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Glossar

Aktives Monitoring

Aktives Einbringen von Organismen aus Zuchten oder von anderen Stel-
len eines Gewassers in Kafigen bzw. Halterungseinheiten und deren Ex-
position im Gewasser Uber einen definierten Zeitraum.

Biomarker

In oder an lebenden Organismen messbare Veranderungen von biologi-
schen Prozessen, die eine Umweltbelastung anzeigen. Diese Verande-
rungen von biologischen Prozessen kdnnen entweder bei aktiv exponier-
ten oder bei im Freiland entnommenen Organismen bestimmt werden.
Standards fur die Durchfiihrung solcher Untersuchungen sind in der
Richtlinie VDI 4230 Blatt 5 fur Fische niedergeschrieben; fir wirbellose
Tiere befindet sich eine vergleichbare Richtlinie momentan kurz vor der
Phase des Grindrucks.

Biomonitoring

Das zeitlich regelmafiig wiederholte Beobachten und Messen des Zu-
standes und Bestandes von Pflanzen und Tieren und deren Gemein-
schaften. Aus Zustands- oder Bestandsanderungen der Lebewelt wer-
den Riuckschlusse auf Qualitat und Quantitdt von chemisch/physikali-
schen Umweltveranderungen anthropogenen Ursprungs gezogen
(LAWA, 2000)

Biotests

Biologische Verfahren, mit denen (1) im Labor 6kotoxikologische Wirk-
potentiale in Umweltproben in vivo (an lebenden Organismen) oder in
vitro (in Zellsystemen) sowie (2) Wirkungen bei im Gewasser exponierten
Organismen in situ, d. h. vor Ort nachgewiesen werden kdnnen. Mit Bio-
tests kann nicht nur die 6kotoxikologische Wirkung einzelner Schad-
stoffe, sondern auch die summarische Wirkung von Schadstoffgemi-
schen bestimmt werden. Die Verfahren sind im Idealfall nach DIN, ISO
oder OECD standardisiert oder sie werden anhand von Standardarbeits-
anweisungen (SOP — Standard Operating Procedure) durchgefiihrt.

Spurenstoffe

Vom Menschen hergestellte organische Verbindungen, die in geringen
Mengen (Nano- bis Mikrogramm pro Liter) in der aquatischen Umwelt
nachweisbar sind. Unter den Begriff fallen z. B. Inhaltsstoffe aus Arznei-
, Reinigungs-, Kérperpflege- und Pflanzenschutzmitteln ebenso wie In-
dustrie- und Haushaltschemikalien.

Wirkpotentiale

Mit Hilfe von Wirkmechanismus-spezifischen Biotests in Umweltproben
nachgewiesene Effekte, die auf potentielle Wirkungen mit vergleichba-
rem Wirkspektrum in Freilandorganismen hinweisen.




Abkurzungsverzeichnis

AChE Acetylcholinesterase

ABW Abwasser

BSB Biochemischer Sauerstoffbedarf

DIN Deutsches Institut fir Normung

EPT-Taxa Taxa der Ephemeroptera (Eintagsfliegen), Plecoptera (Steinfliegen)
und Trichoptera (Kocherfliegen)

EROD Assay Ethoxyresorufin-O-deethylase Assay

FET Fischembryotoxizitats-Test

GST Glutathion-S-Transferase Aktivitat

HSP Hitzeschockproteine / Stressproteine

ISO Internationale Organisation flr Normung

KA Klaranlage

LFU Landesamt fur Umwelt

LuUBw Landesanstalt fur Umwelt Baden-Wrttemberg

MZB Makrozoobenthos

OECD Organisation for Economic Co-Operation and Development / Organi-
sation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung

ow Oberflachenwasser

PAH Polycyclic aromatic hydrocarbons / polyzyklische aromatische Koh-
lenwasserstoffe

RKB Regenklarbecken

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RU Regenuberlauf

RUB Regenberlaufbecken

SOP Standard Operating Procedure

TOC Total Organic Carbon / gesamter organischer Kohlenstoff

TW Trinkwasser

UQON Umweltqualitéatsnorm

VDI Verein Deutscher Ingenieure

Vig Vitellogenin

WRRL Wasserrahmenrichtlinie

YES Yeast Estrogen Screen

ZHK-UQN

Zulassige Hochstkonzentration




1 Einleitung

Ziel der europaischen Wasserrahmenrichtlinie (WRRL; 2000/60/EG) ist es, den guten 6kolo-
gischen Zustand bzw. ein gutes 6kologisches Potenzial sowie einen guten chemischen Zu-
stand der europaischen Gewdasser wiederherzustellen bzw. zu erhalten.

In Deutschland sind laut Umweltbundesamt (2017) weniger als 10% der bewerteten natrli-
chen FlieRgewasserstrecke in einem sehr guten oder guten 6kologischen Zustand. Bei erheb-
lich veranderten Gewassern und kinstlichen Gewassern erreichen bezogen auf die bewertete
FlieRstrecke nur 2% bzw. 5% das gute oder hdchste 6kologische Potenzial. In weniger als
einem Drittel aller als natirlich ausgewiesenen Fliel3strecken wiesen die Qualitditskomponen-
ten Fische und Makrophyten einen guten oder sehr guten Zustand auf. Fir Organismen des
Makrozoobenthos war dies bei weniger als der Halfte der Fall. Verantwortlich gemacht werden
hierfir neben hydromorphologischen Defiziten sowohl die Nahrstoffbelastung als auch Belas-
tungen mit Chemikalien.

Chemikalienbelastungen werden sowohl bei der Bewertung des 6kologischen Zustands bzw.
Potentials betrachtet als auch bei der Bewertung des chemischen Zustands eines Gewassers
beriicksichtigt. Uberwacht wird hierbei die Einhaltung von Umweltqualitatsnormen der in den
Anlagen 6 und 8 der OGewV (2016) genannten Stoffe.

Wahrend Daten zu flussgebietsspezifischen Stoffen (Anlage 6 OGewV, 2016) zur Bewertung
des Okologischen Zustands herangezogen werden, wird der chemische Zustand anhand der
Uberschreitung von Umweltqualitatsnormen der in Anlage 8 Tabellen 1 und 2 der OGewV,
gelisteten Stoffe ermittelt (s. 3.2.1). Dieser ist deutschlandweit durchgehend ,nicht gut‘. Hinzu
kommt, dass immer mehr nicht Uberwachte Stoffe aus dem kommunalen Bereich und der
Landwirtschaft, wie z. B. Inhaltsstoffe aus Arznei-, Reinigungs-, Korperpflege- oder Pflanzen-
schutzmitteln sowie Industrie- und Haushaltschemikalien in niedrigen Konzentrationsberei-
chen, als sog. Spurenstoffe, im Oberflachenwasser nachgewiesen werden (z. B. Brauch, 2011;
Triebskorn und Hetzenauer, 2012). Dies ist unter anderem der Tatsache zu schulden, dass
sich das Stoffspektrum stetig vergrofRert und die Verbrauchsmengen an Chemikalien zuneh-
men, aber auch weil die Nachweisgrenzen in der chemischen Analytik sinken. Die genannten
Stoffe gelangen Uber Punktquellen (Klaranlagen, Regenuberlaufbecken, Regenklarbecken,
gewerbliche Direkteinleiter), diffus (z. B. aus der Landwirtschaft, von Verkehrswegen, tber
Altlasten bzw. Deponien) oder als atmosphéarische Deposition in Gewasser und treten in der
Regel in unterschiedlichsten Mischungen auf. lhre mdglichen Auswirkungen auf Gewas-
serokosysteme werden mittlerweile als besorgniserregend eingestuft (Umweltbundesamt,
2017). In der vorliegenden Studie wird der Begriff ,Spurenstoffe” fir vom Menschen produ-
zierte organische Verbindungen verwendet, die in geringen Mengen (Nano- bis Mikrogramm
pro Liter) in der aquatischen Umwelt nachweisbar sind.

Die Bedeutung von Klaranlagen fiir den Eintrag von Spurenstoffen in Gewasser und deren
negative Auswirkungen auf die aquatische Flora und Fauna ist in den letzten Jahren verstarkt
in den Fokus von Wissenschaft und Offentlichkeit geriickt (z. B. Margot et al., 2015; Kim und
Zoh, 2016; BUND, 2017; Mor et al., 2019). Das gilt sowohl fiir grof3e und mittlere Klaranlagen
im urbanen Bereich als auch fir Regionen mit vielen kleinen Klarwerken oder dezentraler Ab-
wasserbehandlung.

Den politischen Rahmen fir Malinahmen zur Reduktion von Spurenstoffeintréagen in die Um-
welt generell, aber auch Uber Klaranlagen bietet der Europaische Green Deal bzw. der am
12. Mai 2021 verabschiedete EU-Aktionsplan "Towards a Zero Pollution for Air, Water and
Soil". In diesem wird gefordert, dass bis 2050 die Verschmutzung von Luft, Wasser und Boden




auf ein Niveau reduziert wird, das fir Mensch und Umwelt als unbedenklich gilt (Umweltbun-
desamt, 2021a).

Vor diesem Hintergrund widmet sich auch der seit 5 Jahren stattfindende Stakeholder-Dialog
zur Spurenstoffstrategie des Bundes, dessen Ergebnisse in einem Policy Paper sowie einem
Ergebnisbericht zusammengefasst sind (BMU/UBA, 2017, 2019a), und der gerade abge-
schlossene Wasserdialog des Bundes als Grundlage fur den Entwurf der Nationalen Was-
serstrategie (BMU, 2021) der Thematik ,Spurenstoffe in der Umwelt®. Beide Dialogprozesse
verfolgen das Ziel, Chemikalieneintrage in die Natur auf der Basis eines ganzheitlichen Ansat-
zes zu verringern und sowohl MaRnahmen an der Quelle (z. B. bei der Arzneimittelentsorgung)
als auch End-of-Pipe-Lésungen (z. B. auf Klaranlagen) voranzutreiben. Zur weitergehenden
Abwasserbehandlung auf Klaranlagen wurde im Rahmen des Spurenstoffdialogs ein Orientie-
rungsrahmen zur Reduktion von Spurenstoffeintrdgen formuliert. Dieser beschreibt Kriterien
und Wege zur Auswahl von Klaranlagen, fur die eine weitergehende Abwasserreinigung emp-
fohlen wird. Zudem wurde eine Vorgehensweise zur Relevanzbewertung von Spurenstoffen
erarbeitet, die im Rahmen einer gerade abgeschlossenen Pilotphase mit ausgewahlten Stof-
fen erprobt wurde. Durch das im Jahre 2021 neu gegriindete Spurenstoffzentrum am UBA wird
diese Methode derzeit finalisiert und kiinftig angewendet. Handlungsempfehlungen fiir Maf3-
nahmen zur Reduktion von Spurenstoffeintragen in Gewasser und zur verbesserten Abwas-
serreinigung wurden allerdings auch schon friher in Strategiepapieren, z. B. des Umweltbun-
desamts (Umweltbundesamt 2015, 2018), von verschiedenen Bundeslandern und Spuren-
stoff-Kompetenzzentren (z. B. UM-BW, 2012; ARGE, 2015; Launay, 2020) oder in landeruber-
greifenden Papieren (z. B. DWA, 2015; LAWA, 2016; IKSR, 2019) formuliert. Die Rheinminis-
terkonferenz beschloss so z. B. im Februar 2020, bis zum Jahr 2040 den Eintrag von Mikro-
verunreinigungen in den Rhein Gber kommunale Klaranlagen, Industrie und aus der Landwirt-
schaft um mindestens 30 % zu reduzieren.

Im Rahmen zahlreicher Forschungsprojekte weltweit konnte die Effizienz der weitergehenden
Abwasserreinigung fiir die Reduktion von Spurenstoffen bzw. deren Wirkpotentiale gezeigt
werden (z. B. Howe et al., 2011; Kienle et al., 2011; Lyko et al., 2012; Eggen et al., 2014; Vogel
et al., 2014; Ashauer, 2016; Triebskorn, 2017; Volker et al., 2019). Dartber hinaus hat das
deutsche Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) das Forderprogramm RiS-
KWa (Risikomanagement von neuen Schadstoffen und Krankheitserregern im Wasserkreis-
lauf) ins Leben gerufen, im Rahmen dessen 12 Forschungskonsortien Mdglichkeiten und Effi-
zienz der weitergehenden Abwasser- und Mischwasserbehandlung zur Reduktion des Ein-
trags von Spurenstoffen und Keimen in den Wasserkreislauf untersuchten. Eines dieser RiS-
KWa-Projekte (SchussenAktivplus) beschaftigte sich nicht nur mit Mdglichkeiten der Spuren-
stoffreduktion auf Klaranlagen, sondern untersuchte auch die Auswirkungen einer zusatzlichen
Reinigungsstufe auf der Basis von Pulveraktivkohle auf Fische und Invertebraten im aufneh-
menden Gewasser (Schussen). Deren Gesundheitszustand sowie der Zustand der Biozénose
war unterhalb der Klaranlage nach ihrem Ausbau deutlich besser als vor der Malinahme
(Triebskorn, 2012; Wilhelm et al., 2017, 2018; Peschke et al., 2019; Triebskorn et al., 2019).
Auch in friiheren Projekten wurden bereits positive Effekte der weitergehenden Abwasserrei-
nigung fur wirbellose Gewasserorganismen und Fische gezeigt. (Bundschuh et al., 2011b;
Stalter et al., 2011; Margot, 2013; Triebskorn et al., 2014b; Beijer et al., 2017; Thellmann et
al., 2017b). Weitere Datenanalysen aus investigativen Untersuchungen zu Auswirkungen der
weitergehenden Abwasserreinigung kommen zum Ergebnis, dass in vitro Tests und in vivo
Untersuchungen an Schnecken sowie in situ-Untersuchungen mit Flohkrebsen in der Lage
sind, die Reduktion dstrogener und anderer toxischer Wirkpotentiale im Abwasser abzubilden,
und dass sich dies auch teilweise Uber Veranderungen verschiedener tkologischer Metrics
darstellen lasst (Kap. 3.2.2).




Um den Erfolg kinftiger und bereits initiierter Malinahmen zur Spurenstoffreduktion fir aqua-
tische Okosysteme gezielter dokumentieren und in Fallen von unstimmigen Bewertungen die
Bedeutung von Spurenstoffen fur 6kosystemare Verdnderungen besser abschétzen und be-
werten zu kdnnen, ist ein Monitoringkonzept notwendig, durch das Spurenstoffwirkungen von
anderen Einfliissen getrennt abgebildet werden. Durch das vorliegende Projekt soll hierfir ein
Werkzeugkasten empfohlen werden, der auf den recherchierten Daten basiert und das in der
EU-WRRL etablierte Bewertungssystem in diesem Zusammenhang ergéanzen kann.

Mit den derzeit im Rahmen der EU-WRRL eingesetzten und etablierten Bewertungsmethoden
ist zwar eine Bewertung des dkologischen Zustands der Gewasser moglich, und es kdénnen
Zusammenhange zwischen Belastungen durch Nahrstoffe und biologischen Indizes gezeigt
werden, allerdings ist ein monokausaler Zusammenhang fir Belastungen mit Spurenstoffen
noch Gegenstand der Forschung. So traten, wie beispielsweise fur Makrophyten im Rahmen
des Symposiums ,Wirkungen von Xenobiotika aus der Land- und Forstwirtschaft auf stehende
Gewasser”, LfU Brandenburg, 2. Oktober 2020, berichtet, Falle auf, bei welchen Liicken im
Artenbestand nicht mit der Bewertung des Gewésserzustandes nach WRRL zur Deckung ge-
bracht werden konnten; trotz guter Bewertungen nach EU-WRRL waren hier deutliche biolo-
gische Defizite in der Artengemeinschaft der untersuchten Gewasser nachzuweisen. Dies war
auch am Neckar bei Tubingen der Fall (Triebskorn et al., 2020). Thellmann et al. (2017a) zeig-
ten weiterhin, dass auch strukturell sehr gut ausgestaltete FlieRgewasser einen nicht optima-
len Artenbestand aufweisen konnen. Brettschneider et al. (2019a, b) berichten von Renaturie-
rungsmaf3nahmen, die bei vorhandener Spurenstoffbelastung nicht zu dem gewiinschten Er-
folg fuhrten.

Vor diesem Hintergrund sind Informationen dariiber, welchen Anteil Spurenstoffe zur Gesamt-
belastung unserer Gewasser beitragen, und in welchem Mal3e sie fir Veranderungen in der
Vitalitdt und Resilienz von Gewésserorganismen sowie fir Stérungen in der Biozénose ver-
antwortlich zu machen sind, von grofRer Bedeutung.

Welche der in der EU-WRRL etablierten Metrics ggf. doch fir ein solches effektbasiertes Spu-
renstoffmonitoring eingesetzt werden kénnen, wurde in besonderem Mal3e flr den SPEARpes.
iicides-Index, aber auch fur andere dkologische Indices im Rahmen mehrerer Projekte unter-
sucht (z. B. Brinke et al., 2017; Loske, 2017; Wick et al., 2019). Die Ergebnisse dieser Studien
sind jedoch nicht eindeutig und sprechen in vielen Fallen eher dafir, dass selbst der SPEAR-
Index, dem urspringlich eine sehr spezifische Indikationskraft flr Pestizide (v. a. Insektizide)
zugesprochen wurde, durch zahlreiche weitere Faktoren beeinflusst werden (s. Kapitel 3.2.2).
Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit, stoffspezifischere Indikatoren in den Blick zu nehmen.
Zur Verfugung stehen hierfir Wirkmechanismus-basierte Biotests sowie Biomarker, die, in
sinnvoller Kombination eingesetzt, in der Lage sind, Effektpotentiale fir verschiedene Wirk-
stoffklassen im Oberflachenwasser nachzuweisen und ihre Auswirkungen in lebenden Organ-
simen zu beschreiben. Detaillierte Informationen zu Vor- und Nachteilen dieser Methoden, zu
Voraussetzungen fir ihren Einsatz und zu Einsatzbereichen sind ebenso wie eine detaillierte
Methodenpalette in dem 2014 von der EU herausgegebenen ,Technical report on aquatic
effect-based monitoring tools” (Wernersson et al., 2015) enthalten. Auch im Rahmen des EU-
Projekts SOLUTIONS wurden Empfehlungen fur den Einsatz effektbasierter Methoden im Ge-
wassermonitoring formuliert (Brack et al., 2017, 2018, 2019a, b; Brack, 2019). Erfolgreich ein-
gesetzt wurden solche Methodenpaletten z. B. im oben erwahnten Projekt SchussenAktivplus
(Triebskorn et al., 2019) ebenso wie in weiteren Projekten mit dem Ziel, Spurenstoffwirkungen
in Gewassern zu detektieren (Kienle et al., 2011; Brack et al., 2019a; Schmitz et al., 2021).

Vor diesem Hintergrund wurde eine Literaturstudie zu den Wirkungen von Spurenstoffen auf
aquatische Organismen von FlieRgewéassern beauftragt (LFP-Projekt Nr. O 8.20, genehmigt




auf der 159. LAWA-Vollversammlung, 19./20.03.2020). Der Auftrag wurde fur das am 15. Ja-
nuar 2020 von der Autorin dieses Berichts eingereichte Angebot erteilt, in dem die Zielsetzung
der Studie wie folgt formuliert wurde:

»,Im Rahmen der angebotenen Literaturstudie wird eine integrative und Effekt-basierte Monito-
ringstrategie zum Nachweis von Spurenstoffwirkungen auf FlieRgewasser-Okosysteme erar-
beitet. Die Strategie soll dazu dienen, stofflich basierte Defizite in Gewasserokosystemen zu
beschreiben, wobei neben einer Auswahl von im Rahmen der EU-WRRL bereits etablierten
Methoden zur Bewertung des 6kologischen Zustands eines Gewasserokosystems eine Palette
Okotoxikologischer Methoden vorgeschlagen wird, durch welche Méangel im Gesundheitszu-
stand von im System (noch) prasenten Arten dargestellt und mit stofflichen Ursachen in Ver-
bindung gebracht werden kénnen. Das Konzept soll so angelegt sein, dass Wirkungen von
Spurenstoffen von nicht-stofflichen Effekten getrennt und — falls gewtinscht — Ursachen che-
mikalienspezifisch detektiert werden konnen. Die chemisch-analytische Stoffidentifikation
steht im Rahmen dieser Strategie jedoch nicht an erster Stelle, sondern kann, falls ein Bedarf
nach spezifischer Ursachenfindung besteht, als letzter Schritt mit Hilfe einer effektorientierten
chemischen Analytik durchgefiihrt werden. Primar sollen jedoch bereits manifestierte Wirkun-
gen im Gewasser an verschiedenen biologischen Qualitatskomponenten auf unterschiedlicher
Integrationsebene betrachtet und Ursachen fir diese Wirkungen aufgedeckt werden. Die Pa-
lette an unterschiedlich stark integrierenden Effektuntersuchungen mit gestaffelter Spezifitét
fiir stoffliche Belastungen wird im Sinne einer ,,Okotox-Box*“ entsprechend der Tox-Box in der
Trinkwasserbewertung einsetzbar sein. Der Strategieplan wird zusétzlich Informationen zu den
notwendigen Rahmenbedingungen fir die Anwendung dieser Okotox-Box beinhalten, so dass
er insgesamt als praxistaugliches Instrument bzw. SOP im Gewassermonitoring zum Beispiel
im Zusammenhang mit Entscheidungen zur 4. Reinigungsstufe auf Klaranlagen Verwendung
finden kann.*

Als Basis fiir die Erstellung des o. g. Monitoringkonzepts wurden in der nationalen und inter-
nationalen Literatur verfiigbaren Informationen recherchiert und folgende Fragen beantwortet:

o Welche grundlegenden Informationen zur Vor-Ort-Situation sind essenziell, um ein effekt-
orientiertes Monitoring sinnvoll realisieren zu kénnen (z. B. bereits vorhandene Untersu-
chungsergebnisse, mdgliche Eintragsquellen und damit verbunden Lage moglicher Probe-
stellen etc.)?

¢ Wie viele und welche Probestellen sind notwendig, um (a) stoffspezifische Effekte von z. B.
strukturellen Einflissen oder (b) Eintrage aus Punktquellen von diffusen Eintragen zu tren-
nen?

e Unter welchen Bedingungen empfiehlt sich ein aktives Monitoring zusatzlich zu den Unter-
suchungen im Gewasser?

¢ Wie viele Probenahmen sind notwendig, um Einflisse von Randbedingungen (z. B. jahres-
zeitlichen Schwankungen) zu erfassen?

e Welche BezugsgroRen dienen als Referenzwerte (z. B. Leitarten, ,Normal“-Werte fir Bio-
marker)?

o Welche biologischen Komponenten eignen sich fir ein Effektmonitoring von Spurenstoffen,
welche sind besonders sensitiv und welche Schliisse lassen ihre Antworten zu?

o Welche gewésserdkologischen Indices / Metrics weisen im besonderen Mal3e auf stoffliche
Einfliisse hin und welche indizieren andere, nichtstoffliche Belastungsparameter?

o Welche diagnostischen Methoden (Biomarker) eignen sich dafir, den Gesundheitszustand
von im Gewasser abundanten Organismen zu bewerten?

e Welche in vivo- und in vitro-Biotestverfahren im Labor sind geeignet, um Stoffgruppen bzw.
durch diese beeinflusste Wirkmechanismen zu identifizieren, die fir Effekte im Freiland ver-
antwortlich sind (z. B. gentoxische, phytotoxische, dstrogene, neurotoxische Wirkpotentiale;
Schmerzmittelwirkungen, Wirkungen von Betablockern, oxidativer Stress u. &.)?




o Welche Kombination aus Versuchsdesign, Biokomponenten und Untersuchungsmethoden
ermoglicht es schlief3lich, Spurenstoffwirkungen von anderen Einfliissen zu trennen?

Ziel der Studie ist es, den Kenntnisstand zu Spurenstoffwirkungen auf die aquatische Flora
und Fauna sowie Methoden zur Untersuchung dieser aus der Literatur darzustellen und darauf
basierend eine anlassbezogene, integrative und effektbasierte Monitoringstrategie zum Nach-
weis maglicher Spurenstoffwirkungen auf Okosysteme kleiner und mittlerer FlieRgewasser zu
erarbeiten. Es soll ein mehrteiliger ,Werkzeugkasten® flr die Bewertung von Spurenstoffwir-
kungen in Gewassern dieser GrolRenklassen zur Verfligung gestellt werden, der vor allem
dann zum Einsatz kommen kann, wenn durch etablierte Bewertungsmethoden Defizite im Zu-
sammenhang mit Spurenstoffen im Gewasser nicht aufgedeckt werden kdénnen.




2 Methoden

2.1 Vorgehensweise bei der Literaturrecherche

Im Rahmen der Literaturrecherche wurden Informationen zu Wirkungen von Spurenstoffen auf
die aquatische Flora und Fauna recherchiert. Diese Informationen dienten als Basis fur das
vorgeschlagene Konzept zum Monitoring von Spurenstoffwirkungen.

In tabellarischer Form wurden Informationen zu Methoden, die fur ein Effektmonitoring zur
Verfligung stehen und u. a. in den Projekten der BMBF-Férdermalinahme RiSKWa (Risiko-
management von neuen Schadstoffen und Krankheitserregern im Wasserkreislauf) zum Ein-
satz kamen, zusammengestellt. Informationen hierzu wurden dem RiSKWa-Statuspapier ,Me-
thoden zur (6ko-)toxikologischen Bewertung von Spurenstoffen im Wasserkreislauf — Ergeb-
nisse des Querschnittsthemas (Oko-)Toxikologie* (Grummt et al., 2017) entnommen. Zudem
wurden Informationen zur praktischen Anwendbarkeit der Tests von verschiedenen, in der
Danksagung genannten Expertinnen und Experten zur Verfiigung gestellt.

Fir die weiterfuhrende Literaturrecherche wurden die Datenbanken Web of Science und
Google Scholar verwendet. Hierfir wurden fur die einzelnen Fragestellungen formulierte Such-
begriffe bzw. Kombinationen derselben genutzt, wie z. B. (surface water OR freshwater) AND
(monitor* OR assess*) AND (bioassay OR biotest OR biomarker). Zudem wurde mithilfe der
Begriffe trigger value, threshold* und baseline die Suche nach Referenzwerten durchgefinhrt.
Eine Einschrankung der Ergebnisse auf Basis des Publikationsjahres erfolgte nicht.

2.2 Vorgehensweise bei der Bewertung der Eignung der Methoden fir
ein effektbasiertes Spurenstoffmonitoring

Folgende Kriterien wurden fir die Methodenauswahl zum effektbasierten Monitoring mit Bio-
test und Biomarkern berticksichtigt:

1. Zu erwartende Wirkmechanismen bzw. Wirkorte fir mogliche Spurenstoffwirkungen (z. B.
Insektizide: Neurotoxische Wirkungen; Herbizide: Phytotoxische Wirkungen; Arzneimittel
und Industriechemikalien: Biotransformation in der Leber)

2. Sensitive Arten fur das zu erwartende Spurenstoffspektrum

3. Standardisierungs- und Etablierungsgrad sowie Robustheit der Methoden, das Vorhan-
densein von Referenzwerten, mogliche Storfaktoren, die Notwendigkeit der Probenanrei-
cherung und mdgliche Testmatrices. Alle Angaben hierzu sind in den Tabellen in Anlage 1
enthalten. Die genannten Angaben wurde auf Basis einer Umfrage der Bundeslander im
LAWA-Expertenkreis Biologie Flie3gewasser (Dezember 2021) abgeschétzt. Der Etablie-
rungsgrad wurde von diesen als ,noch in der Forschung“ (1), ,etabliert, aber nicht stan-
dardisiert” (2) oder ,standardisiert* (3) bewertet. Die Robustheit wurde als ,wenig robust,
viele StorgroRen” (1), ,mittelmafig robust* (2) bzw. ,robust und wenig beeinflusst durch
Stoérgréfien” (3) eingestuft.

4. Tierschutz: Vor dem Hintergrund ethischer und rechtlicher Aspekte (Tierschutzgesetzge-
bung) sollten, falls mdglich und sinnvoll, in vitro Methoden in der Indikationsrichtung ver-
gleichbaren in vivo Untersuchungen vorgezogen werden. Wenn die jeweiligen Fragestel-
lungen (zumindest teilweise) durch Untersuchungen an Wirbellosen beantwortet werden
konnen, soll auf Studien mit Wirbeltieren aus dem Freiland (Fischen) mdglichst verzichtet
werden, oder sie sollen erst im letzten Schritt zum Einsatz kommen. Abzuwdagen ist in




diesem Zusammenhang auch der Einsatz von Zuchtfischen (Bachforellen) fur ein aktives
Monitoring. Zu berlcksichtigen ist, dass fir Untersuchungen an Fischen sowohl Entnah-
megenehmigungen als auch Tierversuchsgenehmigungen bei den zustéandigen Behorden
Zu beantragen sind.

5. Kosten: In vitro-Tests sind in der Regel glinstiger als in vivo-Versuche, und Untersuchun-
gen an Wirbellosen (z. B. Gammariden) sind in der Regel weniger kostenintensiv als sol-
che an Wirbeltieren.

6. Zeitaufwand: Biomarkerstudien sind zeitaufwandiger als Biotests, wobei ihre Aussagekraft
hinsichtlich der 6kologischen Relevanz deutlich héher ist. Vor allem flr Arzneimittelwir-
kungen sind Untersuchungen an Fischen sehr bedeutend, da diese Tiere fur diese Stoff-
gruppe eindeutig die sensitivsten Organismen im Gewasser darstellen.

Auch die Qualitatskomponenten und Metrics der rechtsgiiltigen Bewertungsverfahren gem.
EU-WRRL wurden hinsichtlich ihrer indikativen Eigenschaften fur verschiedene Stresso-
ren/Belastungsfaktoren und ihrer Eignung fir ein investigatives Effektmonitoring fiir Spuren-
stoffe auf der Basis des Software Handbuchs Asterics Version 4 sowie der Dokumentation Teil
Ill, Beschreibung der Indizes von Asterics Perlodes Version 5, herausgegeben im Mérz 2020
untersucht.

