 17,9 8,26 4,09 1,73
2,3,4-Trichlorphenol 15950-66-0 197,45 97,5 3,45 3,04
2,3,5,6-Tetrachloranilin 3481-20-7 230,91 9,5 0,21 3,65 2,84
2,3,5,6-Tetrachlorphenol 935-95-5 231,89| 54,9 6,86 4,09 173
2,3,5-Trichlorphenol 933-78-8 197 45 90,1 3,45 3,04
2,3 ,6-Trichlorphenol 933-75-5 197 45 103,4 3,45 3,04
2,4,5-Trichlorphenol 95-95-4 197,45 114,1 3,45 3,04
2,4 6-Trichlorphenol 88-06-2 197,45 121 3,45 3,04
2,4-Dichloro-6-nitroanilin 2683-43-4 207,02 60,3 20,39 3,31 3,73
2,4-Dinitro-1-naphtol 605-69-6 23417 96,1 2,9 6,69
2,4-Dinitroanilin 97-02-4 183,12 1440 4,54 1,84 17,26
2,4-Dinitrophenol 51-28-5 184,11 1970 0,00 1,73 19,64
2,6-Dinitro-4-methylphenol 609-93-8 198,14 512 0,00 2,27 11,51
2 6-Dinitrophenol 573-56-8 184,11 3555 1,73 19,64
3,4-Dinitrophenol 577-71-9 184,11 6712 1,73 19,64
3,5-Dinitroanilin 618-87-1 183,12 1290 11,19 1,29 32,06
4,5-Dichlor-2-nitroanilin 6641-64-1 207,02 60,3 8,32 3,31 3,73
4-Chlor-2,6-dinitroanilin 5388-62-5 217,57 791 0,00 1,93 18,63
4-Phenylazophenol 1689-82-3 198,23 49,8 0,00 3,63 2,49
6-Chlor-2,4-dinitroanilin 3531-19-9 217,57 270 0,00 2,48 9,97

(fortgesetzi)

(1ssjusuapieqiyona) usjusuodwoysBUNUOSI JBPUSYHIM YI/UYE UOIMBRS 2V
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Substanz CAS-RN MG Loslichkeit log Kolw ECS50

geschatzt analytisch geschatzt’ erwartet nach

fur Wasser getestet in QSAR*

bei 25° C' 2 % NaCl®

mg/L mg/L mg/L mg/L

R:CCP 555-60-2 204,62 53,8 444 4] 224
|Dinoseb 88-85-7 240,22 24 .4 43,72 3,67 288
Dinoterb 1420-07-1 240,22 21,1 19,05 3,64 2,98
DNOC (4,6-Dinitro-2- 534-52-1 198,14 692 182,49 227 11,61
|methylphenol)
|Fccp 370-86-5 254,17 16,1 0,00 4,15 1,78
|Pentabromphenol 608-71-9 488,59 0,026 233 5,96 0,45
|Pentachlorphenol 87-86-5 266,34 3,1 0,00 474 0,96
Pentachlorpyridin 2176-62-7 251,33 22,5 4,03 2,01
Tetrachlorcatechol 1198-55-6 247 89 20 3,61 3,18

' errechnet mit WSKOWWIN, Vers. 1.26 1996, U.S. Environmental Protection Agency (OPPT): Upgrade of PCGEMS

Water Solubility Estimation Method (May 1994)

?  siehe6.2.2

*  errechnet mit KOWWIN, Vers. 1.54 nach MEYLAN und HOWARD 1995
* Modell: 1logEC50(mmol/L)=0.489logKo/w+0.126 (ScHULZ UND CRONIN, 1997)
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A2  Selektion dhnlich wirkender Mischungskomponenten fur den Leuchtbakterientest

A2.2 Komponenten des Referenzgemisches

|Substanz |CAS-RN |Bezug _ |Charge IReinheit

2,3,4-Trichlorphenol 15950-66-0 Riedel 30220 99% (GC)

2.3,5-Trichlorphenol 933-78-8 Riedel 40700 99% (GC/NMR)

2,3,6-Trichlorphenol 933-75-5 Riedel 63260 98.8% (GC)

2,4,6-Trichlorphenol 88-06-2 Merck 32207979 >38% (GC)

2,4-Dinitro-1-naphtol 605-69-6 Fluka 313071/1395 >90% (HPLC); moistened with H,O ~15%
2.4-Dinitrophenol 51-28-5 Riedel 33400 99% (HPLC/NMR) mit ca. 0.3 mLH,0/g
2,6-Dinitro-4-methylphenol 609-93-8 Aldrich 18619BQ 90%; 10 % water

2,6-Dinitrophenol 573-56-8 Aldrich 414-273-3850 97%; 20% water

3,4-Dinitrophenol 577-71-9 Fluka 383001 >97% (HPLC); moistened with H,O ~20%
4-Phenylazophenol 1689-82-3 Aldrich 02610KZ 98%

CCCP 555-60-2 Aldrich 10222-096 97%

|Dinoseb 88-85-7 Riedel 61930 99.8% (GC)

|Dinoterb 1420-07-1 Riedel 60600 99% (GCINMR)

[DNOC 534-52-1 Riedel 60320 und 22800 99% (GC/INMR)

[FCCP 370-86-5 Aldrich 03206LN JQ nicht spezifiziert

|Pentachlorphenol 87-86-5 Sigma 76H2634 nicht spezifiziert
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A3 Selektion undhnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Algentest

A3.1 Auswabhlliste 1:

Gewisserrelevante Substanzen mit spezifischem, in Algen relevantem Wirkungsmechanismus

37 Substanzen mit 7 verschiedenen Wirkorten; zusammengestellt nach [1-4], Zuordnung zu Wirkorten nach [5,6]

BeeinfluBter Wirkort Substanz
Stoffwechselprozess

Chemische Gruppe

Gewisser-
befund

ENERGIEBEREITSTELLUNG

Photosynthetischer D1-Protein des PS lI-Reaktionszentrums |Ameltryn
Elektronentransport Atrazin
(Chloroplasten) Aziprotryn
Cyanazin
Metamitron
Metribuzin
Prometryn
Propazin
Sebythylazin
Simazin
Terbuthylazin
Chlortoluron
Diuron
Isoproturon
Linuron
Methabenzthiazuron
Metobromuron
Metoxuron
Monolinuron
Monuron

Triazine

Harnstoffderivate

(1] (3]
(1] (2]
(3]

(1]. (3]
(2]. (3]

Propanil
Bromacil
(fortgesetzt) (fortgeselz() Bentazon

Anilide
Uracile
Benzothiadiazine

cll
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BeeinfluBBter Wirkort Substanz Chemische Gruppe |Gewisser-
Stoffwechselprozess befund
(Photosynthetischer (D1-Protein des PS |I-Reaktionszentrums) | Chloridazon (Pyrazon) Pyridazinone (1], [2], [3]
Elektronentransport) fortgesetzt
fortgeselzl
Protonentranslokation (Protonophore Entkoppler) Dinoterb Dinitrophenole [1]
und ATP-Synthese (oxidative Phospohorylierung und . DNOC (Dinitro-2-methylphenol) (1)
Photophosphorylierung) 2,3,4,5,6-Pentachlorphenol Chlorphenole (1], [2]
BIOSYNTHESEN
RNA-Synthese rRNA-Polymerase | Metalaxyl Phenylamide (1]
und -Funktionen (rRNA-Synthese) Oxadixyl (3]
Carotinoidbiosynthese Phytoendesaturase (PDS) Norflurazon Pyridazinone (3]
Lipidbiosynthese (unbekannt, jedoch nicht Acetyl-CoA- Metazachlor Chloracetamide [3]
Carboxylase) Metolachlor (3]
Steroid-Biosynthese Cytochrom P450 Steroid- Penconazol Imidazol- und Triazol- [3]
14u-Demethylasen Propiconazol Derivate (3]
(Ergosterolbiosynthese) Triadimefon (2]
Triadimenol El
- — - —
ZELLTEILUNG
| Mitose | Tubulin | Trifluralin | Dinitroaniline [[1]

[1] HEERCHEN, DIEDRICH und LUDWIG 1995

[2] LUA NRW 19962
[3] LUA NRW 1996b
[4] LUA NRW 1996¢

[6] HOCK, FEDTKE und SCHMIDT 1995

[6] LYR 1995

(1s9)uabiy) usiuaucdwoysBuNYISI| JSPUSHIM YOJUYRUN UORY3[AS €Y

€Ll




A3 Selektion undhnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Algentest

A3.2 Auswahlliste 2:

Herbizide und Fungizide mit spezifischem, in Algen relevantem Wirkungsmechanismus

189 Substanzen mit 18 verschiedenen Wirkorten, zusammengestelit nach HOCK 1995, HOCK, FEDTKE und SCHMIDT 1995, LYR 1995, TOMLIN 1994

Beeinfluter Wirkort
Stoffwechselprozess

Substanz

Chemische Gruppe

Verwendung
H-Herbizid,
F-Fungizid

ENERGIEBEREITSTELLUNG

Photosynthetischer D1-Protein des PS lI-Reaktionszentrums |Ametryn
Elektronentransport Atrazin
(Chloroplasten) Cyanazin
Desmetryn
Dimethametryn
Hexazinon
Metamitron
Metribuzin
Prometon
Prometryn
Propazin
Simazin
Simetryn
Terbumeton
Terbuthylazin
Terbutryn
Trietazin
Chlorbromuron
Chlortoluron
Dimefuron
Diuron
Fenuron
Fluometuron
Isoproturon

Triazine

Harnstoffderivate
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Beeinflufiter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Chemische Gruppe

Verwendung
H-Herbizid,
F-Fungizid

(Photosynthetischer
Elektronentransport)
fortgeselzt

(D1-Protein des PS lI-Reaktionszentrums)
fortgeselzi

Isouron

Linuron
Methabenzthiazuron
Metobenzuron
Metobromuron
Metoxuron
Monolinuron
Neburon
Siduron
Tebuthiuron
Pentanochlor
Propanil
Desmedipham
Phenmedipham
Bromacil
Lenacil

Terbacil
Bentazon

Chloridazon
Pyridat

(Harnstoffderivate)
fortgesetzt

Anilide
Biscarbamate

Uracile

Benzothiadiazine
Pyridazinone

Redoxkatalase am PS |

Diquat (Dibromid)
Paraguat (Dichlorid)

Bipyridilium-
Verbindungen

Respiratorischer
Elektronentransport
(Mitochondrien)

Succinat-Ubichinon-Oxidoreductase-
Komplex Il

Carboxin
Fenfuram
Flutolanil
Mepronil
Oxycarboxin

Carboxanilide

Cytochrom-bc-Komplex |l

Kresoxim-methyl (BAS 490F)
ICIA5504

Strobilurine

Protonentranslokation
und ATP-Synthese

(Protonophore Entkoppler)
(oxidative Phospohorylierung und

Photophosphorylierung)

Dinoterb
DNOC
Pentachlorphenol

Dinitrophenole

Chlorphenole
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BeeinfluBter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Chemische Gruppe

Verwendung
H-Herbizid,
F-Fungizid

BIOSYNTHESEN

RNA-Synthese
und -Funktionen

rRNA-Polymerase |
(rRNA-Synthese)

Benalaxy!
Furalaxyl
Metalaxyl
Ofurace
Oxadixyl

Phenylamide

Aminosdurebiosynthese

(fortgesetzt)

Acetolactat-Synthase (ALS)

(fortgesetzt)

Amidosulfuron
Azimsulfuron
Bensulfuron
Chlorimuron
Chlorsulfuron
Cinosulfuron

Ethametsulfuron-methyl

Flazasulfuron
Halosulfuron
Imazosulfuron
Metsulfuron
NC-330
Nicosulfuron
Primisulfuron
Prosulfuron
Pyrazosulfuron
Rimsulfuron
Sulfometuron
Thifensulfuron
Triasulfuron
Tribenuron
Triflusulfuron
AC 263,222
Imazamethabenz
Imazapyr
Imazaquin
Imazethapyr

Sulfonylharnstoffe

Imidazolinone
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Chemische Gruppe |Verwendung
Stoffwechselprozess ?-’tferb'gzid,
- Lﬂgmd
(Aminosaurebiosynthese) (Acetolactat-Synthase) Flumetsulam Triazolopyrimidin- H
fortgesetzt fortgesetzt Metosulam sulfonanilide H
Pyrithiobac (Na-Salz) Pyrimidinyloxy- H
Benzoesauren
Enolpyruvyishikimat-3-phosphat- Glyphosat Aminophosphonate H
Synthase (EPSP)
Glutamin-Synthetase (GS) Glufosinate Aminophosphinate H
Porphyrinbiosynthese Protoporphyrinogenoxidase (PPGO) Acifluorfen Diphenylather H
Aclonifen H
Bifenox H
Chlomethoxyfen H
Chlarnitrofen H
Fluoroglycofen H
Fomesafen H
HC-252 H
Lactofen H
Oxyfluorfen H
Flumiclorac (Pentyl-Ester) Phthalimide H
Flumioxazin H
Benzofenap Pyrazole H
Pyrazolinate H
Pyrazoxyfen H
Oxadiazon Sonstige H
Carotinoidbiosynthese Phytoendesaturase (PDS) Norflurazon Pyridazinone H
Fluridone 4-Pyridone H
Diflufenican Phenoxynicotinanilide H
Flurtamone Sonstige H
Flurochloridone H
(unbekannt, jedoch nicht PDS) Amitrol Aminotriazole H
Lipidbiosynthese Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase) Clodinafop Aryloxypropionsduren H
Diclofop H
Fenoxaprop H
(fortgesetzt) (fortgesetzt) Fenoxaprop-P (fortgesetzt) H
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BeeinfluBter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Chemische Gruppe

Verwendung
H-Herbizid,
F-Fungizid

(Lipidbiosynthese)
fortgesetzt

(Acetyl-CoA-Carboxylase)
fortgesetzt

Fluazifop
Fluazifop-P
Haloxyfop
Isoxapyrifop
Propaquizafop
Quizalofop
Quizalofop-P
XDE 537 (Cyhalofop-butyl)
Flamprop
Flamprop-M
Alloxydim
Clethodim
Cycloxydim
Sethoxidim
Tralkoxydim

(Aryloxypropionsauren)
fortgesetzt

Arylaminopropionsauren

Cyclohexenone

(unbekannt, jedoch nicht ACCase)

Acetochlor
Alachlor
Butachlor
Butenachlor
Dimethachlor
Dimethenamid
Metazachlor
Metolachlor
Pretilachlor
Propachlor
Propisochlor
Thenylchlor
Mefenacet

Chloracetamide

Oxyacetamide

Nitrat-Assimilation

Nitratreduktase (NR)

Natriumchlorat

Chlorate

Steroid-Biosynthese

(fortgesetzt)

Cytochrom P450 Steroid-
14a-Demethylasen
(Ergosterolbiosynthese)

Azaconazole
BAS 480F
Bitertanol
Bromuconazol
Cyproconazol

Imidazol- und Triazol-
Derivate

(fortgesetzt)
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BeeinfluBter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Chemische Gruppe

Verwendung
H-Herbizid,
F-Fungizid

(Steroid-Biosynthese)
fortgesetzt

(Cytochrom P450 Steroid-
14a-Demethylasen)
fortgeselzl

Difenoconazol
Diniconazol
Fenbuconazol
Fluguinconazol
Flusilazol
Flutriafol
Hexaconazol
Imazalil
Imibenconazol
Ipconazol
Metconazol
Myclobutanil
Pefurazoat
Penconazol
Prochloraz
Propiconazol
SSF-109
Tebuconazol
Tetraconazol
Triadimefon
Triadimenol
Triflumizol
Triticonazol

(Imidazol- und Triazol-
Derivate)
fortgesetzt

Zellwand-Synthese

Cellulose-Synthase (CS)

Dichlobenil
Chlorthiamid
Isoxaben

Chilorierte Benzonitrile
Sonstige

TITITIMTMT NI T T TIT NI TN

ZELLTEILUNG

Mitose

(fortgesetzl)

Tubulin

(fortgesetzt)

Benfluralin
Butralin
Dinitramin
Ethalfluralin
Fluazinam

Dinitroaniline

(fortgesetzt)

£2 150 T a e o
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Chemische Gruppe |[Verwendung
H-Herbizid,
Stoffwechselprozess F-Fungizid
(Mitose) (Tubulin) Fluchloralin (Dinitroaniline) H
fortgesetzt fortgesetzt Oryzalin fotgesetzt H
Pendimethalin H
Prodiamin H
Trifluralin H

08l
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A3 Selektion undhnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Algentest

A3.3 Auswahlliste 3:

Tools der pflanzenphysiologischen Forschung mit spezifischem, in Algen relevantem Wirkungsmechanismus

154 Substanzen mit 41 verschiedenen Wirkorten; zusammengestellt nach HOCK 1995
(4 mit * markierte Wirkorte werden auch durch Substanzen in Auswahliiste 2 beeintréchtigt; s. A3.2)

Rotenon

Beeinfluter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess

ENERGIEBEREITSTELLUNG

Respiratorischer NADH-Ubichinon-Reductase-Komplex | |Amytal

Elektronentransport Glyceollin

(Mitochondrien) Piericidin A (Streptomyc, mobariensis)

Cytochrom-bc-Komplex Il * Antimycin A
Cytochrom-Oxidase-Komplex IV Azid
Cyanid
Kohlenmonoxid
Schwefelwasserstoff

Alternative (Cyanid-resistente) Oxidase

Disulfiram (Tetraethylthiuramdisulfid)
m-Clam (m-Chlorbenzhydroxamsaure)
Propylgallat

SHAM (Salicylhydroxamat)

Protonentranslokation
und ATP-Synthese

(fortgesetzt)

F-ATPase
(Mitochondrien)

Oligomycin B

Rutamycin

Triethylblei

Venturicidin

DCCD (N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid)

hemmt auch plastidare ATPasen
hemmt zahlreiche Protonen-translocierende Enzyme

ATP-ADP-Translocase (Mitochondrien)

Atractylosid
Bongkrekinsaure

kompetitiver Inhibitor
nicht-kompetitiver Inhibitor

(Protonophore Entkoppler) *
(oxidative Phospohorylierung und

Photophosphorylierung)

DNP (2,4-Dinitrophenol)
FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluor-

methoxyphenylhydrazon)
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
(Protonentransiokation (Protonophore Entkoppler) CCCP (Carbonylcyanid- m-chilor- hemmt auch Plasmamembran-H+-ATPase
und ATP-Synthese) fortgesetzt phenylhydrazon)
fortgesetzt
BIOSYNTHESEN
Nucleotid-Biosynthese Purin- und Pyrimidin-Synthese Azaserin
DON
Thymidylat-Synthetase 5-Flourdesoxyuridin
5-Fluoruracil
DNA-Synthese und DNA-Polymerase « Aphidicolin
-Funktionen Eukariontische DNA-Topoisomerase | Etoposid (vP-16)
Teniposid (VM-26)
Nogalamycin aulerdem interkalierende Wirkung
Eukaryontische DNA-Topoisomerase Il | Berenil
Camptothecin
Prokaryontische DNA-Topoisomerase Il | Nalidixinsaure
(= Gyrase) Norfloxacin
(Chloroplasten und Mitochondrien) Oxolinséure
DNA-Doppelhelix Actinomycin D Eﬁiﬁcmd:n{_eﬁp:abn mt::ﬁf; ngﬂa%egxaaren:
i i i t au 0 merase |l induzierte -
(interkalierende Verbindungen) Strangbriche
Acridin {1[].‘Azaanihramn} bewirkt auch TDPD'SOI‘TIBI‘&SB Il induzierte DNA-
Acridinorange Strangbrache
Ethidiumbromid
Proflavin
RNA-Synthese RNA-Polymerase Il a-Amanitin Storung der Codon-Antikodon-Erkennung bei der
und -Funktionen (mMRNA-Synthese) Proteinsynthese durch Einbau in RNA
(Nukleotid-Analoga) 8-Azaguanin Storung der Codon-Antikodon-Erkennung bei der
(Einbau in RNA —» Funktionsstorung) Proleinsynthese durch Einbau in RNA
Cordycepin (3 -Desoxyadenosin) Einbau am 3'Ende wachsender RNA-Ketten
Proteinbiosynthese Grofie ribosomale Untereinheit Abrin
(Ribosomen-Inaktivierung durch Ribotoxine) | Crotin
(fortgesetzt) (fortgesetzt) Curcin
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Beeinfluter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
(Proteinbiosynthese) (GrofRe ribosomale Untereinheit) Gelonin
fortgesetzt fortgesetzt MAP (antivirales Protein aus Mirabilis)
Mitogillin
Modeccin
Mormordin |
Mormordin I
Petroglaucin
Phytolacin
Restrictocin
Ricin
Saponin
Shiga-Toxin
SLT-ll v (Shiga-ghnliche Toxin-1i-
Variante)
a-Sarcin aullerdem Effekte auf Peplidketten-Elongation
Kleine ribosomale Untereinheit Aurintricarboxylsaure Bindung an 30s und 40s rRNA
(Hemmung der Initiation der Edein A
Proteinsynthese an Ribosomen) Streptomycin Bindung nur an 30s rRNA; auBerdem Effekt auf
Peptidketten-Elongation
Kasugamycin Bindung nur an 30s IRNA; Effekt vorwiegend bei best.
Pilzen
80s und 70s Ribosomen Tetracyclin Bindung an Akzeptorstelle A (Kontaktregion
(Hemmung der Peptidketten-Elongation an grofie/kleine Untereinheit); auflerdem Effekt als
Ca”'-Chelator
eu- und prokaryontischen Ribosomen) Chlortetracyclin Bindung an Akzeplorstelle A (Kontaktregion
Oxytetracyclin grofe/kleine Untereinheit)
Puromycin Hemmung des Peptidyltransfers
80s Ribosomen Cycloheximid Her;nrr;ung g;r E‘Epﬂ;igl-t?f:lA-Tr:‘nslok[a[iqn:_
Hemmung der Peptidketten-Elongation nur BAISSIWT: RO AUk - INIEYRINGS TN,
L f eukarygntischer? Ribosomen) 9 e DNA-Synthese und lonenaufnahme
Naramycin B Hemmung der Peptidyl-tRNA-Translokation
Diacetoxyscirpenol (Trichothecene |Hemmung anderer Teilschritte
HT-2 Toxin aus Fusarium)
Neosolaniol
(fortgesetzt) T-2 Toxin
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BeeinfluBter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Anmerkungen

(Proteinbiosynthese)
fortgesetzt

70s Ribosomen
(Hemmung der Peptidketten-Elongation nur
an prokaryontischen Ribosomen)

Althiomycin

APN
Chloramphenicol
Erythromycin A
Lincomycin
Sparsomycin

Hemmung der Peptidyltransferase-Reaktion

Bottromycin
Gentamycin
Fusidinsaure
Hygromycin B
Kanamycin
Kirromycin
Micrococcin
Negamycin
Neomycin
Thiostrepton
Viomycin

Hemmung anderer Teilschritte des Elongalionszyklus

Elongationsfaktor EF-2
(kovalente Modifikation durch
ADP-ribosylierende Toxine)

DT (Diphtherie-Toxin)
ETA (Pseudomonas-Exotoxin A)

Glycoproteinsynthese
(ER und Golgi-Apparat)

Start-Reaktion der N-Glycosylierung
(Transfer von GlcNAc-1-P auf Dolichol-P)

Antibiotikum 24010

Antibiotikum MM-1920
Corynetoxine (aus Corynebakterium)
Mycospocidin

Streptovirudin

Tunicamycin

Bacitracin

hemmt auch weitere Teilschritte des Reaklionszyklus

Glucosidasen

Australin
Castanospermin
Deoxymannojirimycin
Deoxynojirimycin
Kifunensin
Swainsonin
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Beeinflufiter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
Steroid-Biosynthese Hydroxymethylglutaryl-CoA-Synthase Cerulenin spezifisch in Pilzen
(Sterolsynthese) und p-Ketoacylthioester-
Synthetase (Fettsduresynthese)
Squalen-Epoxidase Natftifin spezifisch in Pilzen
(Ergosterolbiosynthese) Terbinafin
Tolciclat
Tolnaftat
Cytochrom P450 Steroid- Clotrimazol spezifisch in Pilzen
14a-Demethylasen Itraconazol
(Ergosterolbiosynthese) *
Zellwand-Synthese Chitinsynthese Polyoxin D kompetitiver Inhibitor; wirkt vorwiegend auf best. Pilze
TRANSPORT- UND REGULATION
Selektiver lonen-Transport |(fonophore und Porenbildner) Valinomycin gzﬁa;:ier ; aulerdem Effekt auf Cytochrom
-Uxidase
an Membranen Monensin Na+-Carrier
Nigericin K+- Na+-Carrier
Antibiotikum A 23187 Carrier fiir divalente Kationen
Gramicidin A Bildung fester Membranporen fiir monovalente
Kationen
Membran-Sterole Amphotericin B Bindung an Ergosterol; spezifisch in Pilzen
(sterolabhéngige Nystatin
Permeabilitdtsanderungen) Filipin bevorzugte Bindung an Cholesterol; spezifisch in

Pilzen

K'-Kanile (Blocker)

Tetraethylammonium (TEA)

Ca”"-Kaniile (Blocker)

D 600 (Gallopamil)
Diltiazem
Nifedipin
Verapamil

Anionenkandle (Blocker)

(fortgesetzt)

(forigesetzt)

Ethacrynsaure [(2,3-Dichlor-4-(2-
methylenbutyryl)-phenoxy)-
essigsaure]

I1AA-94 [((6,7-Dichlor-2-cyclopentyl-2,3-
dihydro-2-methyl-1-oxo-1H-inden-5-
yhoxyl)-essigsaure]
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BeeinfluBter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Anmerkungen

(Selektiver lonen-Transport)

(Anionenkanéle (Blocker))

Niflumsaure [2-{e,q,a-Trifluor-m-

fortgesetzt fortgesetzt toluidin)-nicotinsdure]
NPPB [5-Nitro-2-(3-
phenylpropylamino)benzoesidure]
Na'- und Mg /H -Antiport Amilorid
Imipramin
P- und V-ATPasen Plasmamembran-H'-ATPase Erythrosin B Hemmung der ATP-Bindung (1. Schritt des

(Plasmamembran,
ER, Tonoplast)

(P-ATPase)

DCCD (N,N°-Dicyclohexyl-carbediimid)
Gramicidin D

Reaktionszyklus), hemmt auch Ca2+-ATPasen
(Plasmalemma, ER)

Bindung an eine Proteolipid-Unlereinheit ; heammt
auch Tonoplasten-H+-ATPase und F-ATPase in
Mitochondrien

Suloctidil hemmt vorwiegend Hefe-P-ATPase
Miconazol hemmt vorwiegend Pflanzen-P-ATPase
Fusicoccin-Rezeptor Fusicoccin
(Plasmamembran- H+ATPase-Aktivator,
nicht identisch mit H+-ATPase)
Ca’ -ATPase des ER Cyclopiazonsaure
Thapsigargin
Tonoplasten-H -ATPase Bafilomycine
(V-ATPase) Mersalyl

NBD-CI (7-Chior-4-nitrobenzo-2-oxa-
1,3-diazol)

Vesikuldrer Transport
von Makromolekiilen

MembranfiuB ER —» Golgi-Apparat /
Coatproteine in Golgimembranen
(vermutet)

Brefeldin A (BFA)

STRUKTURELLE ORGANISATION

Cytoskeleft-Funktionen

Actin-Filamente

Cytochalasin B
Phalloidin
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Anmerkungen

Stoffwechselprozess

ZELLTEILUNG

Mitose Tubulin * Colchicin Bindung an p-Untereinheit des Tubulin-Dimers;

Pflanzen relativ unempfindlich

Podophyllotoxin Bindung an p-Untereinheit des Tubulin-Dimers
Taxol Bindung an a-Untereinheit des Tubulin-Dimers
Vinblastin
Vineristin
Griseofulvin Bindung an a-Untereinheit des Tubulin-Dimers;

hemmt auch Zellwandsynthese; wirkt vorwiegend bei
Pilzen

(1sayuabiy) USUBLOdWONSBUNYISI JOPUSHIM YO/JUYBUN UONXSISS £V
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A3 Selektion unahnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Algentest

A3.4 Kandidaten fiir die experimentelle Vorpriifung

40 Substanzen mit 27 verschiedenen Wirkorten; selektiert aus den Auswahllisten 1-3 (s. A3.1 bis A3.3)

BeeinfluBter Wirkort Substanz Ergebnis der experimentellen
Stoffwechselprozess Vorpriifung *
ENERGIEBEREITSTELLUNG
Photosynthetischer D1-Protein des PS ll-Reaktionszentrums | Terbuthylazin geeignete Mischungskomponente
Elektronentransport Methabenzthiazuron im Vergleich zu Terbuthylazin geringere
(Chloroplasten) Steilheit der KWK

Redoxkatalase am PS | Paraquat (Dichlorid) geeignete Mischungskomponente
Respiratorischer NADH-Ubichinon-Reductase-Komplex | |Rotenon ungentgende Wirksamkeit
Elektronentransport Succinat-Ubichinon-Oxidoreductase- Fenfuram geeignete Mischungskomponente
(Mitochondrien) Komplex Il Flutolanil nicht gepraft

Mepronil ungenligende Wirksamkeit

Cytochrom-bc-Komplex |l Kresoxim-methyl (BAS 490F) geeignete Mischungskomponente

Protonentranslokation (Protonophore Entkoppler) CCCP (Carbonylcyanid- m-chior- geeignete Mischungskomponente”

und ATP-Synthese (oxidative Phospohorylierung und phenylhydrazon) indirekter Effekt (Farbigkeit) nicht
DNOC ausschlieRbar
BIOSYNTHESEN
Nucleotid-Biosynthese Purin- und Pyrimidin-Synthese Azaserin geeignete Mischungskomponente
Thymidylat-Synthetase 5-Fluoruracil hohe Varianz

DNA-Synthese und

Prokaryontische DNA-Topoisomerase |l

Nalidixinsdure

geeignete Mischungskomponente

| fortgesetzt)

-Funktionen (= Gyrase)

(Chloroplasten und Mitochandrien)
RNA-Synthese rRNA-Polymerase | Metalaxyl geeignete Mischungskomponente
und -Funktionen (rRNA-Synthese) Oxadixyl nicht gepraft
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Ergebnis der experimentellen
Stoffwechselprozess Vorpriifung *
(RNA-Synthese (Nukleotid-Analoga) 8-Azaguanin geeignete Mischungskomponente

und -Funktionen)
fortgeselzl

(Einbau in RNA -» Funktionsstérung)

Aminosédurebiosynthese

Acetolactat-Synthase (ALS)

Chlorsulfuron
Metsulfuron-Methyl
Triasulfuron

instabil
geeignete Mischungskomponente
instabil

Tribenuron instabil
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat- Glyphosat ungentigende Wirksamkeit, unzureichende
Synthase (EPSP) Reproduzierbarkeit
Glutamin-Synthetase (GS) Glufosinate spezifische Wirkung in Scenedesmus
zweifelhaft, aufwendige Analytik
Proteinbiosynthese 80s und 70s Ribosomen Tetracyclin instabil
(Hemmung der Peptidketten-Elongation an
eu- und prokaryontischen Ribosomen)
80s Ribosomen Cycloheximid ungeniigende Wirksamkeit
(Hemmung der Peptidketten-Elongation nur
an eukaryontischen Ribosomen)
70s Ribosomen Chloramphenicol geeignete Mischungskomponente
(Hemmung der Peptidketten-Elongation nur
an prokaryontischen Ribosomen)
Porphyrinbiosynthese Protoporphyrinogenoxidase (PPGO) Aclonifen geeignete Mlschungskomponem;”
Bifenox ungenigende Wirksamkeit
Carotinoidbiosynthese Phytoendesaturase (PDS) Norflurazon geeignete Mischungskomponente
(unbekannt, jedoch nicht PDS) Amitrol unzureichende Reproduzierbarkeit
Lipidbiosynthese Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase) Haloxyfop ungeniigende Wirksamkeit
Flamprop-M ungeniigende Wirksamkeit
(unbekannt, jedoch nicht ACCase) Metazachlor geeignete Mischungskomponente
Steroid-Biosynthese Cytochrom P450 Steroid- Triadimenol geeignete Mischungskomponente
14a-Demethylasen
{Ergosterolbiosynthese)
Zellwand-Synthese Cellulose-Synthase (CS) Dichlobenil ungeniigende Wirksamkeit
Isoxaben ungenigende Wirksamkeit

—
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Ergebnis der experimentellen
Stoffwechselprozess Vorpriifung *
TRANSPORT- UND REGULATION
Selektiver lonen-Transport |Ca*'-Kanile (Blocker) Diltiazem ungenligende Wirksamkeit
an Membranen Nifedipin ungentigende Wirksamkeit
Anionenkanile (Blocker) Ethacrynsaure [(2.3-Dichlor-4-(2- ungenlgende Wirksamkeit
methylenbutyryl)-phenaxy)-
essigsdure]
ZELLTEILUNG
Mitose Tubulin Colchicin ungentigende Wirksamkeit
Trifluralin ungentgende Wirksamkeit

* Beurteilung entsprechend den in Abschnitt 5.3 angegebenen Anforderungen

KWK - Konzentrations-Wirkungskurve

1) Bei den hdchsten getesteten Einzelstoffkonzentrationen von CCCP kann ein zusétzlicher indirekter Effekt, hervorgerufen durch die gelbe Farbe, nicht ausgeschlossen
werden. Bei der Toxizitatstestung von Gemischen wurden jedoch nur Konzenltrationen unterhalb der Einzelstoff-ECso eingesetzl. Die Reduktion des Lichlgenusses der
Algen ist dabei geringer als 4 %. Bei den verwendeten Kullivationsbedingungen (s. Anhang B1) sind jedoch Reduklionen der Lichtintensitat bis zu 10 % ohne Einflu
auf Wachstum und Vermehrung der Algen. Ein indirekter Effekt war somit hinreichend ausgeschlossen,

2) Die gelbe Farbe von Aclonifen ist in den getesteten Konzentrationsbereichen irrelevant (Lésungen erscheinen klar).
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A3 Selektion unahnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Algentest
A3.5 Komponenten des Testgemisches

15 unahnlich spezifisch wirkende Substanzen + 1 kationisches Tensid (QAC-12)

|Substanz |CAS RN MG |Bezug |Charge | Reinheit
Aclonifen 74070-46-5 264,67 Riedel-de-Haen 31110 99%
8-Azaguanin 134-58-7 152,12 Fluka 245483/1-1193 >99%
Azaserin 115-02-6 173,10 Fluka >99%
CCCP (Carbonylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon) [555-60-2 204,62 Aldrich 10222-096 97%
Chloramphenicol 56-75-7 323,14 Fluka 350882/1-496 >99%
Dodecyltrimethylammoniumchlorid 112-00-5 263,90 Eastman-Kodak 910843E 98%
Fenfuram 24691-80-3 201,22 Riedel-de-Haen 41240 99%
Kresoxim-methyl 143390-89-0 313,34 Promochem 831-107 99,7%
Metalaxyl 57837-19-1 279,34 Riedel-de-Haen 11790 99%
Metazachlor 67129-08-2 277,75 Riedel-de-Haen 3410 98%
Metsulfuron-methy! 74223-64-6 381,36 Promochem 70417 99%
Nalidixinsaure 389-08-2 232,24 Merck K22101419-531 >99,5%
Norflurazon 27314-13-2 303,67 Sandoz 97,5
Paraquat-Dichlorid-3-Hydrat 1910-42-5 311,21 Riedel-de-Haen 7320 99%
Terbuthylazin 5915-41-3 229,71 Riedel-de-Haen 90790 99%
Triadimenol 55219-65-3 295,77 Riedel-de-Haen 92960 99%
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A4 Selektion unédhnlich wirkender Mischungskomponenten fiir den Leuchtbakterientest

A4.1 Auswahlliste 1:
Gewisserrelevante Substanzen mit spezifischem, in Bakterien relevantem Wirkungsmechanismus

9 Stoffe mit 5 unterschiedlichen Wirkorten. Zusammengestellt nach [1] [2]

Z6l

BeeinfluBter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess

ENERGIEBEREITSTELLUNG (2 WIRKORTE)

Respiratorischer Cytochrom-Oxidase-Komplex |Metam-Na (LS)

Elektronentransport v Dazomet (LS)

(Mitochondrien)

Protonentranslokation (Protonophore Entkoppler) 2,3,4,5,6-Pentachlorphenol (PB)

und ATP-Synthese (oxidative Phospohorylierung) DNOC (PB)
Dinoterb (PB))

BIOSYNTHESEN (2 WIRKORTE)

UASILOIS VY

RNA-Synthese rRNA-Polymerase | Metalaxyl (PB)

und -Funktionen (rRNA-Synthese)

Lipidbiosynthese unbekannt, aber nicht Acetyl- |Metazachlor (LS)
CoA-Carboxylase Metolachlor (LS)

SONSTIGES (1 WIRKORT)

|(Membranintegritét) | Membranlipide (Oxidation) | Vinclozolin | as

[1] HERrCHEN, M., DIETRICH M., Lubwig, B.: Anwendung eines Auswahlschemas zur ldentifizierung gewésserrelevanter gefahrlicher Stoffe, Forschungsbericht 102 04

109, Umweltbundesamt, Texte 50/95, 1995
[2] Landesumweltamt Nordrhein-Wesltfalen: Gewéassergltebericht '93/'94, Essen, 1996

(PB) Positivbefunde in Oberflichengewédssem, zilierl nach [1]
(LS) In der Liste der betrachtungswiirdigen Pfanzenschutzmittel der Internationalen Kommission zum Schutz des Rheins (IKSR) aufgefiihrt, zitiert nach [1]




A4  Selektion unahnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Leuchtbakterientest

A4.2 Auswabhlliste 2:

Pestizide, Antibiotika und Chemotherapeutika sowie Tools der stoffwechsel-physiologischen Forschung mit
spezifischem, in Bakterien relevantem Wirkungsmechanismus

zusammengestelit nach HOCK 1995 [1], ALEXANDER, ESTLER und LEGLER 1995 [2], 205 Substanzen (11 Fungizide, 68 Herbizide, 90 Antibiotika,
5 entzindungshemmende Stoffe, 1 Diuretikum, 1 Insektizid und 32 nicht kommerziell verwendete Stoffe) mit 37 verschiedenen Wirkorten

BeeinfluBter Wirkort Substanz ") Anmerkungen
Stoffwechselprozess
ENERGIEBEREITSTELLUNG (7 WIRKORTE)
Respiratorischer NADH-Ubichinon-Reductase- |Amytal
Elektronentransport Komplex | Glyceollin
(Mitochondrien) Piericidin A
Rotenon (]
Cytochrom-Oxidase-Komplex |Azid
w Cyanid
Kohlenmonoxid
Schwefelwasserstoff
Succinat-Ubichinon- Carboxin (03]
Oxidoreductase-Komplex |l Fenfuram (F
Flutolanil ("
Mepronil ()
Oxycarboxin (F)

Cytochrom-bc-Komplex il

Kresoxim-methyl (BAS 490F)
ICIA5504

(F)
()

Protonentranslokation F-ATPase DCCD hemmt zahlreiche Protonen-translocierende Enzyme
und ATP-Synthese (Mitochondrien) Oligomycin B
Rutamycin
Triethylblei
Venturicidin hemmt auch plastidare ATPasen
ATP-ADP-Translocase Atractylosid kompetitiver Inhibitor
(Mitochondrien) Bongkrekinsaure nicht-kompetitiver Inhibitor
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BeeinfluSter
Stoffwechselprozess

Wirkort

Substanz

Anmerkungen

(Protonophore Entkoppler)
(oxidative Phospohorylierung
und Photophosphorylierung)

DNP (2,4-Dinitrophenal)

FCCP (Carbonylcyanid-p-trifiuor-

methoxyphenylhydrazon)

CCCP (carbonylcyanid- m-chlior-

phenylhydrazon)

hemmt auch Plasmamembran-H+-ATPase

BIOSYNTHESEN (23 WIRKORTE)

RNA-Synthese
und -Funktionen

rRNA-Polymerase |
(rRNA-Synthese)

Benalaxyl
Furalaxyll
Ofurace
Oxadixyl

(F)
(£
("
(F)

Aminos#urebiosynthese

Acetolactat-Synthase (ALS)

AC 263,222
Amidosulfuron
Azimsulfuron
Bensulfuron
Chlorimuron
Chlorsulfuron
Cinosulfuron
Ethametsulfuron-methyl
Flazasulfuron
Flumetsulam
Halosulfuron
Imazamethabenz
Imazapyr
Imazaquin
Imazethapyr
Imazosulfuron
Metosulam
Metsulfuron
NC-330
Nicosulfuron
Primisulfuron
Prosulfuron

(H)
(1)
(t)
(H)
(H)
(H)
(H)
(H)
(M)
(H)
(H)
()
(H)
()
(H)
(H)
()
(H)
()
()
(1)
(H)
(H

v6l
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
Pyrazosulfuron (H)
Pyrithiobac )
Rimsulfuron (r)
Sulfometuron ()
Thifensulfuron (H
Triasulfuron (H)
Tribenuron (H)
Triflusulfuron (H)
(H)
(H
()
Enolpyruvylshikimat-3- Glyphosat ()
phosphat-Synthase (EPSP)
Glutamin-Synthetase (GS) Glufosinate ()
Nucleotid-Biosynthese Purin- und Pyrimidin- Azaserin
Synthese Don
Thymidylat-Synthetase 5-Flourdesoxyuridin (CH)
- 5-Fluoruracil (CH)
DNA-Synthese und Prokaryontische DNA- Nalidixinsaure (AB)
-Funktionen Topoisomerase Il (= Gyrase) |Norfloxacin (4B)
(Chloroplasten und Ofloxacin (AB)
Mitochondrien) Oxolinsaure (AB)
Pipemidsaure (AB)
DNA-Doppelhelix Actinomycin D &w::med:n;erkail:mn stt;;:'lenr:j GQ-Bas;}:Raaren;
: % . au -
(interkalierende Verbindungen) Strangbrilche opasomerase |l induzierte
Acridin (10-Azaanthracen) bewirkt auch Topoisomerase Il induzierte DNA-
Acridinorange Strangbriiche
Ethidiumbromid
Proflavin
DNA-Doppelhelix Ornidazol (AB)
(Metabolite greifen Helix an) Metronidazol (AB)
Nitrofurantoin (AB)
5-Fluordesoxyuridin (AB)

(1sejuaLepEqIYoneT) usjusuodwodsBUNyosIiN JSPUSHIM YOjuyBUN UORXSIES pY

S61




Flamprop-M

(H)

BeeinfluBter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
RNA-Synthese RNA-Polymerase Il ci-Amanitin Storung der Codon-Antikodon-Erkennung bei der
Proteinsynthese durch Einbau in RNA
und -Funktionen (mRNA-Synthese) Rifamycin SV (AB)
Rifampin (AB)
(Nukieotid-Analoga) 8-Azaguanin Storung der Codon-Antikodon-Erkennung bei der
Proteinsynihese durch Einbau in RNA
(Einbau in RNA —» Cordycepin (3 -Desoxyadenosin) Einbau am 3'Ende wachsender RNA-Ketten
Funktionsstorung) a-Sarcin auBerdem Effekte auf Peptidketten-Elongation
|Folséiure-Biosynthese (Kompetitive Antagonisten der|Sulfaperin (AB)
|p-Aminobenzoesiure) Sulfametoxydiazin (AB)
Sulfamethoxin (AB)
Sulfamethoxazol (AB)
Sulfamerazin (AB)
Sulfanilamid (AB)
Sulfadiazin (AB)
Sulfacarbamid (AB)
Sulfalen (AB)
Sulfaguanol (AB)
Sulfathiazol (AB)
Sulfisomidin (AB)
Dihydrofolatreduktase Cycloguanil (AB)
Pyrimethamin (AB)
Tetroxoprim (AB)
Trimethoprim (AB)
Lipidbiosynthese Acetyl-CoA-Carboxylase Alloxydim ()
(ACCase) Clethodim (H)
Clodinafop (H)
Cycloxydim (H)
Diclofop (H)
Fenoxaprop ()
Fenoxaprop-P (H)
Flamprop (H)

o6l
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Beeinflufiter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess

Fluazifop (H)

Fluazifop-P (H)

Haloxyfop (H)

Isoxapyrifop (H)

Propaquizafop (H)

Quizalofop (1)

Quizalofop-P (H)

Sethoxidim (H)

Tralkoxydim (H)

XDE 537 (Cyhalofop-butyl) (")

{unbekannt, jedoch nicht Acetochlor (H)
ACCase) Alachlor (H)
Butachlor (H)

Butenachlor (H)

Dimethachlor (H)

Dimethenamid (H)

Matazachlor (H)

Metolachlor (H)

Pretilachlor (H)

Propachlor (H)

Propisochlor )

Thenylchlor )

(H)

(H)

|Protein-Biosynthese 30S rRNA Aurintricarboxylsaure Verhinderung der mRNA-Bindung an die kleine
ribosomale Untereinheil

30S rRNA Amikacin (AB)
(Inhibierung der Initiation) Edein A (AB)
Gentamicin (AB)

Gentamicin A (AB)

Kanamycin (AB)

Kanamycin A (AB)

Kasugamycin (AB)

Neomycin B (AB)

Paromycin (AB)
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BeeinfluBter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
Sisomicin (AB)
Spectinomycin (AB)
Streptomycin (AB)
Tobramycin (AR)
30S rRNA 7-Chlortetracyclin (AB)
|(Inhibierung der Elongation) Chlortetracyclin (AB)
Demeclocyclin (AB)
|Doxycyclin (AB)
Minocyclin (AB)
Rolitetracyclin (AB)
Tetracyclin (AB)
50S rRNA Azidamfenicol (AB)
(Inhibierung der Elongation) Azithromyein (AB)
Chloramphenicol (AB)
Clarithromycin (AB)
Clindamycin (AB)
Dirithromycin (AB)
Erythromycin (AB)
Flurithromycin (AB)
Josamycin (AB)
Lincomycin (AB)
Oleandomycin (AB)
Puromycin (AB)
Roxithromyein (AB)
Spiramycin (AB)
Thiamphenicol (AB)
|Elongationsfaktor-G Fusidinsaure (AB)
Zellwand-Biosynthese N-Acetylglucosamin-3- Fosfomyein (AB) (Phosphoenolpyruvat-Analogon)
phosphoenolpyruvat-
Transferase
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[BeeinfluRter

Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
Alaninisomerase D-Cycloserin (AB)
(D-Alanyl-D-Alanin-Synthetase)
(glykosidische Verkniipfung |Bacitracin A (AB)
der Peptidoglycanstringe des |Vancomycin (AB)
Mureins)
Mureinsynthetase Amoxicillin (AB)
(D-Alanin-Transpeptidase) Ampicillin (AB)
Apalcillin (AB)
Azidocillin (AB)
Aztreonam (AB)
Bacampicillin (AB)
Carbencillin (AB)
Cefaloridin (AB)
Cefradin (AB)
Ceftazidim (AB)
Epicillin (AB)
Imipenem (AB)
Latamoxef (AB)
Loracarbef (AB)
Mecillinam (AB)
Piperacillin (AB)
Pivampicillin (AB)
Pivmecillinam (AB)
Ticarcillin (AB)
TRANSPORT- UND REGULATION (7 WIRKORTE)
Selektiver lonen-Transport Ca’'-Kandle (Blocker) D 600 (Gallopamil) (E)
an Membranen Diltiazem (F)
Nifedipin (E)
Verapamil (E)
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Beeinfluiter Wirkort Substanz Anmerkungen
Stoffwechselprozess
Anionenkaniile (Blocker) Ethacrynsaure (D)
IAA-94
Niflumsaure (E)
NPPB
(lonophor fiir divalente A23187
Kationen)
(lonophor fiir monovalente  |Gramicidin (AB)
Kationen)
(Na/H lonophor) |Monensin (AB)
Membranfunktionen (Grenzflichenakdtivitit) Tyrocidin (A8) Einlagerung in die Zellmembran, Verdrangung von Ca " |
Polymyxin B (AB) und Mg”'. Dadurch Leckbildung und Inhibierung von

Transporisystemen

[1] Hock, B. Grundlagen toxischer Mechanismen: Hemmung wichtiger Funktionen durch Antibiotika und andere Zellgifte.
In Hock, B. & Elstner, E. F. (Hrsg.), Schadwirkungen auf Pflanzen. Spektrum Akad. Verlag, Heidelberg, 3. Uberarb. Aufl. 1995, S. 218-283.
[2] ALEXANDER, M., ESTLER, C.-J., LEGLER, F_: Antibiotika und Chemotherapeutika, Wissenschaftl. Verlagsgesellschaft, Stuttgart, 2. Auflage, 1995

(AB) Vorwiegende Verwendung als Antibiotikum und Bakterizid

(CH) Vorwiegende Verwendung als Chemotherapeutikum

(D) Vorwiegende Verwendung als Diuretikum
(E) Vorwiegende Verwendung als entzindungshemmendes Mittel
(F) Vorwiegende Verwendung als Fungizid
(H) Vorwiegende Verwendung als Herbizid
() Vorwiegende Verwendung als Insektizid
kein Eintrag kein kommerzieller Gebrauch
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A4  Selektion unahnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Leuchtbakterientest

A4.3 Kandidaten fiir die experimentelle Vorpriifung

50 Stoffe mit 32 voneinander abgrenzbaren Wirkorten; selektiert aus den Auswahllisten 1 und 2 (s. A4.1 und A4.2)

BeeinfluBBter Substanz Auswahigrund * Ergebnis der experimentellen
Stoffwechselprozess Vorprifung™
ENERGIEBEREITSTELLUNG (6 Wirkorte)
(Isocyanat-Precursor) Dazomet Gewasserrelevanz instabil
Metam Gewasserrelevanz instabil
NADH-Ubichinon-Reductase- |Rotenon Gewdsserrelevanz, Verfigbarkeit ungentigende Wirksamkeit
Komplex |
Succinat-Ubichinon- Carboxin ungentigende Wirksamkeit
Oxidoreductase-Komplex Il | Flutolanil ungeniigende Wirksamkeit
Cytochrom-bc-Komplex Il Kresoxim-methy! Verfugbarkeit ungentgende Wirksamkeit
(Protonophore Entkoppler) DNOC Verflgbarkeit, Gewdsserrelevanz KWB nicht reproduzierbar
Dinoseb Verfugbarkeit, Gewasserrelevanz KW nicht reproduzierbar
rRNA-Polymerase | Metalaxyl Verfugbarkeit, Gewéasserrelevanz Mischungskomponente
(rRNA-Synthese) Benalaxyl Verfugbarkeit nicht gepraft
BIOSYNTHESEN (19 Wirkorte)
Acetolactat-Synthase (ALS) Chlorsulfuron Verfliigbarkeit, ungenugende Wirksamkeit
Metsulfuron Verfugbarkeit, Hydrolysestabilitat ungenugende Wirksamkeit
Enolpyruvylshikimat-3- Glyphosat Einziger Vertreter KWB nicht reproduzierbar
phosphat-Synthase (EPSP)
Glutamin-Synthetase (GS) Glufosinat Einziger Vertreter Nicht einschatzbares
Wechselwirkungspotential
Purin- und Pyrimidin- Azaserin Verfiigbarkeit Mischungskomponente
Synthese
Thymidylat-Synthetase 5-Fluoruracil Verfugbarkeit Mischungskomponente

(1sajuauapieqiyona’) usjusuodwoysbunyosI JapUSMIIM yojuyeun UoiRRS PV
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BeeinfluBiter Substanz Auswahlgrund * Ergebnis der experimentellen
Stoffwechselprozess Vorpriifung**
Prokaryontische DNA- Nalidixinsdure Vorerfahrung, Verfugbarkeit Mischungskomponente
Topoisomerase Il (= Gyrase) |Ofloxacin Verfuigbarkeit nicht gepraft
DNA-Doppelhelix Actinomycin D Spezfitat der Interkalierung Mischungskomponente
(interkalierende Verbindungen)

DNA-Doppelhelix Ornidazol Verfugbarkeit ungentigende Wirksamkeit
(Metabolite greifen Helix an) Metronidazol Verfligbarkeit ungenigende Wirksamkeit
(Nukleotid-Analoga) 8-Azaguanin Verfugbarkeit Mischungskomponente

Cordycepin Verfugbarkeit nicht geproft

(Kompetitive Antagonisten der|Sulfadiazin Geringe Metabolisierung ungenugende Wirksamkeit

|p-Aminobenzoeséure) Sulfacarbamid Geringe Metabolisierung ungeniigende Wirksamkeit
Dihydrofolatreduktase Pyrimethamin Verfagbarkeit ungentigende Wirksamkeit

Trimethoprim Verfugbarkeit ungenigende Wirksamkeit

Acetyl-CoA-Carboxylase Fluazifop ungeniigende Wirksamkeit
ACCase) Flamprop ungentigende Wirksamkeit
(Lipidbiosynthese, nicht Metazachlor Verfugbarkeit, Vorerfahrungen ungeniigende Wirksamkeit
ACCase) Metolachlor

30S rRNA, Streptomycin Verfugbarkeit Mischungskomponente
(Inhibierung der Initiation) Gentamicin Verfugbarkeit nicht gepraft

30S rRNA Chlortetracyclin Verfugbarkeit, Gewdasserrelevanz instabil

(Inhibierung der Elongation) Tetracyclin Verfugbarkeit, Gewasserrelevanz instabil

50S rRNA Chloramphenicol Verfugbarkeit, Gewasserrelevanz Mischungskomponente
(Inhibierung der Elongation) Thiamphenicol Verfligbarkeit, Gewasserrelevanz nicht gepruft

|Elongationsfaktor-G Fusidinsadure Einziger Vertreter Mischungskomponente
N-Acetylglucosamin-3- Fosfomycin Einziger Vertreter ungentgende Wirksamkeit
phosphoenolpyruvat-

Transferase

Alaninisomerase D-Cycloserin Einziger Vertreter Mischungskomponente
(D-Alanyl-D-Alanin-Synthetase)

Mureinsynthetase - Ampicillin Verfugbarkeit, geringe Metabolisierung |Mischungskomponente
(D-Alanin-Transpeptidase) Amoxicillin Verfugbarkeit, geringe Metabolisierung _ |nicht gepruft
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BeeinfluBter
Stoffwechselprozess

Substanz

Auswahlgrund *

Ergebnis der experimentellen

Vorpriifung**

TRANSPORT UND REGULATION (4 Wirkorte)

Ca*'-Kanile (Blocker) Diltiazem Verflugbarkeit, nur zwei Vertreter Mischungskomponente
Nifedipin Verfugbarkeit, nur zwei Vertreter nicht geprift