Vor dem Hintergrund verschiedener Belastungsszenarien vor Ort und unter Berlicksichtigung
unterschiedlicher monetarer Ressourcen wurden schlief3lich qualitativ und quantitativ unter-
schiedliche Methodenpakete als Werkzeugkasten fur das Effektmonitoring von Spurenstoffen
vorgeschlagen. Die Auswahl basiert hierbei auf der persdnlichen Einschétzung der beiden Au-
torinnen dieser Studie und erhebt weder einen Absolutheitsanspruch noch einen Anspruch auf
allgemeine Akzeptanz. Mit Hilfe der in Anlage 1 gelisteten Informationen kénnen jederzeit auch
individuell andere Methodenpaletten zusammengestellt werden. Als ,kleines Paket* wurden
hier vor allem Wirkmechanismus-spezifische, gut etablierte und robuste Tests empfohlen, mit
denen eine erste Einschatzung der Belastungssituation mdglich ist. Abhangig davon, welche
Qualitatskomponenten im Fokus stehen, wurden fur das weitere Vorgehen eine zweite und
dritte Methodenpalette mit aufwéndigeren Methoden empfohlen, durch die die Spurenstoffwir-
kungen weitergehender charakterisiert werden kénnen.




3 Ergebnisse der Literaturrecherche

3.1 Auswirkungen von Spurenstoffen auf aquatische Organismen von
Fliegewassern

Der Einfluss hormonell aktiver Substanzen auf aquatische Organismen ist weitreichend wis-
senschaftlich belegt, wobei in der Vergangenheit vor allem Reaktionen bei Fischen genauer
untersucht wurden. So konnten bereits in den 1990er Jahren Veranderungen in den Fortpflan-
zungsorganen von Fischen, die unterhalb von Klaranlageneintragen gefangen wurden, beo-
bachtet werden (Purdom et al., 1994; Jobling et al., 1998). Diese Veranderungen, zu denen
das Auftreten von Intersex-Gonaden und die Verweiblichung von ménnlichen Individuen ge-
horen, wurden auf hormonell wirksame Substanzen, wie beispielsweise das synthetische Hor-
mon Ethinylestradiol oder Alkylphenolethoxylate, zurtickgefihrt, welche aufgrund der unzu-
reichenden Elimination durch die Klaranlagen in die jeweiligen Gewasser eingetragen wurden
und mit dem Hormonsystem der Fische interagierten. Auf biochemischer Ebene kommt es
durch die Anwesenheit 6strogen-aktiver Substanzen haufig zur Induktion der Vitellogenin-Syn-
these bei mannlichen Fischen (Jobling und Tyler, 2003). Zudem wurden Veranderungen im
Reproduktionsverhalten sowie der larvalen Entwicklung mit endokrin aktiven Substanzen in
Zusammenhang gebracht (z. B. Jobling und Tyler, 2003; Coe et al., 2008). Obwohl in der
Vergangenheit bei der Untersuchung endokriner Disruption in der aquatischen Umwelt vor al-
lem Fische im Fokus standen, gibt es auch Hinweise auf endokrine Effekte bei aquatischen
Invertebraten (siehe z. B. Review von Oetken et al., 2004). Zu den bekanntesten Effekten
zahlen wohl morphologische Deformationen und Geschlechtsverdnderungen bei Muscheln
und Schnecken — ausgeldst durch Tributylzinn, welches in der Vergangenheit vor allem in Anti-
Fouling-Anstrichen in der Schifffahrt Anwendung fand (Oetken et al., 2004). Gross et al. (2001)
konnten bei Individuen von Gammarus pulex, die aus mit hormonell aktiven Substanzen be-
lasteten Gewasserbereichen unterhalb von Klaranlagen entnommen wurden, adverse Effekte
beobachten. So waren beispielsweise die Oozyten der weiblichen Tiere in ihrer Morphologie
verandert. In einer &hnlichen Studie wurden in Individuen der verwandten Spezies Gammarus
fossarum vergleichbare Beobachtungen gemacht. Hier kam es auf3erdem zu Verénderungen
im Level des Steroidhormonwirkung-regulierenden Proteins hsp90 sowie einer verzdgerten
Entwicklung (Schirling et al., 2005). Exposition von G. fossarum gegenuber Bisphenol A flihrte
zu einer beschleunigten Entwicklung der Eizellen und einer Reduktion des hsp90 Gehaltes
(Schirling et al., 2006). Die negativen Auswirkungen hormonell aktiver Substanzen beschran-
ken sich oft nicht nur auf einzelne Individuen. So konnten auf Populationsebene beispielsweise
Veranderungen im Geschlechterverhaltnis sowie verringerte Fertilitatsraten durch diverse en-
dokrine Disruptoren, u. a. Bisphenol A, beobachtet werden (Ladewig et al., 2006; Langston,
2020).

Fir Pestizide und Biozide ist davon auszugehen, dass Target-Organismen fur die jeweiligen
Pestizid- oder Biozidgruppen bzw. mit diesen Organismen nahe verwandte Arten am empfind-
lichsten auf die gegen sie entwickelten Stoffe reagieren. Fur Insektizide waren dies, wie von
Kulzer et al. (1986), z. B. fur das Pyrethroid Deltamethrin gezeigt, Insektenlarven. Lediglich
um den Faktor zehn weniger empfindlich gegenuber diesem Insektizid erwiesen sich Kreb-
stiere und Fische. In einer gro angelegten Monitoringstudie in deutschen Gewassern, durch-
gefuhrt von Liess et al. (2021), waren diffuse Pestizideintrage der Haupttreiber fir eine verrin-
gerte Anzahl an sensitiven Invertebratenarten. Hierbei war die Toxizitat vor allem durch die
Neonikotinoide Thiacloprid, Imidacloprid und Clothianidin sowie das Biozid Fibronil getrieben.
Auch fir Diazinon, welches in Gewassern zeitweise in Konzentrationen oberhalb der vorge-
schlagenen Umweltqualitatsnorm detektiert wird, zeigte sich eine hohe Toxizitat fir Invertebra-
ten (Jemec et al., 2007; Margot et al., 2015). Saha und Kaviraj (2007) untersuchten die Aus-
wirkungen von Cypermethrin, einem Insektizid aus der Gruppe der Pyrethroide, auf aquatische




Nicht-Zielorganismen. Hierbei zeigte sich, dass Insekten und Krebstiere deutlich empfindlicher
auf die Substanz reagierten als Fische und Amphibien. Auch Endosulfan, welches in einer
europaweiten Untersuchung des ,European Topic Centre on Inland, Coastal and Marine wa-
ters” in Oberflachengewassern haufig oberhalb der Umweltqualitdtsnormen gemessen wurde,
fuhrte in einer Mesokosmosstudie zu einer verringerten Uberlebensrate von Krebstieren (Barry
und Logan, 1998; Mohaupt et al., 2020). Die Auswirkungen von Insektiziden auf aquatische
Okosysteme treten jedoch nicht nur auf, wenn der regulatorische Grenzwert iberschritten
wurde. Auch Konzentrationen, die weit unterhalb der regulatorischen Grenzwerte liegen, kdn-
nen deutliche adverse Effekte hervorrufen, wie beispielsweise von Minze et al. (2017) beo-
bachtet wurde.

Fur Herbizide sind naturgeman die starksten Effekte bei Pflanzen zu erwarten, wobei die Wirk-
weisen sehr unterschiedlich sein kdnnen. So beeinflussen Triazin-Herbizide, zu denen Atrazin
und Simazin gehotren, sowie Arylharnstoffe, wie Diuron und Isoproturon, gezielt das Photosyn-
thesesystem, was zu Wachstumsstérungen, auch in aquatischen Pflanzen, fihrt (Graymore et
al., 2001; Saladin & Clément, 2005; de Souza et al., 2020, Vonk und Kraak, 2020). Herbizide,
die ihre Wirkung Uber die Beeinflussung des hormonellen Stoffwechsels von Pflanzen erzielen,
wie 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsaure), wirken vor allem auf hohere Pflanzen, deren
Wachstum durch Auxine reguliert wird (Vonk und Kraak, 2020). Effekte auf Algen sind bei
solchen Substanzen eher weniger zu erwarten.

Das Totalherbizid Glyphosat hemmt die Synthese aromatischer Aminosauren bei Pflanzen und
bestimmten Bakterien (Vonk und Kraak, 2020). In einer Laborstudie reduzierte dieses Herbizid
die Primarproduktion von Phytoplankton deutlich (Schaffer und Sebetich, 2004). Beschrieben
sind fur Glyphosat auch Wirkungen bei Fischen als Nicht-Zielorganismen. Diese umfassen
gentoxische und neurotoxische Effekte sowie die Induktion von oxidativem Stress (Gluszak et
al., 2006; Cavalcante et al., 2008; Lushchak et al., 2009; Topal et al., 2015; Webster und San-
tos, 2015; Li et al., 2017). Gezeigt wurde auch, dass das Herbizid enzymatische, hAmatologi-
sche und immunologische Parameter verandert (Glusczak et al., 2007; Kreutz et al., 2011), zu
Stérungen des Energie-, Aminosdure- und Nukleosidstoffwechsels und des Blutbildes fihrt (Li
et al., 2017), histopathologische Effekte in Kiemen, Leber und Niere bei Fischen hervorruft
(Antunes et al., 2017; Li et al., 2017), die Steroidsynthese stort (Webster et al., 2014), die
Embryonalentwicklung negativ beeinflusst (Zebral et al., 2017) und das Schwimmverhalten
verandert (Webster et al., 2014). In Bezug auf Glyphosat-induzierte indirekte Effekte zeigten
Kelly et al. (2010), dass Glyphosat die Anfalligkeit von Fischen fiir Parasiten erhoht.

Ein weiteres Herbizid, S-Metolachlor, flihrte zu einer verringerten Zellvermehrung von Algen,
wobei in einer anderen Studie die Sensitivitat aquatischer Makrophyten deutlich héher war
(Debenest et al., 2009; Vonk und Kraak, 2020).

Fir Fungizide sind die starksten Effekte bei Pilzen zu erwarten. Obwohl aquatische Pilze eine
grol3e Rolle im Nahrungsnetz spielen, werden sie bislang auf regulatorischer Ebene kaum be-
achtet. Im Vergleich zu Herbiziden, die oft sehr gut wasserldslich sind, sind Fungizide eher
lipophil. Aquatische Pilze sind demnach nicht prioritar Gber die Wasserphase, sondern vor al-
lem Uber das Sediment diesen Substanzen ausgesetzt. Vergleichbar zu Herbiziden, gibt es
auch bei den Fungiziden diverse Wirkmechanismen. So inhibieren Anilino-Pyrimidine und
Azole die Synthese wichtiger Aminosauren und Steroide, Benzimidazole wirken auf die Zell-
teilung, Carbonsaureamide, wie beispielsweise Boscalid, greifen in die Biosynthese der Zell-
wand ein, wohingegen Strobilurine den mitochondrialen Energiestoffwechsel beeinflussen (Itt-
ner et al., 2018). Durch die toxische Wirkweise kann es zu Veranderungen in der Zusammen-
setzung mikrobieller Gemeinschaften kommen (Gardestrom et al., 2016; Rossi et al., 2017).

Als sensitivste Gruppen fur Arzneistoffe wurden im Rahmen des Projekts Eff-Pharm (UBA)
Fische und Mollusken identifiziert (Triebskorn et al., 2014a). Allerdings sind molekulare Tar-
gets fur Arzneimittel oft stark phylogenetisch konserviert, weshalb, je nach Wirkstoffgruppe,
auch Effekte bei weiteren Taxa erwartet werden konnen (Verbruggen et al., 2018).




Schwarz et al. (2021) untersuchten Daten fur 183 Wirkstoffe hinsichtlich der Artensensitivitat,
wobei nur Informationen fur standardisierte Tests mit Daphnien, Fischen und Algen/Cyanobak-
terien ausgewertet wurden. Insgesamt waren Fische in 86 Fallen am empfindlichsten und dies
v. a. fur endokrin aktive Substanzen und Schmerzmittel. Griinalgen und Cyanobakterien zeig-
ten in 52 Fallen die hochste Sensitivitat, insbesondere flr Antibiotika und Antimykotika. Kreb-
stiere erwiesen sich in 42 Fallen v. a. fir Herz-Kreislaufmittel und Antineoplastika als am sen-
sitivsten. Die Effekte, die Pharmazeutika bei aquatischen Organismen hervorrufen kdénnen,
sind sehr unterschiedlich und kénnen verschiedene biologische Ebenen betreffen. In einer
Studie von Buchberger et al. (2018) zeigte sich beispielsweise die negative Auswirkung des
Betablockers Metoprolol auf die Reproduktion von aquatische Invertebraten. Oetken et al.
(2005) konnten beobachten, dass die Uberlebensrate von Zuckmuickenlarven durch das An-
tiepileptikum Carbamazepin deutlich verringert wurde. Auch auf biochemischer und zelluléarer
Ebene wurden bereits deutliche Reaktionen detektiert, die auf Pharmazeutika zurtickgefihrt
werden konnten. So zeigten sich bei Fischen, die Carbamazepin, Metoprolol und Diclofenac
ausgesetzt waren, ultrastrukturelle Veranderungen (Triebskorn et al., 2004). Der Entzin-
dungshemmer Diclofenac flihrte auch zu histopathologischen Effekten im Leber- Nieren-, Kie-
men- und Darmgewebe von Regenbogenforellen (Triebskorn et al., 2007). Auch Antidepres-
siva kdnnen adverse Reaktionen in exponierten Nichtziel-Organismen hervorrufen. So detek-
tierten Ziegler et al. (2020) einen erhdhten oxidativen Stresslevel und zellulare Gewebeveran-
derungen bei juvenilen Fischen, die Venlaflaxin und Citalopram ausgesetzt waren. In einer
weiteren Studie mit diesen Substanzen zeigten sich Verhaltensveranderungen bei Bachforel-
len sowie bei aquatischen Schnecken (Ziegler et al., 2021a, b). Eine Veranderung im Verhalten
von juvenilen Bachforellen wurde auch in Experimenten mit dem Entziindungshemmer Dicl-
ofenac beobachtet (Schwarz et al., 2017). Eine weitere Substanz, die haufig in Oberflachen-
gewassern detektiert wird, ist das Antidiabetikum Metformin, welches in einer Studie von
Rogall et al. (2020) deutliche Veranderungen in der Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms
juveniler Bachforellen ausldste.

Neben endokrin-wirksamen Substanzen, Pestiziden, Bioziden und Arzneimitteln sind noch
weitere Chemikalien in Oberflachengewassern nachweisbar. So wird die Verbindung PFOS
(Perfluoroktansulfonat) haufig in Umweltproben detektiert. Dieses perfluorierte Tensid ist nicht
nur extrem persistent, sondern weist auch ein hohes Bioakkumulationspotenzial auf (Hillen-
brand et al., 2014). Zudem wurde eine toxische Wirkung auf aquatische Organismen nachge-
wiesen (Jeong et al., 2016; Logeshwaran et al., 2021). Auch die gut wasserldslichen Benzotri-
azole, welche als Korrosionsschutzmittel, z. B. in Geschirrspulmitteln, eingesetzt und kontinu-
ierlich tGber Klaranlagen in FlieRgewasser eingetragen werden, filhren zu negativen Effekten
in der aquatischen Umwelt. So wurde eine verringerte Wachstumsrate von Algen und Wasser-
linsen sowie eine verringerte Reproduktionsrate bei Daphnien beobachtet (Seeland et al.,
2012).

Zumeist sind aquatische Organismen jedoch komplexen Stoffgemischen ausgesetzt, wel-
che drastische Auswirkungen auf einzelne Individuen sowie ganze Okosysteme haben koén-
nen. So zeigten sich im Projekt VALIMAR Reaktionen bzw. Schéadigungen bei Fischen, die
aus einem mit Pestiziden, endokrin wirksamen Stoffen sowie vielen weiteren Substanzen be-
lasteten Gewasser entweder entnommen oder dort aktiv exponiert wurden. Zu diesen Reakti-
onen zahlten beispielsweise Veranderungen im Metabolismus und histologische Gewebever-
anderungen. Bachforellen reagierten hier insgesamt deutlich sensitiver als Bachschmerlen
(Triebskorn et al., 2001, 2003). Auch bei Fischen, die flussabwarts von Klaranlagen untersucht
wurden, konnten Schadwirkungen auf verschiedenen Ebenen mit Biomarkern detektiert wer-
den. Zu diesen zahlten beispielsweise vermehrt gentoxische Effekte, eine erhdhte Biotrans-
formationsaktivitdt sowie histologische Gewebeveranderungen in verschiedenen Organen
(Wilhelm et al., 2017, 2018). Gentoxische Effekte beobachteten auch Deutschmann et al.
(2016) bei Fischen aus Gewasserbereichen stromabwaérts von stark besiedelten Gebieten.




Obgleich sich in zahlreichen Projekten bisher Vertreter der Salmoniden, und hierbei v. a. Bach-
forellen als sensitiv fir komplexe Gewasserbelastungen erwiesen haben (Pawert, 1998;
Schramm, 1998; Triebskorn et al., 2001; Triebskorn et al., 2017; Schmitz et al., 2021), wurden
Biomarkeruntersuchungen auch erfolgreich an anderen Fischspezies, wie D6bel, Groppen,
Nasen, Brachsen oder Schneider durchgefuhrt (Bader, 2013; Triebskorn et al., 2008; Wilhelm
et al., 2017, 2018; Teniji et al., 2020). Auf der Basis der Ergebnisse der Fischbestandserfas-
sungen in Oberweser und Werra von 2020 (von Dassel-Scharf, 2020) wirde sich fur dieses
Gewasser beispielsweise der Débel als Monitoringart eignen. Notwendige Voraussetzung hier-
fur ware allerdings, dass diese Spezies auch in vergleichbarer Altersstruktur an allen festge-
legten Probestellen abundant ist. Dies ist vor dem Hintergrund von grofRer Bedeutung, dass
die Sensitivitat fur Spurenstoffwirkungen zwischen Arten und verschiedenen Altersstadien
deutlich schwanken kann (z. B. Kulzer et al., 1986; Schramm et al., 1998; Greulich & Pflugma-
cher, 2003; Schwarz et al, 2017).

Unterscheidet sich der Fischbestand an den zu untersuchenden Probestellen, besteht die
Mdglichkeit, Fische aus Zuchten aktiv in die Gewasser einzubringen und deren Gesundheits-
zustand nach mehrwodchiger Exposition mit Hilfe von Biomarkerantworten zu charakterisieren.
Hierbei kamen in der Vergangenheit meist Bach- oder Regenbogenforellen zum Einsatz
(Triebskorn et al., 2001; Bernet et al., 2004; Triebskorn et al., 2017; Valenzuela-Nieto et al.,
2021). In Kapitel 4.1.2 werden Vor- und Nachteile des passiven und aktiven Monitorings dis-
kutiert. Von Nachteil fiir Untersuchungen an Fischen ist, dass fir die Enthahme von Tieren
aus dem Gewasser eine Entnahmegenehmigung, flr das aktive Monitoring sogar eine Tier-
versuchsgenehmigung vorliegen muss. Letztere sollte mindestens 4 Monate vor Versuchsbe-
ginn bei der zustandigen Behdrde beantragt werden.

Alternativ zu Fischen kénnen auch Gammariden dem Gewasser entnommen oder in situ im
Rahmen von Caging-Experimenten untersucht werden (Bundschuh et al., 2011a; Coulaud et
al.,, 2011; Chaumot et al., 2019). Fur solche Experimente ist nach deutschem Recht keine
tierschutzrechtliche Genehmigung erforderlich. Allerdings ist die Methodenpalette, die zu di-
agnostischen Zwecken hier eingesetzt werden kann, weniger breit als bei Fischen. Als geeig-
nete Indikatoren fur komplexe Gewasserbelastungen haben sich bei Gammariden die Fral3-
rate, das Geschlechterverhaltnis, die Fertiliat der Weibchen und der Stressproteinlevel erwie-
sen (Schill, 2002; Langer et al., 2017; Peschke et al., 2019; Volker et al., 2019).

3.2 Bewertungsverfahren nach EU-WRRL und Méglichkeiten ihres Ein-
satzes zum Nachweis von Spurenstoffwirkungen

3.2.1 Grundlagen des biologischen und chemischen Monitorings gem. EU-
WRRL

Im Rahmen des durch die EU-WRRL vorgeschriebenen Monitorings werden der 6kologische
Zustand (bzw. das 0kologische Potenzial) und der chemische Zustand der Gewasser bewertet.
Hierbei werden gem. OGewV (2016) folgende Qualitatskomponenten untersucht und bewer-
tet:

A) Okologischer Zustand/6kologisches Potenzial

Als biologische Qualitdétskomponenten werden die Abundanzen und die Artenzusammenset-
zung von Makrozoobenthos (MZB), Fischen und die Gewésserflora (Phytoplankton, Makro-
phyten, Phytobenthos) anhand mehrerer Bewertungsverfahren untersucht (ausfuhrlich be-
schrieben auf www.gewaesser-bewertung.de (UBA/LAWA 2021)):

o Makrozoobenthos/Modul ,Saprobie®: Der Saprobienindex reagiert sensibel auf Auswir-
kungen organischer Belastung bzw. Sauerstoffzehrung auf das Makrozoobenthos.



http://www.gewaesser-bewertung.de/

Makrozoobenthos/Modul ,Allgemeine Degradation®: Dieses Modul spiegelt die summari-
schen Auswirkungen verschiedener Stressoren wider, wie wasserbauliche Eingriffe in die
Gewassermorphologie, Nutzung im Einzugsgebiet, aber auch Auswirkungen stofflicher
Belastungen von Nahrstoffen und Spurenstoffen.

Makrozoobenthos/Modul ,Versauerung®: Bei versauerungsgefahrdeten Gewassertypen
(Typen 5 und 5.1) wird mit Hilfe dieses Moduls die typspezifische Bewertung des Saure-
zustandes vorgenommen.

Fische: Das fischbasierte Bewertungssystem fiir FlieRgewasser (fiBS) spiegelt die Aus-
wirkungen verschiedener Stressoren wider: Degradation der Gewassermorphologie (ins-
bes. Struktur, Kolmation, Durchwanderbarkeit), indirekt aber auch die Nutzung im Ein-
zugsgebiet und Auswirkungen stofflicher Belastungen von Nahrstoffen und Spurenstoffen.

Makrophyten und Phytobenthos (MuP): Diese biologische Qualitditskomponente beurteilt
die benthische Vegetation der FlieBgewasser und gibt v. a. Aufschluss tber die trophische
und saprobielle Situation, strukturelle und hydrologische Gegebenheiten sowie stoffliche
Belastungen und physikalische Eigenschaften eines Gewassers.

Phytoplankton: Die Menge und Artenzusammensetzung des Phytoplanktons zeigt anthro-
pogene Nahrstoffbelastungen an.

Chemische Qualitdtskomponenten: In Deutschland werden derzeit 67 flussgebietsspezifische

Stoffe hinsichtlich der Uberschreitung von Umweltqualitidtsnormen in Wasser, teilweise in
Schwebstoff/Sediment Uberprift, die in Anlage 6 der Oberflachengewasserverordnung festge-
legt sind. Prifwerte sind Jahresmittelwerte und z. T. Jahreshdchstkonzentrationen.

Zur Bewertung des okologischen Zustands werden dartiber hinaus unterstitzende Qualitats-
komponenten untersucht und bewertet. Diese umfassen hydromorphologische und allgemeine
physikalisch-chemische Qualitdtskomponenten:

B)

Hydromorphologische Qualitdtskomponenten: Die Gewasserstrukturkartierung ermittelt
hydromorphologische Defizite der FlieRgewasser (Tiefen- und Breitenvariabilitat des Ge-
wasserbettes, Laufentwicklung, Stromungs- und Substratdiversitat, Struktur der Uferzone,
Durchgangigkeit).

Allgemeine physikalisch-chemische Qualitdtskomponenten bzw. Parameter (ACP):
Hierzu zahlen nach OGewV fir FlieRgewasser Temperaturverhaltnisse, Sauerstoffhaus-
halt (z. B. TOC, BSB), Salzgehalt (z. B. Chlorid, Sulfat, Leitfahigkeit bei 25 °C) Versaue-
rungszustand (pH-Wert) und die Nahrstoffverhaltnisse (Konzentrationen von Ge-
samtphosphor, ortho-Phosphat-Phosphor, Gesamtstickstoff, Ammonium-Stickstoff, Am-
moniak-Stickstoff sowie Nitrit-Stickstoff). Die Bewertung der ACP erfolgt anhand von ge-
wassertypspezifischen Anforderungswerten nach OGewV (2016).

Chemischer Zustand

Zur Bestimmung des chemischen Zustands eines Gewassers werden die Konzentrationen
von 45 prioritaren Stoffen auf Uberschreitungen von EU-weit festgelegten Umweltquali-
tatsnormen (UQN) sowie Nitrat auf Uberschreitung des Aktionswertes von 50 mg/L (iber-
pruft (Anlage 8 OGewV, 2016). Werden die Normen eingehalten, wird der Zustand als
,gut”, ansonsten als ,nicht gut* klassifiziert. Bewertet werden hierbei grundséatzlich Jah-
resmittelwerte, fir einige sehr toxische Stoffe existiert zusatzlich eine zulassige Hochst-
konzentration (ZHK-UQN), die der Maximalwert nicht tberschreiten darf. Dartiber hinaus
existieren fur Stoffe mit hohem Akkumulationspotential UQN fir Fische oder Muscheln
(Biota).




e Zusatzlich werden auffallige Stoffe Giber die EU-Watch-List sowie tiber nationale Beobach-
tungslisten von den verschiedenen Bundeslandern tberwacht (EU, 2013), die Messungen
werden jedoch bei der Ermittlung des chemischen Zustands der jeweiligen Gewéasser
nicht bertcksichtigt.

Negative Auswirkungen von Spurenstoffen auf die Gewasserfauna werden somit im Rahmen
des WRRL-Monitorings zwar integrativ Uber die biologischen Bewertungsverfahren erfasst,
welchen Beitrag nicht geregelte Spurenstoffen allerdings zu den gezeigten Effekten beitragen,
kann nicht gezeigt werden. Hierzu kann ein ergéanzendes, auf Spurenstoffwirkungen fokussie-
rendes Monitoring zu investigativen Zwecken anlassbezogen hilfreich sein.

3.2.2 Eignung von Metrics nach WRRL zum Nachweis von Spurenstoffwirkun-
gen

Die vorangegangenen Ausfihrungen zeigen, dass die derzeit im FlieRgewassermonitoring
gem. EU-WRRL eingesetzten Bewertungsverfahren fur die Qualitatskomponenten MZB (Mo-
dul Allgemeine Degradation), Fische und MuP verschiedene Belastungen, darunter ggf. auch
Spurenstoffwirkungen, anzeigen kénnen. Tabelle 1 fasst die Indikationsspektren fiir Metrics,
die im Rahmen des Monitorings der WRRL zur Bewertung des MZB eingesetzt werden, zu-
sammen (Datengrundlage: Asterics, 2013; Asterics-Perlodes, 2020). Aus der Tabelle wird er-
sichtlich, dass die meisten Metrics durch verschiedene Belastungsfaktoren beeinflusst werden
und deshalb monokausale Schlisse auf Spurenstoffwirkungen nicht erlauben. Dies ist aller-
dings auch nicht Giberraschend, da sie nicht explizit fur diesen Zweck entwickelt wurden. Einzig
dem fir ein Pestizidmonitoring in kleinen FlieRgewassern entwickelte Index SPEARpesticides
wurde zunachst eine sehr spezifische Indikationskraft zugesprochen (Schriever et al., 2008;
Schafer et al., 2012; Liess und von der Ohe, 2005), was sich spater relativierte. Da Pflanzen-
schutzmittel sehr bedeutende Belastungsfaktoren vor allem in kleinen FlieRgewéassern darstel-
len (Ergebnisse UBA-Projekts ,Kleingewassermonitoring; Halbach et al., 2021) und sich als
sehr bedeutende Treiber flr Stérungen in aquatischen Lebensgemeinschaften erwiesen ha-
ben (Liess et al., 2021), kommt einem solchen relativ spezifischen Indikator fiir Pflanzen-
schutzmittelwirkungen eine besonders grol3e Bedeutung zu, weshalb seine Eignung zum spe-
zifischen Spurenstoffmonitoring nachfolgend detaillierter betrachtet wird.




Tabelle 1: Auswahl an Metrics zur Beschreibung des tkologischen Zustands von FlieRgewassern an-
hand der Qualitatskomponente MZB und ihre Sensitivitat flr verschiedene Belastungen (nach Asterics
(2013) und Asterics-Perlodes (2020))

Belastung Allgemeine Bolrganlschg Gewasser- andere, ggf.

; Degradation elastung, Oz- morphologie Versauerung Spurenstoffe
Metrics Zehrung
Abundanz X X X
Taxazahl X X X X
Saprobienindex X
Anzahl EPT-Taxa X X X X X?
EPT % X x?
Anzahl sensitive Taxa X X X?
Verhaltnis sensitive/insen- " <2
sitive Taxa )
Diversitat (Shannon-Wie- x X x
ner-Index)
Deutscher Faunaindex X
Rheoindex nach Banning X
SPEARpes[icides—lndeX X ')

x: zutreffend, x?: zum Teil zutreffend, fraglich

Im Gegensatz zur Einschatzung von Wernersson et al. (2015) im ,European technical report
on aquatic effect-based monitoring tools under the water framework directive®, die den
SPEAResiicides-INndex mit Bezugnahme auf Schafer et al. (2012) als sehr empfindlich gegentber
Pestiziden und relativ unabhangig von Storfaktoren bewerten, schatzt der LAWA-Experten-
kreis (EK) ,Biologische Bewertung FlieRgewasser und Interkalibirierung“ in einer Beiratssit-
zung zum FuE-Vorhaben ,Umsetzung des Nationalen Aktionsplans zur nachhaltigen Anwen-
dung von Pestiziden“ am den Einsatz des SPEAResiicides-INdex zum Pflanzenschutzmonitoring
nach Prifung der Daten eher kritisch ein. Monokausale Rickschlisse vom SPEAResiicides-IN-
dex auf die Belastungen seien auch fur diesen Index nicht mdglich. Im Protokoll zu dieser
Sitzung wurde festgeschrieben: ,Die Eignung des SPEAR zur Detektion von PSM-Belastun-
gen, unabhéngig von anderen Stressoren, wird in einigen Bundesléandern kritisch gesehen. So
gab es Ansatze in verschiedenen Bundesléndern, die Abhéngigkeiten des SPEAR zum Sa-
probienindex, zur Allgemeinen Degradation, zur Struktur oder zur Landnutzung zu tberprifen.
Die Korrelationen zwischen diesen KenngréRen und SPEAR waren teilweise hoch (...) SPEAR
zeigt wahrscheinlich zuverlassig eine Degradation im Gewasser an, aber ein monokausaler
Zusammenhang zwischen PSM und SPEAR / Makrozoobenthos sollte durch weitere statisti-
sche Analysen bestétigt werden. Um diesem Bedurfnis der Bundesléander gerecht zu werden
und die Akzeptanz des SPEAR in der Praxis zu erhéhen, empfiehlt der LAWA-EK ,Biologische
Bewertung FlieRgewasser und Interkalibirierung“ daher zum einen in der weiteren Projektbe-
arbeitung anhand der (...) zusammengestellten Daten den statistischen Zusammenhang zwi-
schen SPEAR und folgenden KenngrofRen des PERLODES-Verfahrens abzuklaren: Modul
Saprobie (Saprobienindex), Modul Allgemeine Degradation (Multimetrischer Index); Deutscher
Faunaindex, ausgewahlte weitere Core-Metrics des PERLODES-Verfahrens*.

Von Brinke et al. (2017) und Wick et al. (2019) wurden solche vom LAWA-EK ,Biologische
Bewertung FlieRgewasser und Interkalibirierung“ gewlnschte Analysen zu Korrelationen des




SPEARgesticides-Index mit anderen Metrics durchgefiihrt. Brinke et al. (2017) beschreiben, dass
der SPEARpesiicides-INdex relativ spezifisch auf Belastungen mit Insektiziden und anderen in-
sektizid wirkenden Stoffen reagiert und durch hydromorphologische Parameter relativ wenig
beeinflusst wird. Fur die Bewertung von Nicht-insektizid wirkenden Pflanzenschutzmitteln
(Herbizide, Fungizide) sollten aber weitere Bioindikatororganismen, wie z. B. Diatomeen, ge-
nutzt werden. Wick et al. (2019) schlussfolgern, dass der SPEAResicides-INdex auf alle Fliel3-
gewassertypen aulRer auf organisch belastete Bache und Fliisse anwendbar ist. Auch in gro3-
flachig geschlossenen Waldgebieten liefere der SPEAResticides Keine eindeutigen Ergebnisse.

Auch der Saprobien-Index und der Index %EPT-Taxa wurden von Wick et al. (2019) auf ihre
Beeinflussung durch verschiedene Kenngréf3en hin analysiert. Es stellte sich heraus, dass
auch diese beiden Indizes durch organische Belastung, zudem aber auch starker als der
SPEARGpesiicides-Index durch die allgemeine Umgebung beeinflusst werden, so dass laut der
Autoren fur diese Parameter eine differenzierte Betrachtung des Flie3gewassertyps notwendig
ist.

Loske (2017) fuhrte ebenfalls Korrelationsanalysen durch, um zu tberprifen, ob der SPEAR-
Index monokausal mit Pestizidbelastung im Zusammenhang steht. Sie nutzte hierfur Daten
des reprasentativen Monitorings aus hessischen FlieRgewéassern aus den Jahren 2004 bis
2014. Aus den Korrelationsanalysen geht hervor, dass der EPT [%], der Saprobienindex und
der der Faunaindex, nicht aber der Habitatindex mit dem SPEAResicides KOrrelieren. Auch wei-
sen ihre Daten darauf hin, dass der SPEAResiicides, &hnlich wie der Saprobien-Index, durch die
Sauerstoffverhaltnisse im Gewasser im Zusammenhang mit Strdmung und Substratqualitat
beeinflusst wird. Der von ihr untersuchte Datensatz zeigt zudem eine hohe Korrelation des
SPEAResicides ZUM Landnutzungsindex an. Uberraschenderweise zeigte sich hierbei eine star-
kere Korrelation mit dem Anteil an bebauter Flache als mit demjenigen an landwirtschaftlicher
Flache. Die Autorin schlie3t hieraus, dass Pestizide im untersuchten Einzugsgebiet ggf. im
grol3en Mal3e Uber Klaranlagen in die Gewdasser eingetragen werden koénnten. Fir nicht ge-
eignet wird der SPEAResicides VON Loske (2017) fur grof3e Strome gehalten, da in diesen der
hohe Anteil an Neozoen die Indikationskraft des Index fiir Pestizide negativ beeinflussen
wirde.

Auch von Langer et al. (2017) wurde der SPEARpesiicides-INndex erfolgreich zur Bewertung von
Pestizidwirkungen in Bachen der Schweiz eingesetzt. Auch diese Autoren betonen jedoch,
dass die Ergebnisse des SPEAResicides Mit Vorsicht interpretiert werden mussen, da der Index
auch durch morphologische und hydrologische Faktoren, wie Verbauung der Gewassersohle
beeinflusst wird.

Aus den angefiihrten Analysen lasst sich schlieRen, dass auch dem anfangs als recht spezi-
fisch flr Pestizide eingeschatzten SPEAResicdes-INdex nur bedingt eine spezifische Indikati-
onskraft fir Spurenstoffe zukommt, dass er allerdings aus dem Spektrum mdglicher Spuren-
stoffe am besten auf insektizid wirkende Wirkstoffe in kleinen Flie3gewassern reagiert. In Kom-
bination mit anderen Indikationstechniken (Wirkmechanismus-spezifischen Biotests und Bio-
markern) und nach Ausschluss moglichst zahlreicher unspezifischer EinflussgréRen zu Beginn
der Studie kann er als Teil eines Methodenrepertoires zum Spurenstoffmonitoring mit relativ
guter Indikationskraft fur insektizide Stoffe dienen.

Neben dem SPEAR-Index wurde von Wernersson et al. (2015) noch ein weiterer Indikator zum
Nachweis von Schadstoffwirkungen genannt, der auf Toleranzbildung von Arten beruht. Dieser
Index, basierend auf dem Konzept der Pollution-induced Community Tolerance (PICT) wird
als empfindliches Instrument eingeschatzt, um Verdnderungen in der Funktion von Biozono-
sen nachzuweisen, die auf generell toxische Einflisse zurtickgefuihrt werden konnen. Inwie-




fern er fUr ein investigatives Spurenstoffmonitoring geeignet ist, ist fraglich. Auch fur die Be-
wertung von Risiken fir langlebige Organismen mit komplexen Lebenszyklen (z. B. Insekten
und Wirbeltiere) wird der PICT-basierte Index nicht empfohlen.

AbschlieRend zu erwéhnen ist, dass die Ermittlung eines Zusammenhangs zwischen Spuren-
stoffkonzentrationen und Auswirkungen auf die Gewasserodkologie bzw. die Qualitatskompo-
nente MZB auf der Basis der fir die WRRL ermittelten Werte auch deshalb erschwert ist, weil
die Beurteilung des MZB im Fruhjahr bzw. im Frihsommer stattfindet, so dass die Gefahr be-
steht, dass Effekte, die sich erst im Herbst (z. B. nach Reproduktionsphase oder in der Nied-
rigwasserperiode) manifestieren, unterschatzt werden. Zudem wird der kurzfristige Einfluss
von StoRbelastungen durch Mischwassereinleitungen aus Regeniiberlaufen (RU) oder Regen-
uberlaufbecken (RUB) in der Regel nicht, nur in Einzelfallen oder zuféllig erfasst, da biologi-
sche Untersuchungen explizit direkt nach Starkregenereignissen mit Entlastungen nicht vor-
gesehen sind und mit sehr hohem Aufwand verbunden wéren.

3.3 Effektbasiertes Monitoring und Spurenstoffwirkungen

3.3.1 Historische Entwicklung des effektbasierten Monitorings

Im Anschluss an den Chemieunfall in der Firma Sandoz im Dezember 1986 in Basel wurde,
initiiert durch die Internationale Kommission zum Schutz des Rheins (IKSR) und die Deutsche
Rheinschutzkommission, im Rahmen des umfassenden Forschungsvorhabens "Entwicklung,
Erprobung und Implementation von Biotestverfahren zur Uberwachung des Rheins" der Ein-
satz von Testverfahren mit Organismen unterschiedlicher Trophie-Ebenen als Bioindikatoren
fur Schadstoffe Uberprift, wobei Effekte von Schadstoffspitzenbelastungen auf organismi-
scher Ebene im Fokus standen. In den Folgejahren erfuhr das Biomonitoring als Frihwarn-
system zur kontinuierlichen Gewéasseruberwachung, wie z. B.in der Rheingite-Mess-Station
in Karlsruhe, eine Bliite (LAWA, 1996; Marten & Schworer, 2000; Gunatilaka & Diehl, 2001).

Ebenfalls organismische Effekte, d. h. die Prasenz bzw. Absenz bestimmter Organismengrup-
pen dienten ab Anfang der siebziger Jahre des letzten Jahrhunderts in Deutschland im Rah-
men der biologischen Gewassergutebestimmung als Wirkungsindikatoren fur leicht abbaubare
organische Substanzen und Nahrstoffe. Auf der Basis der Anwendung des Saprobiensystems
wurden hierdurch deutschlandweit Gewassergiitekarten erstellt. Auch nach Inkrafttreten der
Wasserrahmenrichtlinie Ende 2000 behielt dieses Indikationssystem seine Bedeutung und es
wurden zusatzliche Bewertungssysteme fir Fische, Makrozoobenthos und Makrophyten als
Nachweis flir den guten 6kologischen Zustand eingefihrt.

Einhergehend mit einer zunehmend besser werdenden Abwasserreinigung und verscharften
Zulassungsregularien fiir Chemikalien veranderte sich das Belastungsprofil der FlieRgewasser
kontinuierlich. Ricklaufige Phosphor- und Stickstoffeintrage sowie die deutliche Eintragsmin-
derung stark toxischer Stoffe wurden begleitet von zunehmenden Verbrauchsmengen an Che-
mikalien in der menschlichen Gesellschaft und damit zusammenhangenden Eintragen ,neuar-
tiger Stoffe in die Gewasser. Diese treten dort bis heute in zunehmend gro3erer Anzahl in
geringen und in der Regel nicht akut toxischen, sondern ggf. chronisch wirkenden Konzentra-
tionen als sog. Spurenstoffe auf.

Der Frage, welche Bedeutung diesen Stoffen vor allem hinsichtlich moglicher Langzeitwirkun-
gen zukommen kann, und auf welchen biologischen Ebenen sie in Gewassersystemen inter-
agieren kénnen, widmete sich die LAWA mit einer Analyse von zu dieser Zeit vorhandenen
Methoden, die auch suborganismische Parameter zur Indikation von Schadstoffwirkungen be-
ricksichtigten (LAWA, 2000). Da die Datenlage und die vorhandenen Methoden zu dieser Zeit




jedoch noch sehr begrenzt waren, und Erfahrungen in ihrem Einsatz zum Biomonitoring fehl-
ten, wurde empfohlen, weiterhin die Bewertung des Makozoobenthos zu favorisieren, jedoch
im Rahmen von Forschungsprojekten Informationen zur Eignung anderer Indikatoren fir mog-
liche chronische Schadstoffeffekte zu prifen. Genannt wurden hierbei der umuC-Test fiir gen-
toxische Effekte, Untersuchungen der Lysosomeninstabilitat auf zellularer Ebene, Nachweise
von Leberschadigungen bei Fischen auf Organ-Ebene, Tumorbildungen und morphologische
Veranderungen auf der Ebene des Organismus sowie Makrozoobenthos-Untersuchungen auf
biozonotischer Ebene.

In den Folgejahren wurden zahlreiche Projekte zu der von LAWA (2000) formulierten Frage-
stellung durchgefiihrt, die die Basis fir das nachfolgend beschriebene effektorientierte Moni-
toringkonzept fur Spurenstoffe darstellt.

3.3.2 Grundlagen fur das effektbasierte Monitoringkonzept fiir Spurenstoffe

Das im Jahre 2000 abgeschlossene BMBF-Verbundprojekt Valimar (Validierung und Einsatz
von Biomarkern zur Bewertung der Belastung kleiner FlieRgewasser; https://uni-tuebin-
gen.de/de/489; Triebskorn et al., 2001) adressierte genau dieses Thema. Es wurden verschie-
dene effektbasierte Methoden (Biotests, Biomarker und Bioindikatoren) vergleichend einge-
setzt, so dass Zusammenhange zwischen Ergebnissen auf unterschiedlichen biologischen
Ebenen und Veranderungen in der Biozonose erarbeitet werden konnten (Triebskorn et al.,
2001; 2003). Im Zentrum des Interesses standen zu dieser Zeit weniger die heute als typische
Spurenstoffe geltenden Chemikalien, sondern eher Pflanzenschutzmittel und schwer abbau-
bare Stoffe. In diesem Projekt war bereits der E-Screen als neuer, Wirkmechanismus-basierter
Biotest zum Nachweis 6strogener Wirkpotentiale integriert (Kérner et al, 2001). Das Projekt
Valimar lieferte die Grundlage fir die Projekte SchussenAktiv und SchussenAktivplus, bei de-
nen schlie3lich Indikatoren auf unterschiedlichen biologischen Ebenen incl. zahlreicher Wirk-
mechanismus-basierter Biotests zeitgleich mit chemischer Analytik und detaillierten Analysen
des Makrozoobenthos und der Fischfauna eingesetzt wurden. In diesen Projekten waren Spu-
renstoffe bzw. deren Entnahme im Rahmen der weitergehenden Abwasserreinigung im Fokus.
Durch den kombinierten und koordinierten Einsatz der verschiedenen Methoden konnte ge-
zeigt werden, dass Spurenstoffe negative Auswirkungen auf den Gesundheitszustand wasser-
lebender Organismen und auf die Integritat aquatischer Lebensgemeinschaft haben, und dass
sich die Entnahme der Stoffe Uber die 4. Reinigungsstufe positiv auf die Gewasserorganismen
auswirkt. Zudem konnte die Prasenz von Spurenstoffen mit toxischen (z. B. gentoxischen) und
hormonellen (z. B. dstrogenartigen) Potentialen sowie tatsachlichen Wirkungen in Gewasser-
organismen in Verbindung gebracht werden (Triebskorn et al., 2013, 2017, 2019, Maier et al.,
2015). Auf der Basis von Plausibilitat wurden somit im Rahmen dieser Projekte Reaktionen
von Organsimen auf suborganismischer oder organismischer Ebene mit Effekten auf der
Ebene von Populationen oder Biozénosen in Verbindung gebracht. Dies war sowohl fir Fische
als auch fur Gammariden der Fall (Triebskorn et al., 2004; Peschke et al., 2019).

Basierend auf einer Literaturrecherche und Expertenbefragung empfehlen auch Kienle et al.
(2015) fur die Bewertung von Oberflachenwasser eine Biotestbatterie, anhand welcher neben
allgemeiner Toxizitdt und phytotoxischen Effekten (nachzuweisen durch den Algen-Wachs-
tumshemmtest und den Algen-Photosynthesehemmtest) auch éstrogene (mittels YES-Assay),
gentoxische (mittels Ames -Fluktuationstest und Mikrokerntest), dioxin-&hnliche (mittels H4l1E-
Zelltests und EROD) und neurotoxische Wirkpotentiale (mittels Acetylcholinesterase-Test) er-
fasst werden konnen. Eine ahnliche Bewertung wurde in einer Studie vorgenommen, die von
der Landesanstalt fir Umwelt Baden-Wirttemberg in Auftrag gegebenen wurde: Unter Berlck-
sichtigung der in baden-wurttembergischen Gewassern vorkommenden Spurenstoffe wurden
hier bereits verfigbare Methoden zur Abschéatzung von Wirkpotentialen im Oberflachenwasser
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zusammengetragen und eine modulare Biotestbatterie fir den Einsatz im aquatischen Um-
weltmonitoring entwickelt (Schmidt et al., 2017). Hierbei enthalt das erste Modul den
Daphnien-Akuttest, den Fischembryotest mit Danio rerio, den Algenwachstumshemmtest mit
Raphidocelis subcapitata (veraltete Bezeichnung: Pseudokirchneriella subcapitata), den
hERa-HelLa-9903-Assay zum Nachweis ¢strogen-ahnlicher Wirkungen sowie den Ames-Test
zur Detektion gentoxischer Effekte. Diese Testverfahren werden anschlieRend im Modul Il
durch den DR-CALUX-Assay (dioxin-ahnliche Wirkungen), den Imaging-PAM-Assay (phytoto-
xische Effekte) und den Acetylcholinesterase-Inhibitionsassay potenziell erganzt. Das dritte
Modul erweitert die Palette um Methoden, welche dem Nachweis anti-androgener (Anti-AR-
CALUX) und oxidativer Wirkungen (Nrf2/ARE-cisFACTORIAL) sowie der spezifischen Bin-
dung von Chemikalien an bestimmte Rezeptoren (Glucocorticoid-Rezeptor: GR-CALUX,
PPARy: PPARy-transFACTORIAL-Assay) dienen.

Im Rahmen des Projektes DEMEAU wurde eine Palette an in vitro Bioassays auch zur kos-
tenglinstigen Bewertung der Trinkwasserqualitat erstellt (Schriks et al., 2015). Diese enthalt
zusatzlich zu den Biotests, die dem Nachweis endokriner, gentoxischer und dioxin-&hnlicher
Effektpotentiale dienen, auch Zelltests zur Detektion von oxidativem Stress.

Zur Bewertung von Abwasserreinigungstechniken wurden zeitgleich in der Schweiz und in
Deutschland Methodenpaletten erprobt und etabliert, um Auswirkungen der Spurenstoffent-
nahme auf Wirkpotentiale darzustellen (Kienle et al., 2011, 2015; Triebskornet al., 2015). Von
Triebskorn et al. (2015) wurde schlieRlich eine sog. ,Okotox-Box“ zum Nachweis von Spuren-
stoffwirkungen in Anlehnung an die ,Tox-Box“ zur Trinkwasserbewertung (Grummt et al.,
2018) erarbeitet. Dass Biotestverfahren trotz der haufigen Notwendigkeit der Probenanreiche-
rung eindeutige und reproduzierbare Ergebnisse z. B. im Rahmen der Uberwachung von
Ozonanlagen liefern, wird von Stapf et al. (2017) betont. Die Autoren sehen zudem auch die
Kosten- und Zeiteffizienz der in vitro-Tests als grof3en Vorteil an. Sie empfehlen, beim Nach-
weis hormoneller Wirkungen auch antagonistische Endpunkte zu betrachten, und favorisieren
bei der Durchfihrung des Ames-Test zum Nachweis gentoxischer Effekte den Stamm
YG7108. Zudem halten sie den Fish early life stage Test mit Regenbogenforellen trotz hoher
Kosten und zeitlichem Aufwand fiir am besten geeignet, sowohl die Verringerung als auch die
Entstehung von Toxizitat im Abwasser durch eine Ozonierung abzubilden. Luckenbach (2002)
empfiehlt diesen Test, vor allem mit Bachforellen, generell zur Bewertung von Gewdasserbe-
lastungen.

Biomarker kamen als Instrumente des Umweltmonitorings in mehreren Internationalen For-
schungsprojekten (BEST: Biomonitoring of Environmental Status and Trends; JAMP: Joint As-
sessment and Monitoring Programme; MEDPOL.: Programme for the Assessment and Control
of Pollution in the Mediterranean Region) zum Einsatz. Untersucht wurden hierbei Parameter
wie die EROD- und Acetylcholinesterase-Aktivitat, der Gehalt an Vitellogenin, die lysosomale
Stabilitat sowie DNA-Schaden mittels verschiedener Analyseansatze (Sanchez et al., 2009).
Der Monitoring-Ansatz des ,International Council for the Exploration of the Sea (ICES)* erwei-
tert diese Methoden unter anderem um die Analyse des Metallothioneingehaltes, durch histo-
pathologische Untersuchungen der Leber, das Vorkommen von Impo- und Intersexauspragun-
gen, die Induktion von Mikrokernen und die Analyse von Stressproteingehalten. Informationen
zu etablierten Biomarkeruntersuchungen, welche eventuell in Gewasseruntersuchungen im
Rahmen der EU-WRRL angewendet werden kénnten, sind zudem in einem Bericht, der im
Rahmen der gemeinsamen Umsetzungsstrategie der EU (Common Implementation Strategy)
erstellt wurde, enthalten (Wernersson et al., 2015).

Das nachfolgend vorgestellte Monitoringkonzept empfiehlt in Anlehnung an Triebskorn et al.,
(2015) eine ,Okotox-Box“ als Werkzeugkasten fir ein investigatives effektbezogenes Spuren-
stoffmonitoring in kleinen und mittleren Flie3gewassern, das sowohl Metrics als auch Biotests
und Biomarker integriert, wobei Erfahrungen aus den o. g. Projekten genutzt wurden.




3.3.3 Nachweis von Spurenstoffwirkungen im Rahmen eines effektbasierten
Monitorings

Das erarbeitete Monitoringkonzept basiert auf einer Kombination aus Methoden, die (1) den
Zustand der Biozonose und den Gesundheitsstatus von im Gewasser vorhandenen Organsi-
men integrativ erfassen, (2) zwischen Freiwasser und Sedimentbelastungen differenzieren, (3)
Hinweise auf Taxa-spezifische Wirkungen liefern und (4) auf der Basis Wirkmechanismus-
basierter Biotests und spezifischer Biomarker Aussagen zu mdoglicherweise fir die beobach-
teten Wirkungen verantwortlichen Stoffgruppen erlauben. Genutzt werden kénnen hierdurch
sowohl die toxikologische Relevanz stoffgruppenspezifischer Nachweise als auch die 6kologi-
sche Relevanz von auf organismischer oder biozénotischer Ebene indizierender Verfahren.
Vor-und Nachteile der betrachteten Methoden sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Vor- und Nachteile der unterschiedlichen Methoden zum Nachweis von Effektpotenzialen und
Effekten beim Spurenstoffmonitoring

Vorteile

Nachteile

Metrics

Integrierend Uber verschiedene Stres-
soren (Mischungstoxizitat von Chemi-
kalien, Wirkungen von Transformati-
onsprodukten und andere exogene
und endogene Faktoren)

Auch Effekte von nicht bekannten Stof-
fen werden nachgewiesen

Integrierend Uber langere Zeitrdume
Indikativ fUr betroffene Artengruppen
Hohe 6kologische Relevanz

¢ Geringe Spurenstoff-spezifi-
sche Indikationskraft
— keine bis geringe toxikolo-
gische Relevanz

e Detaillierte Artenkenntnis er-
forderlich

Gesundheits- bzw. Stress-
marker

Integrierend Uber verschiedene Stres-
soren (Mischungstoxizitat von Chemi-
kalien, Wirkungen von Transformati-
onsprodukten und andere exogene
und endogene Faktoren)

Auch Effekte von nicht bekannten Stof-
fen werden nachgewiesen
Untersuchung verschiedener Organe
erlaubt Hinweise auf Stoffgruppen tber
Qualitat des Syndroms

— in Kombination mittlere toxikologi-
sche Relevanz

Je nach Biomarker unterschiedlich
lange Integrationszeitrdume (kurz bis
mittelfristig)

Nachweis des Gesundheitszustandes
(noch) vorhandener Arten (Frihwarn-
system)

Mittlere dkologische Relevanz

¢ Als Effektmarker nur geringe
Spurenstoff-spezifische Indi-
kationskraft

¢ Als Einzelmarker geringe toxi-
kologische Relevanz

¢ Bei Fischen: Entnahmegeneh-
migung bzw. Tierversuchsge-
nehmigung erforderlich

¢ Evolutiv-adaptive Prozesse
kdnnen in langzeitig kontami-
nierten Gebieten die Ubliche
Kinetik dieser Marker beein-
flussen

In vivo (in situ) Biotests

Lokalisierung der Belastung (Sediment
/ Freiwasser)

Integrierend uber verschiedene Stres-
soren (Mischungstoxizitat von Chemi-
kalien, Wirkungen von Transformati-
onsprodukten und andere exogene
und endogene Faktoren)

Auch Effekte von nicht bekannten Stof-
fen werden nachgewiesen

Hinweise auf Taxa-spezifische Wirkun-
gen, da verschiedene trophische Ebe-
nen Uber Test abgedeckt werden kén-
nen

Mittlere dkologische Relevanz, da Re-
aktionen auf organismischer Ebene

e Geringe Spurenstoff-spezifi-
sche Indikationskraft

¢ Geringe toxikologische Rele-
vanz




Stoffgruppenspezifische
Biomarker

Gute stoffgruppenspezifische Indikati-
onskraft

Auch die Prasenz von unbekannten
Stoffen mit gleichem Target im Orga-
nismus wird nachgewiesen

Je nach Biomarker unterschiedlich
lange Integrationszeitraume (kurz bis
mittelfristig)

Mittlere 6kologische und toxikologische
Relevanz

Bei Fischen: Entnahmegeneh-
migung bzw. Tierversuchsge-
nehmigung erforderlich

Als Expositionsmarker nur ge-
ringe Aussagekraft bzgl. des
Gesundheitszustandes des
Monitororganismus
Evolutiv-adaptive Prozesse
koénnen in langzeitig kontami-
nierten Gebieten die Ubliche
Kinetik dieser Marker beein-
flussen

Wirkmechanismusspezifi-
sche Biotests

Gute stoff- bzw. stoffgruppenspezifi-
sche Indikationskraft

Auch Effekte von unbekannten Stoffen
mit gleichem Wirkmechanismus wer-
den nachgewiesen

Oft Anreicherung von Chemi-
kalien aus Proben notwendig
Anfalligkeit fir Stoérfaktoren
Geringe 6kologische Rele-
vanz

o Meist relativ geringer Zeit- und Kosten-
aufwand
¢ Hohe toxikologische Relevanz

Vorteil des Einsatzes von Uber die Summe vorhandener Stressoren (incl. Spurenstoffen)
integrierenden Verfahren (Metrics, individuelle Gesundheits- bzw. Stressmarker fir z. B. oxi-
dativen Stress, Gewebeintegritat, Mikrokerntest flir gentoxische Effekte) ist es, dass sie auch
Auswirkungen der Interaktion von Stoffen miteinander (Mischungstoxizitat), das Zusammen-
spiels biotischer und abiotischer Faktoren mit Stoffwirkungen sowie Effekte von mdglichen
Transformationsprodukten abbilden. Zudem integrieren die Antworten Uber langere Zeitrdume,
so dass auch Auswirkungen von Ereignissen in der Vergangenheit nachgewiesen werden kén-
nen.

Dieser entscheidende Vorteil der stressortbergreifend indizierenden Methoden hat jedoch
gleichzeitig den Nachteil, dass Informationen zu spezifischen, einzelstofflichen oder stoffgrup-
penspezifischen Ursachen fiur die Effekte, die z. B. im Rahmen der Chemikalienregulation, fur
Maflnahmenplanungen oder im Zusammenhang mit der Verursacherhaftung bendétigt werden,
Uber diese Analysen nur unzureichend zur Verfigung gestellt werden kdnnen. Im vorgeschla-
genen Monitoringkonzept wird deshalb ihre Kombination mit stoffgruppenspezifischeren
Biomarkern (wie z. B. die Hemmung der Cholinesterase fir Insektizidwirkungen, die Induktion
von Biotransformationsenzymen fir koplanare organische Verbindungen, die Vitellogeninsyn-
these fir 6strogen wirksame Substanzen) und Wirkmechanismus-basierten Biotests (z. B.
Hefezellassays fir (anti)6strogene Wirkungen, NSAID-Biosensor fir Schmerzmittelwirkungen,
AhR-CALUX Assay fur dioxinghnliche Wirkungen, AChE-Hemmtest fir neurotoxische Effekte)
empfohlen. Allerdings sollte beachtet werden, dass sowohl die stoffgruppenspezifischeren Bi-
omarker als auch die Gesundheitsmarker in langzeitkontaminierten Okosystemen mit VVorsicht
interpretiert werden mussen, da evolutiv-adaptive Prozesse die Ubliche Kinetik dieser Marker
beeinflussen kénnen (Arts et al., 2004; Teniji et al., 2020).

Wahrend Biomarkerantworten von Organsimen auch dann noch Hinweise auf Chemikalien-
wirkungen erlauben, wenn die entsprechenden Stoffgruppen zum Zeitpunkt der Probenahmen
nicht mehr im Gewasser vorhanden waren (zeitliche Integrationsfahigkeit von Biomarkern,
Triebskorn et al., 2002), ist die Erfassung von Wirkpotentialen tber in vivo-Biotests und Wirk-
mechanismus-basierte Biotests abh&ngig von der Prasenz der jeweiligen Stoffgruppen in der
Probe zum Zeitpunkt der Entnahme. Hinsichtlich dieses Aspekts und dartber hinaus aufgrund
der nicht seltenen Notwendigkeit einer Probenanreicherung und einem damit mdglicherweise
verbundenen Verlust an toxischen Potenzialen (Informationen hierzu in der vorletzten Spalte
der in Anlage 1 enthaltenen Tabellen) sind solche Biotests vergleichbar mit der chemischen
Target-Analytik. Allerdings zeigen sie, anders als diese, Stoffwirkungen auch dann an, wenn




kein Verdachtsmoment fir solche als Grundlage fir ihren Nachweis vorhanden ist. Auch kon-
nen zytotoxische Eigenschaften der Probe oder bestimmte Probeninhaltsstoffe Biotests beein-
flussen. Informationen hierzu sind fur die einzelnen recherchierten Tests in den in Anlage 1
enthaltenen Tabellen unter der Spalte ,Stérfaktoren enthalten.

In Anlage 1 sind alle recherchierten Daten zu Biotests und Biomarkern zusammengestellt, die
in den letzten zwanzig Jahren im Rahmen von Forschungsvorhaben weltweit zum Einsatz ka-
men (z. B. Adams, 2000; Adams und Greeley, 2000; Adams et al., 2001; Triebskorn et al.,
2001; Abegglen und Siegrist, 2012; Triebskorn, 2017). Sie sind entsprechend ihrer Indikati-
onskraft fir bestimmte Wirkmechanismen bzw. Spezifitat gruppiert. Die Tabellen enthalten zu-
satzlich zum Testnamen und dem verwendeten Testmaterial auch Informationen zum analy-
sierten Endpunkt, zur méglichen Testmatrix (Oberflachenwasser, Abwasser, Trinkwasser oder
Sediment) sowie Angaben zum Standardisierungsgrad und zum Zeitaufwand bei der Durch-
fuhrung der Tests, was einen Anhaltspunkt fur die jeweiligen Kosten bietet. In den Tabellen
sind Uberdies Informationen zu Robustheit bzw. Sensitivitat der Methoden, zu moglichen Stor-
faktoren, zum generellen Etablierungsstatus und zur Notwendigkeit der Probenanreicherung
fur den Test enthalten. Detaillierte Informationen zu Verfahren der Probenanreicherung sind
Grummt et al. (2017) zu entnehmen. Zudem wird in den Tabellen angegeben, welche Refe-
renzwerte fur die jeweiligen Tests zu berlcksichtigen sind.