Anionenkanile (Blocker) Ethacrynsaure Verfugbarkeit Mischungskomponente
Niflumsaure Verfuigbarkeit nicht gepruft

(Na/H lonophar) Manensin Einziger Vertreter ungentgende Wirksamkeit

Oberfldchenaktivitét) Dodecylpyridiniumbromid siehe Kapitel 6.1.2 Mischungskomponente

SONSTIGES (3 Wirkorte)

(Lipidperoxidation) Vinclozolin Gewasserrelevanz, einziger Vertreter ungentigende Wirksamkeit

(Oxidation von SH-Gruppen)

Phenylquecksilberacetat

Verfagbarkeit

KWB nicht reproduzierbar

{Jodierung von
Tyrosinresten)

Jod

einziger Vertreter

KWB nicht reproduzierbar

* Erluterungen z.
Einziger Vertreter:
Geringe Metabolisierung:

Gewasserrelevanz:
Verfugbarkeit:

** Erlauterungen zu den Ergebnissen der experimentellen Vorpriifung

KWB nicht reproduzierbar
ungentigende Wirksamkeit
instabil

nicht einschatzbares Wechselwirkungspotential

nicht geprift

Mischungskomponente

Auswahlgrinden
Fiir den angegebenen Wirkungsmechanismus ist kein weiterer Vertreter bekannt

Nach ALEXANDER,ESTLER und LEGLER (1995) geringste Metabolisierung unter den angegebenen Vertretern des jeweiligen
Wirkungsmechanismus

Der angegebene Stoff ist in Auswahlliste 1 (A4.1) als gewasser-relevanter Stoff aufgefihrt
Der angegebene Stoff war in ausreichender Qualtitat und Quantitat tiber den Chemikalienhandel beziehbar

Die KWB (Konzentrations-Wirkungsbeziehung) der Substanz ist nicht reproduzierbar
Die Substanz zeigt im Bereich der Wasserltslichkeit weniger als 80% Effekt

Die Substanz ist instabil (unter Testbedingungen mehr als 20% Verlust)
Die Substanz besitzt ein starkes chemisches Wechselwirkungspotential (Chelatbildner)

Die Substanz wurde nicht experimentell untersucht, da schon ein Vertreter dieses
Wirkungsmechanismus' im Gemisch vertreten ist.
Die Substanz wurde als Mischungskomponente selekliert
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A4  Selektion undhnlich wirkender Mischungskomponenten fir den Leuchtbakterientest

A4.4 Komponenten des Testgemisches

13 undhnlich spezifisch wirkende Substanzen + 1 kationisches Tensid (Dodecylpyridiniumbromid)

Beeinfluiter Substanz CAS-RN |Bezug Charge Reinheit
Stoffwechselprozess

BIOSYNTHESEN

Purin- und Pyrimidin-Synthese Azaserin 115-02-6 Fluka 11430, Lot 298196 590 |[> 99% (TLC)
Thymidylat-Synthetase 5-Fluoruracil 51-21-8 Fluka 457566, >99% (HPLC)

Lot 329394/130697

Prokaryontische DNA- Nalidixinsaure 389-08-2 Merck K22101419531 > 99,5% (HPLC)
Topoisomerase Il (= Gyrase)

DNA-Doppelhelix Actinomycin D 50760 Boehringer 02987 95% (HPLC)
(interkalierende Verbindung)

(Nukleotid-Analoga) 8-Azaguanin 134-58-7 Fluka 24548311 1193 99% (HPLC)
RNA-Polymerase | (RNA-Synthese) | Metalaxyl 57837-19-1 |Riedel 45565, Lot 40130 99%

30S rRNA (Inhibierung der Initiation)  [Streptomycin 57-92-1 Fluka 25096 95%

50S rRNA (Inhibierung der Elongation) [Chloramphenicol 56-75-7 Fluka 23275, Lot 350882/1/496|99%
IEIongatlonsfaktor-G Fusidinsaure |6990-06-3  [Sigma F-0881, Lot 126H1177 |far biochemische Zwecke
Alaninisomerase D-Cycloserin |68-41-7 Merck K22796797 625 99%
(D-Alanyl-D-Alanin-Synthetase)

Mureinsynthetase Ampicillin 69-53-4 Fluka 1044 99% (NT)
(D-Alanin-Transpeptidase) Lot 358277142197

TRANSPORT UND REGULATION

Ca*'-Kanile (Blocker) Diltiazem 42399-41-7 |Fluka 38489, Lot 336146/1396 [99% (TLC)
Anionenkandle (Blocker) Ethacrynsaure 68-54-8 Sigma E-4754, Lot 17H0269 | fur biochemische Zwecke
|(Grenzflichenaktivitit) Dodecylpyridiniumbromid  |104-73-4 Promochem |BA 1103, LotLT-F/69 [95%
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Anhang B1 Kultivationsbedingungen im Algentest

Tab. B2.1: Kultivations- und Testbedingungen im Algentest

Anzucht

Toxizititstestung

Testorganismus

Scenedesmus vacuolatus, Stamm 211-15,

Algensammiung Pringsheim Gottigen

Kultivationsmedium

Modifiziert nach Grimme & Boardman 1972 (s. Tab. B2.2)

pH 6.4 6.7 (nach Carbonat-Zugabe)
CO;-Versorgung Kontinuierliche Begasung mit 1.5 mmol/L NaHCO,
wasserdampfgesattigtem (Anfangskonzentration)
Luft/CO,-Gemisch (2 Vol. % CO;)
Licht 13-18 W/m? entsprechend 370 uE m? s
Lampentyp: = Kombination aus Osram L36W/41 Interna
und Osram L36W11 Daylight
Temperatur 28°C+£05°C
Kulturgefaiie Zylindrische Glaskolben Pyrex-Rundbodenglaser
mit konischem Boden, mit Schraubverschiud und
30x200 mm, @ innen 2.6 cm teflonbeschichteter Dichtung,
20 ml Nennvolumen
Sedimentations- durch Begasungsstrom Magnetrihrer
verhinderung
Kulturvolumen 40 mL 15 mL

Synchronisation

Licht-Dunkel-Wechsel von 14:10 h,

periodische Verdunnung (24 h) auf Animpf-Zelldichte

Animpf-Zelldichte

10° Zellen/ml

7.5 x 10* Zellen/mL




B1 Kultivationsbedingungen im Algentest

207

Tab. B2.2: Nahrstoffkonzentrationen im Algenkultivationsmedium

Makroelemente mmol/L Mikroelemente mmol/L
Na® 12.06 ca* 0.09999
K 8.01 Mn** 0.00253
Mg** 1.01 Zn* 0.00070
NO; 8.01 Fe-EDTA-Komplex 0.02482
Cr 8.14 MoO.* 0.000016
H,POZ, HPO* 397 HsB0, 0.00809
SO” 1.04
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Anhang B2 Bestimmung der relativen Hemmung der Biolumineszenz im
Leuchtbakterientest

Die ISO/CD 11348 gibt ein Verfahren zur Berechnung der relativen Hemmung im Biolu-
mineszenzhemmtest mit Vibrio fischeri vor. Dabei wird die Biolumineszenz jeder Probe
zweimal bestimmt: Zu Beginn der Testung (vor der Zugabe des Testgutes) und nach der
Inkubationszeit von 30 Minuten. Das Verhdltnis dieser beiden Messungen wird zur Be-
stimmung eines Korrekturfaktors KF verwendet:

_ BL(K)e
" BL(K)s

(1)

BL(K)g stellt hierbei die Biolumineszenz einer unbehandelten Kontrolle zum Ende der In-
kubationszeit dar, BL(K)s entsprechend die Biolumineszenz einer Kontrolle zum Beginn
der Testung. Der Korrekturfaktor dient dazu, die Dynamik der Biolumineszenz zu model-
lieren und gibt an, wie stark sich die Biolumineszenz (ber die Inkubationszeit verdndert.
Es wird davon ausgegangen, dall die Grolle dieser Veranderung in allen Proben iden-
tisch ist. Die Biolumineszenz, die bei den behandelten Proben nach Ende der Inkuba-
tionszeit gemessen wird, ist also auf zwei Faktoren zurlickzufihren: Die Einwirkung des
Testgutes und die ,normale“ Veranderung der Biolumineszenz, wie sie auch ohne Sub-
stanzeinwirkung aufgetreten ware. Zur Berechnung der relativen Hemmung wird dem-
zufolge der ,normalen” Dynamik der bakteriellen Biolumineszenz Rechnung getragen. In
einem ersten Schritt wird Ober den Korrekturfaktor geschatzt, wie die Biolumineszenz
einer Probe am Ende der Testung ausgesehen hatte, wenn kein Testgut anwesend ge-
wesen wiére (BL(P)e ewarey):

BL(P)(ervamery = KF% BL(P)3 (2)

Dieser Wert wird mit der tatsdchlich am Ende der Testung bestimmten Biolumineszenz
(BL(P)z pessmmy) in Beziehung gesetzt, um die relative Hemmung zu bestimmen:

BL(P)zbestimme)
BL(P)E(ervarery
Der Bezug auf die unbehandelten Proben erfolgt also indirekt Gber den Korrekturfaktor.
Dieser wird in einer realen Testung Uber die Mittelwerte der Biolumineszenzdaten aller
Kontrollen zu Beginn und Ende der Testung ermittelt. Setzt man die Gleichung (1) und (2)
in Gleichung (3) ein, so ergibt sich:

% Hemmung =100- (100 * (3)

BL(P)e , BL(K)BJ @

% Hemmung = 100—[100* BL(P)» BL(K)
B E

Unabdingbare Voraussetzung flr diese Art der Kalkulation ist ein Korrekturfaktor, der in
allen Proben identisch ist. Das heil3t, wirde man zum Beispiel einen Versuch nur beste-
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hend aus unbehandelten Kontrollen durchfithren, so muRte das Verhaltnis BLg/BLg fur
alle ,Proben” konstant sein.

Es zeigte sich jedoch, daR genau diese Voraussetzung bei den im Projekt angewendeten
Verfahren nicht gegeben war. Im Falle des akuten Leuchtbakterientestes mullte aufgrund
von Loslichkeitsproblemen der zu testenden Substanzen mit sehr kieinen Vorlagen an
Bakteriensuspension (100 pL) gearbeitet werden. Dadurch ergab sich ein nicht linearer
Trend, dem ein konstanter Korrekturfaktor nicht gerecht wurde. Dies ist in Abbildung
B2.1 am Beispiel einer realen Testung (2,6-Dinitro-4-Methylphenol) dargestellt. Deutlich
ist an den sechs in diesem Versuch verwendeten Kontrollen zu sehen, dal der Korrek-
turfaktor in Abhangigkeit von der Startzeit' steigt (von 1.98 bis 2.29). Um diesen Trend zu
modellieren, wurde statt eines konstanten Korrekturfaktors eine Polynomregression 2-ten
Grades durchgefiihrt (sieche Abbildung B2.1). Fir alle Berechnungen der Hemmwerte im
akuten Leuchtbakterientest wurde diese Methode verwendet. Die in (4) definierte Glei-

Biolumineszenz Korrekturfaktor KF
500 7] [ 3.0
e & |

4007 @ l

100 7

- 1.5

- s
Zeitliche Reihenfoige der Lumineszenzmessungen (Startzeit)

Biolumineszenz: @ ®® Kontrollen zu Beginn ®®® proben zu Beginn

@ @ S Kontrollen nach 30 Minuten Inkubation

Korrekturfaktor: [J[JC] beobachtet,

— Nach Modellanpassung (Polynom 2.Grades)

Abb. B2.1: Abhangigkeit der Lumineszenzwerte von der Startzeit

"Als Startzeit sei die Zeit definiet, die vom Stat des Experimentes (Einfullen der
Bakteriensuspension in die Klveften) bis zur Messung von BlLg verstreicht Da mit drei
Thermoblocken mit jeweils 20 Proben gearbeitet wurde und fir die eigentliche Messung jeweils
30 Sekunden benotigt wurden, betragt der Unterschied in der Startzeit zwischen der ersten und
der letzten Kontrolle 30 Minuten.
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chung andert sich also nur dahingehend, daR kein konstanter Korrekturfaktor verwendet
wird, sondern fir jede Probe aufgrund der Regressionsgleichung ein individueller Kon-
trollwert geschatzt wird.

Die Konsequenzen fir die Berechnung der Hemmwerte im Niedrigeffektbereich sind
dramatisch: Wird die urspringliche Annahme eines konstanten Korrekturfaktors (= 2.2)
beibehalten, so ergibt sich fir die kleinste applizierte Konzentration ein Effekt von ca.
5 %. Wird hingegen ein gleitender Korrekturfaktor verwendet, so ergibt sich hier ein Effekt
von ca. -2 % (vgl. Wirkdaten im Anhang D1.3).

Fir die Bestimmung des NOEC wird fir jede Kontrolle ein Hemmwert unter Bezug auf
das arithmetische Mittel aller Kontrollen berechnet. Die Grofle der Variabilitat dieser
.Kontroll-Hemmwerte" ist ausschlaggebend dafiir, welche Konzentration als signifikant
Uber dieser Variabilitat liegend detektiert werden. Durch Verwendung eines gleitenden
Korrekturfaktors ergeben sich deutlich geringer Variabilitditen der .Kontroll-Hemmwerte®.
Bei der varianzanalytischen NOEC-Bestimmung kann es somit eher zu einer statistischen
Ablehnung kommen, der NOEC wird also bei kleineren Konzentrationen detektiert, als
unter Verwendung eines konstanten Korrekturfaktors.

Im Langzeit-Biolumineszenztest, der fir die Analyse der Mischungstoxizitdt unahnlich
wirkender Stoffe eingesetzt wurde, zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem
Leuchten zu Beginn der Testung und am Ende der Inkubationszeit. Offensichtlich haben
sich wahrend der langen Testdauer die anfanglichen systematischen Unterschiede aus-
geglichen. Aus diesem Grunde wird fr die Berechnung der relativen Hemmung in diesem
Testsystem kein Bezug zur Messung am Beginn der Versuches hergestellt, sondern die
Hemmung einzig unter Bezug auf die Biolumineszenz der Kontrollen am Ende der
Inkubationszeit berechnet. Damit ergibt sich die schon in Kapitel 6.2.2 dargestelite
Formel:

()

BL(P)EJ

% Hemmung = 100—[100"‘ BL(K)
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Anhang B3: Chemische Analysenmethoden und Stabilitét der Substanzen

In Tests eingesetzte Nominalkonzentrationen wurden analytisch validiert. Als Methode
wurde in allen Fallen die Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) eingesetzt. Die
genauen Analysenbedingungen sind in den Tabellen B3.1 bis B3.4 dokumentiert. Des
weiteren wurden die in den Biotests untersuchten Komponenten mit den gleichen
Analyseverfahren auf ihre physikalisch-chemische Stabilitat unter den Bedingungen des
jeweiligen Biotests untersucht. Dazu wurde die Konzentration einer Losung zu Beginn des
Testes (t;) und nach Ablauf der Inkubationszeit (tzs) chemisch analysiert. Im folgenden
sind die Ergebnisse dieser Stabilititsuntersuchungen fir beide im Algentest und fUr die
im Langzeit-Leuchtbakterientest analysierten Stoffe unahnlicher Wirkung dokumentiert.
Die Konzentrationsstabilitdt von Dodecyltrimethylammoniumchlorid unter den
Bedingungen des Algentestes ist bereits in einem friheren Vorhaben untersucht worden
(Grimme et al. 1994) und wurde deshalb nicht erneut gepruft. Fir die Chior- und

Tab. B3.1: Bedingungen fir die chemische Analyse der Komponenten des Gemisches
dhnlicher Wirkung im Algentest (s-Triazine)

Verwendete Gerite: Intelligent Pump L-6200A , Autosampler AS-2000A oder AS-4000A
UV-VIS Detektor L-4250 oder Diodenarray-Detektor L7450
Chromato-Integrator D-2500 (alle Gerate Firma Merck, Darmstadt)
Stationdre Phase: Superspher RP18e; Lange: 125 mm; Durchmesser 3.1 mm;
Partikeldurchmesser 4 um
Mobile Phase: Acetonitril (ACN) und Acetatpuffer (AcP) (1 mmol/L, pH 6.4) in den
angegebenen Mischungsverhaltnissen
Detektion: UV bei 220 nm FluBrate: 0,5 mL/min
Substanz Mobile Phase Konzentration | Konzentration | Verlust (%)
Zu to(umol/L) | zu tz, (umol/L)
Ametryn 50 % ACN / 50 % AcP 0.654 0.652 0.3
Atraton 40 % ACN / 60 % AcP 0.143 0.147 (-2.8)
Atrazin 40 % ACN / 60 % AcP 0.520 0.500 3.8
Cyanazin 40 % ACN / 60 % AcP 0.240 0.240 0.0
Desmetryn 40 % ACN / 60 % AcP 0.160 0.160 0.0
Dimethametryn |60 % ACN / 40 % AcP 0.198 0.168 15.2
Dipropetryn 50 % ACN / 50 % AcP 0.408 0.400 2.0
Methoprotryn {40 % ACN / 60 % AcP 0.190 0.180 6.3
Prometon 40 % ACN / 60 % AcP 1.420 1.440 (-1.4)
Prometryn 50 % ACN / 50 % AcP 0.140 0.142 (-1.4)
Propazin 40 % ACN /60 % AcP 0.734 0692 57
Sebuthylazin |40 % ACN /60 % AcP 0.600 0.590 1.7
Secbumeton |40 % ACN /60 % AcP 0.76 0.770 (-1.3)
Simazin 40 % ACN / 60 % AcP 0.589 0.600 (-1.9)
Simetryn 40 % ACN /60 % AcP 0.120 0.120 0.0
Terbumeton |40 % ACN /60 % AcP 0.280 0.290 (-3.6)
Terbuthylazin |40 % ACN / 60 % AcP 0.210 0.200 48
Terbutryn 50 % ACN / 50 % AcP 0.787 0.684 13.1
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Dinitrophencle, die ausschlieflich im Kurzzeit-Leuchtbakterientest Verwendung fanden,
wurden lediglich exemplarische Stabilitats-Untersuchungen an DNOC, 2 4-Dinitrophenol
und CCCP durchgefiuhrt. Nach der 30-minitigen Inkubationszeit lagen die
Konzentrationen zwischen 98 % und 101 % der Ausgangskonzentrationen. Aufgrund der
sehr kurzen Inkubationszeit und der hohen chemisch-strukturellen Ahnlichkeit wurden
keine weiteren Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt. Flr zwei Substanzen, Azaserin
und Streptomycin standen keine geeigneten chromatographischen Analyseverfahren zur
Verfigung. Ersatzweise wurde deshalb eine biologische Stabilitdtskontrolle durchgefihrt
(siehe 6.2).

Tab. B3.2: Bedingungen fir die chemische Analyse der Komponenten des Gemisches
&hnlicher Wirkung im Leuchtbakterientest (Chlor- und Dinitrophenole)

Verwendete Gerate: Pumpe L7100

Autosampler L7250

Diodenarray-Detektor L7450

Chromato-Integrator D-2500

(alle Gerate Firma Merck, Darmstadt)
Stationdre Phase: Superspher RP18e; Lange: 75 mm; Durchmesser 4 mm,

Partikeldurchmesser 4 pm
Mobile Phase: 40 % Acetonitril / 60 % HaPO, (0.01 %)
Detektion: UV bei den angegebenen Wellenlangen
FluBrate: 0,5 mL/min

Substanz Detektion

2.3 4-Trichlorphenol UV (300 nm)
2,3,5-Trichlorphenol UV (300 nm)
2.3 6-Trichlorphenol UV (300 nm)
2.4 6-Trichiorphenol UV (300 nm)
2 4-Dinitro-1-naphtol UV (350 nm)
2.4-Dinitrophenol UV (350 nm)
2,6-Dinitro-4-methylphenol UV (350 nm)
2 6-Dinitrophenol UV (350 nm)
3,4-Dinitrophenol UV (320 nm)
4-Phenylazophenol UV (330 nm)
CCCP UV (355 nm)
DNOC UV (300 nm)
Dinoseb UV (270 nm)
Dinoterb UV (250 nm)
FCCP UV (355 nm)
Pentachlorphenol UV (250 nm)




Tab. B3.3: Bedingungen fur die chemische Analyse der Komponenten des Gemisches unédhnficher Wirkung
im Algentest

Stationdre Phase:

Verwendete Gerdte: Intelligent Pump L-6200A
Autosampler AS-2000A oder AS-4000A

UV-VIS Detektor L-4250 oder Diodenarray-Detektor L7450

Chromato-Integrator D-2500 (alle Gerate Firma Merck, Darmstadt)

Superspher RP18e; Lange: 125 mm; Durchmesser 3.1 mm;

Partikeldurchmesser 4 pm

Laufmitte! "

Substanz Detektion Flufrate |Konzentration| Konzentration | Verlust
(mU/min) | zu to(pmoliL) [ ZU tae(pmoliL) | (%)
Aclonifen 50% ACN / UV (238 nm) 0.8 0.280 0.23 17.9
50% NaH,PO, 10 mmol/L; pH 7.5
8-Azaguanin 100 % (NH4)H,PO4 5 mmol/L. UV (248 nm) 1.0 2.330 2.18 6.4
CTAB 25 mmol/L (pH 8.1).
2.5% Methanol p.a.
CCCP 50% ACN / 50% HaPO4 10 mmol/lL UV (246 nm) 0.8 0.789 0.795 (-0.8)
Chloramphenicol | 20% ACN / 80% H3PO4 10 mmol/L UV (279 nm) 0.8 258 221 143
Fenfuram 35% ACN / 65% H,O UV (262 nm) 0.8 383 38.9 (-1.6)
Kresoxim-methyl | 70% ACN / 30% H;O UV (220 nm) 0.8 4.940 462 6.5
Metalaxyl 40% ACN / 60% H;0 UV (210 nm) 0.8 88.6 91.6 (-3.4)
Metazachlor 40% ACN / 60% H,0 UV (225 nm) 08 1.070 0.92 14.0
Metsulfuron-methyl | 35% ACN / 65% H;PO4 10 mmol/L UV (225 nm) 0.8 10.60 10.6 0.0
Nalidixinsdure 30% ACN / 70% Oxalsdure 10 mmol/L | UV (259 nm) 08 459 433 57
Norflurazon 35% ACN / 65% H»0 UV (240 nm) 0.8 3.95 3.8 38
Paraquat-dichlorid | 100 % H,O mit UV (255 nm) 1.0 413 417 (-1.0)
0.1 % Hexansulfonsaure
(pH 2.5)
Terbuthylazin 50% ACN / 50% AcP.1mmol/L (pH 6.4) | UV (220 nm) 0.5 0.28 0.29 (-3.6)
Triadimenol 40% ACN /60% H,0. UV (225 nm) 0.5 105 B8.96 14.7

' ACN = Acetonitril; AcP. = Ammoniumacetatpuffer Tmmol/L (pH 6.1); CTAB = Cetyltrimethylammonium Bromid
Alle Laufmittel pro analysi oder hplc grade
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Tab. B3.4: Bedingungen fur die chemische Analyse der Komponenten des Gemisches unahnlicher Wirkung
im Leuchtbakterientest

Verwendete Gerdte: Intelligent Pump L-6200A
Autosampler AS-2000A oder AS-4000A
UV-VIS Detektor L-4250 oder Diodenarray-Detektor L7450
Chromato-Integrator D-2500 (Alle Gerate Firma Merck, Darmstadt)
Stationdre Phase:  Superspher RP18e; Lange: 125 mm; Durchmesser 3.1 mm;
Partikeldurchmesser 4 pm und
Substanz Laufmittel ! Detektion | FluBrate | Konzentration | Konzentration | Verlust
(mL/min) | zu t, (pmol/L) | ZU tze (UmoliL) | (%)
5-Fluoruracil 10mmol/L (NH4)H2PO4, pH 3,8+2,5% UV (265nm) 0.5 34.5 355 (-2.9)
MeOH
Actinomycin 65% ACN / 35% H,0 UV (429 nm) 0.5 1 1. (-10.0)
Ampicillin 20% ACN / 80% NaH,PO, pH 3,3 UV (215 nm) 0.5 18.1 18.7 (-3.3)
Azaguanin 10mmol/L (NH4)H,PO,, pH 3,8+2,5% | UV (248 nm) 0.5 10 9.4 6.0
MeOH
Chloramphenicol 30% ACN / 70% 20mmol/l. H3POy4, pH | UV (279 nm) 0.5 1.8 1.85 (-2.8)
a0
Diltiazem 30% ACN /70 % 10 mM H3PO,, 10 UV (237 nm) 0.5 1000 980 2.0
mM Octansulfonsaure
Dodecylpyridinium- | 40 % ACN /60 % 100 mM UV (254 nm) 0.5 10 93 7.0
bromid Dodecansulfonséure
Ethacrynsaure 50% ACN / 50% 10 mmol/L TEHS UV (225 nm) 0.5 36 .8 376 (-2.2)
Metalaxyl 40% ACN / 60% H,0O UV (210 nm) 05 5000 4991 0.2
Nalidixinsaure 40% ACN / 10 mmol/L. Oxalsaure UV (256 nm) 0.5 K 3.17 (-5.7)

' ACN = Acetonitril; MeOH = Methanol
Alle Laufmiltel pro analysi oder hplc grade
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Anhang C1 Beschreibung der Konzentrations-Wirkungsmodelle

Bestehende sigmoide, nichtlineare parametrische Regressionsmodelle (Probit, Logit und
Weibull) bilden den in diesem Vorhaben relevanten Effektbereich von mindestens 1-80 %
nicht immer Uber den gesamten Verlauf erwartungstreu ab. Hieraus ergibt sich die Not-
wendigkeit, zusatziiche Funktionen in der Regressionsanalyse zu verwenden. Zu diesem
Zweck wurden zusatzlich 3-parametrische Funktionen mit asymmetrischem Kurvenveriauf
verwendet. Nachfolgend werden alle Regressionsmodelle charakterisiert, die auf ihre
Eignung fir eine Konzentrations-Wirkungsbeschreibung in der aquatischen Toxikologie
gepruft wurden und sich als grundsatzlich geeignet erwiesen.

Standardmodelle
8,+8: log,s(Konz)
Probit: Effekt = — exp(—u’/2) du
2 -l p( )
Logit: Effekt = :
1 +exp(—9, -0, log,,(Konz ))
Weibull: Effekt = 1-exp(-exp(8, +6, log,,(Konz.)))

Allen Funktionen ist gemeinsam, daR die zu schatzenden Parameter unmittelbar interpre-
tierbar sind: 8, bestimmt die Lage des Funktionsverlaufes, 8; charakterisiert den Steil-
heitsgrad und ist somit immer positiv. Die Probit- und Logitfunktionen werden v.a. im Be-
reich der quantalen Datenanalyse benutzt, wo vorrangig Toleranzverteilungen zu schat-
zen sind. Ihre Wirkungskurve ist bei logarithmischer Skalierung der Konzentrationsachse,
unabhangig von der Parameterwahl, immer punktsymmetrisch um das Wertepaar (ECsp,
50 % Effekt). Das 2-parametrische Weibull-Regressionsmodell liefert dagegen einen
asymmetrischen Verlauf und wird in der biometrischen Literatur oftmals als Gompertz-
funktion oder Extremwertfunktion bezeichnet (Johnson & Kotz 1995).

Modell nach Morgan-Mercier-Flodin

Dieses asymmetrische 2-parametrische Modell (Ratkowsky 1990) eignet sich im Ver-
gleich zu den Standardmodellen besonders zur Beschreibung von im oberen Effekt-
bereich weniger steilen Wirkungskurven.

1
1+ (8, Konz. )™
Liegt eine steile Konzentrations-Wirkungskurve im oberen Effektbereich vor, so sollte im
Gegensatz dazu im unteren Effektbereich ein Kurvenverhalten geringerer Steigung
bestehen, um eine gute Anpassung des gesamten Kurvenverlaufes zu erhalten. Passable
Startwerte fUr den SchétzprozelR sind dann 6,>20 und 6,<3.

Morgan-Mercier: Effekt = 1-
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Generalisierter Logit

Die Veraligemeinerte Logistische Verteilung (El-Saidi 1993, 1995, Prentice 1976) wird
(iber zwei Lageparameter festgelegt. Wird jeweils ein Parameter konstant auf 1 gesetzt,
so ergeben sich in Verbindung mit dem linearen Term 6, +8, log,,(Konz.) zwei unter-

schiedliche Regressionsmodelle:

1
(1+exp(-8, -6, log,, (I(.onz_)))a5
1
(1 +exp(8, +8, log,,(Konz ))e]

Der Parameter 6, beschreibt die Asymmetrie des Kurvenverlaufs und ist positiv definiert.
Da dieser Parameter mit den beiden anderen Parametern unmittelbar gekoppelt ist, gilt
deren Bedeutung als Lage- oder Steilheitsparameter nicht mehr. Flr 6:=1 entspricht der
Generalisierte Logit | dem 2-parametrischen Logit (Standardmodell). Fir 0<8,;<1 liegt
eine positiv schiefe Verteilung vor, fir 6; >1 eine negativ schiefe. Kleine Werte des
Asymmetrieparameters (<1) haben héhere Werte in den 6, und 8; zur Folge (10-100),
und umgekehrt. Der Generalisierte Logit | eignet sich besonders gut fur die Beschreibung
von weniger steilen Konzentrations-Wirkungsveridufen im unteren Effektbereich, wahrend
hingegen der Generalisierte Logit 2 Kurvenverldufe geringerer Steilheit im oberen Effekt-
bereich sehr gut abbildet. Da aber v.a. im unteren Effektbereich eher weniger steile
Kurvenveridufe in diesem Vorhaben beobachtet wurden und der Generalisierte Logit |
sich somit a priori als das geeignetere Modell erwies, wird synonym fir Generalisierter
Logit | auch die Bezeichnung Generalisierter Logit verwendet.

,8:>0

Generalisierter Logit I:  Effekt =

Generalisierter Logit 2:  Effekt =1 - ,6:>0

Aranda-Ordaz

Diese von Darroch 1976 erstmals erwahnte und dann von Aranda-Ordaz (1981) ausflhr-
lich vorgestellte Verteilung wird vor allem fir quantale Assay-Daten und in der Survival-
Analyse eingesetzt. Die geeignete Modellform entspricht dann

Effekt = 1 (1+ 8, exp(6, +8, log,, (Konz))) .

Die Startwerte der Modellparameter im Iterations-Schéatzverfahren sind dabei so zu wah-
len, dal der Term (1 +0, exp'{e1 +6, logw(Konz.))) fur alle eingesetzten Konzentrationen

immer einen positiven Wert ergibt. Fur 8;=1 liegt das symmetrische Standard-Logitmodell
vor, fur 8; — 0 die 2-parametrische Weibullverteilung. Es kénnen sowohl positive als auch
negative Asymmetrien modelliet werden. Eine Zufallsvariable mit dieser kumulativen
Verteilungsfunktion ist log Burr-verteilt’ (Morgan 1992).

' Die Burr-Verteilung wird Uber 3 Parameter definiert. Sie basiert im wesentlichen auf einer
bedingten Weibull-Verteilung und einer Gamma-Verteilung.
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Transformation der Konzentrationsskala

Fast allen Modellen ist gemeinsam, dall vor dem eigentlichen Schatzproze eine Trans-
formation der Konzentrationsskala (ber den Logarithmus zur Basis 10 durchgefihrt wird.
Es bieten sich aber weitere Transformationen an, um bestehende sigmoide Regres-
sionsmodelle hinsichtlich ihrer Datenanpassung zu verbessern. Beispielsweise kann die
Konzentrationsskala Uber Power-Transformationen vorab variiert werden (Carroll und
Ruppert 1988). Ein weiterer grundsatzlicher Ansatz besteht darin, Gber zusatzliche Mo-
dellparameter das Regressionsmodell an die experimentellen Daten flexibler anzupassen.
Hierbei bieten sich zwei Mdglichkeiten an:

* Polynomdarstellung: Da die Verteilungsfunktion der Standardmodelle (Probit,
Logit oder Weibull) Uber einen linearen Term (8, + 8; log,o(Konzentration) ) an
die Daten angepalt wird, kann dieser Term auf einen Polynom 2.Grades (oder
héheren Grades) erweitert werden:

8, +6, logw(Konzemration)-z-93(logm(Konzentration))

» Box-Cox-Transformation (auch ,Box-Tidwell-Transformation® genannt):
Anstelle der logarithmischen Transformation zur Basis 10 wird folgende Umfor-
mung in das Modell integriert:

) J(Konzentratione‘ -1)/8, , falls 8, =0
Konzentration = b p
 log, (Konzentration) , falls 6, =0

Diese von Box und Tidwell (1962) urspringlich zur Symmetrisierung einer schief
verteilten Zielvariablen angewandte Transformation wird in vielen Bereichen der
Datentransformation eingesetzt (Morgan 1992, Kay und Little 1987). Falls der
Transformationsparameter 6; als nicht relevant getestet wird (85 = 0), entspricht
die Modellanpassung der entsprechenden 2-parametrischen Modelle (Hinweis:
Der Steilheitsparameter 6, unterscheidet sich dann allerdings wegen der log.-
Transformation).

Auf Grund der Monotonie-Anforderung an die Modelle (steigende Konzentrationen fihren
zu gréReren Effekten) wurde auf die Polynomdarstellung verzichtet, da Regressionsmo-
delle in Verbindung mit dieser Transformation bei unginstiger Datenlage durchaus zu
nicht monoton steigenden Datenanpassungen fihren kénnen. Diese Gefahr ist insbeson-
dere dann gegeben, wenn Effektkonzentrationen extrapolativ geschatzt werden.

Regressionsmodelle mit der Box-Cox-Transformation erwiesen sich als sehr flexibel. Da
maximal 3 Modellparameter zugelassen werden sollen, wurden die Standardmodelle so-
mit erweitert auf folgende Regressionsfunktionen:

S
Box-Cox-Logit:  Effekt = {1+exp[—9, -0, Egn_;.__l)]
-

Konz® -1
Box-Cox-Weibull: Effekt = I—CXP(_C"P£BI+93 Oné. D
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k(Konz) E
2 Konz™ -1
Box-Cox-Probit:  Effekt = :/'2= Iexp(—u“ /2)du, k(Konz)=6, +6, e
T 3

Konz® -—IJ
0,

Da Funktionen mit dieser Transformation vor allem im Niedrigeffektbereich zu sehr flexi-
blen Modellanpassungen fluhren, soliten fir eine valide Schatzung dieses Bereiches ver-
gleichsweise mehr Daten vorliegen und nur interpolativ ermitteite ECq-Schatzungen be-
nutzt werden. Ist dies nicht gegeben, besteht die Gefahr, daR zwar der beobachtete
Effektbereich hervorragend beschrieben wird, der jenseits davon extrapolativ geschatzte
Kurvenveriauf aber der Realitat nicht entspricht: Der Kurvenverlauf kann dann auf einem
Effektniveau ,hangen bleiben’, d.h. sich nur sehr langsam mit abnehmender bzw.
zunehmender Stoffkonzentration den Asymptoten minimalen bzw. maximalen Effektes
nahern.

= Pr obit(ei +6,
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Anhang C2 Verallgemeinerte Schiatzmethode der gewichteten kleinsten
Quadrate

Die Anpassung eines nichtlinearen Regressionsmodells ist immer dann problematisch,
wenn eine inhomogene, nichtkonstante Variabilitat in den Beobachtungen vorliegt
(Heteroskedastizitat). Als ein addquates Schéatzverfahren wurde deswegen die Verallge-
meinerte Methode der gewichteten Minimale-Quadrate-Schéatzung gewahit (generalized
least square, Carroll and Ruppert 1988), deren Anpassung an die jeweilige experimen-
telle Situation nicht standardisiert ist. Die Implementierung als generelles Schatzverfahren
in diesem Vorhaben fir alle nichtlinearen Regressionsmodelle wird deswegen nachfol-
gend ausfuhrlich beschrieben.

Das heteroskedastische nichtlineare Regressionsmodell F wurde definiert als
E(Effekt, ) = f(Konzentration, ,8)

o k‘[ =FK n ,9' 2.
Vaﬁm(Effekt~)=028’(E(Eﬂ‘ektJ)=U/W_ E(Effekt, ) = F(Konzentration, ,6,w, )

Das heil3t, der zu erwartende Effekt der applizierten i-ten Konzentration wird Gber ein Re-
gressionsmodell f beschrieben, wobei dieses Modell iber unbekannte Regressionspara-
meter 6 = (B4, 8,,..) festgelegt wird. Weiterhin soll eine funktionale Abhangigkeit der
Beobachtungsvarianz vom erwarteten Effektniveau vorliegen, die als Produkt einer vom
Effekt unabhangigen Varianz o® und dem Quadrat einer effektspezifischen Gewichts-
funktion g beschrieben werden kann. Diese Funktion soll nachfolgend zu einem Gewich-

tungsfaktor w vereinfacht werden, d.h.

" =[ %(E(Eﬁekt,)]]

Sind diese vom Effektniveau abhangigen Gewichtungsfaktoren bekannt, so folgt als Er-
weiterung der einfachen Methode der kleinsten Quadrate eine Schatzmethode, die als
Methode der gewichteten kleinsten Quadrate bezeichnet wird. Die Idee hierbei ist, die
Summe aller gewichteten Abweichungsquadrate zwischen den beobachteten Effekten
und den Modellerwartungen (ber die Modellparameter 6 zu minimieren

-

i

N
min X [Beobach!eter Effekt, — F(Konzentration, , w, 8)]

1=]

(N Anzahl der Beobachtungen),

so daR die entsprechende eindeutige Lésung dieser Bedingung als Schatzung 8 der Mo-
dellparameter und somit des Modells interpretiert wird. Nach Bates und Watts (1988)

kann diese Bedingung vereinfacht werden zu
2

N
min ), w, | Beobachteter Effekt, - f(Konzentration, ,6)] .

=]
Diese Forderung laRt sich leicht interpretieren, da héhere Gewichtungen w; zu hdheren
Abweichungsquadraten der i-ten Beobachtung fuhren und ihr somit eine héhere Wertig-
keit im SchatzprozeR beimessen. Sind die Abweichungen zwischen der Beobachtung und
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der geschatzten Modellerwartung zusatzlich normalverteilt, so entsprechen die Uber diese
Schatzmethode bestimmten Modellparameter sogar einer gleichmaRig varianzoptimalen
und erwartungstreuen Schéatzung, d.h. andere mogliche Schatzverfahren konnen zu kei-
ner besseren Schatzung fithren. Ist das Regressionsmodell korrekt gewahit und liegen
hinreichend viele Beobachtungen vor, so ist die gewichtete Minimale-Quadrate-Schatzung
im allgemeinen weniger variabel als die einfache Minimale-Quadrate-Schatzung (Gauss-
Markov-Theorem, vgl. Carroll and Ruppert 1988).

Verallgemeinerte Methode der gewichteten kleinsten Quadrate

Da die Gewichtungen w; in diesem Vorhaben a priori nicht bekannt waren, muflten sie aus
den vorliegenden experimentellen Daten geschatzt werden. Da nach Modelidefinition
diese Schatzungen W, aber abhangig vom erwarteten Effektniveau sind, so bedeutet dies
gerade eine Abhangigkeit von der Modellschatzung, die den erwarteten Effekt einer defi-
nierten Konzentration bestimmt. Hieraus ergibt sich einerseits das Problem, wie denn
statistisch ,gute” Schatzungen dieser Gewichtungen bestimmt werden, andererseits die
Schwierigkeit, dal sowohl| die primar interessierenden Modellparameter als auch diese
Gewichte simultan geschéatzt werden missen, da beide Komponenten voneinander ab-
héngen und somit gekoppelt sind. Dieses Problem kann dadurch gelést werden, dal
diese beiden Komponenten jeweils schrittweise einzeln geschatzt werden, und dabei je-
weils die eine Schatzung als ,Vorschatzung® in den darauffoigenden Schatzprozefl der
anderen Komponente einfliet. Am Beispiel eines beliebigen Regressionsmodell mit drei
Modellparametern wird das Prinzip dieses iterativen Algorithmus schrittweise aufgezeigt:

Schritt 1: Die unbekannten Parameter 6=(6,,8,,0,) werden ungewichtet Ober die
Methode der kleinsten Quadrate geschatzt: 8, = (6,,6..6,)-

Schritt 2. Die unbekannten Gewichtungen w, werden auf Grundiage des im vorherigem
Schritt geschatzten Modells als W, bestimmt.

Schritt 3: Auf Grundlage der Gewichtungen w, werden die Modellparameter Gber die
Methode der gewichteten kleinsten Quadrate erneut geschatzt als
éms = (éné:véa)-

Schritt4: Hieraus werden die Gewichtungen W, wiederum bestimmt.

Schritt 5: Die Schritte 3 und 4 werden so oft wiederholt, bis eine Konvergenz in den Modell-
schatzern eingetreten ist. Das Konvergenzkriterium & wird vorab vorgegeben und
ist dann erfllt, wenn die absolute Differenz jedes Parameterschatzers zwischen
der i-ten und der (i-1)-ten lteration kleiner als dieses Konvergenzkriterium ist

|8'-8+" <8




222 C Biometrische Verfahren

Dieser iterative Schatzalgorithmus' wird als generalized least square bzw. Verallgemei-
nerte Methode der gewichteten kleinsten Quadrate bezeichnet (Carroll & Ruppert 1988)
und fihrte bei allen in diesem Vorhaben verwendeten Regressionsmodellen immer zu
einer Konvergenz. Als Konvergenzkriterium diente dabei die Schranke 8=10. Dies fuhrte
bei den zweiparametrischen Regressionsmodellen durchschnittlich zu 6 Iterationsschritten
und bei den dreiparametrischen zu 12. Der Schatzprozell im Schritt 1 wurde dabei nicht
als ein lterationsschritt gezahlt. Die maximal benétigte Anzahl von Iterationsschritten be-
trug 26 (Generalisiertes Logit-Modell mit einem sehr steilen Konzentrations-Wirkungsver-

lauf).

Gewichtungen

Um eine valide Schatzung der notwendigen Gewichtungen zu ermdglichen, wurde jede
definierte Substanzkonzentration mehrfach appliziert (Replikate). Uber die becbachtete
Variabilitat in den Effekten kann so eine Abschatzung der Gewichtungen vorgenommen
werden. Die Beobachtungsvariabilitat wurde dabei Gber die Varianz abgeschétzt, so daB
der entsprechende Kehrwert dieser Schatzung als Gewichtung diente:

W, = %2 (87 Varianzschatzung fur das Effektniveau der i-ten Konzentration),

2

8 =(m,-1)" i(bcobachteter Effekt,; — erwarteter Eﬂ'ekt}).
Fi '

Hohere Varianzschatzungen implizieren eine gréfRere Unsicherheit dieser Daten fur die
gesamte Modellbildung als vergleichsweise kleinere und filhren so zu kleineren Gewich-
tungen. So bekommen alle Beobachtungen derselben Konzentration eine identische Ge-
wichtung zugewiesen, Gewichtungen fiir Beobachtungen von unterschiedlichen Konzen-
trationen unterscheiden sich hingegen. Um den Modellanforderungen zu geniigen und
somit zu validen Modellschatzungen zu gelangen, wurden zusatzlich die so definierten
Gewichtsschatzungen normiert auf eine Gesamtsumme von 1

=

> W, =1 (vgl. van Houwelingen 1988).

=1

wodurch eine direkte vergleichende Interpretation der Gewichtungen rhc“}g lich ist.

FUr eine konsistente Schatzung der Varianz auf Grundlage der beobachteten empirischen
Variabilitdit werden mindestens 10 Replikate benétigt (Jacquez, Mather und Crawford
1968, Carroll und Cline 1988, Jacquez und Norusis 1973). Allerdings kann selbst dann
noch die unbekannte Varianz dramatisch Uberschatzt werden (Fuller und Rao 1978).

' Die Verfahrensschritte 1 bis 5 werden bei endlicher Anzahi von Iterationsschritten in der Literatur
auch als iteratively reweighted least square-Schatzungen bezeichnet (Carroll & Ruppert 1988).
Nach Jennrich und Moore (1975) sind die daraus resultierenden Schatzungen identisch mit denen
des Maximum-Likelihood-Schatzverfahrens exponentieller Familien (vgl. auch McCullagh und
Nelder 1983).
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Damit stellt sich die Frage, wie denn valide Schatzungen der Beobachtungsvarianz be-
stimmt werden kénnen, wenn tatsachlich nur 3 Replikate je Konzentrationsstufe im Ex-
periment eingesetzt werden?

Um dieses Problem zu umgehen, wurde vorausgesetzt, dal grundsatzlich eine vom
Effektniveau abhangige Varianzstruktur vorliegt, so dal die Beobachtungsvariabilitidten
von unterschiedlichen Konzentrationen sich zwar unterscheiden kénnen, aber nicht unab-
hangig voneinander sind. Beobachtungsvarianzen von benachbarten Effekten missen
folglich ahnlich groR sein. Kann diese Varianzstruktur beschrieben bzw. geschatzt wer-
den, so sind zwar bedeutend weniger Replikate pro eingesetzte Substanzkonzentration
erforderlich (minimal 3), dafiir missen Effektvarianzen aber (ber den gesamten Effektbe-
reich beobachtet und bestimmt werden.

In Abbildung C2.1 sind typische Varianzstrukturen dargestelit, wie sie in den Toxizitats-
testungen beobachtet worden sind. Hierbei ist in Abhangigkeit vom mittleren, beobach- '
teten Effekt die entsprechende Varianz aufgetragen. Darlber hinaus ist jeder Datenpunkt
in der Abbildung mit der dahinterstehenden Anzahl von Replikaten gekennzeichnet. Fir
steile Konzentrations-Wirkungsbeziehungen ist die Unsicherheit in den Beobachtungen
des mittleren Effektbereiches am groRten (vgl. Abbildung a und b als typische Beispiele
steiler Konzentrations-Wirkungskurven), wahrend bei Substanzen mit weniger steilen
Konzentrations-Wirkungskurven unabhangig vom Testsystem vor allem groRere Varia-
bilitaten im unteren Effektbereich beobachtet wurden (siehe d). Es gab aber auch Daten-
satze, die gar keine Varianzstruktur erkennen lieRen (siehe ¢). Da auf Grund der unter-
schiedlichen Varianzmuster a priori eine universelle Beschreibung der Beziehung zwi-
schen dem Effekiniveau und dessen Varianz Uber ein Modell nicht méglich war, wurde
auf einen parametrischen Ansatz verzichtet.

Eine Moglichkeit, die Variabilitdt der beobachteten Effekte (im folgenden kurz Beobach-
tungsvariabilitdt) in Abhangigkeit vom mittleren Effekt glattend zu modellieren, bot sich in
der Anwendung von nichtparametrischen Splineschatzungen an (Reinsch 1967). Da das
kubische Splineverfahren standardmé&Rig im Statistikprogramm SAS/IML (1996) integriert
ist (IML-Module SPLINEC und SPLINEV), wurde die Prozedur Gbernommen und an die
verallgemeinerte Schatzmethode der gewichteten kleinsten Quadrate angepalit. Hierbei
boten sich zwei bereits implementierte Vorteile an:

- Die beobachtete Variabilitdt der Replikate geht Gber die Anzahl der entsprechen-
den Beobachtungen gewichtet in die Splineglattung ein, d.h. die Replikatenvaria-
bilitat von beispielsweise 6 Messungen einer Konzentration erhalt so ein héheres
Gewicht, als wenn nur 3 Replikate vorliegen.

Es lassen sich Uber Interpolationen auch Schatzungen fur Konzentrationen durchfih-
ren, fur die weniger als 3 MeBwerte vorliegen. Nicht méglich sind dagegen Extrapola-
tionen, d.h. die héchste eingesetzte Konzentration (=maximaler Effekt) solite immer in
mindestens drei Replikaten vorliegen.

Als geeignet erweist sich hierbei eine vorab zu wahlende Glattungskonstante von K=0.02,
welche den Grad der Splineglattung bestimmt. Um (ber diese Modellierung durchaus
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mogliche negative bzw. zu kleine Splineschatzungen zu vermeiden, wurde eine positive
Schranke von 1 % Effekt eingebaut, d.h. es wird unabhangig vom Effektniveau immer von
einer Minimalvarianz von 1 % ausgegangen. Da davon ausgegangen wurde, dal ein ste-
tiger Ubergang von der Varianz der Kontrollen zur Variabilitat der Effekte kleinster Kon-
zentrationen vorliegt, wurde die Kontrolivariabilitat' in die Varianzschatzung integriert.

An einem Beispiel zur Algen-Toxizitat von Terbutryn soll das Prinzip dieser Gewichts-
schatzung verdeutlicht werden. In Abbildung C2.2 ist der durch das Regressionsmodell
geschatzte mittlere Effekt (Generalisierter Logit) gegen die Beobachtungsvariabilitat auf-
getragen. Auffallig ist die mit steigendem Effekt zunehmende Variabilitat in den Messun-
gen, die dann im Bereich des maximalen Effektes stark abnimmt. Die ebenfalls in der
Abbildung dargestelite Splineschatzung der Beobachtungsvarianz gibt diesen Verlauf
geglattet wieder, so da} die hieraus geschéatzten Gewichtungen im Effektbereich von

a) Toxizitst von 5-Fluoruracil b) Toxizitat von Terbutrvn
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Abb. C2.1: Abhangigkeit der Beobachtungsvariabiltat vom Effektniveau am Beispiel aus-
gewahlter Toxizitdtsdaten im Algen- und Leuchtbakterientest.

' Da die Kontrollvariabilitaten jeder Paralleltestung gesondert vorlagen, wurden sie unabhangig

voneinander in die Gewichtsschatzung fur das 0 % Effektniveau aufgenommen.
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Hinweis: Ziffern an den Datenpunkten bezeichnen die Anzahl der Melwerte

Abb. C2.2: Schatzung der Beobachtungsvariabilitat iber kubische Splineverfahren
am Beispiel der Algentoxizitat von Terbutryn.

70 % um ca. 1/8 kleiner sind als entsprechende Gewichtungen im unteren Effektbereich.

In Abbildung C2.3 sind die Modellanpassungen des Generalisierten Logit und die ent-
sprechenden 95 %-Konfidenzbereiche dargestelit, jeweils bestimmt Gber zwei unter-
schiedliche Schatzverfahren: Hierbei wird deutlich, da® das ungewichtete Minimale-Qua-
drate-Schéatzverfahren (a) Unsicherheitsbereiche gleicher Breite fur jede Effektschatzung
liefert. In diesem Beispiel wird somit ein zu gro3er Konfidenzbereich fur kleine Effekte
geschatzt. Dies steht im Widerspruch zu den experimentellen Daten. Dies wird Uber die
veraligemeinerte Methode der gewichteten kieinsten Quadrate korrigiert (b).

Die aus den beiden Schatzverfahren resultierenden Modellanpassungen unterscheiden
sich in diesem Beispiel dabei nur unwesentlich, wie aus den fast identischen Kurvenver-
laufen der geschatzten Effekte ersichtlich ist. Das heiB3t, unterschiedliche Schatzverfahren
koénnen zwar zu gleichen Modellanpassungen fihren, sich aber in der Einschatzung ihrer
Unsicherheit wesentlich unterscheiden.
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Abb. C2.3: Anpassung des Regressionsmodells (Generalisierter Logif) Uber
(a) ungewichtete Minimale-Quadrate-Schatzung und
(b) veraligemeinerte ungewichtete Minimale-Quadrate-Schatzung
am Beispiel von Algentoxizitatsdaten (Wirksubstanz: Terbutryn).
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Outlierbehandiung

In der experimentellen Praxis kommt es durchaus vor, daR einzelne Beobachtungen nicht
dem Konzentrations-Wirkungsveriauf der tbrigen Beobachtungen entsprechen. Diese
Werte werden i.a. als Outlier bezeichnet, da sie als seltene, aber mégliche Beobachtun-
gen nicht begriindet aus dem Experiment ausgeschlossen werden kdnnen. Fir die
Schatzmethode (ber die Minimierung der Abweichungsquadrate hat es zur Folge, daB
diese Beobachtungen sehr groe Residuenwerte verursachen und somit im Verhaltnis zu
den ubrigen Beobachtungen zu sehr den Schatzalgorithmus dominieren. Zwar wird Gber
die Gewichtungen dies etwas relativiert, da die entsprechende Beobachtungsvariabiltat
entsprechend héher und somit die Abweichungsquadrate mit einem kleinem Gewicht ver-
sehen werden, aber nichtsdestotrotz fihren sie zu Verzerrungen in den Schatzungen der
Modellparameter und der Varianzstruktur.

Um dies zu vermeiden, wurde unabhéngig vom Minimumskriterium bei der Modellbildung
ein zusatzliches Robustheitskriterium eingefihrt, das von Huber (1981) erstmals erwahnt
worden ist und als metrische Winsorisierung der Daten bezeichnet wird (siehe auch
Staudte und Sheater 1990). Die Idee hierbei ist, dal Beobachtungen, die weit entfernt
von der Modellerwartung sind, im SchatzprozeR unter definierten Bedingungen durch
kinstliche Werte ersetzt werden. Die Bedingung dieser Winsorisierung ergibt sich aus der
gesamten Beobachtungsvariabilitat und der Entscheidung, inwieweit diese kunstliche Be-
obachtung im Schéatzproze® als realistisch zugelassen werden soll ( z.B. als 1 %-Perzen-
tilwert der Normalverteilung). Die Beobachtungen wurden in diesem Vorhaben neu defi-
niert genau dann, wenn folgendes Kriterium zutraf:

Beobachtung, Jfallsir, | <k*s,

Beobachtung’ =
& { Erwartung, +sign(r,)*k*s, ,sonst

Hierbei entspricht r =y, -y, dem einfachen Residuum der i-ten Beobachtung, s; der

aktuellen Schatzung des Standardfehlers des i-ten Residuum r; und k einer positiven
Tuningkonstante (1<K). Diese Konstante reguliert den Grad der gewlinschten Robustheit
und sollte nicht zu klein gewahit werden, da die Beobachtungen im Schéatzprozess an die
Erwartung zu nah ,herangeholt” werden konnen, was zu inkonsistenten Schatzungen der
Erwartungswerte und deren Unsicherheit (Kovarianzmatrix) fiuhren kann. Wahrend Alten-
burg (1990, 1994b) fur quantale Daten aus dem Bereich der Immunoassays einen Wert
von K=1.6 empfiehlt, zeigte sich in den vorliegenden aquatischen Toxizitdtsdaten eine
Konstante K=2 als geeignetes MaR fir eine metrische Winsorisierung der Daten.
Beobachtungen, deren absolutes Residuum mehr als doppelt so groR wie der des
Standard-Residuumfehlers ist, wurden somit im SchatzprozeR winsorisiert.