Die nachfolgend in Tabelle 3 und Tabelle 4 genannten Biotests und Biomarkerstudien stellen
eine Auswahl an Methoden dar, die bereits in einigen Fachlaboratorien in Deutschland etabliert
sind. Die jeweiligen Einsatzorte sind in den jeweils letzten Spalten der beiden Tabellen ge-
nannt.

Tabelle 5 und Tabelle 6 enthalten schlieRlich eine Auswahl an Biotests und Biomarkern, die
auf Basis der in Kap. 2.2 genannten Kriterien von den Autorinnen dieses Berichts als geeignet
fur ein effektbasiertes Spurenstoffmonitoring erachtet werden. Hierbei wurden auch die zuvor
in diesem Abschnitt beschriebenen Vor- und Nachteile von eher spezifischen bzw. stresso-
ribergreifend indizierenden Tests berlicksichtigt.

Das vorgeschlagene kombinierte effektbasierte Monitoringkonzept stellt insgesamt gesehen
eine gute Basis fur eine nachgeschaltete fokussierte chemische Target-Analytik zur spezifi-
schen Ursachenfindung dar.




Tabelle 3: In einigen Behdrden* fur spezifische Fragestellungen angewendete Biotests

Endpunkt

maogliche Test-

Wirkung)

(B-Galaktosidaseaktivitét)

ner et al. (2013);
Weiss et al. (2017)

Test auf Testname Testmaterial . Methode Einsatzort
(gemessener Parameter) matrix
. Bakterien: Salmonella typhimurium .
Ames Platteninkorpo- | w95 TA100, TA1535, TA1537, Genmutation TW, OW, ABW |ISO 16240:2005 | UBA
rations-Test (Bildung von Revertanten)
TA102)
Ames- Bakterien: Genmutation . LUBW, LA-
Fluktuationstest Salmonella typhimurium (TA98, TA100) | (Bildung von Revertanten) TW, OW, ABW | IS0 11350:2012 NUV
verschiedene Zelllinien: Mensch: DIN EN ISO
Gentoxizitat Mikrokerntest HepG2; Hamster: CHO, V79; Fisch: Eg:lt(‘:g‘?gﬁ d”u”nd i%i“&?;;kemen) TW, OW 21427-2:2009, UBA, LANUV
RTG-2, RTL-W1, PLHC1 9 OECD 487
Bakterien: Salmonella typhimurium th\JNgz;;’ern
TA1535/pSK 1002, NM1001, NM3009, DNA-Schiden TW, OW, ABW, ISO 13829:2000, | LHW Sach-
umuc Test NM2009, OY1002/1A1, OV1002/1A2, | ktion der DNA-Reparatur) Sediment- DIN 38415-3:1996 | sen-Anhalt
0OY1002/1B1, OY1002/2C9, P extrakte ' ’
0Y1002/2D6 LUBW,
NLWKN
. . etablierte Zelllinien: Proliferation SOP Umwelt-
RTCA Proliferation HepG2, SH-SY5Y (Mensch) (elektrische Widerstandsmessung) TW, OW, ABW bundesamt UBA
Ausbildung / Hemmung des
Neuritenwachs- etablierte Zelllinie: Neuritenwachstums SOP Umwelt-
tumstest SH-SY5Y (Mensch) (Fluoreszenzmessung und TW, OW, ABW bundesamt UBA
Neurotoxizitit optische Auswertung)
etablierte Zelllinie: Zelltod (Fluoreszenzmessung des SOP Umwelt-
Nekrose Pl Jurkat (Mensch) Farbstoffs PI) TW, OW, ABW bundesamt UBA
DIN 38415-
Acetylcholinesterase- . Hemmung der Acetylcholinesterase- 1:1995;
Hemmtest Acetylcholinesterase Aktivitét (Enzymaktivitat) OW, ABW Ellman et al. Lw
(1961)
ISO 19040-
. Yeast Estrogen . . Induktion eines Reportergens fir 1:2018; Routledge
Endokrine - Hefe: rekombinante LfU Bayern,
Wirkung Screen (Ostrogene Saccharomyces cerevisiae humanen Estrogenrezeptor ow, ABW et al. (1996), Wag- LUBW




Tabelle 3: Fortsetzung

Endpunkt

maogliche Test-

Test auf Testname Testmaterial - Methode Einsatzort
(gemessener Parameter) matrix
(anti) ERa-CALUX Bindung an estrogenen Rezeptor SO 19040-
((Anti)Ostrogene Wir- | etablierte Zelllinie: U20S (Mensch) Ing 9 P TW, OW, ABW | 3:2018, UBA, LANUV
. (Lumineszens)
Endokrine kung) OECD 455
Wirkung (anti) AR-CALUX Induktion/Hemmung eines
((Anti)Androgene Wir- | etablierte Zelllinie: U20S (Mensch) Reportergens fir humanen OwW, ABW OECD 458 LANUV
kung) Androgenrezeptor (Lumineszens)
. . - Bildung von ROS
o Nachweis von ROS etablierte Zelllinien: HepG2, SH-SY5Y SOP Umwelt-
Oxidativer Stress mit DCEHDA (Mensch) (Fluoreszenzmessung des TW, OW, ABW bundesamt UBA
umgesetzten Farbstoffs)
Algen-Wachstums- ggzﬁ:g%i eclsigu;?tla%zn:it ata Wachstumshemmung OW. ABW DIN EN ISO LfU Bayern,
hemmtest P pitata, (Zelldichte, optische Dichte) ' 8692:2012 LUBW
Desmodesmus subspicatus
N Wachstumshemmung LHW Sach-
Algen-Wachstums- einzellige Grunalgen: (fluorometrische Messung der OW. ABW DIN 38412- sen-Anhalt,
hemmtest Desmodesmus subspicatus Bi 9 ' 33:1991 LUBW,
Phytoxizitét iomasse) NLWKN
. . .. oW, ABW, Entwurf DIN
Algentest einzellige Grinalgen Wachstumshemmung Sedimenteluate | 38412-59 LUBW
Myriophyllum . . . Wachstumshemmung . DIN ISO
Toxizitatstest Pflanzen: Myriophyllum aquaticum (Nassgewicht) Sediment 16191:2013 LUBW
Reproduktions-
und Daphnia magna . . Reproduktion ISO 10706:2000,
Entwicklungs Reproduktionstest Krebstiere: Daphnia magna (Anzahl Jungtiere pro Weibchen) TW, OW, ABW OECD 211 LfU Bayern
toxizitat
Zellviabilitat SOP Umwelt-
CellTiter-Glo® 2.0 etablierte Zelllinie: HepG2 (Mensch) (ATP-Produktion metabolisch aktiver | TW, OW, ABW bund UBA
Zellen) undesamt
DIN EN ISO
DIN EN ISO LHW Sach-
Leuchtbakterientest Bakterien: Vibrio fischeri Hemmung der Lumineszens oW, ABW 11348-2:2008, sen-Anhalt,
DIN EN ISO LUBW,
11348-3:2008, NLWKN

Weiss et al. (2017)




Tabelle 3: Fortsetzung

Endpunkt

maogliche Test-

der CRED-Kriterien

schiedliche Lebensstadien

qualitativ, semiquantitativ,
Quantitativ (Stereologie)

(2016)

Test auf Testname Testmaterial - Methode Einsatzort
(gemessener Parameter) matrix
pBS Bakterien: Bacillus subtilis Zellviabilitat TW Weiss et al. (2017) | LW
Zytotoxizitat I
Laktat- . L Zellviabilitat Kumar et al.
Dehydrogenase-Assay etablierte Zelllinien: CHO (Hamster) (Membranintegritit) oW, ABW (2018) LANUV
- etablierte Zelllinien: CHO (Hamster), Zellviabilitat .
Zytotoxizitat XTT-Assay 1929 (Maus) (mitochondriale Aktivitat) Oow, ABW ISO 10993-5:2009 | LANUV
. DIN EN ISO
Daphnia magna AUt | o pyctiere: Daphnia magna Immobilisierung oW, ABW 6341:2013, LfU Bayern,
test NLWKN
OECD 202
Daphnientest DIN 38412- LHW Sach-
(Verdlinnungs- Krebstiere: Daphnia magna Immobilisierung ABW ) sen-Anhalt,
30:1989
stufen) LUBW
. . LfU Bayern;
a_llgememe Toxi Fish Acute _ ) ) _ - _ . DIN E'_\l IS0 LHW Sach-
zitat Fisch-Embryonen: Danio rerio Mortalitat, Entwicklungsdefizite OwW, ABW 15088:2008,
Embryo Test OECD 236 sen-Anhalt,
NLWKN
. . Héamatologie, klinische Chemie
Chronischer Fischtest . . . . . !
unter Beriicksichtigung Fische: je nach Fragestellung unter- Biomarker, Histopathologie ow Moermond et al. LfU Bayern

* basierend auf der Umfrage im LAWA-Expertenkreis Biologie FlieRgewéasser (Dezember 2021), vgl. Kap. 2.2.

ABW: Abwasser, OW: Oberflachenwasser, TW: Trinkwasser




Tabelle 4: In einigen Behdrden * fir spezifische Fragestellungen angewendete Biomarkerstudien

Toxizitat

Untersuchungen

guantitativ, quantitativ (Stereo-
logie)

Test auf Testname Testmaterial Endpunkt mogllchg Methode Einsatzort
(gemessener Parameter) Testmatrix
Fische: Blut und Leberaewebe Induktion der Vitellogenin- ISO 23893-3:2013,
Vitellogenin-Synthese von ménnlichen Tiereng Synthese ow OECD 234, LfU Bayern
(Vitellogeninkonzentration) Sumpter und Jobling (1995)
Fish 11-Ketotestosteron- Fische: Blut und Lebergewebe | 11-Ketotestosteron- ow Elflrlsill;:;e(té:);esr;%sgerone LfU Bavern
Assay von mannlichen Tieren Konzentration - y Y
Chemicals)
Endokrine Wirkung ; . . .
Fish Testosteron-Assay F'SChe.i qut und I__ebergewebe Testosteron-Konzentration ow Fish Testosterone ELISA kit LfU Bayern
von mannlichen Tieren (Cusabio Technology LLC)
Fish Estradiol-Assay F'SChef qut und I__ebergewebe Estradiol-Konzentration ow Fish es_tradlol (E2) ELISA kit LfU Bayern
von mannlichen Tieren (Cusabio Technology LLC)
. Fische: Blut und Lebergewebe . Aromatase Elisa kit
Fish Aromatase-Assay von mannlichen Tieren Aromatase-Konzentration ow (Cusabio Technology LLC) LfU Bayern
Arzneimittelwirkung | Fish Prostaglandin E2-As- . . . . Prostaglandin Elisa kit
(NSAID) say Fische: Blut Prostaglandinkonzentration ow (Cusabio Technology LLC) LfU Bayern
. ) . . Fish heat shock protein 70
Proteotoxizitat Fish HSP70-Assay Fische: Blut, verschiedene Induktion oder Hemmung der | o\ Agw | (HSP-70) ELISA kit LfU Bayern
Gewebe Hsp70 Produktion .
(Cusabio Technology, LLC)
Dioxin-&hnliche Fische: Blut Fish cytochrome PA450 1A1
: Fish CYP1A1- Assay : ' CYPIA1-Konzentration ow (CYP1A1) ELISA kit LfU Bayern
Wirkung Gewebshomogenate :
(Cusabio Technology LLC)
Héamatologie, klinische Chemie,
unspezifische Medizinisch-toxikologische Fische: Blut, Gewebeproben Histopathologie qualitativ, semi- ow Fiedler et al. (2020) LfU Bayern

* basierend auf der Umfrage im LAWA-Expertenkreis Biologie FlieRgewéasser (Dezember 2021), vgl. Kap. 2.2.

ABW: Abwasser, OW: Oberflachenwasser




Tabelle 5: Biotests, die auf Basis der in Kap. 2.2 genannten Kriterien flr das Monitoring von Spurenstoffwirkungen empfohlen werden

Endpunkt

maogliche Test-

umuC Test

NM2009, OY1002/1A1, OY1002/1A2,
0Y1002/1B1, OY1002/2C9,
0Y1002/2D6

(Induktion der DNA-Reparatur)

Sedimentextrakte

Test auf Testname Testmaterial (gemessener Parameter) matrix Methode
Ames Platteninkorpora- Bakterien: Salmonella typhimurium Genmutation
. X P (TA98, TA100, TA1535, TA1537, : TW, OW, ABW 1ISO 16240:2005
tions-Test (Bildung von Revertanten)
TA102)
Ames-Fluktuationstest Bakterien: Salmonella typhimurium Genmutation TW. OW ABW 1SO 11350:2012
(TA98, TA100) (Bildung von Revertanten) ' ’ ‘
o verschiedene etablierte Zelllinien: .
Gentoxizitdt | yirokerntest HepG2 (Mensch); CHO, V79 (Hamster); g?f;gge':gg‘mﬁgi‘égfgﬁ) Effekte TW, OW, ABW g'é\‘C%N‘l':?O 21427-2:2009,
RTG-2, RTL-W1, PLHC1 (Fisch) 9
Bakterien: Salmonella typhimurium
TA1535/pSK 1002, NM1001, NM3009, - | )\ schaden TW, OW, ABW, | ISO 13829:2000,

DIN 38415-3:1996

etablierte Zelllinien: HepG2, SH-SY5Y

Proliferation

(Lumineszens)

RTCA Proliferation (Mensch) (elektrische Widerstandsmessung) TW, OW, ABW SOP Umweltbundesamt
Ausbildung/Hemmung des Neuriten-
Neuritenwachstumstest | etablierte Zelllinie: SH-SY5Y (Mensch) | wachstums(Fluoreszenzmessung und TW, OW, ABW SOP Umweltbundesamt
N optische Auswertung)
Neurotoxizitat
Nekrose Pl etablierte Zelllinie: Jurkat (Mensch) Zelltod TW, OW, ABW SOP Umweltbundesamt
(Fluoreszenzmessung des Farbstoffs PI)
Acetylcholinesterase- . Hemmung der Acetylcholinesterase- DIN 38415-1:1995;
Hemmtest Acetylcholinesterase Aktivitat (Enzymaktivitat) OW, ABW Ellman et al. (1961)
DR-CALUX etablierte Zelllinie: HAIIE (Ratte) Induktion des Arylhydrocarbon- OW, ABW, Sedi- |\ ot al. (1996)
Dioxin- Rezeptors (Lumineszens) mentextrakte
ahnliche Induktion eines Reportergens fiir den
Wirkung AhR-CALUX etablierte Zelllinien: HAIIE (Ratte); humanen Arylhydrocarbon-rezeptor OW, ABW, Sedi- Brennan et al. (2015)
HepG2 (Mensch) mentextrakte
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Dioxin-
ahnliche
Wirkung

Reportergenassay mit
H411E-luc Zellen

etablierte Zelllinie:

H4IIE (Ratte)

Induktion eines Reportergens fiir den
humanen Arylhydrocarbon-rezeptor
(Lumineszens)

ow, ABW,
Sedimentextrakte

Garrison et al. (1996)

Yeast Estrogen Screen

Hefe: rekombinante Saccharomyces

Induktion eines Reportergens fiir huma-

ISO 19040-1:2018;
Routledge et al. (1996),

.. . e nen Estrogenrezeptor Oow, ABW :
(Ostrogene Wirkung) cerevisiae (R-Galaktosidaseaktivitit) Wagner et al. (2013);
Weiss et al. (2017)
Era-CALUX . .
((Anti)Ostrogene etablierte Zelllinie: U20S (Mensch) BLlndu_ng an estrogenen Rezeptor TW, OW, ABW ISEO 15’9140'3‘2018’
Wirkung) (Lumineszens) OECD 455
AR-CALUX Induktion/Hemmung eines Reportergens
((Anti)Androgene etablierte Zelllinie: U20S (Mensch) fur humanen Androgenrezeptor oW, ABW OECD 458
Wirkung) (Lumineszens)
Endokrine Wir- E-Screen
kung (Ostrogene Wirkung) etablierte Zelllinie: MCF-7 (Mensch) Ostrogen-induzierte Proliferation oW, ABW Soto et al. (1995)
’\R/ltlajpf_riﬁrzg_;r;izzay mit Induktion/Hemmung eines Reportergens
! etablierte Zelllinie: - ensc Ur humanen Androgenrezeptor , ilson et al.
((AntAndrogene bli Zelllinie: MDA-kb2 (M h fur h And Oow, ABW Wil I. (2002
Wirkung) 9 (Lumineszens)
Reportergenassay mit ) .
Era-HelLa-9903 Zellen etablierte Zelllinie: hERalpha-HelLa-9903 I_r_lduktlon/HerTj_mung eines Reportergens
((Anti)Ostrogene (Mensch) fur humanen Ostrogenrezeptor oW, ABW OECD 455
Wirkung) 9 (Lumineszens)
NSAID Biosensor Cox-1 Inhibition
(Schmerzmittel): etablierte Zelllinie: CHO-K1 (Hamster) | io And OwW, ABW Bernhard et al. (2017)
Arzneimittel Cox-1/roGFP3 (Fluoreszenz-Ratio Anderung)
wirkung Betablocker Biosensor: b1-Adrenozeptor Inhibition
b1-Adrenozeptor / etablierte Zelllinie: CHO-K1 (Hamster) | ptor nn! d OwW, ABW Bernhard et al. (2017)
CEPAC (Fluoreszenz-Ratio Anderung)
Nachweis von ROS mit | etablierte Zelllinien: HepG2, SH-SY5Y Bildung von ROS (Fluoreszenzmessung
Oxidativer DCFHDA (Mensch) des umgesetzten Farbstoffs durch ROS) TW, OW, ABW SOP Umweltbundesamt
Stress
ARECc32 etablierte Zellinie: AREc32 (Mensch) Induktion von Nrf2 TW, OW, ABW Escher et al. (2012)
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Oxidativer etablierte Zellinie: ARE-bla HepG2 . .

Stress AREGeneBLAzer (Mensch) Induktion von Nrf2 TW, OW, ABW Konig et al. (2017)
Daphnia magna _— . Fortpflanzung 1ISO 10706:2000,
Reproduktionstest Krebstiere: Daphnia magna (Anzahl Jungtiere pro Weibchen) TW, OW, ABW OECD 211
Fortpflanzungstest mit . . . . AFNOR 2000 NFT 90-376,
Ceriodaphnia dubia Wasserfloh (Ceriodaphnia dubia) Anzahl Nachkommen, Mortalitét ow 1SO 20665:2008

R dukii Fish Early Life Stage Fisch-Embryonen: oft Danio rerio, aber | Mortalitat, Schlupfrate,

epro l:j El-t Test y 9 auch Oncorhynchus mykiss, Pimephales | Entwicklungsdefizite, Herzschlagrate, oW, ABW OECD 210

ons- und Ent- promelas, Oryzias latipes Verhaltenséanderungen

wicklungs

toxizitat .

Sediment-Wasser .
) Ringelwurm: Fortpflanzung .
#“”?b.”_?“'us - Lumbriculus variegatus (Biomasse, Anzahl Wirmer) OW, Sediment OECD 225
oxizitatstest
Reproduktionstest ) Fortpflanzung
mit Potamopyrgus anti- Schnecke: . (Anzahl Embryonen pro Weibchen), OW’. ABW, OECD 242
Potamopyrgus antipodarum e Sediment
podarum Mortalitat
einzellige Grunalgen:
Algen- und Raphidocelis subcapitata, .
Cyanobakterien- Desmodesmus subspicatus; \Z/\‘lezlalczgitll;mshemmung (Trockengewicht, oW, ABW OECD 201
Wachstumshemmtest Cyanobakterien: Anabaena flos-aquae,
Synechococcus leopoliensis
einzellige Grunalgen:
Algen-Wachstums- Raphidocelis subcapitata, Wachstumshemmung OW, ABW DIN EN 1SO 8692:2012
hemmtest . (Zelldichte, optische Dichte)
L Desmodesmus subspicatus
Phytotoxizitat
Algen-Wachstums- einzellige Grinalgen: _ Wachstumshemmung (fluorometrische OW, ABW DIN 38412-33:1991
hemmtest Desmodesmus subspicatus Messung der Biomasse)
. i . . N . . Hemmung der Photosynthese (Quanten-

Imaging PAM-Assay einzellige Grunalgen: Chlorella vulgaris ausbeute gemessen mit IPAM-Gerit) ow, ABW Durand et al. (2009)
- einzellige Griinalgen: Wachstumshemmung nach 2 und 24

kombinierter Algentest Raphidocelis subcapitata Stunden (kolorimetrische Messung) OW, ABW Glauch et al. (2020)
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Lemna sp. Wachstums-

Wachstumshemmung (Frond-Anzahl,

OECD 221,

auch C. dilutus, C.yoshimatsui

verhaltnis, Fertilitat, Fekunditat

Phytotoxizitat hemmtest Pflanzen: Lemna sp. Trockengewicht, Nassgewicht) OW, ABW DIN EN ISO 20079
DIN EN ISO 11348-1:2008,
. e . Hemmung der Lumineszens DIN EN ISO 11348-2:2008,
Leuchtbakterientest Bakterien: Vibrio fischeri (Storung der ATP-Bildung) ow, ABW DIN EN 1SO 11348-3:2008,
Weiss et al. (2017)
Zytotoxizitat N etabliert, aber nicht stan-
kzl;ftdehydrogenase- etablierte Zelllinien: CHO (Hamster) (Zl\jg\r/:%br .Islllrg?rt]te ritat) OwW, ABW dardisiert:
Y 9 Kumar et al. (2018)
: etablierte Zelllinien: CHO (Hamster), Zellviabilitat standardisiert:
XTT-Assay 1929 (Maus) (mitochondriale Aktivitét) OW, ABW ISO 10993-5:2009
Daphnia magna Akut- N . I DIN EN ISO 6341:2013,
test Krebstiere: Daphnia magna Immobilisierung OwW, ABW OECD 202
Daphqlentest Krebstiere: Daphnia magna Immobilisierung ABW DIN 38412-30:1989
(Verdiuinnungsstufen)
Fish Acute Embryo Test | Fisch-Embryonen: Danio rerio Mortalitat, Entwicklungsdefizite OW, ABW CD)E\ICEDNZL’SGO 15088:2008,
aligemeine Akuter Chironomiden- | Zuckmuckenlarven: o
Toxizitat Chironomus riparius (bevorzugt), aber Immobilisierung OW, ABW OECD 235
test . - :
auch C. dilutus, C.yoshimatsui
. . .| Zuckmuckenlarven: Larven: Mortalitat, Wachstum;
Chronischer Chironomi- Chironomus riparius (bevorzugt), aber Adulte: Zeit bis zum Schlupf, OW‘. ABW, OECD 218 und 219
dentest . ; - " - Sediment
auch C. dilutus, C.yoshimatsui Anzahl geschlupfte Tiere
Zuckmiickenlarven: Larven: Mortalitat, Wachstum;
Chironomiden Chironomus fi ariué (bevorzugt), aber Adulte: Zeit bis zum Schlupf, Anzahl oW, ABW, OECD 233
Life-Cycle Toxizitatstest P 9b. geschlipfte Tiere, Geschlechter- Sediment

ABW: Abwasser, OW: Oberflachenwasser, TW: Trinkwasser




Tabelle 6: Biomarker, die auf Basis der in Kap. 2.2 genannten Kriterien fiir das Monitoring von Spurenstoffwirkungen empfohlen werden

Tieren

Test auf Testname Testmaterial Endpunkt mogllchg Methode
(gemessener Parameter) Testmatrix
Fische: Erythrozyten, Kiemen- und Leber- klastogene & aneudene Effekte oW, ABW,
Mikrokerntest gewebe; PflanzenAmphibien: Erythrozyten; 1Stog neug Sediment- | OECD 474
s . (Bildung von Mikrokernen)
Muscheln: Hamozyten, Kiemengewebe extrakte
Gentoxizitat Algen; Pflanzen; Muscheln: Kiemengewebe,
Hamozyten; DNA-Strangbriiche .
Comet Assay Amphibien: verschiedene Gewebe; Fische: (Schweifbildung) OW, ABW | Singh et al. (1988)
Erythrozyten, Kiemen- und Lebergewebe
Fische: Hirn, Muskelgewebe; Hemmung der Acetylcholinester-
Acetylcholinesterase-Hemmung Muscheln: Kiemengewebe; ase (Enzymaktivitat pro mg Pro- | OW, ABW | Fulton et al. (2001)
o Krebstiere: ganze Tiere tein nach Exposition)
Neurotoxizitat
Hemmung der Carboxylesterase
Carboxylesterase-Hemmung Fische: Hirn (Enzymaktivitat pro mg Protein OW, ABW | Chanda et al. (1997)
nach Exposition)
Fische: Lebergewebe CYPIAL Induktion
EROD Aktivitat - Heberg \ (Ethoxyresorufin-O-deethylase OW, ABW | ISO/TS 23893-2:2007
seltener Kiemengewebe L
C Aktivitat)
Dioxin-&hnliche -
Wirkungen Fish cytochrome P450
Fish CYP1Al- Assay Fische: Blut, verschiedene Gewebe CYPIA1-Konzentration ow 1AL (C\_(PlAl) ELISA kit
(Cusabio Technology
LLC)
Fische: Blutplasma, Lebergewebe von . . . ISO 23893-3:2013, OECD
. ) . Induktion der Vitellogeninsyn-
. . mannlichen Tieren; 234,
Vitellogenin-Synthese N ) these ow .
Ganzkérperhomogenate von Larven; (Vitellogeningehalt) Sumpter und Jobling
Mucusproben 9 9 (1995)
Endokrine Wir- | _ Fische: Blut, Lebergewebe von mannlichen | 11-Ketotestosteron-Konzentra- Fish 11-ketotestosterone
kungen Fish 11-Ketotestosteron-Assay Tieren. ' tion ow ELISA kit (Cayman
Chemicals)
Fische: Blut, Lebergewebe von ménnlichen Fish Testosterone ELISA
Fish Testosteron-Assay ) ' 9 Testosteron-Konzentration ow kit (Cusabio Technology

LLC)
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Endpunkt

maogliche

Test auf Testname Testmaterial : Methode
(gemessener Parameter) Testmatrix
. . R Fish estradiol (E2) ELISA
Fish Estradiol-Assay .';:2?2:3 Blut, Lebergewebe von ménnlichen Estradiol-Konzentration ow kit (Cusabio Technology
Endokrine Wir- LLC)
kungen ) o Aromatase Elisa kit
Fish Aromatase-Assay _Ii!sche. Blut, Lebergewebe von mannlichen Aromatase-Konzentration ow (Cusabio Technology
ieren
LLC)
o . Prostaglandin Elisa kit
ﬁ:ﬁge'mmel WIr | Fish Prostaglandin E2-Assay Fische: Blut Prostaglandinkonzentration ow (Cusabio Technology
LLC)
. Fische, Muscheln, Pflanzen: verschiedene Aktivitat der Gluthation-S- .
Glutathion-S- Transferase-Assay Gewebe Transferase (Substratumsatz) OW, ABW | Habig et al. (1974)
Oxidativer - N Fische: Ganzkdrperhomogenate von Larven; | Aktivitat der Lipidperoxidase O
Stress Lipidperoxidation Krebstiere: Ganzkdrperhomogenate (Substratumsatz) ABW Hermes-Lima et al. (1995)
Superoxid-Dismutase Aktivitat Fische, Muscheln, Pflanzen: verschiedene Aktivitat der Superoxid-Dis- ow Wdzigczak et al. (1982)
Gewebe mutase (Substratumsatz)
Induktion oder Hemmung der
. Fische: Kiemen-, Leber- und Nierengewebe; | Hsp70 Produktion Kohler et al. (2001),
Stressproteingehalt (Hsp70) Krebstiere: Ganzkérperhomogenate (Hsp70 Level relativ zu einem OW, ABW Peschke et al. (2014)
Proteotoxizitat Standard)
Fish heat shock protein
. i . ) . Induktion oder Hemmung der 70 (HSP-70) ELISA kit
Fish HSP70-Assay Fische: Blut, verschiedene Gewebe Hsp70 Produktion oW, ABW (Cusabio Technology,
LLC)
Histopathologische Veranderun- Gewebeintegritdt (Reaktionen
- . Fische: Kiemengewebe und destruktive Veranderungen | ABW, OW | Triebskorn et al. (2008)
gen in der Kieme .
o im Gewebe)
Gewebetoxizitat - - -
Histopathologische Veréanderun- . Gewebeintegritat (Reaktionen .
Fische: Lebergewebe und destruktive Veranderungen | ABW, OW | Triebskorn et al. (2008)

gen in der Leber

im Gewebe)
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Endpunkt

maogliche

Test auf Testname Testmaterial (gemessener Parameter) Testmatrix Methode
Histopathologische Veranderun- Gewebeintegritat (Reaktionen
P 9 Fische: Nierengewebe und destruktive Veranderungen | ABW, OW | Triebskorn et al. (2008)
gen in der Niere .
o im Gewebe)
Gewebetoxizitat Geweber At (Reak
. . . i ewebeintegritat (Reaktionen
Hlst(_)pathologlsche Veranderun Fische: Gonadengewebe und destruktive Veranderungen | ABW, OW | Triebskorn et al. (2008)
gen in den Gonaden .
im Gewebe)
Wirkung von . . Fische: Leber; Muscheln: ganze Tiere, . . . OSPAR Commission
Metallen Metallothioneine Kiemen Metallothioneininduktion oW, ABW (2007)

ABW: Abwasser, OW: Oberflachenwasser




4 Empfehlungen fur die Durchfliihrung eines investigativen
und effektbasierten Spurenstoffmonitorings

Auf Grundlage der recherchierten Informationen zur Eignung der etablierten, gesetzlich ver-
ankerten EU-WRRL-Metrics sowie von effektbasierten Methoden zum Nachweis von Spuren-
stoffen werden nachfolgend Vorschlage und Empfehlungen fur Aufbau, Planung und Durch-
fuhrung eines anlassbezogenen, investigativen und effektbasierten Spurenstoffmonitorings
dargestellt. Allerdings ist stets zu bericksichtigen, dass die nachfolgend vorgeschlagene
»Toolbox“ (Kap. 4.3) nicht starr, sondern an die jeweiligen Vor-Ort-Bedingungen adaptierbar
ist. Wenn z. B. der Verdacht besteht, dass bestimmte Stoffgruppen urséchlich fir Belastungen
in bestimmten Szenarien verantwortlich sein kénnten, kénnen entsprechende Methoden auch
in ein Untersuchungsprogramm zusétzlich integriert werden, auch wenn sie unter den hier for-
mulierten Empfehlungen fiir diese Szenarien (s. Kap. 4.3.) nicht explizit genannt sind.