An einem konkreten Datenbeispiel (Hemmung der Algenreproduktion durch Neburon) mit
45 Wirkdaten soll der EinfluR einer typischen Outlier-Beobachtung demonstriert werden:
Bei einer Substanzapplikation von 0.0096 umol/L Neburon wurde eine 5%ige Forderung
der Algenreproduktion (= negativer Hemmwert) beobachtet, obwohl parallel eingesetzte
gleiche Konzentrationen deutliche hemmende Effekte aufweisen. In Abbildung C2.4 (a) ist
die Regressionsanpassung des Weibull-Modells mit entsprechendem 85 %-Konfidenz-
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intervall auf Grundlage der veraligemeinerten Schatzmethode der kleinsten gewichteten
Quadrate dargestellt. Hier zeigt sich im unteren Effektbereich ein zu groer Unsicher-
heitsbereich der Erwartungsschétzung. Durch die Winsorisierung der Daten ergeben sich
fur die Erwartungswerte keine relevanten Veranderungen, hingegen fur die Schatzung
der Unsicherheit im unteren Effektbereich ein um bis zu ca. 1/3 kleinerer 95%-Konfidenz-
bereich (b). Hierbei wird die beobachtete Hemmung von -5% der Outlier-Beobachtung auf
+6% in der letzten Iteration des Schatzprozesses gesetzt. An diesem Beispiel wird die
Empfindlichkeit von Minimale-Quadrate-Schatzungen gegeniber einer einzigen Outlier-
Beobachtung selbst bei grolen Datensatzen besonders verdeutlicht.

Dieses Verfahren ist auch gegentber mehreren Outlier-Beobachtungen in einem Experi-
ment robust, wobei die Schranke einer Winsorisierung Uber die Schatzung des Resi-
duum-Standardfehlers automatisch heraufgesetzt wird und somit nicht in Konflikt mit einer
tatsachlich erhéhten Variabilitat in den Beobachtungen kommt.
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Abb. C2.4: Anpassung des Regressionsmodells (Weibull) (ber die verallge-
meinerte Schatzmethode der kleinsten Quadrate am Beispiel der
Algentoxizitat von Neburon
a) ohne Winsorisierung und
b) mit Winsorisierung.
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Anhang C3 Bestimmung der Unsicherheit von Effektkonzentrationen iiber
Bootstrapverfahren

Das Grundprinzip von Resampling-Verfahren ist in Abbildung C3.1 dargestellt. Um die
erwartete Toxizitat einer Substanz fur einen Organismus Uber die Kennzahl einer defi-
nierten Effektkonzentration anzugeben, wird auf Grundlage eines Experiments diese
Kenngrée geschatzt. Hierfur ist die Kenntnis eines Modells erforderlich. Da die Giite der
Schatzung nur in Verbindung mit deren Unsicherheit beurteilt werden kann, ist die Be-
stimmung dieser statistischen Unsicherheit Uber Konfidenzbereiche oder Varianzen un-
bedingt notwendig, um so Rickschlisse (iber das Experiment hinaus zu machen. Norma-
lerweise kann diese Unsicherheit Uber Verteilungsannahmen der interessierenden
KenngréRe sofort Uber die experimentelle Variabilitat bestimmt werden. Ist dies wegen
der Komplexitat der KenngréRe nicht méglich (z.B. als Reduktion vieler zufélliger Para-
meter), so kann (iber Resampling-Verfahren (Bootstrap, Jacknife) eine Abschatzung ge-
wonnen werden. Hierbei wird auf Grundlage der beobachteten Toxizitatsdaten ein neuer
Datensatz simuliert, der so auch hatte beobachtet werden kénnen. An diese simulierten
Daten wird das gleiche Modell ereut angepalit, so dall daraus die definierte Effektkon-
zentration geschétzt werden kann, die sich von der urspriinglich berechneten unterschei-
den kann und somit dann weniger wahrscheinlich, aber realistisch ist. Wird dieser Simu-
lationsvorgang unabhéangig voneinander hinreichend oft wiederholt, so erhalt man viele
simulierte, aber unterschiedliche Effektkonzentrationsschatzungen, die insgesamt eine
Verteilung ergeben. Diese Verteilung entspricht gerade der gesuchten Unsicherheitsver-
teilung der aus den Orginaldaten geschatzten Effektkonzentration, so dal sich Varianzen
bzw. Konfidenzbereiche sofort bestimmen lassen (Efron und Tibshirani 1993, Shao und
Tu 1995).

Die Resampling-Verfahren selbst unterscheiden sich nur in der Verfahrensweise fur die
Entwicklung der simulierten Daten. Da das im Verhaltnis zum Jacknife-Verfahren rech-
nerintensivere Bootstrapverfahren generell zu stabileren Schatzungen fuhrt, wurde immer
dieses Prinzip gewahit. Hierbei entsprechen die simulierten Daten dem Orginaldatensatz
exakt mit dem Unterschied, daB jeder reale, beobachtete Effekt ersetzt wird durch einen
simulierten. Diese Bootstrap-Beobachtung wird auf Grundlage der geschatzten Beobach-
tungsvariabilitat (vgl. Anhang C2) neu ,ausgewirfelt" Gber einen normalverteilten Zufalls-
generator (vgl. Rosen und Cohen 1995). Der Erwartungswert des Zufallsgenerators ist
dabei die geschatzte mittiere Modellerwartung. Eine kleine beobachtete Variabilitat im
Orginalexperiment mul so zu &hnlichen simulierten Beobachtungen fihren.

Die Prazision der simulierten Verteilung hangt neben Grundannahmen (représentatives
Experiment mit unabhéngigen Beobachtungen, erwartungstreue Modellwahl) vor allem
von der Anzahl von Simulationen ab. Je seltenere Ereignisse der Verteilung geschatzt
werden sollen (z.B. Perzentile des 95 %-Konfidenzbereichs), desto mehr Simulationen
soliten erfoigen (N>5000), um validere Schatzungen zu erhalten (Efron und Tibshirani
1993, Shao und Tu 1995). Da diese Fallzahlen in der Regel einen zu grofRen
rechnerischen Aufwand bedeuten wirden, kénnen (ber geeignete Transformationen der
gesamten Simulationsverteilung stabilere Schatzungen Uber diese Perzentile bestimmt
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werden (Efron und Tibshirani 1993, Bickel und Krieger 1989). Hierbei wurde auf die BC-
Methode zuriickgegriffen, welche eventuelle Unterschiede zwischen der aus den Beo-
bachtungsdaten geschatzten Effektkonzentration und dem Gipfel (Erwartungswert) der
Bootstrapverteilung korrigiert. In diesem Projekt wurden fur die Berechnung von Boots-
trap-Konfidenz-Intervallschatzungen immer mindestens 1000 Simulationen durchgefihrt.
Nachfolgend wird die Verfahrensweise formalisiert.

Population | g '} » | Effektkonzentration
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/f 1\\

£ \
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Abb. C3.1: Konfidenzbereichsschatzungen von Effektkonzentrationen am Beispiel
von Resampling-Verfahren
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Sei f das Regressionsmodell, welches den Zusammenhang zwischen den applizierten
Substanzkonzentrationen x; und den beobachteten Effekten Y; ( Konzentrationsstufe
i=1,...k, Replikat j=1,...,n; ) beschreibt, und 8 der Vektor der unbekannten, zu schatzen-
den Modellparameter. Die Funktionsvorschrift des Regressionsmodells lautet dann

Y, =fx;,0) +e;,

wobei die Fehler e; (Residuen) identisch und unabhangig normalverteilt sind mit einem
Erwartungswert E(e;)=0 und einer Varianz Var(e;)=o (Varianzinhomogenitat).

Ziel ist es dann, flr die ,wahre®, unbekannte Effektkonzentration x, eine Anzahl von B
Bootstrap-Schatzern %;'"....,%;"® zu erzeugen und daraus ein (1-2c)-Konfidenzbereich

zu bilden (i.a. «=2.5 %). Die Prozedur sieht im Einzelnen wie folgt aus:

1. Uber die beobachteten Daten werden die Modellparameter geschatzt: f xy=f (x,é)
2. Hieraus laBt sich die Schatzung der Effektkonzentration ableiten; X, = s (Y,)
3. Erzeugen der Bootstrap-Samples b=1, ..., B bzw. der Bootstrap-Replikate X'*':

(i) Erzeugen von Effekten: Y = 3 T(x)+e™, ef® = N(O,5]).

Die Beobachtungsvarianz s’ wird automatisch ber die gewichtete Spline-
schatzung im Schatzverfahren (Generalized Least Square) bestimmt.

(i) Modell-Schatzung von f"®(x) auf Grundlage der Datenpaare
(Y hi=h ok j=1uun

A

(i) Konzentrationsschatzung: X' = £ (Y®)

-~

4. Bestimmung eines (1-2u)-Konfidenzbereiches (z.B.95%) fur X,: [%,(a),X,(1-a)].

Sei F’die kumulative Bootstrap-Verteilungsfunktion von %, mit
F'(x) = [#(&®™ <x)]/B .

Eine Bias-Korrektur zur Stabilisierung der Verteilung wird (ber das BC-Verfahren
(.bias corrected”) durchgefihrt, so daR der Konfidenzbereich bestimmt wird als

[Ro (), X, (1-a)] = [F™(D(22, +2,)), F (®(2%,+2,,))] (BC-intervall),

wobei @ der Verteilungsfunktion der Standard-Normalverteilung mit ®(z_)=a und
®(z,_,)=1-a entspricht. Hierbei mul der Parameter z, bestimmt werden. Falls
z, Null ist, dann liegt ein einfaches Perzentil-Intervall vor. Dieser Parameter &ndert

die Perzentilwerte, welche die Schranken des BC-Intervalls festsetzen, und
korrigiert einen moglichen Bias des rohen Perzentil-Intervalls. Der Wert Z, zur Bias-
Korrektur kann direkt als

z,= O7(F'(%,)) =07 ([#(X;™ < %,)]/ B)
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bestimmt werden und miRt den Median-Bias der X, bzw. die normierte Differenz der
Mediane von X, und %,, d.h. z,=0, falls der Median aller Bootstrap-Replikate X;*’
exakt der aus den Beobachtungsdaten geschatzten Effektkonzentration X, ent-

spricht.

Diese im Prinzip einfache Methode zur Stabilisierung der Replikatenverteilung setzt eine
symmetrische Verteilung voraus. Liegen geringe Abweichungen vor, so sind die entspre-
chende Konfidenzbereichsschatzungen leicht verzerrt. Inwieweit die hierfar von Efron und
Tibshirani (1993) empfohlene, vergleichsweise komplexere BC,- oder ABC-Methode an-
wendbar ist, mu zuklnftig noch gezeigt werden.
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Anhang D: Konzentrations-Wirkungsdaten

In diesem Anhang werden die beobachteten Toxizitatsdaten aller im Gemisch
verwendeten Einzelsubstanzen und aller Gemischtestungen in Konzentrations-Wirkungs-
Abbildungen dokumentiert. Darliber hinaus ist das regressionsanalytisch bestimmte best
fit Modell abgebildet sowie alle hieraus ermittelten relevanten Toxizitatsdaten. Insgesamt
gliedert sich dieser Abbildungsanhang in zwei Bereiche:

D1 Konzentrations-Wirkungsdaten der Einzelsubstanzen (Seite 236)
D2 Konzentrations-Wirkungsdaten der Gemische (Seite 302)

Da alle Abbildungen im selben Format und Layout gestaltet sind, werden sie nachfolgend
erlautert. FUr die in der Graphik verwendeten Symbole und schraffierten Flachen gilt:

. In der experimentellen Testung beobachtete Wirkdaten

* In der experimentelien Testung eingesetzte Kontrolien

95 %-Konfidenzbereich des Kontrolimittelwertes, zur besseren Beurteilung der
beobachteten Wirkdaten Uber den gesamten Konzentrationsbereich dargestelit

= Kurvenveriauf der Modellerwartung: Das best fit Regressionsmodell ist
einschlielllich der geschatzten Modellparameter in der 3.Titelzeile angegeben.

BN 95%-Perzentilbereich der Beobachtungsvariabilitdt, geschétzt aber die Schatz-
methode der verallgemeinerten Minimale-Quadrate-Schatzung.

Die wichtigsten Effektkonzentrationen (ECq;, EC1o, ECso, ECqo) sind sowohl in der Graphik
angegeben als auch textlich dokumentiert. |hre Uber Bootstrap-Verfahren geschétzte
Unsicherheit (95 %-Konfidenzintervall) ist zusétzlich (in Klammern) angefihrt, alle Werte
sind dabei sowohl in ymol/L als auch in mg/L angegeben (Ausnahme: Gemisch-
testungen). Dies gilt ebenfalls far die mit dem DUNNETT-Test bestimmten NOEC und
LOEC-Werte. Um die Steilheit unterschiedlicher Modellkurven besser vergleichen zu
konnen, sind als Verhaltnisse zwischen Effektkonzentrationen zwei verschiedene Steil-
heitskriterien angegeben:

EC/ECs.: Beschreibt den relativen Abstand zwischen der ECy; und der ECs; und
vermitteft somit einen Eindruck Uber die Steilheit der Modellkurve im
Niedrigeffektbereich.

EC,/ECq: Beschreibt den relativen Abstand zwischen der EC,; und der ECy und
vermittelt somit einen Eindruck Ober die Steilheit der Modellkurve im
mittleren Effektbereich.
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Anhang D1: Konzentrations-Wirkungsdaten der Einzelsubstanzen

Anhang D1.1: Algentoxizitat der 18 Substanzen dhnlicher Wirkung (s-Triazine)

Substanz Seite Substanz Seite
Ametryn.................... 238 Prometryn................. 247
225110 £ DO U 239 PROBERINL o vracrmmassonds 248
oy IR B 240 Sebuthylazin............. 249
Cyanazin................... 241 Secbumeton............. 250
Desmetryn................ 242 SHTAZEN . cviviiosnnevissosi 251
Dimethametryn......... 243 Simetryn.................. 252
Dipropetryn............... 244 Terbumeton.............. 253
Methoprotryn............ 245 Terbuthylazin............ 254
Prometon.................. 246 Terbutryn......c.ccc...... 255

Anhang D1.2: Algentoxizitdt der 16 Substanzen unédhnlicher Wirkung

Substanz Seite Substanz Seite
Aclonifen................... 256 Metalaxyl................... 264
8-Azaguanin........... .7 Metazachilor............... 265
Azaserin.................... 258 Metsulfuron-methyl.... 266
% 0 4 A R R R Nalidixinsaure............ 267
Chloramphenicol........ 260 Norflurazon................ 268
Dodecyltrimethyl- Pamqual...... i 269
ammoniumchlorid...... 261 Terbuthylazin......... e R0
Fenfuram................. 262 Triadimenol............... 271

Kresoxim-methyl........ 263
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Anhang D1.3: Bakterientoxizitdt der 16 Substanzen dhnlicher Wirkung (Entkoppler)

Substanz Seite Substanz Seite
9 2 L SR I N i 2.6-Dinitro-4-methylphenol.. 280
RIROROD.. .. iy ovivimi b Thiammens 273 ; a5 NG SR R DR R S 281
Bt e S R ) | 274 Pentachlorphenol................ 282
33 S pmo e Rty e 275 4-Phenylazophenol............. 283
2,4-Dinitro-1-naphtol........... 276 2,3,4-Trichlorphenol............ 284
2.4-Dinitrophenol.............. 277 2,3,5-Trichlorphenol............ 285
2,6-Dinitrophenol................ 278 2.3,6-Trichlorphenoil............ 286
3.4-Dinitrophenal................ 279 2,4 ,6-Trichlorphenol............ 287

Anhang D1.4: Bakterientoxizitit der 14 Substanzen unédhnlicher Wirkung

Substanz Seite Substanz Seite
Actinomycin............ccooceiinnne 288 Dodecylpyridiniumbromid....... 295
epio ) SRR &l 289 Ethacrynsdure.............cc.c...... 296
8-Azaguanin............ccoeeruene 290 S-FIMOTUFACH.. <o oo eorendsorsarecss 297
AZaSEIN........cc..cimverrnanrminans 291 Fusidinsaure..........c..ccecevueenn, 298
Chloramphenicol................. 292 Metalaxyl................. Sgeataaspanss 299
CYClOBBIM. ..ol s i atiicionss 293 Nalidixinsaure...............cccooo.... 300
Diltiazem............ccovvvercrvvnnn. 294 Streptomycin.........ccoeviriiinneee. 301
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D1.1 Algentoxizitit der 18 Substanzen dhnlicher Wirkung (s-Triazine)

Ametrvn

35 Wirkdaten und 18 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-{13.680+8.627*(logl 0(Konzentration))))) **0.3402

Hemmung der
Algenreproduktion

100%

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.0447
ECI0/EC90 = 0.1253

60%

40% 7

20%

0%

= = =l = = = = e m .. m- . -e === mm- ===

R e o

0.0001 0.001 0.01 0.1

-20% ©

Konzentration lumol/L|

® ¢ 9% Substanz * ko Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: EC01 =0.00070 10.00027:0.001271 EC-Werte img/LI:EC01 = 0.00016 [0.00006:0.00029]

EC10 = 0.00426 10.00295:0.005291 EC10 = 0.00097 10.00067:0.001201
EC50 = 0.01564 10.01464:0.01646] EC50 = 0.00355 10.00333:0.003741
EC90 = 0.03401 10.03245:0.03579] EC90 = 0.00773 10.00738:0.008141

NOEC =0.0021 umol'L. LOEC = 0.0042 umol/L NOEC = 0.00048 mg/L. LOEC =0.00095 me/L
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Atraton

36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1-exp{-(1.304+11.063*(log1 0(Konzentration)))))**0.2037

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/EC50=0.0182
ECI0/EC90 = 0.0877

60%

-----------------------------------

40%

20%

0%

_20%' I T T T ey T L i T ™ rrrev] T L EEL B B |

0.001 0.01 0.1 1 10

Konzentration lumol/LI]

® ®® Substanz Y XX Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO1 = 0.00689 10.00403:0.099931 EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.00146 10.00085:0.02111]

EC10 = 0.07247 [0.05906:0.155051 EC10 = 0.01531 10.01248:0.032761
ECS50 = 0.37806 10.32973:0.395181 ECS0 = 0.07987 10.06966:0.083491
EC90 = 0.82669 10.76791:1.057631 EC90 = 0.17466 10.16224:0.223451

NOEC = 0.0565 umol/L. LOEC = 0.1171 umolL NOEC =0.01194 mg/L. LOEC =0.02474 mg/L
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Atrazin
59 Wirkdaten und 24 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(6.765+17.391*(log10(Konzentration)))))**0.1118

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.0097
ECI0/EC90 = 0.0694

0.001 0.01 0.1

Konzentration fumol/L]

® ® ® Substanz 2.8 8.9 Kontrolien

EC-Werte [umol/Ll: ECO0I1 =0.00174 [0.00077:0.003191 EC-Werte Img/LI:EC01 = 0.00038 [0.00017:0.000691

EC10 = 0.02669 10.01860:0.034631 EC10 = 0.00576 10.00401:0.007471
ECS0 = 0.17968 10.16777:0.193151 ECS0 = 0.03876 10.03619:0.041661
EC90 = 0.38476 10.36554:0.41038! EC90 = (.08299 10.07884:0.088511

NOEC = 0.0364 umol/L. LOEC = 0.0524 umol/L NOEC = 0.00785 me/L. LOEC = 0.01130 me/L
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Cvanazin

36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(8.640-7.404*(((Konzentration**0.6482)-1)/0.6482))

Hemmung der
Algenreproduktion

100% T

80%

0%

-20% "

Steilheitskriterien:
ECO1/ECS0 = 0.0613
ECI0/EC90 = 0.215

B 1 e .

IR [ S I IR

jﬂ
b

e
-
r
L
£
L
L

e
-

0.001 0.01

Konzentration lumol/L]

®® 0 gubstanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: ECO01 = 0.00694 (<0.0001:0.026931 EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.00167 [0.00000:0.00648]

EC10 = 0.04365 10.03112:0.054961 EC10 = 0.01051 [0.00749:0.01323]

ECS0 =0.11316 10.10843:0.11884] EC50 = 0.02724 10.02610:0.028601

EC90 = 0.20303 10.18869:0.216361 EC90 = 0.04887 10.04542:0.05208!
NOEC = 0,0208 umol/L. LOEC = 0,0405 umol/L NOEC = 0.00501 me/L. LOEC =0.00975 me/L
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Desmetrvn

35 Wirkdaten und 17 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exo(-exn(5.359=3.992*log10{Konzentrationil

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

Steilheitskriterien:
80% ECOV/ECS0 = 0.087
ECI0/ECY0 = 0.1688

60%

40% 1

20%

0%

-20% ° -
0.001 0.01 0.1
Konzentration lumol/L]
® ®® g bstanz ok k Kontrollen

EC-Werte f[umol/Ll: EC01=0.00320 [0.00257:0.00385] EC-Werte ime/LI:EC01 = 0.00068 0.00055:0.000821

ECI10 = 0.01242 [0.01111:0.01364] EC10 = 0.00265 [0.00237:0.002911
EC50 = 0.03680 [0.03570:0.037871 ECS50 = 0.00785 [0.00761:0.008081
EC90 = 0.07355 10.07102:0.076431 EC90 = 0.01569 [0.01515:0.016301

NOEC =0.0071 umol/L. LOEC = 0.0103 umol/L NOEC = 0.00151 mg/L. LOEC = 0.00220 me/L
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Dimethametrvn

36 Wirkdaten und 16 Kontrollen
Weibull: Wirkune=1-expi-exn(5.724+4.729*log10(Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7]

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.1273
ECL0/EC90 = 0.2227

60%

40% 7

20% T

0%

- = plele = o m - - -
i
R [ B Bl e iy

_20./‘" r T T Pe—r——TTy Y |, it e I | v T

0.001 0.01 0.1 1

Konzentration lumol/L]

® ® 8 gubstanz 2.0 ¢ Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO1 = 0.00656 10.00491:0.008611 EC-Werte img/LI:EC01 = 0.00167 [0.00125:0.002201

EC10 = 0.02059 10.01756:0.023811 EC10 = 0.00526 10.00448:0.006081
ECS50 = 0.05152 10.04887:0.054161 ECS0 = 0.01316 10.01248:0,01383]
EC90 = 0.09245 [0.08821:0.096331 EC90 = 0.02361 10.02253:0.024601

NOEC = 0.0182 umol/L. LOEC = 0.0318 umol/L NOEC = 0.00465 me/L. LOEC =0.00812 me/L
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Dipropetrvn

34 Wirkdaten und 16 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(5.640+3.032*(((Konzentration**0.2005)-1)/0.2005)))

Hemmung der
Algenreproduktion

100%

80% 7

Steilheitskriterien:
ECOI/ECS0 = 0.0444
ECLO/ECS0 = 0.1701

B R B i o I T T e I S

-20% "~

0.0001 0.001 0.01 0.1

Konzentration [umol/L]

08 guhitanz *** Kontrollen

EC-Werte [umol/LI: EC01 = 0,00356 10.00006:0.00816] EC-Werte Ime/L1:EC01 = 0.00091 10,00002:0.00208]

ECI10 = 0.02526 10.02101:0.029191 EC10 = 0.00645 [0.00537:0.00745]
EC50 = 0.08012 10.07696:0.083271 EC50 = 0.02046 10.01965:0.02127]
ECH0 = 0.14849 10.14159:0.15541) EC90 = 0,03792 10.03616:0.03969]

NOEC = 0.018 umol/L. LOEC = 0.0259 umol/L NOEC = 0.00460 mg/L. LOEC =0.00661 me/L

L |
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Methoprotrvn
41 Wirkdaten und 22 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(31.194+32.436* (log1 0(Konzentration)))))**0.1074

Hemmung der

Algenreproduktion
100% 17
Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.0753 f.
ECI/EC90 = 0.2263 A
L]
[}
:
60% T i
1
e = ... E L R R - = e = 1
1
1 '
0% T - :
5 kg
1 ] ]
L] ]
20% 7 e
_ — i
e o W I
.: 3 L] 1
0% 3 T-o T =
]
g5 L] ]
=t 2 T L] 1
Cecot ] (ecsal
1 h 4 v v
_20% f T T T ™ ¥ r————rrr] T T B fo S an g 8 |
0.001 0.01 0.1 1
Konzentration [umol/L1
® ® 9% gubstanz * %K Kontrollen
T

EC-Werte fumol/L]: ECO01 = 0.00520 10.00407:0.00688] EC-Werte (me/L1:EC01 = 0.00141 10.00111:0.001871

EC10 = 0.02384 10.02151:0.02643] EC10 = 0.00647 10.00584:0.00717]
EC30 = 0.06908 10.06721:0.071031 EC50 = 0.01875 10.01824:0.01928]
EC90 = 0.10533 10.10168:0.108531 EC90 = 0.02858 10.02760:0.02945]

NOEC = 0.0177 umol/L. LOEC = 0.0234 umol/L NOEC = 0.00480 mg/L. LOEC = 0.00635 me/L
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Prometon

35 Wirkdaten und 17 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exo(-¢xo(0.430+3.038*loe10(Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0 = 0.0404
EC10/ECS0 = 0.0965

60%

0% 7

20% 7

e = = e wmwm e mwEmeEmeEeEeEeEeEEEmeEeE = emeo= o= o=

0%

Sl LR e

4|
<

20% r YT P ——TT YT ———TTTT YT T —TrTTrTTTn
0.001 0.01 0.1 1 10

Konzentration lumol/LI]

LA Substanz *** Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECOL =0.02208 0.01322:0.034611 EC-Werte Ime/L1:EC01 = 0.00498 10.00298:0.007801

EC10=0.13111 10.10145:0.166611 EC10 = 0.02954 10.02286:0.03754]
ECS0 = 0.54675 10.49334:0.599671 EC50 = 0.12318 10.11114:0.135101
EC%0 = 1.35834 [1.17314:1.53841| EC90 = 0.30602 10.26430:0.346591

NOEC = 0.1542 umol/L. LOEC = 0.2221 umol/L NOEC = 0.03474 me/L. LOEC = 0,05004 me/L
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Prometrvn

34 Wirkdaten und 17 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(256.975+251.11* (log10{ Konzentration))))) **0.0105

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 1

Steilheitskriterien:
80% | EC0DI/ECS0=0.0331
ECH/EC90 = 0.1475

60% 'J'

------------------------------

40% 1

20%

-——nL----n.----qq.--

0% - -
E= | AL e < '
i : Ii
20% °© I . T T ] T . S o e 2 D | T 1
0.001 0.01 0.1 1
Konzentration lumol/LI
®®® guhstanz * %X Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01 = 0.00172 0.00120:0.002261 EC-Werte ime/LI:EC01 = 0.00041 10.00029:0.000551

EC10 = 0.01275 10.01094:0.014331 EC10 = 0.00308 [0.00264:0.00346!
ECS0 = 0.05181 0.05001:0.053881 EC50 = 0.01251 10.01207:0.01300]
EC90 = 0.08645 10.08275:0.08958] EC90 = 0.02087 10.01997:0.021621

NOEC = 0.0034 umol/L. LOEC = 0.0140 umol/L NOEC = 0.00082 me/L. LOEC =0.00338 me/L
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Propazin

60 Wirkdaten und 31 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp{-(1.948+14.442*(log1 0(Konzentration)))))**0.1281

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0 = 0.0077
ECI0/EC90 = 0.0592

= e = e e e e o om m m e e e e o = e m e = = = =

0.001 0.01 0.1 1 10

Konzentration umol/L]

® ® @& Substanz * k% Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: ECO01=0.00238 10.00089:0.10239] EC-Werte ime/L1:ECO1 = 0.00055 10.00020:0.023521

EC10 = 0.04176 0.02702:0.147671 EC10 = 0.00959 10.00621:0.03392]

EC50 = 0.30964 10.26199:0.337381 ECS0 = 0.07113 10.06018:0.077501

EC90 = 0.70515 10.64818:0.74895] EC90 = 0.16198 10.14889:0.172041
NOEC = 0.0283 umol/L. LOEC = 0.0586 umol/L NOEC = 0.00650 mg/L. LOEC =0.01346 mg/L
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Sebuthvlazin

58 Wirkdaten und 26 Kontrollen
Weibull: Wirkune=1-exo(-exn(2.759+3.565*lo210{ Konzentration)}

Hemmung der

Algenreproduktion

100% 7

80% 1

40% 7

20%

0%

Steilheitskriterien:
ECOIVECS0 = 0.0649
ECI0/EC0 = 0.1364

B T NP .,

0.001 0.01 0.1 : 1

Konzentration lumol/L1

® ® @ gubstanz b & o Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01 = 0.00862 [0.00602:0.01174] EC-Werte img/LI:ECO01 = 0.00198 10.00138:0.00270!

EC10 = 0.03933 [0.03236:0.046911 EC10 = 0.00903 [0.00743:0.010781
ECS0 = 0.13278 [0.12431:0.141951 EC50 = 0.03050 10.02855:0.032611
EC90 = 0.28833 10.27393:0.302651 EC%0 = 006623 10.06293:0.069521

NOEC = 0.0332 umol/L, LOEC = 0.0478 umol/L NOEC = 0.00763 me/L. LOEC = 0.01098 mg/L
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Secbumeton
35 Wirkdaten und 17 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1-expi{-(5.851+14.151*(log10{Konzentration))}))**0.1354

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

80%

Steilheitskriterien:
ECOLVECS0 = 0.0091
ECI0/EC%0 = 0.0645

0.001 0.01 0.1 1

Konzentration fumol/L]

® & ® Substanz .88 Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 =0,00152 10.00065:0.003021 EC-Werte Ime/L1I:EC01 = 0.00034 10.00015:0.000681

ECI0 = 0.02425 [0.01704:0.03176] EC10 = 0.00546 10.00384:0.007151
ECS0 = 0.16794 10.15212:0.18344] ECS0 = 0.03784 [0.03427:0.041331
EC90 = 0.37552 10.32424:0.42753] EC90 = 0.08467 10.07305:0.09632!

NOEC = 0.0118 umolL. LOEC = 0.0506 umol/L NOEC = 0.00266 mg/L. LOEC = 0.01140 me/L



D1 Konzentrations-Wirkungsdaten der Einzelsubstanzen 251

Simazin
35 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exp(-expl0.831+2.178~loe10{Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 1

Steilheitskriterien:
80% 1 EC01/ECS0=0.0114
ECI0/EC90 = 0.0383

L

60%

40%

20%

0%

s o d bl s s s s = eeseeeeeeneee e == Ly

220% r r— T T T T WY Y T—TTTTTT

0.001 0.01 0.1 1 10

Konzentration [umol/L]

® ®® gbstanz * kX Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 0.00321 10.00239:0.004301 EC-Werte Img/L1:ECO1 = 0.00065 0.00048:0,000871

EC10 = 0.03848 [0.03324:0.04445! EC10 = 0.00776 10.00670:0.00896]
EC50 = 0.28204 10.27107:0.294351 EC50 = 0.05688 [0.05466:0.05936]
EC90 = 1.00363 10.94424:1.07258| EC90 = 0.20239 10.19042:0.216301

NOEC = 0.0185 umol/L. LOEC = 0.0551 umol/L NOEC = 0,00373 mg/L. LOEC =0.01111 me/L
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Simetrvn
44 Wirkdaten und 22 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(3.629+3.026*1og10(Konzentration}))
Hemmung der

Algenreproduktion
100%

Steilheitskriterien:
80% |1 ECO0I/ECS0 = 0.0399
ECI0/EC90 = 0.0957

60% 7

40% 7

20% 7

e T T I R I R TR

N B T

0%

- = =|H
- - =

-20% " r v P ———rr T p————————y . r——r—rrrT]
0.001 0.01 0.1 1

Konzentration lumol/L]

® @ ® gybstanz ok k Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 0.00191 10.00148:0.002451 EC-Werte Ime/L1:ECO1 = 0.00041 [0.00032:0.00052]

EC10 = 0.01141 [0.01007:0.012951 EC10 = 0.00243 [0.00215:0.002761

ECS0 = 0.04782 [0.04555:0.050161 ECS50 = 0.01020 10.00971:0.010701

EC90 = 0.11923 [0.11107:0.127231 EC90 = 0.02543 [0.02369:0.02714|
NOEC=0.0042 umol/L. LOEC = 0.0085 umol’L NOEC =0.00090 mg/L. LOEC = 0.00181 me/L
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Terbumeton
36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(2.617+3.029*log1 0(Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100%

Steilheitskriterien:
80% 7 ECOI/ECS0=0.04
: ECI0/EC90 = 0.0958

---------------------------------

40% 7

20% 11

h = = mE e e e e e EmEeEeeweemem mewemeomew meom o

0%

_20%' r v T LA B | T — L e | v T L |
0.001 0.01 0.1 1

Konzentration [umol/L]

® ® ® gyubstanz * &KX Kontrollen

EC-Werte lumol/L]: ECOI = 0.00414 10.00236:0.00692] EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.00093 10.00053:0.00156]

EC10 = 0.02470 10.01817:0.032321 EC10 = 0.00557 10.00409:0.007281
ECS0 = 0.10346 10.09191:0.115311 ECS50 = 0.02331 10.02071:0.025981
EC90 = 0.25775 10.22248:0.289231 EC90 = 0.05807 [0.05012:0.065161

NOEC = 0.0111 umol/L. LOEC = 0.0230 umol/L NOEC = 0.00250 me/L. LOEC = 0.00518 me/L
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Terbuthvlazin

36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Weibull: Wirkune=1-exoi-exo(4.165-3.908*1og10(Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 1

Steilheitskriterien:
80% | ECDI/EC50 = 0.0825
ECI0/EC90 = 01625

60%

S I L L b

40% 7

20%

S T T T T T e ———

0%

_20'/'- r Y Y e rrrrey 2 T e i BN 2 4 | T T ™TrTrTrTrr

0.001 0.01 0.1 i

Konzentration [umol/L]

® 0@ g phstanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01 =0.00572 10.00438:0.007351 EC-Werte Img/L1:EC01 = 0.00131 10.00101:0.001691

EC10 = 0.02283 10.01981:0.025861 EC10 = 0.00524 [0.00455:0,00594)
ECS50 = 0.06926 10.06575:0.072501 ECS0 = 0.01591 [0.01510:0.01665
EC90 = 0.14051 10.13326:0.14775] EC90 = 0.03228 10.03061:0.03394i

NOEC = 0.0097 umol'L. LOEC = 0.0202 umol/L NOEC =0.00464 meg/L. LOEC =0.00802 mg/L
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Terbutrvn

46 Wirkdaten und 23 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(26.279+20.004*(log1 0(Konzentration)))))**0.1948

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

Steilheitskriterien:
80% 7 ECOVECS0=0.0987
EC10/EC90 = 0,2468

60%

----------------------------------------

40%

20% 1

o m s m e e e E e E e R e e e ow o o e = e

0%

- = ol

-20% ° . v L L s
0.001 0.01

Konzentration lumol/L]

® ® ® Sybstanz *kk Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: EC01 = 0,00319 10.00243:0.00444] EC-Werte Ime/L1:ECO01 = 0.00077 10.00059:0.00107]

EC10 = 0.01245 10.01124:0.013821 EC10 = 0.00301 10.00271:0.003331

EC50 = 0.03235 10.03096:0.033631 ECS50 = 0.00781 [0.00747:0.00812]

EC90 = 0.05046 10.04593:0.054781 EC90 = 0.01218 [0.01108:0.013221
NOEC = 0.0066 umol/L. LOEC = 0.0130 umol/L NOEC = 0.00159 mg/L. LOEC =0.00314 me/L

0.1
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D1.2 Algentoxizitit der 16 Substanzen undhnlicher Wirkung

Aclonifen

35 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(2.402+0.408*(((Konzentration**-0.3398)-1)/-0.3398)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7

L

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0=0.1181
1 ECI0/EC90=0.1105

60% ]

40%

20% 7

0%

"30%. r v v Ty P —————rT y T )

0.001 0.01 0.1 1

Konzentration lumol/L1

® ® ® Substanz * %k Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: EC01 = 0.00351 [0.00175:0.005711 EC-Werte ime/L1:EC01 = 0.00093 [0,00046:0.001511

EC10=0.00947 10.00751:0.011611 EC10 = 0.00251 10.00199:0.00307]

EC50 = 0.02969 10.02739:0.032021 ECS0 = 0.00786 10.00725:0.008471

EC90 = 0.08566 10.07376:0.103431 EC90 = 0.02267 10.01952:0.027371
NOEC = 0.0053 umol1. LOEC = 0.0110 umol/L NOEC =0.00140 me/L. LOEC =0.00291 me/L
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8-Azaguanin
59 Wirkdaten und 30 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1-exp(-(-0.287+4.240*(log10{Konzentration)))))**0.3174

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7

Steilheitskriterien:
80% |1 ECO0I/ECS0=0.0012
ECI0/EC9) = 0.0117
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Konzentration [umol/L]
| @ ® 9 g hstanz * XX Kontrollen ‘

EC-Werte [umol/Li: ECO1 = 0.00044 [0.00017:0.00280] EC-Werte Ime/LI:ECO1 = 0.00007 [0.00003:0.000431

EC10 = 0.02274 10.01620:0.04091] EC10 = 0.00346 10.00246:0.00622]
ECS50 = 0.38079 [0.31810:0.43488] ECS50 = 0.05793 10.04839:0.06615]
EC90 = 1.93840 11.23954:2.95876] EC90 = 0.29487 10.18856:0.450091

NOEC = 0.0067 umol1. LOEC = 0.0184 umol/L NOEC = 0.00102 me/L. LOEC = 0.00280 me/L
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Azaserin
75 Wirkdaten und 54 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-3.875+5.254*(log1 0(Konzentration)))))**0.2632

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

Steiiheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.0014
ECI0/EC90 = 0.0159
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Konzentration lumol/L]

® & ® gubstanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01 = 0.00256 [0.00107:0.006691 EC-Werte [me/L1:ECO1 = 0.00044 [0.00018:0.00116]

EC10=0.11818 [0.08497:0.16929] EC10 = 0.02046 10.01471:0.029301
ECS0 = 1.78033 [1.66751:1.913131 EC50 = 0.30818 10.28865:0.33116)
EC90 = 7.45496 [6.70909:8.58889] EC90 = 1.29045 [1.16134:1.486741

NOEC =0.0131 umol/l. LOEC = 0.0294 umol/L NOEC =0.00227 mg/L. LOEC = 0.00509 me/L
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CCCp
36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp{-exp{-0.615+1.212*{{{Konzentration**-0.3163)-1)/-0.3163)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7

L R i

Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=0.0849
ECH/EC90 = 0.0723

..............
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0.01 0.1 1 10 100

Konzentration lumol/L]

®® 0 gubstanz KKK Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: ECO1 = 0.10494 [0.02448:0.24126] EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0,02147 10.00501:0.049371

EC10 = 0.32506 [0.22387:0.47447] ECI10 = 006651 10.04581:0.09709]
EC50 = 1.23663 [0.97510:1.594531 ECS0 = 0.25304 10,19952:0.326271
EC90 = 4.49566 [2.96265:6.638271 EC90 = 0.91990 10.60622:1.358321

NOEC = 0.1650 umol/l. LOEC = 0.3235 umol/L NOEC = 0.03376 mg/L. LOEC =0.06619 me/L
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Chloramphenicol

83 Wirkdaten und 38 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-3.695+1.503*(((Konzentration**-0.2127)-1)/-0.2127))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T
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Sreilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.0847
1 EC10/EC0=0.0231
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Konzentration fumol/L]

® ® @ Substanz k% Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1=2.75310 10.93421:4.72378] EC-Werte Ime/L1:EC01 = 0.88964 10.30188:1.526441

EC10=7.13899 15.18791:9.177661 EC10 = 2.30689 11.67642:2.965671

EC50 = 32.5001 [25.4404:43.4097] ECS50 = 10.5021 [8.22081:14.0274]

EC90 = 308,545 1160.969:749.2601 EC90 = 99.7034 [52.0156:242.1161
NOEC = 8.465 umol1. LOEC = 11.549 umol/L NOEC=273538 mg/L. LOEC =3.73194 me/L
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Dodecvltrimethvlammoniumchlorid

41 Wirkdaten und 36 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(122.336+86.357* (log1 0(Konzentration)))))**0.0777

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0=0.2611 g
ECI0/EC90 = 0.4666
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Konzentration [umol/L1

® 88 gubstanz %% X Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01 = 0.00788 [0.00664:0.00947] EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.00208 10.00175:0.00250!

EC10=0.01738 10.01612:0.01875] EC10 = 0.00459 10.00425:0.00495]
EC50 = 0.03020 10.02948:0.030971 ECS0 = 0.00797 10.00778:0.00817]
EC90 = 0.03725 10.03627:0.03808] EC90 = 0.00983 [0.00957:0.01005!

NOEC = 0.0165 umol/l. LOEC = 0.0186 umol/L NOEC = 0.00435 mg/L. LOEC =0.00491 me/L
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Fenfuram

72 Wirkdaten und 36 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-1.911+2.431*log10(Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

80%

60%

40%

20%

0%

Steilheitskriterien:
ECOI/ECS0 = 0.0181
ECI0/EC90 = 0.0539

-20%

0.01 0.1 1 10 100

Konzentration [umol/L]

® & ® Substanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: EC01 = 0,07836 [0.05756:0.105611 EC-Werte Ime/L1:ECO01 = 0.01577 10.01158:0.021251

EC10 = 0.72534 10.62706:0.839831 EC10 = 0.14595 10.12615:0.168991
ECS0 = 4.31895 14.11203:4.530371 EC50 = 0.86906 10.82742:0.911601
EC90 = 13.4638 12.3965:14.66771 EC90 = 2.70918 12.49443:2.951431

NOEC =0.4133 umol/L. LOEC = 0.4372 umol/L NOEC = 0.08316 mg/L. LOEC = 0.08797 me/L
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Kresoxim-methvl

42 Wirkdaten und 34 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1 -e:p(-up(-L221+l.'l“‘(((1(mmtminn"-0.3322}-Iy-ﬂmu)

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

Steilheitskriterien:
80% 71 ECOVECS0=0.079
ECI0/EC90 = 0.0601
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Konzentration lumol/L]

S S8 gubcs XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: ECO1=0.16110 10.04962:0.328641 EC-Werte Ime/LI:ECO1 = 0.05048 [0.01555:0.102981
EC10=0.50586 10.37518:0.63593! EC10 = 0.15851 [0.11756:0.199261
EC50 = 2.03980 11.88812:2.188701 ECS0 = 0,63915 10.59162:0.685811
EC90 = 8.41315 10.00000:43.8772] EC90 = 2.63618 m.m:u:asr

NOEC = 0.4820 umol/l. LOEC = 0.7531 umol/L NOEC =0.15103 me/L. LOEC = 0.23598 me/



L TR e ey Ty T WOl A Ny 1 T g | T e

264 D Konzentrations-Wirkungsdaten

Metalaxvl

36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Weibull: Wirkune=l-exni-exni-6.774+2.772* oz 10(Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100%

S R L s s ssssss=ssss= ses s

Steilheirskriterien:
B0% ECOVECS0 = 0.0297
ECI/ECH0) = 0.0771
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Konzentration lumol/L]
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® 8 @ Substanz * k% Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 6.08309 14.19404:8375011 EC-Werte ime/LI:ECO1 = 1.69925 [1.17156:2.33948)

EC10 = 42,8385 135.4841:50.82911 ECI10 = 11.9665 19.91212:14.19861
EC50 = 204.860 1190.576:218.3161 ECS0 = 57.2255 153.2354:60.98431
EC90 = 555350 [505.375:606.2401 EC90 = 155,131 1141.172:169.3471

NOEC =17.609 umol1. LOEC = 29.759 umol/L NOEC = 491890 meg/L. LOEC =831288 me/L
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Metazachlor

45 Wirkdaten und 23 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung-l-exp{-e:p(&&lZ—-—S.‘!Sﬂ'(({Kunzentrltion"*ﬂ.cﬂlﬁ}-l}fo.l‘l'l6}))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7

s s = e ===

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0=0.0322
ECI0/EC90 = 0.2539
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Konzentration lumol/L|

® 8% Substanz * %X Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECOL = 0.00540 <0.0001:0.052671 EC-Werte ime/L1:EC01 = 0.00150 10.00000:0.014631

EC10 = 0.06570 [0.04175:0.085791 EC10 = 0.01825 10.01160:0.023831
ECS0 = 0.16755 [0.15533:0.186671 ECS50 = 0.04654 10,04314:0.05185]
EC90 = 0.25875 10.22615:0.30860! EC9%0 =0.07187 [0.06281:0.08571]

NOEC = 0.0551 umol/L. LOEC = 0.0729 umol/L NOEC =0.01530 mg/L. LOEC = (.02025 mg/L
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Metsulfuron-methvl
48 Wirkdaten und 36 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-1.664+2.149*log]10(Konzentration)))

Hemmung der

Algenreproduktion
100%

-

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOVECS0=0.0107
ECI10/EC90 = 0.0367
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Konzentration fumol/LI

® ® ® Substanz *kk Kontrollen

EC-Werte [umol/Li: ECO01 = 0.04303 [0.03340:0.054461 EC-Werte Ime/L1I:EC01 = 0.01641 [0.01274:0.02077]

EC10 = 0.53346 10.46611:0.60034] EC10 = 0.20344 10.17775:0,22895]
ECS50 =4.01487 13.83114:4.181541 ECS0 = 1.53111 11.46104:1.594671
EC90 = 14,5309 113.8587:15.2948] EC90 = 5.54151 15.28517:5.83282]

NOEC = 0.4335 umol/l. LOEC = 0.7326 umol/L NOEC =0.16532 me/L. LOEC =0.27938 me/L

100
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Nalidixinsdure

36 Wirkdaten und 17 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exo{-exn(-6.890-3.271 *log10{Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion
100% 7

------------------------------------------

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0 =0.0508
1 ECL/EC90=0.1141
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Konzentration [umol/L]

® &0 gubstanz 2.2 8.4 Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECOl =5.01189 [3.58718:6.860231 EC-Werte Img/LI:EC01 = 1.16396 10.83309:1.59322!

ECI10=26.2016 122.2460:30.4049! EC10 = 6.08505 15.16640:7.06124
ECS0 = 98.6778 194.3190:103.629] ECS0 = 22.9169 121.9047:24.0668|
EC90 = 229,734 1210.498:250.704] EC90 = 53.3534 148.8860:58.2236!

NOEC = 14318 umolA. LOEC = 24.198 umol/L NOEC = 3.32521 me/L. LOEC =5.61974 me/L
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Norflurazon

51 Wirkdaten und 36 Kontrollen
Loegit: Wirkune=1/(1+expni-{14.018+8.278*(log10(Konzentration i)

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 1

80%

60% T

40% 7

20%

0%

Steilheitskriterien:
ECO01/ECS0 = 0.2786
ECIVEC90 = 0.2945

-----------

-20% ~

EC-Werte [umol/Li: ECO1 = 0.00564 10.00482:0.006461 EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.00171 10.00146:0.001961

r : - —— e - Ly 1
0.001 0.01 0.1
l‘(anmtrltiun fumol/L1
® & ® Substanz ok Kontrollen

EC10 = 0.01099 10.01002:0.011871
EC50 = 0.02026 [0.01953:0.020931
EC%0 = 0.03733 10.03558:0.039501

NOEC = 0.0099 umoll. LOEC = 0.0114 umol/L

EC10 = 0.00334 10.00304:0.003601
ECS0 = 0.00615 [0.00593:0.00636]
EC9% = 0.01133 [0.01081:0.01199]
NOEC = 0.00301 me/L. LOEC =0.00346 me/L
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Paraquat
54 Wirkdaten und 36 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/( 1+exp(-(1.673+5.019* (log10(Konzentration))))) ** 2.4876

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 7

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=02748
ECI0VEC90 =0.1952

60%
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Konzentration [umol/L]

®® @ gubstanz % XK Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: ECO1 = 0.21466 10.13267:0.283091 EC-Werte (me/L1:ECOI = 0.06680 10.04129:0.088101

EC10 = 0.38255 10.34078:0.41706] EC10 = 0.11905 10.10605:0.129791
EC50 = 0.78121 [0.74943:0.827331 EC50 = 024312 Iﬂ.23313:035'?¢7:
EC90 = 1.96012 [1.78602:2.201161 EC90 = 0.61001 [0.55583:0.68502

NOEC = 0.3396 umoll. LOEC = 0.3560 umol/L NOEC = 0.10569 mg/L. LOEC =0.11079 me/L
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Terbuthvlazin

36 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Weibull: Wirkune=1-exn(-exn(4.165+3.908*log1 0 Konzentration)))

Hemmung der
Algenreproduktion

100% 1

Steilheitskriterien:
80% 1 ECO01/EC50=0.0825
ECI0/EC90 = 0.1625
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Konzentration [umol/L]

® ® 8 5ubstanz Ykk Kontrollen

EC-Werte fumol/Ll: ECOI = 0.00572 10.00438:0.00735] EC-Werte Ime/L1:ECO1 = 0.00131 10.00101:0.001691

EC10 = 0.02283 10.01981:0.025861 EC10 = 0.00524 10.00455:0.00594]

ECS50 = 0.06926 10.06575:0.072501 ECS50 = 0.01591 10.01510:0.016651

EC90 = 0.14051 10.13326:0.147751 EC90 = 0.03228 10.03061:0.033941
NOEC = 0.0097 umoll. LOEC = 0.0202 umol/L NOEC = 0.00223 me/L. LOEC = 0.00464 me/L
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Triadimenol

42 Wirkdaten und 36 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(~(-9.993+13.972* (log10(Konzentration)))))**0.2721

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

-------------------
......................

Steilheitskriterien:
80% | ECOIECS0=0.0923
ECI0/EC90 = 0.2191

60% 7

.........................

20% 7
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Konzentration lumol/L]

® ® % Substanz * ¥k Kontrollen

EC-Werte [umol/Ll: EC01=0.31903 [0.20626:0.532501 EC-Werte Img/L1:EC01 = 0.09436 10.06100:0.157501

EC10 = 1.28687 11.08753:1.53821) EC10=0.38062 10.32166:0.454961
EC50 = 3.45710 13.25329:3.720391 EC50 = 1.02251 10.96223:1.100381
EC90 = 5.87226 15.47022:6.381471 EC90 = 1.73684 11.61793:1.88745]

NOEC = 0.9044 umoll. LOEC = 1.5818 umol/L NOEC =0.26749 me/L. LOEC = 0.46785 me/L
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D1.3 Bakterientoxizitidt der 16 Substanzen dhnlicher Wirkung (Entkoppler)

cccp |

48 Wirkdaten und 11 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(0.247+1.200*(((Konzentration®*0.0544)-110.0544))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% T
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Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.1258
1 ECI/EC%0=0.1151
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Konzentration lumol/L]

®® 8 Substanz Yok ok Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO01 = 0.10231 10.05689:0.148091 EC-Werte Ime/LI:ECO01 = 0.02093 10.01164:0.030301

EC10=10.26719 10.22595:0.309271 EC10 = 0.05467 [0.04623:0.063281
: ECS0 = 0.81303 [0.73892:0.891261 ECS0 = 0.16635 0.15118:0.182351
EC90 =2.32169 12.14141:2.541871 EC90 = 0.47502 10.43813:0.520071

NOEC = 0.169 umol/L. LOEC = 0.2366 umol'L NOEC =0.03458 me/L. LOEC =0.04841 me/L

g N T T
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Dinoseb

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Logit: Wirkung=1/(1+exp(~(-5.050+1.793*({(Konzentration**0.0049)-1)/0.0049))))

Hemmung der

Biolumineszenz
100% '|

S T R R sssssmmssmsesen=s .__-_'-

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOVECS0=0.0786
EC10/EC96 = 0.0892

60%
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40%

20%

0%

Konzentration lumol/L]

® & & gubstanz XK Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll:  ECO1 = 1.28867 10.87706:1.798431 EC-Werte Ime/L1:ECO1 = 0.30956 10.21069:0.432021

EC10 = 4.57900 14.34703:5.430831 EC10=1.17203 11.04424:1.304591
ECS0 = 16.3994 [15.8441:16.9906] ECS50 = 3.93547 [3.80608:4.081471
EC90 = 54.7275 152.4368:56.82651 EC90 = 13.1466 112.5964:13.6509]

NOEC = 3.4361 umol/L. LOEC = 4.467 umol’L NOEC=0.82542 me/L. LOEC=1.07306 me2/L
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Dinoterb

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(~-7.705+6.621 *(log10{Konzentration)))))* *0.7056

Hemmung der
Biolumineszenz

100% T

L

80%

0%

Steilheitskriterien:
ECO1/EC50 = 0.1236
ECIW/ECS0 =0.1727
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Konzentration [umol/L]

Fook ok Kontrollen

® &8 5 bstanz

EC-Werte lumoULl: ECO1 = 1.50748 10.96192:2.360311 EC-Werte Ime/LI:ECO1 = 0.36213 10.23107:0.566991

NOEC = 4.9069 umol/L. LOEC =6.379 umol/L

EC10 = 4.75150 14.16566:5.590511
ECS50 = 12,1989 111.0641:13.2499]
EC90 =27.5209 125.5715:29.46131

EC10 = 1.14141 [1.00068:1.342951

ECS0 = 2.93041 12.65783:3.182881

EC90 = 6.61106 16.14278:7,077191
NOEC=1.17874 mg/L. LOEC =1.53236 me/L

Y ———
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DNOC

47 Wirkdaten und 11 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-3.065+0.594*(((Koazentration**0.1111)-1)/0.1111))

Hemmung der

Biolumineszenz

100% 7
1

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS)=0.0543
ECI10/EC90 = 0.0631

4

i R T Ry

L

_201%," r T T T T T T YT

0.1 1 10 100 1000

Konzentration [umol/L1

® 00 Substanz b 8.8 4 Kontrollen

EC-Werte lumolLl: ECO01 = 3.20154 0.85254:7.183151 EC-Werte [mg/LI:ECO1 = 0.63 10.17:1.42]

EC10=13.3201 [9.38813:18.52871 EC10 = 2.64 [1.85:3.67
ECS50 = 58.9465 154.1563:63.1632] ECS0 = 1168 10.73:12.52]
EC90 = 211187 [200.084:224.602] EC90 = 41.85 [39.65:44.501

NOEC = 9.8467 umoll. LOEC=14.77 umol/L NOEC=1.95 mg/L. LOEC=293 me/L




276 D Konzentrations-Wirkungsdaten

2.4-Dinitro-1-naphtol

88 Wirkdaten und 29 Kontrollen
Box-Cox-W eibull: Wirkung=1-exp(-exp{-9.790~5.290(((Konzentration* *-0.3401}-1)/-0.3401)))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% T

Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=02136
EC10/EC90 = 0.2398

60%

OO e s e e s e e e E e SRS E SRS E s s s

- e W e e e o W e W W W m e om =

0.1 1 10

Konzentration [umol/L]

® 88 gubsianz *okk Kontrollen

EC-Werte [umol/Ll: ECOI = 3.29838 (1.83382:4.678311 EC-Werte [mg/L1:EC01 = 0.77238 10.42943:1.095521

EC10 = 7.02350 [6.02419:8.123591 EC10 = 1,64469 1.41069:1.90230

EC50 = 15.4387 114.5745:16.39911 EC50 = 3.61528 [3.41290:3.840171

EC90 = 29.2948 [27.4750:31.4887] EC9) = 6.85997 16.43383:7.373701
NOEC = 1.5025 umol/L. LOEC = 1.§781 umol/L NOEC=0.35184 mg/L. LOEC =0.43979 me/L

100
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2.4-Dinitrophenol

89 Wirkdaten und 29 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-1.310+0.351*(((Konzentration**0.0093)-1 1/0.0093))

Hemmung der

Biolumineszenz
100% 7

Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=0.0014
ECIVECS0 = 0.0009

60%

40%

20%

0%

_zonfo < T =TT =TT LA B h ) | A e b B AL | T rrTreaY T—TrTTrTrTm

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Konzentration fumol/L]

® ® @ Substanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO01=0.08318 [0.01167:0.140741 EC-Werte Ima/LI:EC01 = 0.00979 10.00215:0.025911

EC10=1.08563 [0.71775:1.51363] ECI10 = 0.19987 [0.13214:0.278671
ECS50 = 39.2353 [35.6432:43.4158 ECS50 = 7.22360 16.56226:7.99328]
EC90 = 1262.32 [951.104:1699.901 EC90 = 232.406 [175.108:312.969]

~OEC = 0.2454 umol/L. LOEC = 0.3926 umol/L NOEC =0,04518 me/L. LOEC =0.07228 mg/L
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2.6-Dinitrophenol

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-4.484+1.220*(((Koazentration**-0.0842)-1y/-0.0842))

Hemmung der
Biolumineszenz
100%

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0 = 0.0836
1 ECIV/EC90 =0.047

60%

O O e e S e s e eee e EeweeE eeE e EE e e =

40%

e T T T

_200/" r T==T=TTTTT =TT I T=—T=TTTT e i s | T TTrrTm

0.1 1 10 100 1000 10000

Konzentration lumol/LI

® 8% Substanz k% Kontrollen

EC-Werte lumolLl: ECO1 = 6.78030 13.91990:10.9779] EC-Werte Ime/LI:EC01 = 1.24832 10.72169:2.02115]

EC10 = 19.3949 [15.5152:24.4199] EC10 = 3.57079 12.85651:4.49595]
EC50 = 81.1046 173.4949:88.4278! ECS50 = 14.9322 113.5311:16.28041
EC90 = 412.712 1372.091:456.675! EC90 = 75.9845 168.5056:84.07841

NOEC =9.5419 umol/L. LOEC = 16.221 umol/L NOEC = 1.75676 me/L. LOEC =2.98645 me/L
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3.4-Dinitrophenol
90 Wirkdaten und 26 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exof-exo(-6.182+2.994*log10(Konzentration)))
Hemmung der
Biolumineszenz
100% T

80% 7

60% 7

40%

209% 7

0%

-20% "~

P..-""’ --------- e N N R N L L )

L I I I I L

Steilheitskriterien:
ECH1/ECS0 = 0.0386
ECIWVECYS0 = 0.0933

1 T e b o e i

4
<

[ T Ty rvrer] Y LA A | r .Y b A b | LA e |

0.1 1 10 100 1000 10000

Konzentration flumol/L]

® 89 Substanz * XK Kontrollen

EC-Werte lumolVLi: ECO01 =3.37523 12.14699:5.309121 EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.62141 10.39528:0.977461

EC10 = 20.5619 [16.2984:25.48071 EC10 = 3,78566 [3.00069:4.69125)
ECS0 = 87.5424 [78.8334:05.91081 ECS50= 16.1174 [14.5140:17.6581]
EC90 = 220.377 [188.594:254.5271 EC90 = 40,5737 [34.7220:46.86101

~OEC = 11.3965 umol/L. LOEC =11.3968 umol/L NOEC =2.09821 mg/L. LOEC = 2.09826 me/L
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2.6-Dinitro-4-methviphenol

90 Wirkdaten und 27 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-2.311+0.647*(((Konzentration**0.0302)-1)/0.0302))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0=0.0328
EC10/EC90 = 0.0279

o I i

0.1 1 10 100

Konzentration lumol/L]|

® 8 8 Gubstanz b2 8 ¢ Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01=10.97611 10.45077:1.608221 EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.19340 [0.08931:0.31864]

EC10=4.73243 [3.77359:5.72293| EC10 = 093764 10.74766:1.13388)

ECS50 = 29.7607 127.5489:32. 44421 ECS0 = 5.89649 |5.45827:6.428171

EC9%0 = 169.873 [152.599:187.2511 EC90 = 33.6569 130.2345:37.10001
NOEC = 3.2417 umol/L. LOEC = 4.8624 umol/L NOEC=10.64228 me/L. LOEC = 0.96339 me/L

1000
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FCCP

48 Wirkdaten und 11 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(0.725+1.285*(((Konzentration**0.0156)-1)/0.0156))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7
Steilheitskriterien: '
80% | ECOIVECS0=0.1568 5
1 ECiEC90=0.1337 :
1 :
60% :
1 ]
PN B N e PR S S e L}
L]
40% 7 : ;
- ; ]
+* !
: :_-.. :
- - :
20% 1 H
L : :
B B W s e s E s R R R s e e e e == ] .
' ]
0% — u =
' ]
' ]
i b, 4 b 4
_200/’0 L] £ W S N & - L i .| ~ - TR -1
0.01 0.1 1 10
Konzentration lumol/L]
® 8% gubstanz B8 Kontrollen

EC-Werte lumoVLl: ECO1 = 0.08894 10.04897:0.13929]1 EC-Werte Img/L1:EC01 = 0.01820 [0.01002:0.028501

EC10 = 0.20578 10.17439:0.243221 EC10 = 0.04210 [0.03568:0.049761

ECS50 = 0.56733 10.49498:0.64923] EC50=0.11608 [0.10127:0.132831

EC90 = 1.53960 11.32060:2.073441 EC90 = 0.31500 [0.27020:0.424231
~OEC =0.1752 umol/L, LOEC = 0.2189 umol/L NOEC = 0.03585 mg/L. LOEC = 0.04479 me/L




282 D Konz_enn'alions-Wirkunggiaten

Pentachlorphenol

48 Wirkdaten und 12 Kontrallen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-4.885+2.343*(((Konzentration**-0.1671)-1)/-0.1671))

| Hemmung der
. Biolumineszenz
| 100% T

Steilbeitskriterien;
B0% | ECOI/ECS0=0.2572
- ECI10/EC90 =0.1844

60%

............................

- -

20% ~ r T T P p—— pr————]
1 10 100

Konzentration [umol/L]

® 8 ® Substanz b8 & ¢ Kontrollen

EC-Werte fumol/Ll: ECD1 =3.33944 [2.43336:4.310001 EC-Werte Ime/L1:ECO1 = 0,88939 10.64808:1.14788I

EC10 =5.91715 [5.33901:6.625981 EC10 = 1.57591 [1.42194:1.764701
ECS0 =12.9822 112.2932:13.8434] EC50 = 3.45754 [3.27405:3.686921
EC90 = 32.0821 [28.9480:37.56971 EC90 = 8.54444 [7.70971:10.00591

NOEC =5.0514 umoll. LOEC = 6.0617 umol/L NOEC=1.34534 meg’'L. LOEC = 1.61441 me/L
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4-Phenvlazophenol

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-2.079+0.776*(((Konzentration* *-0.0329)-1)/-0.0329)))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% T

Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=0.0046
ECIWECH = 0.0146

60%

40%

20%

B T ey

0%

20% ~ f T
0.01 0.1 1 10 100

Konzentration lumol/L]

® ® % gubstanz Yk K Kontrollen

EC-Werte [umol/Ll: ECOI = 0,04559 10.01114:0.125401 EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0.00904 10.00221:0.024861

EC10 = 0.80195 10.55617:1.09756] EC10 = 0.15897 10.11025:0.21757
EC50 = 9.88486 19.15440:10.6675) ECS0 = 1.95948 [1.81468:2.114621
EC90 = 54.9946 150.8869:60.0813] EC90 = 10.9016 [10.0873:11.50991

NOEC =10.7647 umol/L. LOEC = 1.2235 umol/'L NOEC=. me/L. LOEC=0.01445 me/L
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2.3.4-Trichlorphenol

48 Wirkdaten und 11 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-6.124+2.308"(((Konzentration**-0,0953)-1)/-0.0953)))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7

R I T e P L Y

Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=0.1146
ECIH/EC90 = 0.1782

60% ]
1

| S e e P T T L T L T

40% 7

Konzentration [umol/L]

® 88 Substanz * ko Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1=1.97745 11.01392:3301021 EC-Werte ime/L1:EC01 = 0.3904 [0.2002:0.65181

EC10 = 6.22421 [5.16992:7.351601 EC10 = 1.2290 (1.0208:1.45161
ECS0 = 17.2486 116.4320:18.0147) EC50 = 3.4057 [3.2465:3.55701
EC90 = 34.9201 133.6812:36.27841 EC90 = 6.8950 16.6504:7.16321

NOEC =2£.491 umoll. LOEC = 7.0285 umol’L NOEC =1.0842 mg/L. LOEC = 1.3878 me/L
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2.3.5-Trichlorphenol

46 Wirkdaten und 11 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-38.32+31.614*(((Konzentration**-0,7383)-1)/-0.7383)))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7

I W B B S S S SR e s s es s eseEEEmEEeEeEe = e eem e s E=m oo =

Steilheitskriterien:
80% | ECOIECS0=0.428
ECIV/ECS0 = 0.437

60% T

40% 7

20%

D P

0%

-20% f - L-—mi%u%ml v g. .

1 10 100

Konzentration lumol/LI

® ® ® Substanz Tk % Kontrollen

EC-Werte [umol/L1: ECOI = 8.15354 16.33871:9.687401 EC-Werte img/LI:ECO01 = 1.6099 11.2516:1.9128]

ECI0 = 12.2230 111.2453:13.15961 ECI0 = 2.4134 12.2204:2.5984]
ECS50 = 19.0482 [18.6632:19.43801 EC50 = 3.7611 13.6851:3.84201
EC90 = 27.9721 127.4637:28.5382I EC90 = 5.5231 15.4227:5.6349]

NOEC =9.5633 umol/L. LOEC = 12.868 umolL NOEC =1.8883 me/L. LOEC =2.5408 me/L
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2.3.6-Trichlorphenol

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-4.823+1.098*(((Konzentration**-0.0471)-1)/-0.0471)))

Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7
1F - e s s e - R R R OEOE R OE e W OE R RO R R R R R R R EeEeOEmeOE W eE omeoEeomeoeeomeoE e o=
Steilheitskriterien:
80% | ECOIECS0=0.0135
1 ECw/EC90 = 0.0327

-

60% 7

--------------------------------------

40%

20% T

0% ,
(Ecar 3 (ecsa]  [Ecea]
A v v v
220% T ——rrr ———rrrry - - ——r—rrrrr
0.1 1 10 100 1000

Konzentration lumol/LI

*ew Substanz *** Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 1.22645 10.12423:4.53156] EC-Werte Ime/LI:ECO1 = 0.24216 10.02453:0.894761

EC10 = 11.9865 [8.75471:17.24421 EC10=2.36673 11.72862:3.404861
ECS50 = 90.5897 [78.8807:104.3011 ECS0 = 17.8869 [15.5750:20.59421
EC90 = 366.345 281.889:614.0051 EC90 = 72.3349 155.6589:121.235]

NOEC = 9.8178 umol/L. LOEC = 15.218 umol/L NOEC = 193852 me/L. LOEC =3.00479 me/L
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2.4.6-Trichlorphenol

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit{-2.569+0.937*(((Konzentration**-0.0979)-1)-0.0979})

Hemmung der
Biolumineszenz
100% T

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0=0.0533
ECHV/ECH = 0.0228

60%

--------------------------------

40% 1

20% 7

0%

220% ° r P————————v] TPy —p———TT Y] r—r—rrTTTm

0.1 1 10 100 1000

Konzentration [umol/L]

® &% Substanz %k Kontrollen

EC-Werte [umol/Ll: ECO1 = 1.30031 10,59931:2.19704]1 EC-Werte Ime/L1:ECO1 = 0.25675 [0.11833:0.433801

EC10 = 4.37683 [3.30154:5.507731 EC10 = 0.86420 10.65189:1.087501
ECS0 = 24.3784 [22,1345:26.7150] ECS50 = 4.81352 14.37047:5.27487]
EC90 = 192.342 1161.111:241.722 EC90=37.9779 [31.8114:47.72811

NOEC =3.0708 umol/L. LOEC = 4.9133 umol/L NOEC = 0.60633 me/L. LOEC =0.97013 me/L
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D1.4 Bakterientoxizitédt der 14 Substanzen undhnlicher Wirkung

Actinomvcin
48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Probit: Wirkung=Probnorm(-0.695+3.089*(log10(Konzentration)))

Hemmung der
Biolumineszenz

100%

Steilheitskriterien:
80% 7| ECOIECS0=0.1766
ECI0VEC90 = 0,148

60% 7

40% 7

20%

0%

-20% " f P—————] e e e A | ————TTTT p————TT T

0.01 0.1 1 10 100

Konzentration lumol/L]

® ® ® Substanz *hK Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: EC01 = 0.29647 10.22824:0.39094] EC-Werte Ime/L1:ECO01 = 0.37222 10.28678:0.49122]

EC10 = 0.64595 10.55137:0.76198] EC10 = 0.81163 10.69279:0.957431

ECS0 = 1.67902 [1.55198:1.82979] ECS0 = 2.10969 11.95006:2,299131

EC90 = 4,36429 [3.68060:5.14347] EC90 = 5.48373 14.62467:6.462771
NOEC = 0.5124 umoll. LOEC = 0.80%6 umol/'L NOEC = 0.6433 mg/L. LOEC = 1.0165 me/L
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Ampicillin
66 Wirkdaten und 34 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-11.46+6.370*(logl0(Konzentration)))))**160.880

Hemmung der
Biolumineszenz

100%

4

P E N B essseessmesse s sss s eses s

Steilheitskriterien:
80% | ECOI/EC50=0.5021
ECI0/EC90=0.3272

60% 7]

----------------------------

20%

e I

0%

-Iﬂ%- r T Ty T T T Ty Y T Lo e e |

10 100 1000 10000

Konzentration lumol/LI

® ® ® Substanz *x K Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO01 =225.915 [192.616:257.587] EC-Werte Img/L1:ECO01 = 83.9048 171.5376:95.66781

EC10=29%0.992 1267.602:315.967 EC10=108.074 199.3874:117.3501
ECS0 = 449.910 1429.239:470.097] EC50 = 167.097 1159.419:174.5%41
EC90 = 889.475 1776.389:1059.28] EC90 = 330.351 [288.351:393.4161

NOEC =253.53 umol/L. LOEC =300.17 umol/L NOEC = 94.161 mg/L. LOEC = 111.48 me/L



e
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. |
8-Azaguanin
|
48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(4.810+5.324* (log1 0(Konzentration)))))**0.4377
Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7
Steilheitskriterien: £
80% | ECOI/ECS0=0.019 :
1 ECI0/EC90=0.0587 :
]
60% 1 :
4 L]
. ;
- ]
40% : .
3 ]
: ;
20% - :
> - :
e ' §
- 5 4 : L]
0% T3 T - - -
& B i IR T 3 e ; . T
' \ ' :
] A
| gl g g gl
_zon/." r T T T =TT r T T v =TT

0.0001 0.001 0.01 0.1 1

Konzentration [umol/L]

® & ® Substanz

*X X Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: EC01 = 0.00132 10.00085:0.001981 EC-Werte Img/LI:ECO01 = 0.00020 [0.00013:0.00030]

EC10=0.01287 [0.01111:0.014681

EC50 = 0.06954 10.06580:0.07358]

EC90 = 0.21925 10.20332:0.236901
NOEC = 0.0076 umolA. LOEC = 0,0115 umol/L

EC10 = 0.00196 10.00169:0.002231

ECS50 = 0.01058 10.01001:0.011191

EC90 = 0.03335 10.03093:0.036041
NOEC = 0.00116 m/L. LOEC = 0.00175 me/L.
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Azaserin
48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-0.134+2.790*log10(Konzentration)))

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 7

9

Steilheiskriterien:

80% 1 ECOI/ECS0=0.0304
EC10/EC90 = 0.0784 ]

40% T

]
et (| EEEEREREE LRSS LR TRy

20% - r T
0.0001 0.001

Konzentration [umol/L]

® ® @ Substanz Yk K Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO1 = (.02506 [0.01664:0.036561 EC-Werte Img/LI:EC01 = 0.00434 [0.00288:0.006331

EC10 = (.17433 10.14213:0.20953! ECI10 = 0.03018 [0.02461:0.036281
EC50 = 0.82541 10.76638:0.890321 EC30 = 0.14290 [0.13268:0.15414!
ECH0 = 2.22348 [1.99426:2.480571 EC90 = 0.38495 [0.34527:0.42946]

NOEC = 0.0414 umol/l, LOEC = 0.0704 umol/L NOEC = 0.00717 me/L. LOEC =0.01219 me/L
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Chloramphenicol
51 Wirkdaten und 9 Kontrollen
Box-Cox-Logit: Wirkung=1/(1+¢xp(-(6.088+5.903*(((Konzentration**0.5099)-1)/0.5099))))

Hemmung der
Biolumineszenz

100%

Steilheitskriterien:
80% 7 ECO01/EC50 = 0.0284
ECIWEC0 = 0.1895

60% 7]

............................................

40% T

20% f v e y——————— T —————r—r]
0.001 0.01 0.1 1

Konzentration lumol/L]

® ® % Substanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 0.00656 [<0.0001:0.02051] EC-Werte Ime/L::ECO1 = 0.00212 10.00000:0.00663]

EC10 = 0.08485 10.07681:0.093491 EC10 = 0.02742 10.02482:0.030211

ECS0 = 0.23136 10.22353:0.239191 ECS50 = 0.07476 10.07223:0.07729]

EC90 = 0.44782 10.42411:0.473911 EC90 = 0.14471 10.13704:0.153131
NOEC = 0.0484 umol1. LOEC = 0.0678 umol/L NOEC =0.01564 me/L. LOEC =0.02191 meg/L
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Cvcloserin
96 Wirkdaten und 24 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-21.45+7,015* (log10( Konzentration)))))* *0.3836

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 7

e E e e s e e e me s s e e e e eEeEeEE e ee-=- .-

Steilheitskriterien:
B0% T EC01/ECS0 = 0.0332
ECH/ECY0 = 0.0956

60% 7

20% 7

e e ——

0%

_20%' f g Ty T LA i e 2 s T T T rrT] L YY)

1 10 100 1000 10000

Konzentration lumol/L]

® 88 gpstanz YK KX Kontrollen

EC-Werte l[umol/LI: ECO1 =22.1689 113.0067:37.1032] EC-Werte Ime/LI:ECDI = 2.26322 1.32786:3.787861

EC10 = 159.163 [132.849:187.588] EC10 = 16.2490 [13.5626:19.15081
ECS0 = 668,633 1623.896:718.620 EC50 = 68,2607 [63.6935:73.36391
EC90 = 1664.95 11432.91:2003.861 EC90 = 169.975 1146.285:204.574]

NOEC = 25.7480 umol/l. LOEC = 26.4579 umol/L NOEC =2.62861 me/L. LOEC = .70109 mg/L
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Diltiazem
46 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Prabit(-2.672+0.110*(((Konzentration**0.3994)-1)/0.3994))

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 1

Steilheitskriterien:
80% | EC01/ECSD=0.0203
ECI0/EC90 = 0.097]

<

60% 7

40%

20% 7

S . T T T T

-ze% v T L e e L T L L 8 |
1 10 100 1000

Konzentration lumol/L|

®® 0 Supstanz X %K Kontrollen

EC-Werte lumol/L1: ECOL=7,62913 [0.04817:22.6877] EC-Werte Img/LI:EC01 = 3.16250 10.01997:9.40473]

EC10 = 90.1235 175.6356:108.236] EC10 = 37.3589 131.3532:44.86701
ECS0 = 375.934 1357.285:396.406] ECS0 = 155.836 [148.1065:164.3221
EC90=928.121 [871.750:987.018] EC90 = 384.734 [361.366:409.148)

NOEC = 64.28 umoll. LOEC = 101.56 umol/L NOEC =26.6460 mg/L. LOEC = 42.0997 mg/L
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Dodecvlpvridiniumbromid
43 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Prabit(-7.539+1.865*(((Konzentration**0.5825)-1)10.5825))

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 7

Steilheitskrirerien:
80% | ECOI/ECS0=(0.6577
ECI0/EC90 = 0.6626

60%

-----------------------

20%

0%

-20% ~
1 10 100

Konzentration lumol/L]

® % g ibstanz Y%K Kontrolien

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 5.25205 13.84309:6.86696] EC-Werte Ime/LI:ECO1 = 1.72446 11.26211:2.25469]

EC10=6.42077 [5.87613:7.18929] EC10 = 2.10819 11.92936:2.360531
EC50 = 7.98570 7.48634:8.39943] EC50 = 2.62202 [2.45806:2.75786]
EC90 =9.69057 18.72483:10.4753| EC90 = 3.18180 [2.86471:3.43946]

NOEC = 6.2437 umol/l. LOEC = 7.3051 umol/L NOEC = 2.0500 me/L. LOEC=2.4136 me/L
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Ethacrvnsiure

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Weibull: Wirkung=I-exp(-exp(-1.016+1.196*(((Konzentration**-0,2350)-1)/-0.2350)))

Hemmung der
Biolumineszenz

100%

Steilheitskriterien:
80% 7 EC01/ECS0=0.0579
ECI10/EC90 = 0.0581

60% 7]

40% T

------------------------------

bk = s thl= = aa a2 eaansa=

- ] - g t. t
LECs0 |
-20% ~ AT Tl a2l I 'M

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Konzentration lumol/LI|

® 88 gybstanz Tk k Kontrollen

EC-Werte fumol/L]: ECO1 = 0.10348 10.04548:0.191011 EC-Werte Img/L1:EC01 = 0.03136 10.01378:0,057891

EC10 = 0.39698 10.30010:0.51308] EC10 = 0.12032 [0.09096:0.155511
ECS0 = 1.78789 (1.59998:1.985851 ECS0 = 0.54191 10.48495:0.601911
EC%0 = 6.83690 16.0693%:7.769631 EC90 = 2.07226 11.83963:2.35497|

NOEC = 0.1764 umol/1. LOEC = 0.3881 umol/L NOEC = 0.0534 mg/L. LOEC=0.1176 me/L
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S5-Fluoruracil
96 Wirkdaten und 18 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(0.048+0.593*(((Konzentration**-0.0150)-1)-0.0150))
Hemmung der
Biolumineszenz
100% 7
Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=0.0223
ECI0/EC90 =0.0134
60%
40% 7
20% 7
0%
1 ' ¥
4 4 ' !
_20%' r - L | T TT T 7T —— T 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100

Konzentration umol/L]

® & ® gsubstanz XXX Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECOI = 0.02053 10.01369:0.029471 EC-Werte Ime/L1:ECO1 = 0.00267 [0.00178:0.00383!

EC10=0.11041 10,09372:0.130721 EC10 = 0.01436 10.01219:0.017001
EC50 = 0.92263 10.83803:1.012001 EC50 = 0.12002 10.10901:0.13164]
EC90 = 8.26741 [7.58784:8.974281 EC90 = 1.07542 10.98703:1.167371

NOEC = 0.0519 umoll. LOEC = 0.0718 umol/L NOEC = 0.0067S me/L. LOEC =0.00934 me/L
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Fusidinsdure
48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-0.667+0.520*(((Konzentration*-0.0198)-1)/-0.0198))
Hemmung der
Biolumineszenz
100% 1
Steilheitskriterien:
80% | ECO1VECS0=0.0124
ECI0/EC90 = 0.0063

0.001 0.01 0.1 1 10 100

Konzentration fumol/L]

® ® ® Substanz *kk Kontrollen

EC-Werte [umol/Ll: ECOI = 0.04531 10.01952:0.08797] EC-Werte Ime/LI:EC01 = 0,02440 [0.01051:0.04739]

EC10 = 031085 10.23799:0.40137] EC10 = 0.16745 [0.12820:0.21622]
ECS0 = 3.66404 13.16449:4.22396] ECS0 = 1.97382 [1.70741:2.27545]
EC90 = 49.0153 140.7361:61.44671 EC90 = 26.4045 121.9445:33.1013!