Zur Ableitung von bestimmten ©kologischen Indizes, die durch Fokussierung auf spuren-
stoffsensitive Arten indikativ flr bestimmte Spurenstoffgruppen sind, , &hnlich wie der SPEAR-
pesticides-INdeXx (Liess et al., 2005; 2008), ist nach Einschatzung der Autorinnen dieses Berichts
ein effektbasiertes Spurenstoffmonitoring hilfreich. Hierzu ist notwendig, dass im Rahmen des
vorgeschlagenen Monitoringkonzepts zunachst in einem ersten Schritt (,Basis-Check") an den
ausgewahlten Gewassern Einflussfaktoren, wie Saprobie, Versauerung, mangelnde Sauer-
stoffversorgung, durch z. B. von Ammoniak oder Nitrit ausgeloste unspezifische Toxizitat oder
die Gewasserstruktur als determinierende Einflussfaktoren ausgeschlossen werden, damit fir
die bestehenden Defizite in der Biozénose gepruft werden kann, ob sie spezifisch auf die Wir-
kungen von Spurenstoffen bezogen werden kénnen.

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht tiber die aus dieser umfassenden Literaturstudie erarbeitete
Empfehlung fir ein modular aufgebautes, integratives und effektbasiertes Monitoringkonzept
zur Erfassung von Spurenstoffwirkungen in kleinen und mittleren FlieBgewdassern. In den
nachfolgenden Kapiteln werden die Einzelschritte spezifiziert und das Vorgehen anhand von
Fallbeispielen prazisiert.




1. Beschaffung vorhandener Informationen

2. Vor-Ort-Begehungen
+ Festlegung der maglichen Einflussgréfien
+ Festlegung der Probestellen
Schritt1 - + Festlegung der Probenahmezeitpunkte
Voruntersuchung » Festlegung der zu untersuchenden Biokomponenten
(s- Kap. 4.1) + Festlegung passives/aktives Monitoring

3. Basis-Check zum Ausschluss von Nicht-Spurenstoffwirkungen
» Limnochemische Charakterisierung der Probestellen
» Untersuchungen des Makrozoobenthos anhand ausgewahlter Metrics
+ Durchfiihrung von Biotests zur Ermittlung starker unspezifischer Toxizitat

]

Kein Nachweis von Einschrankungen bei den untersuchten Metrics
oder drastischertoxischer Effekte

- =

-
Empfohlener Untersuchungsumfang:
» Zwei Probenahmen (Frihsommer, Herbst), ggf. eine weitere nach einem
Starkregenereignis
+ 4 -5 Probestellen (davon 1 — 2 Referenzstellen)
+ Parallel: Entnahme von Rickstellproben fur mdgliche spatere chemische Analytik

Schritt2 —

Hauptuntersuchung Empfohlene Untersuchungen:
(s- Kap. 4.2) + Limnochemische Charakterisierung der Probestellen
+ Untersuchungen des Makrozoobenthos (MZB) und der Fische anhand ausgewahlter
Metrics
+ Durchfiihrung von Biotests fiir spezifische und allgemein toxische
Spurenstoffwirkungen
+ Biomarker firspezifische Schadstoffwirkungen und Gesundheitsmarker

1

Optional zur einzelstoffspezifischen Ursachenfindung
Schritt3 (optional)— QST

Chemische Analytik Kombination aus Non-Target- und Target-Analytik zur gezielten und stoffspezifischen
(s. Kap. 5) Ursachenfindung

Abbildung 1: Schematische Ubersicht tiber das Monitoringkonzept

4.1 Voruntersuchung

4.1.1 Beschaffung vorhandener Informationen

Informationen zur Vor-Ort-Situation werden zusammengestellt und mégliche Eintragsquellen
von Spurenstoffen ermittelt. Bereits vorhandene Untersuchungsergebnisse inklusive che-
misch-analytische Daten (z. B. aus dem Monitoring der EU-WRRL) werden beschafft. Hierfur
kénnen ggf. Behorden kontaktiert werden.

4.1.2 Vor-Ort-Begehungen

Festlegung der méglichen Einflussgréi3en

Punktquellen: Direkt- und Indirekteinleiter (kommunale Klaranlagen, Gewerbe, Industrie) so-
wie Ablaufe aus RUB, RKB und RU sind zu lokalisieren. Moglichkeiten der Einleitung spezifi-
scher Stoffe durch Indirekteinleiter sind zu erfragen. Im Zusammenhang mit Mischwasserent-
lastungen soll der Ausbaugrad ermittelt und das Entlastungsverhalten (Haufigkeit und zeitliche




Dauer der RUB-Entlastungen) in trockenen und feuchten Jahren ausgewertet und in Bezie-
hung zum mittleren Niedrigwasserabfluss des Gewassers (MNQ) gesetzt werden. Hinsichtlich
des Einflusses der StralRenentwasserung sollte abgeklart werden, inwieweit von grof3eren
StralBen (Bundesstral3e, Autobahn) Direkteinleitungen erfolgen.

Diffuse Eintrage: Im Zusammenhang mit méglichen Eintrdgen aus der Landwirtschaft ist ab-
zuklaren, welche Nutzpflanzen angebaut werden, ob Tierhaltung stattfindet, ob und wann
Gulle ausgebracht wird und welche Pestizide oder Veterinarpharmaka zum Einsatz kommen
(ggf. durch Befragung von Landwirten oder Raiffeisenmarkten). Sonderkulturen (Intensiv-Obs-
tanbau, Weinbau, etc.) spielen hier eine wichtige Rolle. Des Weiteren ist der mdgliche Eintrag
Uber den Sickerwasserpfad (Drainagen) und Oberflacheneinschwemmungen (Hangneigung,
ausreichende Gewasserrandstreifen als Puffer, etc.) aus Deponien oder Altlasten abzuklaren.

Festlegung der Probestellen

Unter Berucksichtigung der moglichen Einflussgrof3en ist zu entscheiden, wie viele und welche
Probestellen notwendig sind, um (a) stoffspezifische Effekte von solchen der Gewasserstruktur
oder (b) Eintrdge aus Punktquellen von diffusen Eintrdgen trennen zu kdnnen. Messstellen
des operativen Monitorings gemafl WRRL sollten, falls im Untersuchungsgebiet vorhanden, in
das Monitoring einbezogen werden.

Bei der Auswahl der Probestellen ist darauf zu achten, dass die abiotischen Parameter, v. a.
die Stromungs- und Substratdiversitat, zwischen den einzelnen Stellen, die fur die Bewertung
einer Untersuchungsstelle im Gewasser herangezogen werden, (mdglichst) nicht erheblich
abweichen, damit potenziell nachweisbare Unterschiede in den Konsequenzen der stofflichen
Gewasserbelastung nicht von Effekten durch Strukturunterschiede tberdeckt werden. Zudem
sollten immer mindestens eine, besser zwei anthropogen unbeeinflusste bzw. zumindest von
der in Verdacht stehenden Belastungsquelle unbeeinflusste Referenzstelle mit beprobt wer-
den, die sich im Gewasser oberhalb des Siedlungsgebietes befindet und vergleichbare mor-
phologische Bedingungen wie die Untersuchungsstelle(n) aufweist.

Empfohlen werden insgesamt mindestens 4 — 5 Probestellen fir den zu untersuchenden Ge-
wasserabschnitt, die oberhalb und unterhalb méglicher Eintragsquellen liegen.

Festlegung der Probenahmezeitpunkte und Methoden der Probenahme

Die erste Probenahme (Basischeck; s. nachfolgende Beschreibung der Vorgehensweise)
sollte im Fruhjahr bzw. Frihsommer bei mindestens mittlerem Niedrigwasserstand (MNQ) als
~Worst-case-Szenario® durchgefiihrt werden. Nach Auswertung der Ergebnisse folgt im Rah-
men der Hauptuntersuchung noch jeweils eine weitere Probenahme im Sommer und im Herbst
ebenfalls bei Niedrigwasser, sowie nach einem Starkregenereignis, wenn RU und RUB im
Fokus stehen, um die hydraulische und jahreszeitliche Dynamik der Belastungssituation zu
erfassen. Die Probenahme von Wasser- und Sedimentproben soll nach LAWA (2018) erfol-
gen. Fur Wasser sind Sammelproben (24 h-Mischproben oder Mischungen aus 5 Stichproben,
s. Triebskorn, 2020) einzelnen Stichproben vorzuziehen.

Festlegung der zu untersuchenden biologischen Qualitatskomponenten und Me-
thoden der Probenahme

Es ist zu Beginn der Studie auch zu entscheiden, welche Art(en) im Zentrum des Interesses
steht/stehen. An diese Fragestellung muss die Probenahmestrategie angepasst werden. Die
Probenahme fur Biomarkeruntersuchungen sollte fir Fische gemaf VDI (2018) und fur Wir-
bellose nach VDI (2022) erfolgen. Metrics zum Makrozoobenthos werden nach Perlodes und
Daten zu Makrophyten und Phytoplankton nach PHYLIB erhoben.




Entscheidung, ob nur ein passives oder auch ein aktives Monitoring durchge-
fuhrt werden soll

Je nach Fragestellung bzw. vor-Ort-Situation kébnnen die Probenahmen (passives Monito-
ring) durch ein aktives Monitoring erganzt werden. Die Kombination beider Monitoringstrate-
gien erlaubt es, mogliche Adaptions- und erfolgte Selektionsprozesse innerhalb der abun-
danten Populationen aufzudecken. Dies ware dann der Fall, wenn die im aktiven Monitoring
eingesetzten (primar unbelasteten) Tiere starkere Reaktionen als die im Gewasser lebenden
Organismen zeigen. Vor- und Nachteile der beiden Monitoringarten sind in VDI 4230 Blatt 5
beschrieben (Tabelle 7). Zu beachten ist, dass das aktive Monitoring mit Fischen einen Tier-
versuch darstellt, der entsprechend beantragt werden und fir den eine Genehmigung vorlie-
gen muss.

Tabelle 7: Passives und aktives Monitoring: Vor- und Nachteile nach VDI 4230 Blatt 5

Vorteile Nachteile

Passives « integrative Erfassung aller Stressoren » integrative Erfassung aller Stressoren, deshalb Riick-
Monitoring « kein Halterungsstress, relativ geringer Stress schllisse auf einzelne Faktoren schwierig
durch (Zwischen-)Hélterung und Entnahme * _Vorgeschichte" der Tiere unbekannt
(Elektrobefischung, Netzfang) + hohe Variabilitat (z.B. durch unterschiedliches Alter,
* hohe Umweltrelevanz der Ergebnisse Geschlechtsreife)
» oft zu geringe Tierzahl fir statistisch abgesicherte Aussa-
gen

* Probenahmen zum Teil witterungsabhéngig

* gegebenenfalls Reduzierung natlrlicher Bestédnde (bei
mehrfacher Befischung)

Aktives * homogenes Probenkollekiiv als Versuchstiere, * gegebenenfalls Halterungsstress (besonders mit
Monitoring dadurch geringere Variabilitat Expositionskafigen); besser FlieBgewéasserbypdsse (siehe
« genigend groBe Tierzahl moglich Abschnitt 2)
« experimenteller Zugang maglich: Minimierung * hoher Investitions- und Wartungsaufwand
des Einflusses externer Stressoren (z.B. » FlieBgewésserbypésse: Vorhandensein geeigneter ortli-
Gleichschaltung von Temperatur, Sedimentfal- cher Rahmenbedingungen als Voraussetzung
len) + geringere Umweltrelevanz der Ergebnisse
* bessere Korrelation Ursache — Wirkung » héherer Aufwand fiir die Genehmigung des Tierversuchs

4.1.3 Basis-Check zum Ausschluss von Nicht-Spurenstoffwirkungen

Zum Ausschluss von Nicht-Spurenstoffwirkungen wird im Rahmen des ,Basis-Checks* eine
Probenahme im Frihjahr bzw. Frihsommer bei Niedrigwasser an vier bis finf zuvor festge-
legten Probestellen durchgefiihrt. Wenn die Auswirkungen punktférmiger Einleitungen (KA,
RUB) zu beurteilen sind, sind eine bis zwei oberstromige, von der in Verdacht stehenden Be-
lastungsquelle unbeeinflusste Referenzstellen mit vergleichbaren morphologischen Bedingun-
gen als Vergleichsbasis zur Bewertung heranzuziehen.

Durch die anschlieRenden Untersuchungen soll die Dominanz von Einflussgrof3en anderer
Natur als Spurenstoffe ausgeschlossen und sehr starke, unspezifisch toxische Einflisse (z. B.
Metall- oder Stickstoffbelastungen) erkannt werden.

Durchgefiihrt werden folgende Untersuchungen:

1. Limnochemische Charakterisierung der Probestellen (Stickstoffverbindungen, Phosphor-
verbindungen, Leitfahigkeit, pH, Temperatur, BSBs, Sauerstoff, etc.)

Unter den chemisch-physikalischen Einflussfaktoren haben Ammonium bzw. Ammoniak
als Schadfaktoren fir die Biozénose eine grof3e Bedeutung. Neben chemischen Analysen
sollten beim Vorliegen einer Klaranlageneinleitung die Ammoniumkonzentrationen des-
halb auch im Klaranlagenablauf tberprift und zum mittleren Niedrigwasserabfluss des




Gewassers in Beziehung gesetzt werden. In Verbindung mit dem pH-Wert und der Tem-
peratur der Abwasserprobe kann auf der Basis der NH4-N-Konzentration im Gewésser
immissionsseitig das Auftreten toxischer Ammoniakkonzentrationen abgeschéatzt werden.

2. Untersuchungen des Makrozoobenthos: Beprobung nach Perlodes; Metrics zum Aus-
schluss von anderen Faktoren als Spurenstoffen.

In der Auswertung durch ASTERICS sollten in erster Linie folgende Metrics bertcksichtigt
werden:

= Saprobienindex, um die Relevanz der biologisch leicht abbaubaren organischen Be-
lastung zu ermitteln.

= Sauerstoffversorgungsstufe anhand der Bioindikatortaxa Ecdyonurus spp. (Hep-
tageniidae) als Vertreter der Eintagsfliegen, Plecoptera (Steinfliegen) und Elmidae (Ha-
kenkéfer).

= Versauerungsgrad (Saureklasse) (hier auch Diatomeen-Modul ,Versauerungszeiger*
(PHYLIB) berticksichtigen).

= Fauna-Index zur Ermittlung des Anteils der Referenzarten des entsprechenden Ge-
wassertyps an der Biozdnose der jeweiligen Untersuchungsstelle.

3. Biotests fir starke Toxizitat

Wasser- und Sedimentproben werden entnommen und mit in vivo-Biotests auf starke to-
xische Effekte hin untersucht. Diese Biotests kdnnen zwar auch auf Spurenstoffe reagie-
ren, dies allerdings nur dann, wenn sie in sehr hohen Konzentrationen vorliegen. Hierfir
kommen in vivo Tests mit Reprasentanten verschiedener trophischer Ebenen zum Ein-
satz, die die Bewertung von Freiwasser und Sedimentqualitat erlauben. Empfohlen wer-
den folgende akute Toxizitatstests:

= Der Algen-Wachstumshemmtest nach DIN EN 1SO 8692:2012 mit Wasser.

= Der Daphnia magna Akuttest nach DIN EN I1SO 6341:2013 bzw. OECD 202 mit Was-
ser.

= Der akute Fisch-Embryotest nach DIN EN ISO 15088:2008 bzw. OECD 236 (mit Was-
ser und Sediment).

= Der akute Toxizitatstest mit Zuckmucken in Anlehnung an OECD 235 (mit Wasser und
Sediment).

4. Sonstiges

Steinunterseiten sollten auf das Vorhandensein bzw. den Grad von Schwarzfarbungen
durch Eisensulfide und Faulschlammablagerungen untersucht werden.

Wenn durch diesen Basischeck keine Einschrankungen bezuglich der untersuchten Metrics
und keine drastischen toxischen Effekte hachweisbar sind, ist es wenig wahrscheinlich, dass
vorhandene Defizite im qualitativen und quantitativen Artenbestand auf akute stoffliche Belas-
tung zurtickzufuhren sind. Es kann tberdies davon ausgegangen werden, dass die Auswir-
kungen von Spurenstoffen durch o. g. Gewasserparameter nicht stark beeinflusst werden, so
dass der Fokus beim weiteren Vorgehen auf Spurenstoffwirkungen gerichtet werden kann.
Wirden nur die unter Punkt 1 und 2 genannten Untersuchungen keine Hinweise auf Nicht-
Spurenstoff-Belastungen liefern, bestimmte Biotests aber deutlich reagieren, lage die Vermu-
tung nahe, dass bestimmte Spurenstoffe (z. B. Pestizide) in sehr hohen Konzentrationen im
Gewasser vorhanden sein kdnnten. Die weitergehenden Untersuchungen kdnnen dann in Ab-
hangigkeit vom Antwortmuster der Biotests ausgerichtet werden.




4.2 Hauptuntersuchung (effektbasiertes Spurenstoffmonitoring)

Basierend auf den Ergebnissen des Basis-Checks werden in dieser Phase Indikatoren unter-
sucht, durch die einerseits spurenstoffliche Ursachen fir Defizite detektiert und andererseits
die negativen Auswirkungen der stofflichen Belastung auf den Gesundheitszustand von im
Okosystem lebenden Organismen naher charakterisiert werden sollen.

Empfohlen werden in jedem Fall zwei Probenahmen, je eine im Frihsommer und eine im
Herbst nach langerer Niedrigwasserphase. Wenn Eintrage aus RUB oder RU im Verdacht
stehen, ist eine weitere Probenahme nach einem Starkregenereignis (mit Entlastung des
RUB/RU) notwendig.

Empfohlen werden auRerdem, entsprechend der in Kap. 4.1.2 dargestellten Voraussetzungen,
4 - 5 Probestellen, von denen mindestens eine, besser zwei als Referenz dienen sollen. An
allen Stellen sollten neben den jeweiligen Organismen das Oberflachenwasser (und wenn
mdoglich auch das Sediment) mit den vorgeschlagenen Wirkpotentialtests untersucht werden.
Stehen Klaranlagen im Fokus, sollten auch Abwasserproben entnommen und mit den vorge-
schlagenen Tests auf potenziell zu erwartende Wirkungen hin untersucht werden.

Parallel zu den Proben fur Biotests sollen Ruickstellproben fur mogliche spéatere chemische
Analysen entnommen und entsprechend konserviert werden.

Folgende Untersuchungen werden vorgeschlagen:
1. Limnochemische Charakterisierung der Probestellen (s. Punkt 4.1.3)

2. Untersuchungen des Makrozoobenthos (MZB) und der Fische: Beprobung nach Per-
lodes fur das MZB und Fische, wenn mdglich, entsprechend dem fischbasierten Bewer-
tungs-System fir FlieRgewasser — fiBS.

In der Auswertung durch ASTERICS sollten nun in erster Linie Metrics untersucht werden,
die vorzugsweise Spurenstoffwirkungen indizieren:

= Sensitive Taxa: Hierbei kommt es nicht nur auf das Vorhandensein oder das Fehlen
sensibler Arten an, sondern auch auf quantitative Veranderungen in der Abundanz
dieser Arten (Besiedlungsdichte). Zum Vergleich mehrerer Untersuchungsstellen ist
das prozentuale Verhéltnis von sensitiven zu insensitiven Arten auf Basis der Haufig-
keitsklassen sinnvoll. Die Austria-Liste (Moog & Hartmann, 2017) der sensitiven Arten
sollte dazu fur die verschiedenen Gewassertypen in Deutschland Uberprift und ge-
gebenenfalls ergénzt werden. Sobald weitere Erkenntnisse zur Empfindlichkeit bzw.
Toxizitat einzelner Taxa des MZB hinsichtlich bestimmter Gruppen oder einzelnen
Spurenstoffen vorliegen, sollten diese in die Gruppe der sensitiven Taxa mitaufge-
nommen werden.

= Die Bestimmung des SPEARpesiicides-INndex kann zumindest bei kleineren Flie3gewas-
sern Hinweise auf die Prasenz von Pestiziden geben. Am sichersten ist dieser Befund
bei einer Aufnahme innerhalb der Ausbringungsperiode von Pestiziden. Der Index
sollte ggf. fir die verschiedenen Belastungsszenarien entsprechend Ganatra et al.
(2021) modifiziert werden.

3. Biotests fur spezifische und allgemein toxische Spurenstoffwirkungen
In Wasser- und Sedimentproben werden Wirkpotentiale bestimmter Spurenstoffgruppen
untersucht. Zusatzlich werden Biotests eingesetzt, die Wirkpotentiale flir unspezifische
Wirkendpunkte, wie z. B. oxidativen Stress, indizieren kdnnen, durch welche Organismen
subletal in ihrer Resilienz negativ beeinflusst werden kénnen.




4. Biomarker fur spezifische Schadstoffwirkungen und Gesundheitsmarker
Biomarker und Gesundheitsmarker sollen an Organismen (v. a. Gammariden und abun-
danten Fischen, v. a. Bachforellen) durchgefiihrt werden, die im Rahmen der unter Punkt 2
beschriebenen Untersuchungen dem Gewasser entnommen wurden.

4.3 Werkzeugkasten fur ein anlassbezogenes, gewéasserspezifisches
und effektbasiertes Spurenstoffmonitoring

Fur sechs verschiedene Vor-Ort-Szenarien (mit dominanter Beeinflussung durch die haufigen
Belastungsquellen Landwirtschaft, Industrie, Klaranlagen sowie Misch- oder Niederschlags-
wassereinleitungen, Krankenh&user, Stra3enentwéasserung von grof3en Strafl3en oder im Be-
reich von RenaturierungsmalRnahmen bzw. Naturschutzgebieten) wird jeweils eine gestaffelte,
dreistufige Toolbox zum effektbasierten Spurenstoffmonitoring vorgeschlagen. Je nach Vor-
Ort-Situation und vor allem in Abhangigkeit von der zur Verfigung stehenden Ausstattung der
Analyselabors, kdnnen die empfohlen Tests durch andere Assays, die vergleichbare Wirkme-
chanismen abdecken, ausgetauscht werden. Auch fur den Fall, dass Defizite nur bei ganz
bestimmten Taxa aufgetreten sind, kénnen die nachfolgend vorgeschlagenen Methodenpalet-
ten entsprechend auf Wirkmechanismen bei diesen Taxa angepasst werden.

Ein ,kleines Paket® enthalt hierbei jeweils eine Basispalette an Tests zur Eingrenzung maogli-
cher Spurenstoffwirkungen. Mit dem ,mittleren Paket* kénnen Spurenstoffwirkungen mit gro-
RBerer Genauigkeit identifiziert und ihre Relevanz fiur die Gewdasserorganismen eingeschéatzt
werden. Eine optimale Palette an Tests enthalt das ,grofl3e Paket®, das in der Regel aufwandi-
gere Untersuchungen in vivo, vor allem auch mit Fischen enthalt. Stehen Arzneimittelwirkun-
gen im Fokus, wird die Integration von Untersuchungen an Fischen in die Testpalette bereits
zu einem frihen Zeitpunkt empfohlen. Hierfur missen allerdings zunachst tierschutzrechtliche
Voraussetzungen erfillt sein.

Die Empfehlungen basieren auf den in den unter Anlage 1 aufgefiihrten Tabellen genannten
Eigenschaften der Tests sowie auf persdnlichen Erfahrungen der beiden Autorinnen im Rah-
men durchgefihrter Forschungsprojekte.

Die Empfehlungen sind in Tabelle 8 und




Tabelle 9 zusammengefasst.

4.3.1 Szenario 1: Gebiete mit Einfluss von Landwirtschaft

Gewasser, die durch landwirtschaftlich intensiv genutzte Gebiete flieRen, kdnnen, v. a. dann,
wenn Vorschriften fur Gewasserrandstreifen nicht eingehalten werden, tber Abdrift nach Re-
gen oder Uber Lufteintrage wahrend der Applikation diffus mit Pflanzenschutzmitteln belastet
werden. Der fur dieses Szenario empfohlene Werkzeugkasten enthélt Wirkpotentialtests, Bio-
marker und Metrics, die neurotoxische Wirkungen von v. a. Insektiziden, phytotoxische Wir-
kungen von v. a. Herbiziden, mégliche hormonelle Wirkungen, die Populationsstrukturen ver-
andern und zytotoxische Wirkungen, welche in vitro-Tests generell negativ beeinflussen. Im
grol3en Paket sind zudem histologische Diagnosen integriert, die den Gesundheitszustand im
Gewaésser vorhandener Organismen erfassen und darstellen kénnen.

4.3.2 Szenario 2: Gebiete mit Einfluss von Industrie

Kommen als Ursache fir biozénotische Defizite mégliche Indirekteinleitungen aus der Indust-
rie in Frage, stehen vor allem solche Wirkungen im Vordergrund, die fir die moglicherweise
eingeleiteten Stoffe zu erwarten wéren, falls diese bekannt sind. Von genereller Bedeutung
sind jedoch im Zusammenhang mit Abwéssern, die Gber Industrie beeinflusst werden, vor al-
lem gentoxische Effekte und dioxindhnliche Wirkungen, die auf Entgiftungsaktivitaten fir be-
stimmte Stoffgruppen hinweisen. Hormonelle und zytotoxische Effekte sollen aus den o. g.
Griinden betrachtet werden.

4.3.3 Szenario 3: Gebiete im Siedlungsraum

Da uber Klaranlagen und RUB komplexe Stoffgemische mit sehr unterschiedlichen Wirkmog-
lichkeiten in Gewasser eingeleitet werden, enthélt dieses Szenario ein grofReres Spektrum an
empfohlenen Tests als die Ubrigen Szenarien. Viele der Methoden haben sich u. a. auch im
Rahmen der von den Autorinnen dieser Studie durchgeflihrten Projekte als sinnvoll erwie-
sen, um Effekte der Spurenstoffentnahme lber weitergehende Abwasserreinigung zu zei-
gen. Vor diesem Hintergrund sollen im Zusammenhang mit Abwasser- und Mischwasserein-
leitungen besonders auch 6kotoxikologische Arzneimittelwirkungen, Parameter fur oxidativen
Stress und die Reproduktionstoxizitat, betrachtet werden.

Untersuchungen mit Fischen werden hier bereits im mittleren Paket empfohlen, da, wie in
Kap. 3.3 beschrieben, Fische als Wirbeltiere besonders sensitive Indikatoren fir Medikamen-
tenwirkungen darstellen. Obgleich bekannt ist, dass auch Pflanzenschutzmittel zu gewissen
Anteilen Uber Klaranlagen eingetragen werden, wird bei diesem Szenario nicht auf solche fo-
kussiert. Klaranlagen sind zwar mégliche Eintragsquellen von Pestiziden, aber nicht die Haupt-
guellen. Wollte man in allen Szenarien alle mdglichen Ursachen abbilden, wére stets eine &u-
Rerst umfangreiche Palette an Tests notig. Besteht allerdings ein Verdacht, dass Pflanzen-
schutzmittel am Wirkungsspektrum beteiligt sind, konnen im Szenario 1 empfohlene Tests zu-
satzlich integriert werden.




4.3.4 Szenario 4;: Gebiete mit Einfluss von Krankenh&ausern als Indirekteinleiter

In diesem Szenario wird vor allem auf Effekte fokussiert, die im Zusammenhang mit Arznei-
mittelwirkungen stehen. Die empfohlene Palette entspricht damit zum Teil der fur den Sied-
lungsraum empfohlenen Testbatterie.

4.35 Szenario 5: Gebiete mit Einfluss von StraRenverkehr

Liegt der Gewasserabschnitt, fiir den ein Defizit beobachtet wurde, im Bereich von Einleitun-
gen aus Regenklarbecken oder StraRenabldufen ohne Einfluss von anderen Quellen, kann
vermutet werden, dass Reifen- und Stral3enabrieb sowie, v. a. im Winter, Streusalz fur mogli-
che Schadwirkungen verantwortlich sein kdnnen. Die empfohlenen Tests beziehen sich auf
Effekte, die durch Inhaltsstoffe von Reifen- und StraRenabrieb (z. B. PAH, Metalle) hervorge-
rufen werden kénnen. Uber Tests zu oxidativem Stress und zur Reproduktionstoxizitat kénnen
Aussagen zur generellen toxischen Wirkung solcher Stoffe gemacht werden.

4.3.6 Szenario 6: Gebiete in renaturierten Gewasserbereichen bzw. Natur-
schutzgebieten

Treten trotz erfolgter Renaturierungsmafinahmen in bestimmten Gewasserabschnitten Defi-

zite auf, deren moégliche Ursachen unbekannt sind, kann dies méglicherweise an Stoffeintra-
gen liegen, die diffus oder z. B. Uber Klaranlagen stromaufwarts erfolgt sind. Wenn beispiels-
weise Stillwasserbereiche in der Folge von Renaturierungsmafinahmen geschaffen werden,

kénnen in diesen Bereichen oberhalb eingetragene Stoffe an Feinsedimente binden und un-

ter bestimmten Bedingungen wieder freigesetzt werden.

Die fur dieses Szenario empfohlene Methodenpalette betrachtet sowohl mégliche Wirkungen
von Pflanzenschutzmitteln als auch von eingetragenen Stoffen aus Punktquellen, die fir In-
stabilitat von Populationen verantwortlich sein kénnen.




Tabelle 8: Werkzeugkasten fir ein effektbasiertes Spurenstoffmonitoring in Gebieten mit Einfluss von Landwirtschaft oder Industrie sowie im Siedlungsraum

Kleines Paket (Minimalpalette): Rot fett
Mittleres Paket: Rot fett + Schwarz fett

GrolRes Paket (Optimale Palette): Rot fett + Schwarz fett + schwarz

Vorort-Situation Mogliche Mogliche Empfohlene Wirkpotentialtests Empfohlene Biomarker Metrics / sensitive
Belastungsquellen | Wirkmechanismen TAXA
Landwirtschaft Run-off Landwirtschaft Neurotoxizitat Acetylcholinesterase-Hemmtest Acetylcholinesterase-, Carboyxlesterase-Hemmung
Nekrose-P1-Test (Fischhirn, Gammariden in toto)
Phytotoxizitat Myriophyllum spicatum Toxizitatstest (Wasser, Sediment) Spear-Index

oder alternativ
Lemna sp. Wachstumshemmtest (Wasser)

Hormonelle Wirkungen

YES / YAES ((anti)dstrogene Wirkung)
ERa-CALUX ((anti)-6strogene Wirkung)

Fekunditdt und Geschlechterverhaltnis (Gammariden)
Vitellogenin-Synthese (Fisch: Blut, Leber)
Histologie Gonaden (Fisch)

Sensitive/EPT Taxa
Gammariden
Diatomeen

Industrie

Direkteinleiter Industrie,
Run-off von Flachen
(Materiallager)

Genotoxizitat

Ames-Fluktuationstest
Mikrokerntest
umuC Test

Mikrokerntest (Fischblut)

Dioxindhnliche Toxizitat

AhR-CALUX
EROD-Assay in vitro

EROD Aktivitat (Fischleber)

Hormonelle Wirkungen

YES / YAES ((anti)ostrogene Wirkung)
ERa-CALUX ((anti)-6strogene Wirkung)

Fekunditdt und Geschlechterverhaltnis (Gammariden)
Vitellogenin-Synthese (Fisch: Blut, Leber)
Histologie Gonaden (Fisch)

Gewebetoxizitat /
Cytotoxizitat

CellTiter-Glo® 2.0

Histopathologie (Fisch: Leber, Kieme, Niere)

Sensitive/EPT Taxa
Gammariden
Fischfauna/Salmoniden

Siedlungsraum

Klaranlagen, RUB

Gewebetoxizitat /
Cytotoxizitat

CellTiter-Glo® 2.0

Histopathologie (Fisch: Leber, Kieme, Niere)

Spez. Arzneimittelwirkungen

NSAID Biosensor ( Schmerzmittel)
Biosensor: b1-Adrenozeptor (Betablocker)

Fish Prostaglandin E2-Assay (Fisch: Blut)

Hormonelle Wirkungen

YES / YAES ((anti)éstrogene Wirkung)
ERa-CALUX ((anti)-éstrogene Wirkung)

Vitellogenin-Synthese (Fisch: Blut, Leber)
Histologie Gonaden (Fisch)
Fekunditdt und Geschlechterverhaltnis (Gammariden)

Dioxindhnliche Toxizitat

AhR-CALUX,
EROD-Assay in vitro

EROD Aktivitat (Fischleber)

Genotoxizitat

Ames-Fluktuationstest
Mikrokerntest
umuC Test

Mikrokerntest (Fischblut)

Oxidativer Stress

Nachweis von Oxiradikalen mit DCFHDA

Glutathion-S- Transferase, Superoxiddismutase,
Lipidperoxidation (Fisch, Gammariden)

Reproduktionstoxizitat

Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum (Wasser)
Fish Early Life Stage Test (Wasser, Sediment)
Lumbriculus variegatus - Toxizitatstest (Sediment)

Spear-Index
Sensitive/EPT Taxa
Gammariden
Fischfauna/Salmoniden
Diatomeen




Tabelle 9: Werkzeugkasten fir ein effektbasiertes Spurenstoffmonitoring in Gebieten mit Einfluss von Krankenhausern, StraRenverkehr sowie in renaturierten Gewasserbereichen bzw. Naturschutzgebieten

Kleines Paket (Minimalpalette): Rot fett
Mittleres Paket: Rot fett + Schwarz fett

GrolRes Paket (Optimale Palette): Rot fett + Schwarz fett + schwarz

Vorort-Situation

Mogliche
Belastungsquellen

Mogliche
Wirkmechanismen

Empfohlene Wirkpotentialtests

Empfohlene Biomarker

Metrics / sensitive
TAXA

Stark befahrene Straen

Regenklarbecken, Strallen-

Dioxinahnliche Toxizitat

AhR-CALUX EROD-

EROD Aktivitat (Fisch: Leber)

RenaturierungsmafBnahme

ERa-CALUX ((anti)-éstrogene Wirkung)

Histologie Gonaden (Fisch) Fekunditat und
Geschlechterverhiltnis (Gammariden)

Neurotoxizitat

Acetylcholinesterase-Hemmtest
Nekrose-P1-Test

Acetylcholinesterase-, Carboyxlesterase-Hemmung
(Fischhirn, Gammariden in toto)

Phytotoxizitat

Myriophyllum spicatum Toxizitatstest (Wasser, Sediment)
oder alternativ
Lemna sp. Wachstumshemmtest (Wasser)

Hormonelle Wirkungen

YES / YAES ((anti)éstrogene Wirkung)
ERa-CALUX ((anti)-éstrogene Wirkung)

Fekunditdt und Geschlechterverhiltnis (Gammariden)
Vitellogenin-Synthese (Fisch: Blut, Leber)
Histologie Gonaden (Fisch)

Reproduktionstoxizitat

Fish Early Life Stage Test (Wasser, Sediment)
Lumbriculus variegatus - Toxizitatstest (Sediment)
Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum
(Wasser)

Gewebetoxizitat /
Cytotoxizitat

CellTiter-Glo® 2.0

Histopathologie (Fisch: Leber, Kieme, Niere)

Runoff Assay in vitro

Genotoxizitat Ames-Fluktuationstest Mikrokerntest (Fisch: Blut)
Mikrokerntest Sensitive/EPT Taxa Spear-
umuC Test Index Gammariden

Reproduktionstoxizitat Lumbriculus variegatus - Toxizitatstest (Sediment) Fischfauna/Salmoniden
Chironomus riparius (Wasser und Sediment)

Oxidativer Stress Oxidativer Stress durch Nachweis von ROS mit DCFHDA Glutathion-S- Transferase, Superoxiddismutase,

Lipidperoxidation (Fisch: div. Organe; Gammariden in toto)
Naturschutzgebiet, unbekannt Hormonelle Wirkungen YES/YAES ((anti)6strogene Wirkung) Vitellogenin-Synthese (Fisch: Blut, Leber)

Sensitive/EPT Taxa
Gammariden
Fischfauna/Salmoniden




4.4 Chemische Analytik zur Ursachen-Spezifizierung fir nachgewie-
sene Spurenstoffwirkungen

Die vorgeschlagenen Empfehlungen fur die Durchfiihrung eines investigativen und effektba-
sierten Spurenstoffmonitorings haben zum Ziel, Ursachen flr auftretende Defizite im Gewas-
ser bestimmten Stoffgruppen zuordnen zu kénnen. Ohne begleitende chemisch-analytische
Untersuchungen wird eine einzelstoffspezifische Zusammenhangsanalyse in der Regel je-
doch nicht méglich sein. Bereits vorliegende chemische Messdaten im Bereich des Untersu-
chungsgebiets sollten mit Beginn der Untersuchung ausgewertet und in die Interpretation
einbezogen werden.

Falls eine gezielte und stoffspezifische Ursachenfindung gewiinscht ist, kann im Anschluss
an das Effektmonitoring gezielt innerhalb der als relevant bestimmten Stoffklassen nach den
fur die Effekte relevanten Einzelstoffen gesucht werden. Hierflr sollten wahrend der Probe-
nahmen flr das Effektmonitoring Riickstellproben entnommen, konserviert und bei Bedarf
mit einer Kombination aus Non-Target- und Target-Analytik ausgewertet werden.




5 Zusammenfassung

Unsere Gewdasserokosysteme werden durch multiple Stressoren beeinflusst. Diese beinhalten
neben strukturellen und saprobiellen Defiziten komplexe stoffliche Belastungen u. a. mit nicht
explizit in der OGewV geregelten Stoffen bzw. deren Mischungen, die in geringen Konzentra-
tionen in Oberflachengewassern nachweisbar sind und als Spurenstoffe bezeichnet werden.
In welchem Ausmal diese Spurenstoffe tatsachlich dazu beitragen, dass sehr viele unserer
FlieBgewasser nicht den Anforderungen der EU-WRRL genligen und keinen guten chemi-
schen bzw. 6kologischen Zustand aufweisen, ist derzeit nicht ausreichend bekannt.

Effektstudien bieten den Vorteil, sowohl stoffgruppenspezifische Ursachen fur Defizite zu de-
tektieren, als auch integrierend Auswirkungen der Spurenstoffmischungen inklusive nicht be-
kannter Verbindungen auf den Gesundheitszustand der im Gewasser abundanten Organis-
men charakterisieren zu kdnnen. Dies beinhaltet ebenfalls die Erfassung von Interaktionen
von Spurenstoffen mit natiirlichen Stressoren (confounding factors, z. B. Temperatur, pH-Wert
des Wassers, etc.), die fur Modulationen der Toxizitat verantwortlich sein kénnen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde der aktuelle Stand des Wissens zu mdglichen Spu-
renstoffwirkungen bei aquatischen Organismen ausgewertet, und es wurde recherchiert, wel-
che Effekt-basierten Methoden in der Literatur beschrieben sind, um solche Wirkungen nach-
zuweisen. Die gesammelten Daten wurden darauffolgend entsprechend der jeweils adressier-
ten Wirkmechanismen sortiert und tabellarisch zusammengefasst. Die so generierten Tabellen
enthalten u. a. Informationen zum Indikationsspektrum und den Untersuchungsendpunkten,
zu mdoglichen Untersuchungsmatrices sowie zum Etablierungsstatus, zur Robustheit bzw. zu
Storfaktoren, zum Zeitaufwand bei der Durchfiihrung und zur Notwendigkeit der Probenanrei-
cherung. Detaillierte Informationen zu Verfahren der Probenanreicherung sind Grummt et al.
(2017) zu entnehmen. Aus diesen umfassenden Tabellen wurde anschlie3end eine Auswahl
an generell fir ein Monitoring von Spurenstoffwirkungen geeigneten, moglichst robusten und
Uberwiegend sehr gut etablierten Tests getroffen. Darliber hinaus wurde gesondert zusam-
mengestellt, welche effektbasierten Methoden derzeit in entsprechenden Fachlaboratorien fr
spezifische Fragestellungen bereits angewendet werden.

Aufbauend auf diesen Tabellen wurde im Anschluss ein mehrstufiges Programm fir ein effekt-
basiertes Spurenstoffmonitoring in kleinen und mittleren FlieBgewassern vorgeschlagen. Hier-
bei muss zunachst in einem ersten Schritt (Basis-Check) die Dominanz von Nicht-Spurenstoff-
wirkungen ausgeschlossen werden. Fir den dann folgenden zweiten Schritt (Hauptuntersu-
chung) wurde der empfohlene Untersuchungsumfang definiert und fir sechs verschiedene
Vor-Ort-Szenarien mit dominanter Beeinflussung durch Landwirtschaft, Industrie, Klaranlagen
und Mischwasserentlastungen, Krankenhauser, grof3e Stral3en oder im Bereich von Renatu-
rierungsmafBnahmen bzw. Naturschutzgebieten jeweils eine gestaffelte, dreistufige Toolbox
zum effektbasierten Spurenstoffmonitoring vorgeschlagen. Diese enthdlt in allen Fallen eine
Kombination aus in der EU-WRRL etablierten Metrics auf biozénotischer Ebene, Biomarkern
als Gesundheitsindikatoren fiir die im Gewasser prasenten Organismen und laborbasierten
Biotests. Die vorgeschlagenen Methoden wurden bereits in zahlreichen Projekten zur Bewer-
tung der Belastung von Flie3gewéassern oder zur Beurteilung des Erfolgs der weitergehenden
Abwasserreinigungsstufe auf Klaranlagen fur die angeschlossenen Gewasser eingesetzt. Fur
die Priorisierung der jeweils empfohlenen Methoden wurden (1) die zu erwartenden Wirkme-
chanismen bzw. Wirkorte fur mogliche Spurenstoffwirkungen und die fur diese sensitiven Ar-
ten, (2) der Etablierungsgrad und die Robustheit der Methoden, (3) tierschutzrechtliche As-
pekte, (4) entstehende Kosten sowie (5) der Zeitaufwand fiir die durchzufiihrenden Analysen




bertcksichtigt. Zudem wurde der Erfahrungsschatz der Autorinnen im Zusammenhang mit
dem effektbasierten Monitoring beriicksichtigt.

Im Rahmen dieser Studie wurde somit ein innovatives Monitoringkonzept zur Differenzierung
und Erfassung von Spurenstoffwirkungen erarbeitet, das relevanten Akteuren als Instrument
zur Ursachenfindung im Rahmen von Defizitanalysen, der Ma3nahmenplanung oder auch an-
schlieRenden Erfolgskontrollen zur Verfligung gestellt werden kann.
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Anlage 1 - Ubersicht tiber Biotests und Biomarkeranalysen, die in Gewasseruntersuchungen eingesetzt werden

Anlage 1 - Tabelle 1: Biotests zur Untersuchung von Gentoxizitat

Anreicherung der

QOY1002/1B1, OY1002/2C9,
QOY1002/2D6

Teststamm und Wasser + Teststamm) muss > 140
FAU (Formazine Attenuation Units) sein;

2. Die Positivkontrolle (Kontrollansatz, Teststamm in
DMSO-H,0 und Referenzsubstanz 4NQO bzw. 2-AA)
muss eine Induktionsrate von > 2 erreichen.

stérungsarm

Komponenten

. Endpunkt mégliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand ) .
Testname Testmaterial R R Robustheit . Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
in vitro
European Commission (2014),
Bakterien: i . einfach durchfihrbar, es sollte immer eine Sterilfiltration Grummt et al. (2004),
. X . Unterschied zu Negativkontrolle: . I - .
Ames Salmonella typhimurium Genmutation standardisiert: i, . simpel, kostengtinstig, sensitiv, vorgenommen werden; bei Grummt et al. (2017),
. X K TW, OW, ABW UBA: positives Testresultat, wenn Induktionsfaktor robust . R L eventuell .
Platteninkorporations-Test | (TA98, TA100, TA1535, (Bildung von Revertanten) 1SO 16240:2005 512 4 Tage kommerzielle Testkits Abwasserproben muss zusétzlich Kienle et al. (2015), LUBW,
TA1537, TA102) Y erhaltlich Antibiotika hinzugefligt werden Mortelmans und Zeiger (2000),
Tolan et al. (2007), UBA
Vergleich mit Referenzsubstanz
Benzo[a]pyren
(fur TA100: ECjgy5=1062 pg/L;
fiir TA98: EC5=196 bg/L) Giebner et al. (2018),
(Information von B. Escher, Escher et al ., 2018) Grummt et al. (2017)
. - einfach durchfthrbar, ) ) '
Schwellenwert fir positive Befunde: 20,8% einfach durchfiihrbar, . o Kienle et al. (2015), LANUV,
i i - kostengtinstig, sensitiv, ) ’
Bakterien: ) . (Triebskorn, 2017); roboterféhig/ . ! LUBW, Reifferscheid und Grummt
Ames-Fluktuationstest Salmonella typhimurium Genmutation TW, OW, ABW standardisiert: weni Hochdurchsatz statistisch gesicherte ja (2000), Shao et al. (2019), Schmidt
TA98 TA‘Ing (Bildung von Revertanten) e 1SO 11350:2012 Vergleich mit Literaturwerten, z.B. Projekt 9 < . Salich Bewertungskriterien, J . '2017 ’ '
( ' ) SchussenAktivplus (S. typhimurium YG7108, creening moglic kommerzielle Testkits etal ( )
Giebner et al, 2018; Triebskorn, 2017): 2 Tage erhaltlich Tabrez et al. (2(_)1 .
ABW (SPE-Extrakte): Track (2916), Triebskorn (2017),
Nachklarung und Flockungsfiltration: 9,89% Informationen von B. Escher
Mutagenitat
Ozon: 25,7% Mutagenitat
Ozon/GAK: 417%
Boettcher et al. (2010),
European Commission (2014),
verschiedene etablierte Unterschied zu Negativkontrolle: urop ission { )
. .. . . . L. . . e R Grummt et al. (2017),
Zelllinien: standardisiert: (fir humane positives Testresultat, wenn mindestens i . automatisierte es sollte immer eine Sterilfiltration
. . . R . simpel/Gerat - R Grummt et al. (2018),
. HepG2 (Mensch); klastogene und aneugene Effekte und Nagetierzelllinien): Verdoppelung der Mikrokernrate im Vergleich zur Auswertung moglich, vorgenommen werden; bei . .
Mikrokerntest R . TW, OW, ABW R . robust anspruchsvoll (FACS), . . L ja Kienle et al. (2015),
CHO, V79 (Hamster); (Bildung von Mikrokernen) DIN EN ISO 21427-2:2009, spontanten Induktionssrate (Induktionsfaktor >2) 4Tage gleichzeitige Erfassung Abwasserproben muss zusatzlich LANUV, Miiller (2014)
RTG-2, RTL-W1, PLHC1 OECD 487 bzw. bei Vorliegen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung & der Zytotoxizitat Antibiotika hinzugefiigt werden ' o
(Fisch) (UBA) OSPAR Commission (2002),
Schmidt et al. (2017)
Track (2016), UBA
European Commission (2014),
verschiedene etablierte Grummt et al. (2004),
Zelllinien: i . Grummt et al. (2017),
N etabliert, aber nicht . . ; i
HepG2 (Mensch); DNA-Strangbriiche . Unterschied zu Negativkontrolle/ . . kleine Probenmenge Kienle et al. (2015),
Comet Assay . oW, ABW standardisiert: . R mittel mittel . . eventuell .,
V79, CHO (Hamster); (Schweifbildung) Singh et al. (1988) Losungsmittelkontrolle notig, schnell und sensitiv Mari¢ et al. (2020),
| .
RTG-W1, RTG-2, RTL-W1, 9 OSPAR Commission (2002),
PLHC-1 (Fisch) Srut et al. (2016), Track (2016),
Zequra et al._(2009)
Dizer et al. (2002),
Als Ergebnis gilt geringste Verdiinnungsstufe European Commission (2014),
innerhalb eines Testansatzes bei der eine Grummt et al. (2017),
Bakterien: Induktionsrate <1,5 eintritt, Grummt (2018),
Sal lla typhimuri iiltigkeitskriteri . Han et al. (2016),
Tiggj :K}qpogun:lmom TW, OW, ABW, | standardisiert: e e sensitiv, um native extreme pH-Werte, hohe JeT(r;Ieu:d éuhl ()2016)
umuC Test NM3009pNM2005; "| DNA-Schaden Sed’imen’t ! 50 13829'2060 1. Das Wachstum.der Positivkontrollen (4-NQO bzw. | el pis aufwendig, Proben zu untersuchen, Leitfahigkeiten, ungeldste Stoffe, o Kienle et al. (2015) '
' ' (Induktion der DNA-Reparatur) ) ' 2-AA) und Negativkontrollen (DMSO-Wasser + robust 2 Tage S9-Aktivierung méglich, | gefarbte Proben, zytotoxische / L '
QOY1002/1A1, OY1002/1A2, extrakte DIN 38415-3:1996 Kolarevi¢ et al. (2016), LANUV, LfU,

LHW Sachsen-Anhalt,

LUBW, LW, Mari¢ et al. (2020),
NLWKN, Oda (2016),

Schmidt et al. (2017),

2egura et al. (2009)




Anlage 1 - Tabelle 1:

Fortsetzung

Anreicherung der

) Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand ) .
Testname Testmaterial ) K Robustheit ) Vorteile Stérfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) )
notwendig?
in vitro
. - . etabliert, aber nicht . . i .
) ) . etablierte Zelllinie: V79 DNA-Strangbriiche , Unterschied zu Negativkontrolle/ Reifferscheid und Grummt (2000),
Alkalische Filterelution . . ow standardisiert: . . 1Tag L
(Hamster); Griinalgen (DNA-Gehalt in Filtrat) Lésungsmittelkontrolle OSPAR Commission (2002)
Swenberg (1981)
teuer, Zellen mussen Mitose
verschiedene etablierte klastogene Effekte . Unterschied zu Negativkontrolle: positives .
Chromosomen- . R standardisiert: R . durchlaufen/Zellkultur notwendig, L
K Zelllinien: (Chromatiden-/ OW, ABW Testresultat, wenn mindestens Verdopplung der sehr aufwendig L OSPAR Commission (2002)
aberrationstest . OECD 473 X Gefahr der subjektiven Bewertung der
V79, CHO, CHL (Hamster) Chromosomenaberrationen) Mutationsrate
Befunde
maogliche Interaktion des cytochalasin-
cytokinesis-block . - Unterschied zu Negativkontrolle: positives g ‘y' B
. etablierte Zelllinie: klastogene und aneugene Effekte Forschung . L R B mit Substanzen, Zytotoxizitét des .
micronucleus (CBMN) R . oW R Testresultat, wenn Dosis-abhadngiger Anstieg der R . . ja Han et al. (2016)
CHO-K1 (Hamster) (Bildung von Mikrokernen) Westerink et al. (2011) K cytochalasin-B variiert zwischen
assay Mikrokernrate
Zelltypen
. - DNA-Strangbriiche . etabliert, aber nicht . .
. etablierte Zelllinien: . OW, Sediment- . Unterschied zu Negativkontrolle/ X .
DNA-Aufwindungstest R (verbleibender Gehalt an standardisiert: . R 2 Tage Reifferscheid und Grummt (2000)
RTG-2, PLHC-1 (Fisch) B extrakte . Losungsmittelkontrolle
DNA-Doppelstrangen) Bolcsfoldi (1995)
] -~ . etabliert, aber nicht i . ]
. etablierte Zelllinie: DNA-Strangbriiche . Unterschied zu Negativkontrolle/ . Kienle et al. (2015),
Fpg-modified Comet Assay . o ABW standardisiert: N R 1 bis 2 Tage X
RTL-W1 (Fisch) (Schweifbildung) R Losungsmittelkontrolle Perrodin et al. (2013)
Kienzler et al . (2012)
Cahill et al. (2004),
Hefe: DNA-Schéaden Forschung Unterschied zu Negativkontrolle: positives kommerzielle Testkits . ¢ ‘) .
GreenScreen Assay . K oW R X 1 Tag . stark absorbierende Substanzen European Commission (2014),
Saccharomyces cerevisiae (Induktion der DNA-Reparatur) Cahill et al. (2004) Testresultat wenn Induktionsrate >1,3 erhaltlich X
Kienle et al. (2015)
. . . etabliert, aber nicht . .
Microscreen Phage- Bakterien: DNA-Schaden , Unterschied zu Negativkontrolle/ ) .
. o i R . ABW standardisiert: N R 2 bis 3 Tage OSPAR Commission (2002)
Induction Assay Escherichia coli (Freisetzung lytischer Phagen) Losungsmittelkontrolle
Vargas et al.. (1990)
Unterschied zu Negativkontrolle/
Lésungsmittelkontrolle: verschiedene Kriterien: z.B: Guzzella et al. (2004),
i X etabliert, aber nicht "relative light units" mindestens . . Kienle et al. (2015),
Bakterien: Genmutation . R R . i kommerzielle Testkits
Mutatox Assay L . . OW, ABW standardisiert: 5 mal so hoch wie Induktion der Kontrolle; Induktion mittel, 1 Tag . Legault et al. (1994),
Aliivibrio fischeri (Bildung von Revertanten) R X R i erhaltlich L
Ulitzur et al . (1980) zweier aufeinanderfolgender Konzentrationen OSPAR Commission (2002)
mindestens
3 mal so hoch wie Induktion der Kontrolle
Saccharomyces cerevisisae | Hefe: Genmutationen nicht mehr standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle
){ . X oW, ABW R N R 9 / 5 bis 8 Tage OSPAR Commission (2002)
gene mutation test Saccharomyces cerevisisae (Bildung von Revertanten) OECD 480 (geloscht 2014) Losungsmittelkontrolle
. . verschiedene etablierte . - . . . . .
SCE (sister chromatid Zelllinien: Austausch von DNA-Segmenten OW. ABW nicht mehr standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle/ sehr aufwendi Zellen mussen Mitose durchlaufen / Gulati et al. (1989),
exchange) assay R ‘ zwischen Schwesterchromatiden ' OECD 479 (gel6scht 2014) Losungsmittelkontrolle 9 Zellkultur notwendig OSPAR Commission (2002)
Fisch; CHL, CHO (Hamster)
Guzzella et al. (2004),
i i X Unterschied zu Negativkontrolle/ Kienle et al. (2015),
Bakterien: . OW, ABW, etabliert, aber nicht N R L . .
. R DNA-Schéaden X . Losungsmittelkontrolle: positives Testresultat wenn kommerzielle Testkits Legault et al. (1994),
SOS-Chromotest Escherichia coli K-12 und K Sediment- standardisiert: X 1 Tag o 8
(Induktion der DNA-Reparatur) . Induktionsrate erhaltlich Maier et al. (2015),
PQ37 extrakte Quillardet et al . (1985) L
>1,5 OSPAR Commission (2002),
Tolan et al. (2007)
L . B standardisiert Unterschied zu Negativkontrolle: positives i Grummt et al. (2004),
primare Hepatozyten: Fisch, | DNA-Schaden e ) ) ) aufwendig, o
UDS assay K ow (fur Saugetier-Leberzellen): Testresultat wenn mindestens eine Testkonzentration . OSPAR Commission (2002),
Ratte (Induktion der DNA-Reparatur) L o N N 8 bis 15 Tage R X
OECD 486 statistisch signifikante Erhdhung auslost Reifferscheid und Grummt (2000)
in vivo
Genmutation,
Ch berrati tabliert, aber nicht karyotisches System, Batista et al. (2016),
. ' lron?osomena errzfm jonen TW, OW, ABW, etablie| _a. er nicl Unterschied zu Negativkontrolle/ e_u aryotisc es» ystem, » atista et al. ( )
Allium cepa test Pflanzen: Allium cepa (mitotischer Index, Bildung von . standardisiert: . . 4 Tage einfach durchfiihrbar, nein Leme et al. (2009),
Sediment Lésungsmittelkontrolle

Mikrokernen, morphologische
Verdnderungen der Zellkerne)

Fiskesjo (1985)

glnstig, sensitiv

Tabrez et al. (2011)




Anlage 1 - Tabelle 2: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Gentoxizitat

Endpunkt

maogliche

Etablierungsstatus &

Referenzwert/

Aufwand

Muskelgewebe;
Krebstiere: ganze Tiere

Doppelstrangen)

Wittekindt et al. (2000)

Kontrolle: (-)log F=0,28+0,04,
30% Abwasser: 0,43+0,07,
40% Abwasser: 0,38+0,06

Testname Testmaterial A . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
z.B. Review von Bolognesi et al. (2011),
Projekt SchussenAktivplus Projekt SchussenAktivplus,
(Triebskorn (2017), Wilhelm et al. (2018), Blut):
Regenbogenforellen (1,5-jahrig): )
Kontrollen: 0,35+0,34 - 0,81+0,24%o Batista et al. (2016),
direkt unterhalb dreistufiger KA: 2,3+1,5%0 Boettcher et al. (2010),
Fische: Erythrozyten direkt unterhalb KA mit Aktivkohle: 0,45+0,5%o Deutschmann et al. (2016),
. ! standardisiert (Test mit . Ergene et al. (2007),
Kiemen- und Lebergewebe; OW, ABW, Saugetiererythrozyten): Bachforellen (1,5-jahrig) European Commission (2014)
. Amphibien: Erythrozyten; klastogene & aneugene Effekte ' ' 9 k4 ytenx Kontrollen: 0,8+0,6 - 1,6+1,0%0 wenig bis . . . Alter des untersuchten Tieres hat ) P '
Mikrokerntest B . X Sediment- OECD 474; . einige Stunden einfach durchfihrbar X Kienle et al. (2015),
Muscheln: Hdmozyten, (Bildung von Mikrokernen) . X Argen: 1,4+1,1%o - 1,7+1,5%o0 mittel Einfluss .
. extrakte sonst etabliert, aber nicht o Klobucar et al. (2010),
Kiemenzellen; . Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 2,5+1,3%0 ~,
standardisiert R X Kolarevi¢ et al. (2016),
Pflanzen Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 0,6+0,7%o .,
Maric et al. (2020),
Dobel: OSPAR Commission (2002),
Argen: 1,0£1,3%o - 1,3+1,1%o Triebskorn (2017), VDI (2018)
Schussen, oberhalb KA: 0,6+0,7%o - 4,2+4,8%o
Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 3,6+1,9%o
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 0,5+0,5%o0
Deutschmann et al. (2016):
Ukelei, Referenzstelle Donau: 0,39+0,25%o0
Fisch-Emb ; klast: Effekt: ABW, Forsch .
Chromosomen- sch-tm ry?nen 8 ogenle exte B orschung . . Batista et al. (2016),
K Pflanzen: Allium cepa, (Chromatiden-/ Klarschlamm, Grant et al. (1992), Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle mehrere Tage .
aberrationstest L . X . OSPAR Commission (2002)
Vicia faba Chromosomenaberrationen) Sediment Hayashi et al. (1998)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; Vergleich
mit Literaturwerten:
Aborgiba et al. (2016): Muscheln, Hamozyten, Aborgiba et al. (2016),
Laborkontrollen: 5,2 + 0.5 olive tail moment; European Commission (2014),
Algen; Pflanzen;
Muscheln: Kiemengewebe, Deutschmann et al. (2016): Ukelei, Erythrozyten, Grummt et al. (2004),
Hamozyten; Referenzstelle Donau: 5,6+0,6% tail intensity; keine Unterscheidung zwischen Kienle et al. (2015),
o R . etabliert, aber nicht . i eigentlichen DNA-Schaden und Klobucar et al. (2010),
Amphibien: verschiedene DNA-Strangbriiche . Klobucar et al. (2010): Karpfen, Erythrozyten, . kleine Probenmenge . .,
Comet Assay . oW, ABW standardisiert: X . X mittel . . Induktion der DNA-Reparatur; Maric et al. (2020),
Gewebe; (Schweifbildung) i Referenzstelle im Naturpark Kopacki rit: 0- ca. 7% tail DNA; notig; sensitiv . L.
R i Singh et al. (1988) Wassertemperatur kann Ergebnis OSPAR Commission (2002),
Fische: Erythrozyten, Maric et al. (2020): Karpfen, Erythrozyten, Laborkontrollen: beeinflussen Pellacani et al . (2006)
Kiemen- und Lebergewebe 35,36+0,98 % tail intensity; Muscheln, Hdmozyten, Tabrez et al. (2011),
Laborkontrollen: 8,03+0,45% tail intensity; Vukovié-Gatic et al. (2014)
Vukovi¢-Gaci¢ et al. (2014): Muscheln: Kiemenzellen, VDI (2018)
Laborkontrollen: 3,5+0,2% tail intensity;
Hamozyten, Laborkontrollen: 3% tail intensity
. Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; Vergleich
Fische: Lebergewebe, ganze o ;
. X X mit Literaturwerten: Dizer et al. (2002),
Larven; DNA-Strangbriiche etabliert, aber nicht .
. . . . Dizer et al. (2002): Regenbogenforellen, Leberzellen: Grummt et al. (2004),
DNA-Aufwindungstest Muscheln: Kiemen- und (verbleibender Gehalt an DNA- oW, ABW standardisiert:

OSPAR Commission (2002),
Reifferscheid und Grummt (2000)




Anlage 1 - Tabelle 3: Biotests zur Untersuchung von Neurotoxizitat

- . Anreicherung der
. Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand : .
Testname Testmaterial ) R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) )
notwendig?
in vitro
tabliert, aber nicht Unterschied zu Negativkontrolle:
. . etablierte Zelllinien: HepG2, | Proliferation etaher 4a' ernic n ?TSC ed zu Tegativkontrotie mittel bis simpel, zeitaufgeloste Erfassung Grummt et al. (2017),
RTCA Proliferation X . TW, OW, ABW standardisiert: positives Testresultat, wenn Zellwachstum < 80% der L eventuell
SH-SY5Y (Mensch) (elektrische Widerstandsmessung) . robust 3 Tage moglich Grummt et al. (2018), UBA
SOP vorhanden Negativkontrolle (UBA)
Ausbild H d
. - us I ung/Hemmung des etabliert, aber nicht Unterschied zu Negativkontrolle: Lo s . . R
. etablierte Zelllinie: Neuritenwachstums . . wenig bis anspruchsvoll, spezifischer es sollte immer eine Sterilfiltration Grummt et al. (2017),
Neuritenwachstumstest . TW, OW, ABW standardisiert: positives Testresultat, wenn Index <0,7 (Fluoreszens K . L eventuell .
SH-SY5Y (Mensch) (Fluoreszenzmessung und optische K mittel 4 Tage Neurotoxizitits-endpunkt | vorgenommen werden; bei Radio und Mundy (2008); UBA
SOP vorhanden <70% der Negativkontrolle) (UBA) I
Auswertung) Abwasserproben muss zusatzlich
Antibiotikum hinzugefligt werden
. - Zelltod etabliert, aber nicht Unterschied zur Negativkontrolle: positives . .
etablierte Zelllinie: . simpel, geringe Standard-
Nekrose PI (Fluoreszenzmessung des Farbstoffs| TW, OW, ABW standardisiert: Testresultat, wenn > 10 % Rotfluoreszenz messbar robust N eventuell Grummt et al. (2017), UBA
Jurkat (Mensch) R 2 Tage abweichungen
PI) SOP vorhanden (nach Abzug des Negativkontroll-wertes) (UBA)
fur Acetylcholinest
Lfr cetyicholines er'ase aus Querempfindlichkeiten durch
Rinder-Erythrozyten: Vergleich mit Referenzsubstanz Parathion Huminstoffe, einige ionische

. Hemmung der Acetylcholinesterase- standardisiert: ECer=1.9x10-7 M: . o Grummt et al. (2017),

Acetylcholinesterase- X L s0=1.9X . i mittel; . Detergenzien oder durch . .
Hemmiest Acetylcholinesterase Aktivitat oW, ABW DIN 38415-1:1995; ) mittel max. 24 Stunden sensitiv Schwermetalle kénnen auftreten ja Kienle et al. (2015), LW,
(Enzymaktivitat) sonst etabliert, aber nicht EBT-PTEQ=26 pg Parathion-EQ/L . wenn diese in héheren ' Schmidt et al. (2017)
standardisiert: (Escher et al. (2015)) . i
Konzentrationen vorliegen
Ellman et al. (1961)
in vivo
Fisch-Embryonen: Schadigung der Neuromasten Forschung: . X X Grummt et al. (2017),
Neuromasten-Assay . X . . TW, OW vierstufiges Scoring-Verfahren mehrere Tage
Danio rerio (Intensitat der Fluoreszensfarbung) Stengel et al. (2015) Grummt et al. (2018)
Fisch-Emb : F hung:
Untersuchung der Retina s X m Aryonen Veranderungen der Netzhaut W orsc‘ Hng nicht angegeben aufwendig Grummt et al. (2017)
Danio rerio Poggi et al. (2005)
Unt h d Fisch-Emb : Forschung:
" ersuF ung ces ISCA m Aryonen Veranderungen der Riechepithelien | TW orsc‘ Hng nicht angegeben aufwendig Grummt et al. (2017)
olfaktorischen Systems Danio rerio Blechinger et al. (2007)
Anlage 1 - Tabelle 4: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Neurotoxizitat
R Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ R Aufwand . =
Testname Testmaterial ) . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
z.B. Projekt SchussenAktivplus (Triebskorn (2017)):
Lebergewebe von Fischen:
Regenbogenforellen (1,5-jéhrig, Acetylcholinesterase- L
N i . X European Commission (2014),
Units/mg Protein) Erndhrungszustand des Tieres und Grummt et al. (2017)

. Fische: Hirn, Muskelgewebe; Hemmung der Acetylcholinesterase etabliert, aber nicht Kontrolle: 0,09+0,02 - 0,14+0,05 . ) Wassertemperatur kénnen Ergebnis ' '
Acetylcholinesterase- . s R . mittel bis . R X o Hanson et al. (2013),
Hemmun Muscheln: Kiemengewebe; (Enzymaktivitat pro mg Protein Ow, ABW standardisiert: Argen: 0,08+0,02-0,1+0.02 robust sehr sensitiv beeinflussen; jahreszeitliche Kienle et al, (2015)

9 Krebstiere: ganze Tiere nach Exposition) Fulton et al. (2001) Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 0,06+0,01 Schwankungen der AChE-Aktivitat OSPAR Cor-nmissio;w (2013)
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 0,11+0,9 (Reproduktionszeit) K !
Triebskorn (2017), VDI (2018)
Débel, Schussen und Argen: 97-227 nmol/min*mg Protein
Deutschmann (2020): Lebergewebe von Bachforellen,
Referenzstelle Holtemme: ca. 9 nmol/min*mg Protein
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
z.B. Projekt SchussenAktivplus (Triebskorn (2017)):
Lebergewebe von Regenbogenforellen (1,5-jahrig,
Carboxylesterase-Units/mg Protein):
Hemmung der Carboxylesterase etabliert, aber nicht Kontrollen: 0,46+0,01 - 0,06+0,03
Carboxylesterase- X . L i . Grummt et al. (2017),
Fische: Hirn (Enzymaktivitat pro mg Protein OW, ABW standardisiert: Argen: 0,46+0,02 - 0,06+0,01 .
Hemmung . L Triebskorn (2017)
nach Exposition) Chanda et al. (1997) Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 0,03+0,01
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 0.06+0,01
Deutschmann (2020): Bachforellen, Lebergewebe,
Referenzstelle Holtemme: ca. 650 pmol/min*mg Protein




Anlage 1 - Tabelle 5:

Biotests zur Untersuchung von dioxin-ahnlichen Wirkungen

Anreicherung der

(B-Galaktosidase-Aktivitat)

Stalter et al. (2011)

ABW:
Nachklarung: 387,1-741,2 ng B-NF-EQ/L
Ozon/Sandfilter: 55,6-71,0 ng B-NF-EQ/L

R Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand . .
Testname Testmaterial A K Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
in vitro
. - Induktion des Oow, ABW etabliert, aber nicht Vergleich mit Referenzsubstanz 2,3,7,8-TCDD: ) . . .
etablierte Zelllinie: . o aufwendiger, sensitiv, kommerzielle European Commission (2014),
DR-CALUX Arylhydrocarbon-Rezeptors Sediment- standardisiert: EBT=50pg 2,3,7,8-TCDD-EQ/L robust i L eventuell .
H4IIE (Ratte) o 2 Tage Testkits erhaltlich Kienle et al. (2015)
(Luminiszens) extrakte Murk et al. (1996) (van der Oost et al. 2017)
Vergleich mit Referenzsubstanz Benzo[a]pyren Brennan et al. (2015),
etablierte Zelllinien: Induktion eines Reportergens fur OW, ABW etabliert, aber nicht 9 (alpy gering, roboterfahig/ . . . ¢ )
i . (EC19=211 ng/L): kommerzielle Testkits ) Schmidt et al. (2017),
AhR-CALUX H4IIE (Ratte); den humanen Arylhydrocarbon- Sediment- standardisiert: robust Hochdurchsatz- o ja k ,
. EBT-B[a]P-EQ=250 ng B[a]P-EQ/L X - erhaltlich Informationen von L. Blaha,
HepG2 (Mensch) rezeptor (Luminiszens) extrakte Brennan et al. (2015) i Screening moglich K
(Information von B. Escher, Escher et al, 2021) Informationen von B. Escher,
Vergleich mit Ref bstanz B
. - Induktion eines Reportergens fiir OW, ABW etabliert, aber nicht ergleich mit Referenzsubstanz Benzofalpyren . .
etablierte Zelllinie: . . (PC40=50 ng/L): sensitiv, kommerzielle L
PAH CALUX den humanen Arylhydrocarbon- Sediment- standardisiert: mehrere Tage i o eventuell European Commission (2014)
HA4IIE (Ratte) L . EBT-B[a]P-EQ=6.21 ng B[a]P-EQ/L Testkits erhaltlich
rezeptor (Luminiszens) extrakte Pieterse et al. (2013)
(Escher et al,, 2018)
verschiedene etablierte . .
Zelllinien Oow, ABW, Vergleich mit Referenzsubstanz European Commission (2014),
inien: 1 ' .. B !
EROD Assay . Cytochrom P4501A1 Induktion X standardisiert: B-Naphthoflavon; aufwendiger, . . P
o RTL-W1 (Fisch); o Sediment- . o robust sensitiv eventuell Kienle et al. (2015),
(in vitro) (EROD Aktivitat) ISO/TS 23893-2:2007 Vergleich mit Literaturwerten: >1 Tag ]
H4ll (Ratte); extrakte . R Schmidt et al. (2017)
siehe Review von Whyte et al. (2004)
HepG2 (Mensch)
Vergleich mit Referenzsubstanz
2,3,7,8-TCDD, Benzo[a]pyren,
B-Naphthoflavon;
Vergleich mit Literaturwerten, z.B. Projekt
SchussenAktivplus :
ABW:
Nachklarung/Sandfiltration: 0,3+0,2 ng TEQ/L
Pulveraktivkohle/Sandfiltration: <0,025 ng TEQ/L
. Grummt et al. (2017),
Reportergenassay mit ctablierte Zelllinie: Induktion eines Reportergens fir OW, ABW, etabliert, aber nicht ow: Maier et al (20(15> )
H4'I3IE IucheIIen Y HAIE (Ratte) ’ den humanen Arylhydrocarbon- Sediment- standardisiert: Argen: 0,04:0,02 ng TC?D'FQ/L; robust 1,5 Tage sensitiv eventuell Triebskorn.(2017) '
rezeptor (Luminiszens) extrakte Garrison et al. (1996) Schussen (unterhalb dreistufiger KA): i ! ,
0,07+0,06 ng TCDD-EQ/L) Informationen von L. Blaha
Schussen (unterhalb KA mit Aktivkohle):
<0,025 ng TEQ/L
Sediment:
Argen: 0,4+0,5 ng TCDD-EQ/g dm
Schussen (unterhalb dreistufiger KA): 0,8+0,4 ng
TCDD-EQ/g dm);
Schussen (unterhalb KA mit Pulveraktivkohle):
0,4+0,4 ng TCDD-EQ/g dm);
Vergleich mit Referenzsubstanz
2.3.7.8-TCDD,
Induktion eines Reportergens fiir OW. ABW etabliert, aber nicht B-Naphthoflavon (ECso=3x10® M, Stalter et al, 2011)
Veast dioxin screen Hefe: rekombinante N den humanen Arylhydrocarbon- Sediment- standardisiert: Vergleich mit Literaturwerten, 3 Tage sensiti\_/‘, einfach eventuell Grummt etal (2017),
Saccharomyces cerevisiae rezeptor extrakte Routledge et al. (1996), 2.B. Stalter et al. (2011); durchfihrbar Triebskorn (2017)




Anlage 1 - Tabelle 6: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von dioxin-ahnlichen Wirkungen

. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand ) .
Testname Testmaterial ) . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
z.B. Review von Whyte et al. (2000)
Projekt SchussenAktivplus (Triebskorn, 2017;
Wilhelm et al., 2018), Lebergewebe von Fischen,
i . E C issi 2014),
pmol/min*mg): L Gegenwart von Hemmstoffen; Alter, GL:rOn:)riatnet slmggfl;;n ( )
Fisch CYPIAT Indukti Regenbogenforellen (1,5-jahrig) sensitiv, einfach Geschlecht, Erndhrungszustand des K Y e et al. ('2015) !
ische: nduktion : - ienle et al. ,
EROD Aktivitat Lebergewebe, seltener (Ethoxyresorufin-O-deethylase Oow, ABW standardisiert: rontrollen: 20,7 - 1114 mittel; durchflhrbar, Tieres und Wassertemperatur konnen Triebskorn (2017),
) 9 ' o y Y ' ISO/TS 23893-2:2007 Schussen, oberhalb KA: 1,2£1,2 - 1,621,5 1 Tag kommerzielle Testkits Ergebnis beeinflussen; jahreszeitliche '
Kiemengewebe Aktivitat) direkt unterhalb dreistufiger KA: 4,9+4,5 . . VDI (2018),
erhaltlich Schwankungen der EROD Aktivitat ,
direkt unterhalb KA mit Aktivkohle: 1,3+1,1 ; . Wilhelm et al. (2018),
(Reproduktionszeit) Whyte et al. (2000
Bachforellen (1,5-jahrig) yte et al. ( )
Kontrollen: 0,5+0,4 - 2,7+2,0
Argen: 1,0£1,0 - 1,4£1,1
Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 2,8+2,3
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 2,1+3,2
Unterschied zu Negativkontrolle/
etabliert, aber nicht Referenzstelle;
Fische: CYPIA1 Induktion (Arylhydrocarbon- . _Z . .
AHH Assay L ow standardisiert: Vergleich mit Literaturwerten: 1 bis 2 Tage Whyte et al. (2000)
Lebergewebe Hydroxylase-Aktivitat) .
Nebert und Gelboin (1968) Stegemann und Kloepper-Sams (1987): Forellen:
0,01 - 1,6 nmol/min
etabliert, aber nicht
standardisiert:
) Fische: ) Fish cytochrome P450 1A1 Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; . kommerzielle Testkits
Fish CYP1A1- Assay X CYPIA1-Konzentration ow X robust 1 bis 2 Tage o Danabas et al. (2019), LfU
Blut, verschiedene Gewebe (CYP1AT1) ELISA kit manual LfU: CYP P450 A1=271,99 pg/mL - 2162,6 pg/mL erhéltlich
(Cusabio Technology LLC,
USA)
Benzo(a)pyren hydroxylase- . .
Benzo(a)pyren- Muscheln: o Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ X .
o . Aktivitat ow wenige Stunden Kienle et al. (2015)
Hydroxylase Aktivitat Verdauungsdriisen Farcy et al. (2013) Referenzstelle
(Substratumsatz)




Anlage 1 - Tabelle 7: Biotests zur Untersuchung von endokrinen Wirkungen

Anreicherung der

(B-Galaktosidaseaktivitat)

Wagner et al. (2013)

ABW: 82-1400 pg FLUEQ/L

. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand ) .
Testname Testmaterial . R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) )
notwendig?
in vitro
Vergleich mit Referenzsubstanz 17B-Ostradiol
(ECs5p=39-107 ng/L, LfU);
EEQ-SSE(angze=0.2 - 0,4 ng/L,
EEQ-SSE =1,2-2ng/L
(Jaroéov;u:tzz“[ 2014)) 9 Native Proben: Abwasserproben mit European Commission (2014),
L-YES: standardisiert: ’ sehr hohen Bakterienkonzentrationen, Giebner et al. (2018),
1SO 19040-1:2018; Projekt SchussenAktivplus (Giebner et al, 2018; gleichzeitige Anwesenheit von anti- Grummt et al. (2017),
Veast Estroden Screen Hefe: rekombinante Induktion eines Reportergens fiir Routledge et al. (1996), Triebskorn, 2017): mittel bis mittel sensitiv, einfach dstrogenen, stark gefarbte oder stark Kienle et al. (2015),
N gen ) - humanen Estrogenrezeptor ABW, OW Wagner et al. (2013); ABW (SPE-Extrakt): ! durchfiihrbar, triibe Proben, hoher Sazlgehalt. eventuell LfU, LUBW, LW,
(Ostrogene Wirkung) Saccharomyces cerevisiae K L Nachklarung: 19% robust 2 bis 3 Tage . . R . R
(B-Galaktosidaseaktivitat) PYES: etabliert, aber nicht i g: o ] ) spezifische Wirkung Native Proben und Probenextrakt: Schmidt et al. (2017),
standardisiert: Nachklarung/Sandfiltration: 7% generelle Toxizitat der Probe kénnen Triebskorn (2017),
Weiss et al. (2017) Ozon/GAlK und Ozon/SfandfliItration: 2,7% dstrogen Aktivitét iiberdecken und die Informationen von L. Blaha und C.
Pulveraktivkohle/Sandfiltration: 0,5% Empfindlichkeit der Tests reduzieren Kienle
Oow:
Schussen (oberhalb KA): 0,34-3,91%
Schussen (unterhalb dreistufiger KA): 3,25%
Schussen (unterhalb KA mit Aktivkohle): 0,35%
Vergleich mit Referenzsubstanz Tamoxifen;
Vergleich mit Literaturwerten:
Leusch et al. (2017):
OW: <50 - 1296 ug TMXEQ/L
ABW: 13 - 97 ug TMXEQ/L sensitiv, einfach L
- European Commission (2014),
Projekt SchussenAktivplus (Giebner et al, 2018; durchfihrbar, Giebner et al, (2018)
Hemmung der Induktion eines etabliert, aber nicht Triebskorn, 2017): spezifische Wirkung, Grummt et a) (2017)'
Yeast Anti-Estrogen Screen| Hefe: rekombinante Reportergens fiir humanen standardisiert: ABW: mittel, Format auf 96-Well- ) '
. X . ABW, OW - eventuell Kase et al. (2009),
(Anti-Ostrogene Wirkung) | Saccharomyces cerevisiae Estrogenrezeptor Routledge et al. (1996), Nachklarung: 40,3% 4 Tage Platten ermdglicht Leusch et al. (2017)
(B-Galaktosidaseaktivitat) Wagner et al. (2013) Nachklarung/Sandfiltration: 35,7% Testung von vielen Triebskorn <'2017)
0Ozon/GAK: 44,7%, Ozon/Sandfiltration: 59,2% Proben, geringes . ! )
) - Informationen von L. Blaha
Pulveraktivkohle/Sandfiltration: 63,5% Probenvolumen benétigt
Oow:
Schussen (oberhalb KA): 33,3-35,8%
Schussen (unterhalb dreistufiger KA): 37,4%
Schussen (unterhalb KA mit Aktivkohle): 35,9%
Vergleich mit Referenzsubstanz Testosteron,
Dihydrotestosteron;
Vergleich mit Literaturwerten:
Leusch et al. (2017)):
tabliert, aber nicht . - )
Induktion eines Reportergens fiir set:ngae:di:ie:‘ " O <o O o DTEA sensitiv, einfach Giebner et al. (2018),
Yeast Androgen Screen Hefe: rekombinante P 9 ) ABW: <0,5 - 635 ng DHTEQ/L X mittel, Grummt et al. (2017),
. L humanen Androgenrezeptor ABW, OW Routledge et al. (1996), . . . mittel K durchfihrbar, eventuell
(Androgene Wirkung) Saccharomyces cerevisiae X o Projekt SchussenAktivplus (Triebskorn, 2017): 3 bis 4 Tage i . Leusch et al. (2017), LW,
(B-Galaktosidaseaktivitat) Wagner et al. (2013), spezifische Wirkung A
ABW (SPE-Extrakte): Nachklarung: 2%; Triebskorn (2017)
Mak et al. (1999) X X
Nachklarung/Sandfiltration: 0,7%
OW (SPE-Extrakte):
Schussen oberhalb KA: 0,63-0,71%
Schussen unterhalb KA: 0,09-0,91%
Vergleich mit Referenzsubstanz Flutamid; .
R Hemmung der Induktion eines etabliert, aber nicht 9 I I R zsu z P ' L Giebner et al. (2018),
Yeast Anti-Androgen X . . Vergleich mit Literaturwerten: . sensitiv, einfach
Hefe: rekombinante Reportergens fiir humanen standardisiert: mittel, " Grummt et al. (2017),
Screen . oW, ABW Leusch et al. (2017): durchfihrbar, eventuell
R . Saccharomyces cerevisiae Androgenrezeptor Routledge et al. (1996), 4 Tage i . Leusch et al. (2017)
((Anti)Androgene Wirkung) OW: 20 - 7500 pg FLUEQ/L spezifische Wirkung

Triebskorn (2017)




Anlage 1 - Tabelle 7: Fortsetzung

Testname Testmaterial

Endpunkt
(gemessener Parameter)

mdgliche
Testmatrix

Etablierungsstatus &

Methodenbeschreibung

Referenzwert/
Bewertung

Robustheit

Aufwand
(Zeit/Personal)

Vorteile

Storfaktoren

Anreicherung der
Proben
notwendig?

Referenzen

in vitro

ERa-CALUX
((Anti)Ostrogene Wirkung)

etablierte Zelllinie:
U20S (Mensch)

Bindung an estrogenen Rezeptor
(Lumineszens)

TW, OW, ABW

standardisiert:
ISO 19040-3:2018,
OECD 455

ostrogene VVIrKUng,

vorlaufige Bewertungskriterien des UBA:

Vergleich mit Referenzsubstanz (178-Estradiol) /
Berechnung von Estradiol-
Aquivalenzkonzentrationen EEQ:

positives Testresultat, wenn EEQ > LOQ (0,7 ng/L),
schwach positives Testresultat, wenn LOD (0,2 ng/L)
< EEQ < LOQ;

EEQ-SSE{angze=0,2 - 0,3 ng/L,
EEQ-SSExurzer=0.6 - 2 ng/L
(Jarosova et al ., 2014)

antidstrogene Wirkung:

Vergleich mit Referenzsubstanz Tamoxifen;
Vergleich mit Literaturwerten:
Oberflachenwasser: <260 ng TMXEQ/L
behandeltes Abwasser: <500 ng TMXEQ/L

Lanceh at ol 2017

mittel bis
robust

aufwendiger,
3 Tage

sehr sensitiv, einfach
durchfihrbar,
spezifische Wirkung,
kommerzielle Testkits
erhaltlich

AR-CALUX etablierte Zelllinie:
((Anti)Androgene Wirkung)| U20S (Mensch)

Induktion/Hemmung eines
Reportergens fiir humanen
Androgenrezeptor (Lumineszens)

OW, ABW

standardisiert:
OECD 458

androgene Wirkung:

Vergleich mit Referenzsubstanz 5a-
dihydrotestosteron (DHT): maximal induziertes
Antwortlevel in mind. 2 Durchlaufen >10% des
maximalen Antwortlevels der Referenzsubstanz;
ECs, der Referenzsubstanz=47,7+3,1 ng/L; bioassay
threshold=10 ng/L DHTEQ

(Leusch et al, 2014)

antiandrogene Wirkung:

Vergleich mit Referenzsubstanz Flutamid:
maximal induziertes Antwortlevel in mindestens 2
Durchlaufen < 80% des maximalen Antwortlevels
der Referenzsubstanz;

EBT-Flutamid-EQ=14.4 pg/L

(Escher et al,, 2018)

aufwendiger,
3 Tage

sehr sensitiv, einfach
durchfihrbar,
spezifische Wirkung,
kommerzielle Testkits
erhéltlich

es sollte immer eine Sterilfiltration
vorgenommen werden; bei
Abwasserproben muss zuséatzlich
Antibiotika hinzugefiigt werden

eventuell

Brand et al. (2013),

Kase et al. (2009),

LANUV, Leusch et al. (2017),
Schmidt et al. (2017), UBA

European Commission (2014),
Grummt et al. (2017),

Kase et al. (2009), LANUV,
Leusch et al. (2014),

Schmidt et al. (2017)

etablierte Zelllinie:
MCF-7 (Mensch)

E-Screen
(Ostrogene Wirkung)

Ostrogen-induzierte Proliferation

OW, ABW

etabliert, aber nicht
standardisiert:
Soto et al. (1995)

Vergleich mit Referenzsubstanz T7B-Ostradiol,

Leusch et al. (2014): ECsy der
Referenzsubstanz=6,5+0,5 ng/L
bioassay threshold=0,1 ng/L EEQ

JaroSova et al. (2014):
EEQ-SSE|4ngzeit=0,1 - 0,3 ng/L
EEQ-SSEur2z¢it=0,5 - 1,6 ng/L

Projekt SchussenAktivplus (Triebskorn, 2017):
ABW: Nachklarung: 1,9 ng EEQ/L
Nachklarung/Sandfiltration: 2,72 ng EEQ/L
Ozon/GAK: 0,1 ng EEQ/L
Pulveraktivkohle/Sandfiltration: 0,4 ng EEQ/L
Oow:

Schussen, oberhalb/unterhalb dreistufiger KA:
ca. 0,5 ng EEQ/L

Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle:

ca. 0,3 EEEQ ng/L

Araen- 02-03 na FEQ/I

aufwendiger,
5 Tage

sehr sensitiv

ja

Grummt et al. (2017),
Henneberg et al. (2014),
Kase et al. (2009),
Kienle et al. (2015),
Leusch et al. (2017),
Schmidt et al. (2017),
Triebskorn (2017)

Reportergenassay mit
MVLN-Zellen
((Anti)Ostrogene Wirkung)

etablierte Zelllinie:
MVLN (Mensch)

Induktion/Hemmung eines
Reportergens fiir humanen
Ostrogenrezeptor
(Lumineszens)

OW, ABW

etabliert, aber nicht
standardisiert:
Gutendorf et al. (2001)

Vergleich mit Referenzsubstanz 17B-Ostradiol:
EEQ-SSE(angzer=0,1 - 0,3 ng/L,
EEQ-SSEyrzz¢it=0,5 - 1,4 ng/L

(Jarosova et al, 2014)

2 Tage

sensitiv, einfach
durchfihrbar

ja

Grummt et al. (2017),
Schmidt et al. (2017),
Triebskorn (2017)




Anlage 1 - Tabelle 7:

Fortsetzung

Anreicherung der

(Fluoreszens)

Sonneveld et al. (2005)

(van der Oost et al. (2017)

. Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ 3 Aufwand ) .
Testname Testmaterial ) R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) )
notwendig?
in vitro
Vergleich mit Referenzsubstanz 5a-
Dihydroxytestosteron (agonistische
Wirkung)/Flutamid (antagonistische Wirkung);

’F\{Aegzr'lirg?a;fsay it etablierte Zelllinie: IF?duk:tion/Her:mL:jng eines OW. ABW Forschung: Vergleich mit Literaturwerten: - sensitiv, einfach ) Sr:mn;tt ett a[[. ((22:)):;;'
-kb2- n rgens fir humanen | ) . mi . ,
ribeselen MDA-kb2 (Mensch) eportergens Jur humaner Wilson et al. (2002) Leusch et al. (2017): age durchfiihrbar . chmidt eta

((Anti)Androgene Wirkung) Androgenrezeptor (Luminiszens) Oberflachenwasser: Triebskorn (2017)

<0,4 ng DHTEQ/L / 2,3-240 pg FLUEQ/L
behandeltes Abwasser:
4,3 -8,3 ng DHTEQ/L / <10 pg FLUEQ/L
ostrogene Wirkung: in mind. 2 Durchldufen das
maximal induzierte Anwortlevel >10% des maximalen
N . " Induktion/H ) Antwortlevels der Referenzsubstanz; antiostrogene Grummt et al. (2017),
eportergenassay mi nduktion/Hemmung eines : S i 5 ; .

P 9 y etablierte Zelllinie: hERalpha- B 9 standardisiert: Wirkung: in mind. 2 Durchlaufen ein IC, berechnet; sensitiv, einfach . Henneberg et al. (2014),
EroHela-9903 Zellen HeLa-9903 (Mensch) Reportergens flr humanen OW, ABW OECD 455 o mi ‘ 1Tag durchfihrbar s Schmidt et al. (2017)
((Anti)Ostrogene Wirkung) Ostrogenrezeptor (Luminiszens) Vergleich mit Referenzsubstanz 178-Estradiol A ’ '

(PC1p=2,7 ng/L): Triebskorn (2017)
EBT-EEQ=1,01 ng/L

(Escher et al,, 2018)

Vergleich mit Referenzsubstanz

HEP-Vtg Assay - ) Vitellogenininduktion Forschung: 17B-Estradiol; aufwendiger, kommerzielle Testkits Temperatur, groBe Unterschiede )

N 8 primare Hepatozyten: Fisch ) ) Oow, ABW . . o R K Kienle et al. (2015)

(Ostrogene Wirkung) (Vitellogeninlevel) Tollefsen et al. (2003) Vergleich mit Literaturwerten: 4 Tage erhaltlich zwischen verschiedenen Arten

sieche Navas und Segner (2006)

ELRA (Ei -linked " tabliert, ab icht Vergleich mit Referenzsubstanz
(Enzyme-finke Ostrogenrezeptor o X etabiier 'a. erme g" N . Kase et al. (2009),

receptor assay) Bindung an Rezeptor (ELISA) OW, ABW standardisiert: 17B-Ostradiol (EC5p=191-243 ng/L E2) 4 Stunden nein .

N X (Mensch) R Kienle et al. (2015)

(Ostrogene Wirkung) Seifert et al. (1999) (Kase et al. (2009))

HEP-Zrp Assay . . Produktion von Zona radiata Forschung: Vergleich mit Referenzsubstanz .