NOEC = 0.1065 umoll. LOEC =0.197 umol/L NOEC = 0.0574 meg/L. LOEC =0.1061 me/L
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Metalaxvl

48 Wirkdaten und 11 Kontrollen
Weibull: Wirkune=l-¢xp{-exn(-4.620=1.537log10{ Konzentration))}

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 7

1 Steilheitskriterien:

80% | ECOL/ECS0=0.0018
ECHI/EC90 = 0.0098

60% 7

40%

20% T

0%

R [ [ S T T S -

20% f T T Ty — YT T

Konzentration lumol/L1

® & @ Substanz Tk k Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO0I = 1.03051 10.48040:2.136221 EC-Werte img/LI:EC01 = 0.28782 [0.13418:0.59665

ECI0 = 34.8236 123.3045:51.96111 EC10 = 9.72623 16.50895:14.5127]
EC50 = 585,533 [508.799:669.8961 ; ECS0 = 163.539 [142.108:187.1021
EC90 = 3537.15 13162.74:3970.371 EC90 = 987.925 |883.353:1108.921

NOEC =9.9616 umol/l, LOEC = 17.532 umol/L NOEC =12.78227 meg/L. LOEC =4.89669 me/L
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Nalidixinsdure
96 Wirkdaten und 19 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-8.213+128.48*(log10(Konzentration)))))**0.0420

Hemmung der
Biolumineszenz

100%

Steilheitskriterien:
80% | ECOVECS0=0.1881
ECL0/EC90 = 0.3907

60%

- N e ss s s e s SRS E RS e s

-----------

0%

e | T

v |

20% ° r v r——r—rrr
0.1 1 10

Konzentration lumol/LI

® ®® Substanz * k% Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01=0.16211 [0.14540:0.18072] EC-Werte ime/L1:ECO1 = 0.03765 10.03377:0.04197]

EC10 = 0.43337 [0.41574:0.45415] EC10 = 0.10065 [0.09655:0.10547]
EC50 = 0.86172 10.83601:0,891991 ECS0 = 0.20012 0.19415:0.20716]
EC90 = 1,10928 11.06924:1.167021 EC90 = 0,25762 [0.24832:0.27103|

NOEC = 0.3121 umoll. LOEC =0.3651 umol/L NOEC = 0.07248 mg/L. LOEC = 0.08479 mg/L
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Streptomvcin
91 Wirkdaten und 24 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-24.76+22.279*(log10(Konzeatration)))))**0.1104

Hemmung der

Biolumineszenz
100% 1 e
L L R L R .
Steilheitskriterien: 4
80% 7 ECOI/ECS0 = 0.0257 '~.
ECI0/EC90 = 0.1216
=1
]
]
E (]
60% '
E L]
]
1 1
]
40% 7 :
L]
;
L]
20% T :
: ;
: IS 5 = [
0% T e R ———
L] L] 8
* . led : :
é é @ g
220% ° f T T T T—rrrTreT YY) TTTrrTTT

0.01 0.1 A5 10 100 1000

Konzentration lumol/L]

® ®® Substanz XK Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1=0.17344 10.12679:0.23006] EC-Werte Img/LL;EC01 = 0.25276 10.18479:0.33528)

EC10 = 1.49711 |1.30827:1.68949] EC10 = 2.18188 11.90666:2.46224]
ECS50 = 6.75550 16.29692:7.132101 ECS0 = 9.84540 19.17707:10.39421
EC90 = 123130 [11.6337:12.9053] EC90 = 17.9449 [16.9549:18.8080]

NOEC = 0.7253 umol/l. LOEC = 0.9864 umol/L NOEC = 1.05704 me/L. LOEC = 1.43757 me/L
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Anhang D2: Konzentrations-Wirkungsdaten der Gemische

Seite
D2.1 Toxizitdt der Gemische dhnlicher Wirkung im Algentest
Mischungsverhaltnis: ECs, der Komponenten.............c.cccoeeeviiciiiiiinin, 303
Mischungsverhditnis: EC;; der Komponenten...............ccccciiiiininiaies 304
D2.2 Toxizitdt der Gemische undhnlicher Wirkung im Algentest
Mischungsverhaltnis: ECs, der Komponenten...............cccoocoeeiieen, ..305
Mischungsverhaltnis: EC,, der Komponenten...............cccocevecviciviiiennins 306
D2.3 Toxizitdt der Gemische dhnlicher Wirkung im Leuchtbakterientest
Mischungsverhaitnis: ECs; der Komponenten....................cccoccccoeeven. 307
Mischungsverhaltnis: EC.; der Komponenten............................cc.c...... 308
D2.4 Toxizitdt der Gemische undhnlicher Wirkung im Leuchtbakterientest
Mischungsverhaitnis: ECs, der Komponenten.............coccccceivvveiivienaens 309
Mischungsverhaltnis: EC, der Komponenten.............cocccooeiiieiiiininees 310
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Mischungstoxizitit von 18 dhnlich wirkenden Stoffen (s-Triazine)

Mischungsverhiltnis: ECg der Komponenten

42 Wirkdaten und 18 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(7.714+16.267*(logl 0(Konzentration)))))**0.1164

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

Steilheitskriterien:
80% 7 ECOI/EC30 = 0.0086
EC10/EC90 = 0.0643

--------------------------------------

40% 1

20% T

-20%" I v T  Emn g au o g | v T Ty Ty Y T —rrrrr]

0.001 0.01 0.1 1

Konzentration lumol/L]

® ® ® Substanz kX Kontrolien

EC-Werte lumol/Ll: EC01 = 0.00124 10.00071:0.00194]
ECI10 = 0.02042 10.01602:0.024441
EC50 = 0.14454 10.13825:0.14877)
EC90 = 0.31771 10.30174:0.345691

NOEC = 0.0095 umol/L. LOEC = 0.0196 umol/L
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Mischungstoxizitit von 18 dhnlich wirkenden Stoffen (s-Triazine)

Mischungsverhiltnis: EC,, der Komponenten
72 Wirkdaten und 33 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/{1+exp{~(9.155+11.340*(log10(Konzentration)))))**0.2681

Hemmung der
Algenreproduktion
100% T

Steilheitskriterien:
80% 1 ECO1/ECS0=0.0509
ECH/ECY0 = 0.1507

60%

S T L . msssssa= - =

40%

20% T

0%

-20% * f
0.001 0.01 0.1 1

Konzentration fumol/L]

® ®® gubstanz *okk Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO01 = 0.00476 [0.00198:0.00717]
EC10 = 0.02725 10.01944:0.03157
EC50 = 0.09367 10.09189:0.09724]
EC90 = 0.18077 10.16836:0.19513]

NOEC = nicht bestimmbar . LOEC = 0.0029 umol/L
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305

Mischungstoxizitit von 16 unihnlich wirkenden Stoffen

Mischungsverhditnis: ECs der Komponenten
42 Wirkdaten und 18 Kontrollen

Box-Cox-Weibull: Wirkung=1-exp(-exp(-3.746+0.728*(((Konzentration**0.1101)-1)/40.1101)))

Hemmung der
Algenreproduktion

100% T

Steilheitskriterien:
80% 1 ECO1/ECS0 = 0.0067
1 ECI0/EC90 =0.0535

60%

40%

20% 1

0%

- - bl = e = =ememeem- - e-

.zou/." [ T LSS e | T L S |
0.1 1 10

Konzentration lumol/L]

® ® % 5ubstanz *xx Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO01=0.28475[ < 0.001:1.232971
EC10 = 6.37713 14.50033:8.245121
ECS50 = 42.5368 140.2184:45.27971
EC90 = 119.215 [105.092:144.749]

NOEC = 1.9949 umol/L. LOEC = 4.8704 umol'L
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Mischungstoxizitdt von 16 unidhnlich wirkenden Stoffen

Mischungsverhiltnis: ECy, der Komponenten

69 Wirkdaten und 36 Kontrollen
Box-Cox-Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-12.08+5.094*(((Konzentration**-0.2018)-1)/-0.2018))))

Hemmung der
Alm“piod uktion

i W s s e es s TS TS EEETE R R R e E e - wme s = - == ===

- Steilheitskriterien:
80% 1 EC0I/EC50=10.2269

ECH0/EC90 = 0.1884

60% 1

P I L o I T I T T T T e

-20%

Konzentration [umol/L1

® ®® gubstanz ke Kontrollen

EC-Werte lumol/Li: ECO01 =5,70487 14.16489:7.227921

EC10=11.7031 110.8018:12.63411

ECS0 = 25.1393 124.4510:25.80621

. EC90 = 62.1080 [56.3076:72.22951
NOEC =9.7325 umol/L. LOEC =11.192 umol/L
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Mischungstoxizitit von 16 dhnlich wirkenden Stoffen (Entkoppler)

Mischungsverhiltnis: ECs, der Komponenten
90 Wirkdaten und 30 Kontrollen
G.Logit: Wirkung=1/(1+exp(-(-42.82+23.732* (log10{Konzentration))))) **0.0835

Hemmung der

BiiWnﬁszenz
L]
I T N R SESH e e E e e e e
Steilheitskriterien:
80% | ECOI/ECS0 = 0.0106 e
ECI0/EC90 = 0.0754 '
:
60% T '
L
1
B B e s s e s e EeE e R EE e s R EeEmeEeEeeeeaeeEEeEeEsse e e = .
L}
| ‘
40% 2
1 i
4 :
20% 7 :
L]
SR . L
]
1
0% T
* ' \ : S
_20%' r ” Ty v vy T T v T
0.1 1 10 100 1000

Konzentration [umol/L]

‘ ® & % Substanz * %KX Kontrollen

L

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 0.30256 10.20756:0.442221
EC10 = 4.39206 13.73756:5.155151
EC50 = 28.4959 (27.8782:29.0949]
EC90 = 58.2628 [56.1400:60.17341

NOEC = 2.18%9 umol/L. LOEC = 3.0602 umolL
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Mischungstoxizitit von 16 dhnlich wirkenden Stoffen (Entkoppler)

Mischungsverhiitnis: ECy der Komponenten

126 Wirkdaten und 45 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-2.381+0.221*(((Konzentration**0.7445)-1)/0.7445))

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 7

Steilheitskriterien:
80% 7 ECO1/ECS0 = 0.0654
ECI0/ECH0 = 0.2466

60%
40% 7

20% 7

0% - A g

_20% = I r r r P -y T T s —r—r-r
1 10 100
Konzentration lumel/L1
® ® ® Substanz *** Kontrollen
|
EC-Werte [umol/Li: ECO1 = 1.25403 |<0.0001:2.449951 |

EC10 = 7.99596 17.30664:8.575361

EC50 = 19,1738 [18.9333:19.4112I

EC90 = 32.4209 132.1572:32.65611
NOEC = 4.9278 umol/L. LOEC = 6.1597 umol/L
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Mischungstoxizitit von 14 unihnlich wirkenden Stoffen

Mischungsverhiltnis: ECs, der Komponenten
48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
Box-Cox-Probit: Wirkung=Probit(-7.678+1.832*(((Konzentration**-0.0944)-1)/-0.0944))

Hemmung der

Big&l@.ﬂimenz

Steilheitskriterien:
80% 1 ECOI/ECS0=0.147
ECI0/EC90 = (0.0978

(T AT | T T L T AL -

10 100 1000

Konzentration lumol/L]

® @ ® Substanz Fkok Kontrollen

EC-Werte lumol/Ll: ECO1 = 30.5250 123.3295:38.6072]
EC10 = 69.2013 162.7699:76.2256]
ECS50 = 207.643 1196.668:219.148]
EC90 = 707.619 1662.755:765.915]

NOEC = 45395 umol/L. LOEC = 55,473 umol/L
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Mischungstoxizitit von 14 undhnlich wirkenden Stoffen

Mischungsverhiltnis: EC,, der Komponenten

48 Wirkdaten und 12 Kontrollen
G.Logit2: Wirkung=1-1/(1+exp(-31.70+1 1.558*(log10(Konzentration))))**6.5291

Hemmung der
Biolumineszenz

100% 7

80%

4

= s
Steilheitskriterien:
ECOI/ECS0 = 0.4257
ECI0/EC90 = 0.5226
D
]
[}
]
]
L]
L]
L]
L
:
'
L]
1
L | 1
10 100 1000 10000

Konzentration lumol/L1

® ® @& Substanz * XK Kontrolien

EC-Werte lumol/Li: ECO1= 152,228 [136.300:168.9731

EC10 = 243.460 1231.844:254.975]
ECS0 = 357,562 [348.083:366.014]
EC90 = 465.899 1453.206:479.0601

NOEC =247.44 umol/L. LOEC =266.3 umol/L
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Anhang E Vorhergesagte und beobachtete Effekt-

E1

E2

E3

E4

Konzentrationen multipler Gemische

Algentoxizitdt der Gemische dhnlicher Wirkung im Algentest

Mischungsverhaitnis: ECs, der Komponenten ..................ccocevveie
Mischungsverhaitnis: ECy, der Komponenten..............c.c....ocoeeeee.

Bakterientoxizitit der Gemische dhnlicher Wirkung im
Leuchtbakterientest

Mischungsverhaltnis: ECso der Komponenten.................cccccoeeeones
Mischungsverhéltnis: ECy; der Komponenten..............oc.ccccvivivnnn,

Algentoxizitat der Gemische undhnlicher Wirkung im Algentest

Mischungsverhaltnis: ECs, der Komponenten...............................
Mischungsverhaltnis: EC,, der Komponenten.................................

Bakterientoxizitdat der Gemische undhnlicher Wirkung im
Leuchtbakterientest

Mischungsverhaitnis: ECs; der Komponenten..............ccccoveeiniricenen
Mischungsverhaltnis: ECq, der Komponenten..............cc.coccooiveiiiienas



Tabelle E1.1: Toxizitat des Gemisches dhnlicher Wirkung im Algentest
(Mischungsverhaltnis: ECsy der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmol/L] nach IPQ nach
[%] [umol/L] KA uw KA Uw
10 0.020 0.035 0.045 0.693 1.207
[0.016 — 0.024] [0.031 — 0.037] |[0.028 — 0.064] | [0.110 — 1.441] | [0.455 — 2.501]
20 0.047 0 064 0.097 0.351 1.050
[0.041 — 0.053] [0.061 — 0.067] |[0073 — 0.123]| [0.137 — 0.681] | [0.634 — 1.857]
30 0.078 0.092 0.153 0.182 0.973
[0.071 — 0.082] [0.089 —0.094] |[0.123 — 0.184] | [0.106 — 0.349] | [0.657 — 1.568]
40 0.110 0.119 0214 0.080 0.946
[0.102 — 0.114] [0117 —0.121] [[0.178 — 0.251] | [0.028 — 0.149] | [0.623 — 1.289]
50 0.145 0.147 0.283 0.014 0.958
[0.138 — 0.149] [0.144 — 0.153] |[0.244 — 0.325] | [-0.044 — 0.063] | [0.671 — 1.178]
60 0.181 0.176 0.362 -0.028 1.005
[0.173 — 0.186] [0.173 — 0.185] |[0.320 — 0.408] | [-0.090 — 0.019] | [0.794 — 1.197]
70 0.219 0.208 0.458 -0.054 1.094
[0.210 — 0.227] [0.205 —0.218] |[0.412 — 0.508] [[-0.115 — -0.007]| [0.872 — 1.292]
80 0.262 0.246 0.585 -0.062 1:235
[0252 —0.272] | [0242 —0.251] |[0.535 — 0638]|[-0.111 — 0.013] | [1.025 — 1.540)
90 0.318 0.301 0.782 -0.056 1.461
[0.302 — 0.346) [0.295 —0.308] |[0.730 — 0.841] | [-0.191 — 0.034] | [1.150 — 1.907]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E1.2: Toxizitat des Gemisches dhnlicher Wirkung im Algentest
(Mischungsverhaltnis: ECyy der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmol/L] nach IPQ nach
(%] [umol/L) KA uw ' KA uw
10 0.030 0.029 0.055 -0.027 0.874
[0.023 — 0.035] [0.027 — 0.030] |[0.041 — 0.068] | [-0.275 — 0.260] | [0.282 — 1.685]
20 0.048 0.048 0.101 -0.005 1.101
[0.043 —0052) | [0.046 —0.049] |[0.085 — 0.116] |[(-0.118 — 0.133] | [0.731 — 1.569)
30 0.064 0.065 0.143 0.010 1.245
[0.061 — 0.067] [0.063 — 0.066] |[0.127 — 0.161] | [-0.042 — 0.074] | [0.930 — 1.543]
40 0.079 0.081 0.186 0.023 1.366
[0.077 —0.080] | [0.079 — 0.082] |[0.169 — 0.205] | [-0.007 — 0.061] | [1.133 — 1.605]
50 0093 0.097 0.231 0.036 1.478
[0.091 —0.096) | [0.095 —0.098] |[0.212 —0.251] | [0.001 — 0.073] | [1.265 — 1.705)
60 0.108 0.113 0.280 0.046 1.585
[0.105—0.113] | [0.112—0.115] |[0259 — 0.299] | [-0.002 — 0.088] | [1.375 — 1.807]
70 0.125 0.132 0.337 0.052 1.689
[0.121—0.132] | [0.130 —0.134] |[0.313 — 0.356] | [0.000 — 0.101] | [1.477 — 1.893]
80 0147 0.154 0.409 0.048 1.782
[0.140 —0.154] | [0.152 — 0.157] |[0.385 — 0.428] | [-0.004 — 0.105] | [1.569 — 1.967)
90 0.182 0.186 0.515 0.021 1.834
[0.170 — 0.198] [0.182 —0.189] |[0.491 — 0535] | [-0.083 — 0.099) | [1.481 — 2.038]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E2.1: Toxizitat des Gemisches dhnlicher Wirkung im Bakterientest
(Mischungsverhaltnis: ECso der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmoliL] nach IPQ nach
[%] [umol/L] KA uw KA uw
10 4392 5100 6.958 0161 0584
[3.738 — 5.155] | [4.300 — 5.860] | [4 648 — 10 975] [[-0.081 —0.476] | [0.014 — 1.574].
20 9827 10.969 16.902 0.116 0.720
[8.919 — 10.814] | [10.307 — 11 573] | (13383 — 22 948] | [-0.005 — 0.261] | [0.332 — 1.370)
10 15.740 17.325 28382 0.101 0.803
[14.810 — 16.678] | [16.761 — 18.031] | [23.945 — 34 574] | [0.021 — 0.186] | [0.501 — 1.218]
40 21.988 24 316 41.070 0.106 0.868
[21.199 — 22.747] | [23.736 — 25.104] [ [36.051 — 47.771] | [0.059 — 0.164] | [0.620 — 1.202]
50 28.496 32259 55.225 0.132 0.938
[27.878 — 29.095] | [31.546 — 33.055] | [49.350 — 62.198] | [0.097 — 0.170] | [0.725 — 1.205]
60 35.226 41693 71524 0.184 1.030
[34.476 — 35.907] | [40.832 — 42.614] | [64 579 — 78.974] | [0.150 — 0.226] | [0.834 — 1.261]
70 42 184 53625 91210 0.271 1.162
[41.001 —43.189] | [52.545 — 54 820] | [83.973 — 99.054] | [0.231 — 0.323] | [0.980 — 1.370]
80 49 539 70.331 117.039 0.420 1.363
[47.856 — 50.966] | [68.815 — 72.129] |[108.97 — 125.656])| [0.370 — 0.487] | [1.191 — 1.557]
90 58.263 99.238 157.314 0.703 1.700
[56.140 — 60.173] |[96.033 — 103.428]([148.63 — 165.755]| [0.619 — 0.804] | [1.517 — 1.882]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E2.2: Toxizitat des Gemisches dhnlicher Wirkung im Bakterientest
(Mischungsverhaltnis: ECq; der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [umol/L] nach IPQ nach
[%] [umoliL] KA uw KA uw
10 7.996 7.522 30 807 -0.063 2.853
[7.307 — 8575] | (7209 —8.085] |[27.357 — 38.503] |[-0.161 — 0.067] | [2.338 — 4.043]
20 11.551 11.010 41621 -0.049 2603
[11.172 — 11.923] | [10.693 — 11.397] | [37.949 — 48.404] | [-0.097 — 0.005] | [2 253 — 3.258]
30 14.308 14.134 49305 -0.012 2 446
[14.015 — 14.561] | [13.789 — 14 547] | [45.684 — 55.305] | [-0.043 — 0.027] | [2 186 — 2 B59]
40 16.778 17.266 55 864 0.028 2.330
[16.530 — 16.991] | [16.865 — 17.678] | [52.322 — 61.043] | [0.000 — 0.060] | [2.116 — 2 640]
50 19.174 20621 62.069 0.075 2.237
(18.933 — 19.411] | (20 112 — 21.068] | (58 794 — 66.067] | [0.045 — 0.106] | [2.073 — 2 453
60 21.649 24.429 68.388 0.128 2.159
[21.391 — 21.916] | [23.896 — 24.943] | [65 440 — 72 115] | [0.098 — 0.157] | [2.021 — 2.322)
70 24.380 29.050 75.295 0.192 2088
[24.110 — 24 669] | (28.484 — 29.641] | [72.609 — 78.467] | [0.164 — 0.220] | [1.972 — 2 217]
= 27.677 35246 83.624 0273 2021
[27.414 — 27.949) | [34.572 — 35.966] | [80.877 — 86.389] | [0.245 — 0.304] | [1.922 — 2.133)
90 32.421 45.406 95.683 0.401 1.951
[32.157 — 32 656] | [44 224 — 47.108] | [93.011 — 98.268] | [0.359 — 0.456] | [1.864 — 2 036]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E3.1: Toxizitat des Gemisches unahnlicher Wirkung im Algentest
(Mischungsverhaltnis: ECsy der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmol/L] nach IPQ nach
[%] [pmoliL] KA uw KA uw
10 6.377 4 262 4214 -0.496 -0.513
[4.500 — 8.245] | [3.810 —4.777) | [2721 —6.388] |[-1037 — 0.009]|[-1.647 — 0.122]
20 14.250 8.731 11.820 -0.632 -0.206
[12.759 — 16.089] | [8.278 —9.209] | [9.413 — 14.769] ([-0.890 — -0.452]| [-0.560 — 0.091]
30 22.768 13.020 20.750 -0.749 -0.097
[20.988 — 24.770] | [12.592 — 13.524] [ [17 639 — 24.373] |[-0.940 — -0.599]| [-0.323 — 0.104]
40 32.092 17.410 30.418 -0.843 -0.055
[30.073 — 34.484) | [16.863 — 18.026] | [26. 514 — 35.052] |[-1.017 — -0.700]| [-0.230 — 0.121]
50 42537 22.147 40.906 -0.921 -0.040
[40.218 — 45.280] | [21.475 — 22 816] | [36.081 — 46.232] |[-1.071 —-0.785]| [-0.194 — 0.103]
60 54 630 27.527 52.725 -0.985 -0.036
[51.752 — 57.736) | [26.735 — 28.278] | (47.186 — 58.531] |[-1.130 — -0.858]| [-0.171 — 0.087]
70 69.331 34.027 66.845 -1.038 -0.037
[65.599 — 74 .975] | [33.087 — 34 .953] | [60.781 — 72.788] |[-1.195 — -0.904]| [-0.166 — 0.075]
80 88.725 42 650 85.281 -1.080 -0.040
[81.122 — 99 .345] | [41.344 — 44 314] | [79.103 — 91 .477] |[-1.331 — -0.896]| [-0.218 — 0.070]
90 119.22 56.491 114.06 -1.110 -0.045
[105.09 — 144.75] | [53.882 — 59.891] | [107.24 — 120.51] |[-1.647 — -0.839]| [-0.362 — 0.097]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E3.2: Toxizitat des Gemisches undhnlicher Wirkung im Algentest
(Mischungsverhaltnis: ECqy der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmol/L] nach IPQ nach

[%] [umoliL] KA uw KA uw

10 11.703 3634 11.796 -2.220 0.008
[10.802 — 12.634] | [3.381 — 3.864] | [9.524 — 14.861] [[-2.629 — -1.899]|[-0.239 — 0.358]

- 20 15.310 5.343 17.342 -1.865 0.133

[14.697 — 15.988] | [5.127 — 5.548] |[14.967 — 20.354] |[-2.050 — -1.704]|[-0.031 — 0.293]

30 18.457 6.840 21.419 -1.698 0.160
[17.911 — 19.0831| [6604 — 7.077] |[[19.065 — 23.802] [[-1.833 — -1.581]| [0.016 — 0.280]

40 21.632 8310 24 987 -1.603 0155
[21.034 — 22 244] | [8.084 — 8.608] |[22.755 — 27.241] |[-1.717 — -1.493]| [0.034 — 0.250]

50 25139 9. 854 28.418 -1.551 0.130
[24.451 — 25.806] | [9.614 — 10.161] | [26.301 — 30.289) |[-1.651 — -1.443]| [0.034 — 0.207]

60 29.353 11.568 31.965 -1.637 0.089
[28.631 — 30.032] | [11.321 — 11.913] | [30.082 — 33.825] |[-1.621 — -1.431]( [0.011 — 0.154)

7o 34.951 13.601 35.887 -1.570 0027
(34.153 — 35.741] | [13.315 — 14.008] | [34.052 — 37.633] |[-1.647 — -1.463]| [-0.038 — 0.082)

80 43622 16.254 40.660 -1.684 -0.073
[42.018 — 45.744] | [15.866 — 16.836] | [38.898 — 42.250] |[-1.848 — -1.549]([-0.146 — -0.009]

90 62.108 20468 47.552 -2.034 -0.306
(56.308 — 72.229] | [19.723 — 21.277] | [46.036 — 48.945] |[-2 656 — -1.739}|[-0.572 — -0.175]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E4.1: Toxizitat des Gemisches unédhnlicher Wirkung im Bakterientest
(Mischungsverhaltnis: ECsy der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmol/L] nach IPQ nach
[%] [umoliL] KA uw KA uw
10 69.2 282 347 -1.452 -0.996
[62.8 — 76.2] [249 —31.2] [264 —48.1] [[-1.849 — -1.105]([-1.620 — -0 426]
20 996 566 757 -0.760 -0.317
[93.3 — 106.3) [53.3 — 59 8 632 —923] [[-0.921 — -0.604]|(-0.579 — -0.033]
30 130.6 85.8 120.9 -0.523 -0.081
[123.3 — 138.2] [82.6 — 89.0] [104.7 — 140 4] |[-0.635 — -0.411]| [-0.247 — 0.108]
40 1656 116.7 172.2 -0.419 0.040
[156.5 — 174 9] [1134 —1203] | [153.1 — 1958] |[-0.518 —-0.323]|(-0.093 —0.214]
50 207 6 150.1 2323 -0.383 0.119
[196.7 — 219.2] (1466 — 153.9] | [210.5—2592] |[-0477 —-0.294]| [0.002 — 0.267)
60 261.7 187.5 304.9 -0.395 0.165
[248.8 — 275.4] [183.7 — 191.8] | [280.8 — 333.5] |([-0.482 — -0.309]| [0.059 — 0.296)
70 337.1 231.4 396.3 -0.457 0.176
[322.2 — 352 4] [2269 —236.3] | [371.2—427.4] |([-0.534 —-0.378]| (0.083 — 0.289]
80 457 1 287.0 521.3 -0.593 0.140
[438.6 — 475.9] [280.7 —293.7] | [494.2 —554.5] ([-0.671 —-0.511]| [0.060 — 0.224]
90 7076 371.4 7241 -0.905 0.023
[662.8 — 765.9] [360.6 — 384.0] [693.8 — 758.1] |[-1.07 — -0.7669 |[-0.070 — 0.1139

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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Tabelle E4.2: Toxizitat des Gemisches unahnlicher Wirkung im Bakterientest
(Mischungsverhaltnis: ECy der Komponenten)

Effekt | EC beobachtet | EC vorhergesagt [pmol/L] nach IPQ nach
[%] [umol/L] KA uw KA uw
10 2435 711 236.3 -2.426 -0.030
[231.8 — 255.0) (682 —747] |[215.2 — 269 5] |[-2 656 — -2.163]| [-0.143 — 0.127]
20 283.2 969 299.6 -1.922 0.058
(2745 —2930] | (936 —100.6] |[[280.2 — 327 4] |[-2.086 — -1.779]|[-0.018 — 0.183]
20 3116 116.2 328.0 -1.682 0053
(303.7 —3210] | [1125—119.9] |[307.8 — 353.1] |[-1.823 — -1.571]| [-0.015 — 0.151]
40 335.5 133.0 3494 -1.522 0041
(327.2 — 344 0] | [128.7 — 136.7] |[328.3 — 372.3] |[-1.640 — -1.429]| [-0.031 —0.113]
50 3576 149.2 368.2 -1.397 0030
[348.1 —366.0] | [1442 — 1532] |([347 0 — 388.7] |[-1.505 — -1.303]| [-0.043 — 0.092]
60 379.3 165.9 386.4 -1.287 0.019
[369.2 —388.3] | [160.0—1706] |[364.7— 405.3] [[-1.391 — -1.194]| [-0.052 — 0.077]
70 402.3 184 5 405.7 -1.181 0.008
(3914 —4123] | [177.2 —190.8] |[382.7 — 424.9] |[-1.285 — -1.080]| [-0.058 — 0.064]
80 4290 207.5 428.0 -1.068 -0.002
(417.2 —440.1] | [198.3 —217.1] |[403.0 — 448.3] [[-1.187 — -0.957]| [-0.071 — 0.054)
90 465.9 2420 459 1 -0.925 -0.015
[453.2 —478.1] | [227.2 —258.8] |[426.7 — 4816] [[-1.068 — -0.787]| [-0.101 — 0.042]

Alle Effektkonzentrationen und IPQ-Werte sind mit den entsprechenden 95%-Konfidenzbereichen angegeben
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