.. . primére Hepatozyten: Fisch . OW, ABW K .. . 4 Tage Kienle et al. (2015)

(Ostrogene Wirkung) Proteinen (ZRPs) (ELISA) Rutishauser et al. (2004) 17B-Ostradiol

Stérung der Glucocorticoid- und
H295R Steroidogenesis . R i g L R Grummt et al. (2017),
. - Stérung der Steroidsynthese - . . . mineralischen Corticoid-Produktion
Assay etablierte Zelllinie: . K standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle/ mittel, N X . . Kase et al. (2009),
o (Konzentration an Steroiden/ OW, ABW N R koénnen Einfluss auf die gemessenen ja .

((Anti)Ostrogene und H295R (Mensch) . OECD 456 Losungsmittelkontrolle 3 Tage .. 8 Kienle et al. (2015),

X i Genregulation) Testosteron- und Ostradiol-Level R

(Anti)Androgene Wirkung) haben Schmidt et al. (2017)

i . . etabliert, aber nicht Vergleich mit Referenzsubstanz 17B-Estradiol . -
Zellsensor: Induktion eines Reportergens fiir - gering, roboterfahig/ . .
ER-GeneBLAzer Lo standardisiert: (EC10=3.08 ng/L): kommerzielle Testkits . Leusch et al. (2018),
N i ERa-UAS-bla GripTite humanen Estrogenrezeptor TW, OW, ABW L robust Hochdurchsatz- o ja X
(Ostrogene Wirkung) Konig et al. (2017), EBT-EEQ=0.34 ng EEQ/L X - erhaltlich Informationen von B. Escher
(Mensch) (Fluoreszens) i Screening moglich
Rotroff et al. (2014) (Information von B. Escher, Escher et al, 2018)
Vergleich mit Referenzsubstanz Methyltrienolon
(EC49=44.24 ng/L) (Escher et al. (2018)),
Dihydrotestosteron (androgen), Flutamid (anti-
etabliert, aber nicht . . .
Zellsensor: Induktion eines Reportergens fur . androgen); gering, roboterfahig/ . .
AR-GeneBLAzer AR-UAS-bla GripTite humanen Androgenrezeptor TW, OW, ABW standardisiert ; A robust Hochdurchsatz: kommerzielle Testkits ja Leusch et al. (2018),
(Androgene Wirkung) (Mensch) P (Fluoreszens) 9 P ! ! Konig et al. (2017), Vergleich mit Literaturwerten: Sereening maalich erhiltlich J Informationen von B. Escher
Huang et al. (2011) Leusch et al . (2017): g Mog
Oberflachenwasser: 0,4-1,4 ng DHTEQ/L /
70-100 pg FLUEQ/L
behandeltes Abwasser: <0,1-2 ng DHTEQ/L
Vergleich mit Referenzsubstanz Dexamethason
(EC40=43.61 ng/L) (Information von B. Escher,
etabliert, aber nicht .
etablierte Zellinie: Induktion eines Reportergens fur I . : Escher et al. (2018)); gering, roboterfahig/ . )
GR-GeneBLAzer GR-UAS-bla HEK293T Glucocorticoidrezentor TW. OW ABW standardisiert: robust Hochdurchsat kommerzielle Testkits o Leusch et al. (2018),
-UAS- u icoidrez , A L ; i L . u u z- o .
(Glucocorticoide Wirkung) (Mensch) (Fluoreszens) P Kénig et al. (2017), Vergleich mit Literaturwerten: Screening maalich erhiltlich J Informationen von B. Escher
uoresz . i i
Huang et al. (2011) Leusch et al. (2017): g Mog
Oberflachenwasser: <17 ng DexaEQ/L
behandeltes Abwasser: 27-188 ng DexaEQ/L
Induktion/Hemmung eines . . . .
i - N etabliert, aber nicht Vergleich mit Referenzsubstanz Dexamethason: . X . .
GR-CALUX etablierte Zelllinie: Reportergens fur . aufwendiger, kommerzielle Testkits . Kienle et al. (2105),
L i . OW, ABW standardisiert: EBT=100 ng Dexamethason-EQ/L robust o ja .
(glucocorticoide Wirkung) | U20S (Mensch) Glucocorticoidrezeptor 3 Tage erhaltlich Schmidt et al. (2017)




Anlage 1 - Tabelle 7: Fortsetzung

Anreicherung der

(Thyroidstérung)

Xenopus laevis

Murata et al. (2008)

) Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand A .
Testname Testmaterial ) R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
in vitro
Vergleich mit Referenzsubstanz Levonorgestrel
(agonistische Wirkung)/Mifepriston (antagonistische
etablierte Zellinie: . ) . etabliert, aber nicht Wirkung); gering, roboterfahig/ . .
PR-GeneBLAZer PR-UAS-bla HEK293T Induktion eines Reportergens fir |\ o agw | standardisiert robust Hochdurchsat kommerzielle Testits ja Leusch et al. (2018),
- V4 - - , 8 isiert: i il . u u Z- ) )
Progesteronrezeptors (Fluoreszens) o Vergleich mit Literaturwerten: . e erhiltlich J Informationen von B. Escher
(Mensch) Kénig et al. (2017) Leusch et al. (2018): Screening maéglich
Oberflachenwasser: <0,1 - 8,7 ng Levonorgestrel-
EQ/L; <8-32000 ng Mifepriston-EQ/L
Induktion/H ines T3-
Luc Assay etablierte Zelllinie: anbhu'a' K?n/ eRmmu?g eIness Oow, ABW Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle 1Ta ja Kienle et al. (2015)
ngigen rtergen fl |l pAv] Vv | .
(Thyroidstérung) XL58-TRE-Luc (Frosch) ngigen Reporterge Murata et al. (2008) 9 9 !
(Luminiszens)
Vergleich mit Referenzsubstanz Bisphenol A
tablierte Zellinie: Induktion/Hemmung ei tabliert, aber nicht (ECsro2=3173 ug/L): ing, roboterfahi
Thyroid hormone activity ‘eI'RB Llj/;s bla II:IEK293T I:e uortI: n/ensf" e TW, OW, ABW :tandI:rd's'eetr " obust 32223 r(zhsatr ¥ | ommersiele st ja Leusch et al. (2018),
- - I ur A A rdisiert: _ _EO= robu uri Z- .
assay P 9 . EBT-BPA-EQ=0.6 uggea/L . o erhéltlich J Informationen von B. Escher
(Mensch) Progesteronrezeptors (Fluoreszens) Koénig et al. (2017) (relevant fiir antagonistische Wirkung, Information Screening moglich
von B. Escher, Escher et al, 2018)
Vergleich mit Referenzsubstanz Triiodthryonin;
T-Screen ctablierte Zelllinie: Hemmung fier Zellproliferation OWj ABW, etabliert,'a'ber nicht Vergleich mit Literaturwerten: ‘
e (fluorometrische Messung der Sediment- standardisiert: Leusch et al. (2017): 4 Tage Kienle et al. (2015)
(Thyroidstérung) GH3 (Ratte) . . .
Zelldichte) extrakte Gutleb et al. (2005) Oberflachenwasser: <1.6 ng T3EQ/L
behandeltes Abwasser: <1,5 ng T3EQ/L
in vivo
Genexpressionsassay mit
Frosch-Larven: . Forschung: . . .
Froschlarven Genexpression OW, ABW Unterschied zu Negativkontrolle mehrere Tage Kienle et al. (2015)




Anlage 1 - Tabelle 8:

Biomarkeranalysen zur Untersuchung von endokrinen Wirkungen

Gammariden

Gammarus sp.

Weibchen)

Peschke et al. (2014)

Schussen, unterhalb dreistufiger KA: Fekunditatsindex 1,4-
16

Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: Fekunditatsindex
1,0

Poeckl (1993): Fekunditatsindex 0,3 - 1,9

. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand . .
Testname Testmaterial 3 . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Fische: . European Commission (2014),
standardisiert: . . . .

i . Blutplasma, Lebergewebe von X . X Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; kommerzielle Testkits Grummt et al. (2017),
Vitellogenin-Synthese L . Induktion der Vitellogeninsynthese 1SO 23893-3:2013, . .

.. : maénnlichen Tieren; . ) ow LfU: Regenbogenforellen (Blut, Leber): 0,19 ng/mL - robust 2 Tage erhaltlich, sensitiv, Henneberg et al. (2015), LfU,
(Ostrogene Wirkung) . (Vitellogeningehalt) OECD 234, . L

Ganzkorperhomogenate von . 8,71 ng/mL spezifisch OSPAR Commission (2013),
Sumpter und Jobling (1995) K
Larven; Mucusproben Triebskorn (2017), VDI (2018)
Vorkommen von Ovotestis | Fische: - etabliert, aber nicht . . European Commission (2014),
R . Verweiblichung . Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; hoch;
bei mannlichen Fischen Gonadengewebe von X R ow standardisiert: . Hanson et al. (2013),

- . L i (mikroskopische Auswertung) R OSPAR Commission (2013): Effekt ab 5% mehrere Tage L
(Ostrogene Wirkung) mannlichen Tieren Jobling et al. (1998) OSPAR Commission (2013)
Vork

or ommeh Vo,n . Schnecken: L etabliert, aber nicht . . .
Intersex bei weiblichen Verméannlichung . Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; hoch; European Commission (2014),

Gonadengewebe von . ) ow standardisiert: . .
Gastropoden (Androgene o i (mikroskopische Auswertung) L. OSPAR Commission (2013): Effekt ab 5% mehrere Tage OSPAR Commission (2013)
R weiblichen Tieren OSPAR Commission (2007)
Wirkung)
European Commission (2014),
Gonadosomatischer Index Fische: Gonadenentwicklung etabliert, aber nicht ering: iahresspezifische Unterschiede Grummt et al. (2017),
((Anti)Ostrogene und ) (Gonadengewicht im Verhéltnis zum| OW standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle 9 Ag, i einfach durchfihrbar J P R . Henneberg et al. (2014),
. . Gonadengewebe B R wenige Minuten (Reproduktionszeit) R
(Anti)Androgene Wirkung) Koérpergewicht) Henneberg et al. (2014) Kienle et al. (2015),
Triebskorn (2017)
Gonadenentwicklun
. 9 Fische: Gonadenreife Forschung: X . hoch; Grummt et al. (2017),
((Anti)Ostrogene und R . ow Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle
. X Gonadengewebe (mikroskopische Auswertung) Henneberg et al. (2014) mehrere Tage Henneberg et al. (2014)
(Anti)Androgene Wirkung)
etabliert, aber nicht L.
o Fische: Aktivitat der Aromatase . . . European Commission (2014),
Aromatase Aktivitat . ow standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle ca. 2 Stunden
Hirn- und Gonadengewebe (Substratumsatz) Hanson et al. (2013)
Lavado et al. (2004)
etabliert, aber nicht
Fish 11-Ketotestosteron- . standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
Fische: Blut, Lebergewebe von X X X i
Assay mannlichen Tieren 11-Ketotestosteron-Konzentration ow Fish 11-ketotestosterone LfU: 11-keto-Testosteron= robust 1 bis 2 Tage LfU, Omeje et al. (2019)
(Ostrogene Wirkung) ELISA kit manual (Cayman 17,95 ng/mL - 317,9 ng/mL
Chemicals, USA)
etabliert, aber nicht
Fische: standardisiert: . .
X . i . Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; X . X
Fish Testosteron-Assay Blut, Lebergewebe von Testosteron-Konzentration ow Fish Testosterone ELISA kit robust 1 bis 2 Tage LfU, Sumi und Chitra (2020)
R . . LfU: Testosteron = 9,61 ng/mL - 200,2 ng/mL
ménnlichen Tieren manual (Cusabio Technology
LLC, USA)
etabliert, aber nicht
X R Fische: standardisiert: . .
Fish Estradiol-Assay X X i i . Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; X X

N . Blut, Lebergewebe von Estradiol-Konzentration ow Fish estradiol (E2) ELISA kit X robust 1 bis 2 Tage LfU, Omeje et al. (2019)

(Ostrogene Wirkung) L . . LfU: Estradiol = 1,13 ng/mL - 13,53 ng/mL
mannlichen Tieren manual (Cusabio Technology
LLC, USA)
etabliert, aber nicht
Fische: standardisiert: . .
X . oo Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle; X
Fish Aromatase-Assay Blut, Lebergewebe von Aromatase-Konzentration ow Aromatase Elisa kit manual robust 1 bis 2 Tage LfU, Vasanth et al. (2015)
R ) . LfU: Aromatase = 6,38 ng/mL - 23,97 ng/mL
mannlichen Tieren (Cusabio Technology LLC,
USA)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
Vergleich mit Literaturwerten:
z.B: Projekt SchussenAktivplus (Peschke et al. (2019),
Fekunditt von Krebstiere Fekunditat etabliert, aber nicht TrIEbSkO”I: (22?7)):' dex 1619 Grummt et al. (2017),
unditat v iere: : 3 -
(Anzahl Embryonen/Jungtiere pro Ow, ABW standardisiert: Argen: Fekunditdtsindex 1,6-1, mehrere Stunden Peschke et al. (2019),

Triebskorn (2017)




Anlage 1 - Tabelle 9:

Biotests zur Untersuchung von Arzneimittelwirkungen

- N Anreicherung der
R Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ R Aufwand i .
Testname Testmaterial ) R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) )
notwendig?
in vitro
Vergleich mit Referenzsubstanz Diclofenac;
NSAID Biosenso etabliert, aber nicht automatisierbar im Bernhard et al. (2017)
i r iert, rni ; . . K ) r r . ,
) etablierte Zelllinie: Cox-1 Inhibition o Vergleich mit Literaturwerten: ) L Mitteldurchsatz, erfasst starke organische Belastung -
(Schmerzmittel): " Ow, ABW standardisiert: Bernhard et al. (2017): mittel einige Stunden ) . . Triebskorn et al. (2017),
CHO-K1 (Hamster) (Fluoreszenz-Ratio Anderung) . : wirkbasiert Mischungs- (Abwasser) .
Cox-1/roGFP3 Bernhard et al. (2017) ABW (dreistufige Reinigung, SPE-Extrakt): 3,5 Informationen von M. Frey
9 gung, - 32 Hg effekte
Diclofenac-EQ/L
NSAID Bi
|05§nsor etablierte Zelllinie: Cox-2 Inhibition etabliert, aber nicht X - erfasst wirkbasiert starke organische Belastung .
(Schmerzmittel): " OW, ABW - mittel einige Stunden . Informationen von M. Frey
CHO-K1 (Hamster) (Fluoreszenz-Ratio Anderung) standardisiert Mischungseffekte (Abwasser)
Cox-2/roGFP
Vergleich mit Referenzsubstanz Metoprolol;
etabliert, aber nicht i it Li automatisierbar im Bernhard et al. (2017)
Betablocker Biosensor: etablierte Zelllinie: b1-Adrenozeptor Inhibition L Vergleich mit Literaturwerten: . " Mitteldurchsatz, erfasst starke organische Belastung ] ) '
— Ow, ABW standardisiert: Bernhard et al. (2017): mittel einige Stunden ) . . Triebskorn et al. (2017),
b1-Adrenozeptor / CEPAC | CHO-K1 (Hamster) (Fluoreszenz-Ratio Anderung) : : wirkbasiert Mischungs- (Abwasser) .
Bernhard et al. (2017) ABW (dreistufige Reinigung, SPE-Extrakt): 3,2-4,2 ug offekte Informationen von M. Frey
Metoprolol-EQ/L
Anlage 1 - Tabelle 10: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Arzneimittelwirkungen
A Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand ) .
Testname Testmaterial A . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
etabliert, aber nicht . )
. Unterschied zu Negativkontrolle/
. . standardisiert:
Fish Prostaglandin E2- ) . . . Referenzstelle; .
Blut von Fischen Prostaglandinkonzentration ow Prostaglandin Elisa Kit X robust 1 bis 2 Tage Gan (2010), LfU
Assay ) LfU: Prostaglandine = 116,4 pg/mL - 3418,4 pg/mL
Manual (Cusabio Technology . .
(Cusabio, Mybiosource)
LLC, USA)
Anlage 1 - Tabelle 11: Biotests zur Untersuchung von oxidativem Stress
Anreich d
R Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand A . nreicherung der
Testname Testmaterial A K Robustheit R Vorteile Stérfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
in vitro
tablierte Zelllinie: Glutathion-O: rfasst Aktivi
Allergen Biosensor elablierte zeflinie utathion-ox o oW, ABW Forschung ertass .IVIerung Informationen von M. Frey
HaCaT (Mensch) (Fluoreszenz-Ratio Anderung) von Keratinozyten
. etablierte Zelllinie: Glutathion-Ox erfasst subletale .
Redoxstress Biosensor L Ow, ABW Forschung L Informationen von M. Frey
CHO-K1 (Hamster) (Fluoreszenz-Ratio Anderung) Zellschadigung
RFU (Relative Fluoreszenz Einheit) Quantifizierung in . X o X
. . . R K . ", es sollte immer eine Sterilfiltration
. . i - Bildung von ROS etabliert, aber nicht nM DCF mittels einer DCF Eichkurve; positives X . i " X
Nachweis von ROS mit etablierte Zelllinien: HepG2, - mittel bis einfach durchfiihrbar, 1. Messpunkt nach vorgenommen werden; bei
(Fluoreszenzmessung des TW, OW, ABW standardisiert: Testresultat, wenn > 20 nM DCF (nach Abzug nM K - L eventuell Escher et al. (2014), UBA
DCFHDA SH-SYS5Y (Mensch) R robust 2 Tage 4 h Inkubation moglich Abwasserproben muss zusatzlich
umgesetzten Farbstoffs durch ROS) SOP vorhanden DCF der Negativkontrolle) L i N
Antibiotika hinzugefligt werden
(UBA)
Bild kti
etablierte Zelllinien: Mensch, ficing von reta ven Forschung:
. L Sauerstoffspezies . . L .
ROS Assay RTG-2 (Fisch); primare oW, ABW Farmen et al. (2010), Unterschied zu Negativkontrolle einige Stunden Kienle et al. (2015)
R (Fluoreszens durch Substrat-
Hepatozyten (Fisch) o Wang et al. (1999)
oxidation)
etabliert, aber nicht
Glutathion-Peroxidase . - Aktivitat der Glutathion-Peroxidase standardisiert: . . einfach, kommerzielle Testkits .
etablierte Zelllinien: Mensch . . Oow, ABW , Unterschied zu Negativkontrolle i . Kienle et al. (2015)
(GPX) Assay (kolorimetrische Messung) Flohé et al. (1984), 5 Minuten erhaltlich
Yagi (1998)
Vergleich mit Referenzsubstanz Dichlorvos
tabli icht ECr15=1702 L): i fahi
etablierte Zellinie: ) etab Iert,'a.ber nie ( m'? Ho/L . gering, roboterfahig/ kommerzielle Testkits ) Informationen von B. Escher,
AREc32 Induktion von Nrf2 TW, OW, ABW standardisiert: EBT-Dichlorvos-EQ=156 ug Dichlorvos-EQ/L robust Hochdurchsatz- . ja .
AREC32 (Mensch) R X o erhéltlich Schmidt et al. (2017)
Escher et al. (2012) (Information von B. Escher, Screening mdglich
Escher et al. (2018))
Vergleich mit Referenzsubstanz Dichlorvos
tabliert, aber nicht ECir15=3868 pg/L): ing, roboterfahi ) ) .
etablierte Zellinie: X etaplier Aa. ernic ( m's, Ho/b . gering, roboterfahig/ kommerzielle Testkits . Informationen von B. Escher,
AREGeneBLAzer Induktion von Nrf2 TW, OW, ABW standardisiert: EBT-Dichlorvos-EQ=1,4 mg Dichlorvos-EQ/L robust Hochdurchsatz- o ja .
ARE-bla HepG2 (Mensch) L R X o erhaltlich Schmidt et al. (2017)
Koénig et al. (2017) (Information von B. Escher, Screening moglich
Escher et al. (2018))




Anlage 1 - Tabelle 12: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von oxidativem Stress

Endpunkt

maogliche

Etablierungsstatus &

Referenzwert/

Aufwand

Aktivitat

verschiedene Gewebe

(Substratumsatz)

Wdzieczak et al. (1982)

van der Oost (1998): Karpfen, Referenzstelle: 65+13 - 91+7
U/mg Protein

erhaltlich

Testname Testmaterial 3 . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Unterschied zu Negativkontrolle/
Referenzstelle;
Vergleich mit Literaturwerten:
Deutschmann (2020): Lebergewebe von Bachforellen,
Referenzstelle Holtemme: ca. 600 pmol CDNB/min*mg
Protein
Lebergewebe von Rotaugen, Kontrolle: 131+24,2 pmol
CDNB/min*mg Protein Brai 4 Ced (2008)
- . . . . rain und Cedergreen ,
Aktivitat der Gluthation-S- etabliert, aber nicht . : . . X . Alter, Geschlecht, Erndhrungs-zustand .
Glutathion-S- Transferase- | Fische, Muscheln, Pflanzen: Transferase OW. ABW standardisiert: Jemec et al. (2008): Daphnia magna : Kontrollen: 67,3-87,3 kommerzielle Testkits des Tieres und Wasser temg eratur Kienle et al. (2015),
Assay verschiedene Gewebe ' . ) nmol/min*mg Protein (22 Tage), erhaltlich N ; P Lindstrém-Seppa et al. (2001),
(Substratumsatz) Habig et al. (1974) 108,4 nmol/min*mg Protein (3 Tage), 350 nmol/min*mg kénnen Einfluss haben VDI (2018)
Protein (4-5 Tage)
Koponen et al. (1997): Lebergewebe von
Regenbogenforellen: Kontrollen: 272+43 -
346480 nmol/min*mg Protein
van der Oost et al. (1998): Lebergewebe von Karpfen:
Referenzstelle: 0,29+0,05 - 0,49+0.04 pmol/min*mg
Protein
X . Brain und Cedergreen (2008),
) Unterschied zu Negativkontrolle/ .
Fische: . A European Commission (2014),
. . . _ . . etabliert, aber nicht Referenzstelle; . .
Glutathionperoxidase- Leber- und Nierengewebe; Aktivitat der Glutathion-Peroxidase . X L kommerzielle Testkits Hanson et al. (2013),
Oow, ABW standardisiert: Vergleich mit Literaturwerten: L .
Assay Pflanzen; (NADPH Verbrauch) erhaltlich Kienle et al. (2015),
Petala et al. (2009) van der Oost (1998): Karpfen, Referenzstelle: 0,34+0,05 - K . .
Muscheln . Lindstrém-Seppé et al. (2001),
0,45+0,1 U/mg Protein L
Livingstone (2001)
) . . . etabliert, aber nicht . . )
i Fische: Glutathiongehalt (kolorimetrische . Unterschied zu Negativkontrolle/ Kienle et al. (2015),
Glutathion-Gehalt ) ABW standardisiert: -
Leber- und Nierengewebe Messung) Referenzstelle Livingstone (2001)
Petala et al. (2009)
Brai d Ced 2008),
etabliert, aber nicht Eram un Ce ergrelen EZOM;
ropean Commssion X
Glutathionreduktase- Fische, Muscheln, Schnecken, Aktivitat der Gluthationreduktase ow standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle/ kommerzielle Testkits HU P tal (2013)
anson et al. ,
Aktivitat Pflanzen: verschiedene Gewebe | (Substratumsatz) Carlberg und Mannervik Referenzstelle erhaltlich R . .
(1975) Lindstrom-Seppé et al. (2001),
Livingstone (2001)
. . Fische: Aktivitdt der Hdm-Peroxidase Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ kommerzielle Testkits X
Ham-Peroxidase Assay X ABW . Kienle et al. (2015)
Leber- und Nierengewebe (Substratumsatz) Brogdon et al. (1997) Referenzstelle erhaltlich
Unterschied zu Negativkontrolle/
Fische: Referenzstelle;
Ganzkorperhomogenate von i - . etabliert, aber nicht Vergleich mit Literaturwerten: z.B. Projekt EffPharm i i Kienle et al. (2015),
. L Aktivitat der Lipidperoxidase . X kommerzielle Testkits .
Lipidperoxidation Larven; (Substratumsatz) ABW standardisiert: (Triebskorn et al. (2017)): Bachforellen-Larven: erhaltlich European Commission (2014),
Krebstiere: Hermes-Lima et al. (1995) Laborkontrollen: 4,67 CHP-EQ/mg Triebskorn et al. (2017)
Ganzkdérperhomogenate Referenzstelle: 4,34 CHP-EQ/mg
ABW: 3,79 CHP-EQ/mg
Unterschied zu Negativkontrolle/
Referenzstelle;
Vergleich mit Literaturwerten:
Deutschmann (2020): Lebergewebe von Bchforellen,
etabliert, aber nicht . : i . . Hanson et al. (2013),
Fische, Invertebraten: Aktivitat der Catalase l . ! Referenzstelle Holtemme: ca. 400 pmol/min*mg Protein kommerzielle Testkits . ( )
Catalase-Test erschiedene Gewebe (Substratumsatz) ow standardisiert: erhaltlich Livingstone (2001),
Vi | Wi u u Z, - - in* H |
Aebi (1985) Jemec et al. (2007): 62,4-84,3 pmol/min*mg Protein (22 Wernersson et al. (2015)
Tage), 350 pmol/min*mg Protein (4-5 Tage),
250 pmol/min*mg Protein (6 Tage);
van der Oost et al. (1998): Karpfen, Referenzstelle:
1645 - 52412 U/mg Protein
Unterschied zu Negativkontrolle/ L
. . European Commission (2014),
. . I . etabliert, aber nicht Referenzstelle; . .
Superoxid-Dismutase Fische, Muscheln, Pflanzen: Aktivitat der Superoxid-Dismutase . . L kommerzielle Testkits Hanson et al. (2013),
ow standardisiert: Vergleich mit Literaturwerten:

Lindstrom-Seppé et al. (2001),
Livingstone (2001)




Anlage 1 - Tabelle 13: Biotests zur Untersuchung von Reproduktions- und Entwicklungstoxizitat

Anreicherung der

Ceriodaphnia dubia

(Ceriodaphnia dubia)

1SO 20665:2008.

(C4ClsONa), Kupfersulfat (CuSO, 5H,0), Natriumchlorid
(NacCl), oder Zinksulfat (ZnSO,)

bendétigte Probenvolumina
deutlich geringer, Testkit
(miniaturisierte Version)
verfligbar

hohe Sulfatkonzentrationen

. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand ) .
Testname Testmaterial ) A Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
in vivo
standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle; )
Daphnia magna Krebstiere: Fortpflanzung e 9 ; aufwendig, Grummt et al. (2017), LfU,
Reproduktionstest Daphnia magna (Anzahl Jungtiere pro Weibchen) TW, OW, ABW 10 10706:2000, Glltigkeitskriterien: Kontrolle: Mortalitat der robust 21 Tage Informationen von L. Blaha
P P 9 9 P OECD 211 Elterntiere <20%, Uberlebensrate Jungtiere >60% & ’
Unterschied zu Negativkontrolle;
Vergleich mit Literaturwerten, z.B. Projekt SeKT
(Hoss et al ., 2010): )
Toxizitatsschwellwert=25% Inhibition aufwendig, chronischer Test mit
(Anzahl Wiirmer im Vgl. zur Kontrolle) 28 Tage Testdauer endobenthischem . . .
Sediment-Wasser . . und 14 Tage Vorlauf ) Testorganismus ist sehr empfindlich . . Kienle et al. (2015),
K Ringelwurm: Fortpflanzung i standardisiert: Projekt SchussenAktivplus (Triebskorn, 2017): 7. Organismus - dadurch i . i nein, auch nicht K X
Lumbriculus - X i R N OW, Sediment ! robust (Synchronisierung), . . bei hohen NH,"-Konzentrationen L Triebskorn (2017), Informationen
L Lumbriculus variegatus (Biomasse, Anzahl Wiirmer) OECD 225 Anzahl Wiirmer im Vgl. zur Kontrolle: . . Exposition gegentiber . filtrieren
Toxizitatstest jedoch geringer . oo (ABW, Sediment) von J. Oehlmann
Schussen, oberhalb KA: -14,8- +16,8% sedimentbdirtiger
Betreuungsaufwand
Schussen, unterhalb KA: -29- -5,9% . Schadstoffe
wahrend des Tests
Projekt NiddaMan (Brettschneider et al,, 2019b):
Anzahl Wirmer:
Nidda: 18- 24%, Usa: 29- 32%, Horloff: 11-22%
Unterschied zu Negativkontrolle; Vergleich mit
Literaturwerten, z.B. Projekt SchussenAktivplus
(Giebner et al, 2017):
Anzahl Embryonen im Vgl. zur Kontrolle:
ABW: Nachklarung: -51.2%,0zon/GAK: -52,6%,
Ozon/Sandfiltration: -66,9% aufwendig, Giebner et al. (2018),
R duktionstest Fortpfl 28T Testd g hronischer Test, h fu . . H b t al. (2014),
me'f;’oot:mlooni ess Schnecke: (:n ZhTr;Zr:Sg onen pro Weibchen), OW, ABW, standardisiert: ow: robust 'edoige ef'sn :;’er Zniioc:lls'cn er’rk(zsamaeusctof?er nein, auch nicht Genr::ntegjl 320(1 7) )
i Z i , ) u i rin wi o ru 5 ,
i Potamopyrgus antipodarum | 27 TYNENP Sediment OECD 242 Schussen, oberhalb KA: -6,78- +54,4% B i fltrieren Triebskorn (2017
antipodarum ortaiita Schussen, unterhalb dreistufiger KA: +36,7% e"}:euuc;\isau an sensiv r]lce s orn ( ) b
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: +3,4% wahrend des Tests Informationen von J. Oehlmann
Projekt NiddaMan (Brettschneider et al, 2019b):
Einteilung in Statusklassen (Inhibition der
Embryonenproduktion):
Gut: £20% Mortalitat, <20%
Unterschied zu Negativkontrolle;
Vergleich mit Literaturwerten, z.B. Projekt
SchussenAktivplus:
Mortalitat:
etabliert, teilweise akute und chronische
. . . . . . Schussen, oberhalb KA: 7,8-13,8% L Grummt et al. (2017),
Fish Embryo Test in Fisch-Embryonen: Mortalitat, Schlupfrate, standardisiert (in Anlehnung N Toxizitdtsparameter, Sauerstoffzehrung (ggf. vorher
X . K .. oW, ABW Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 6,1+18% 4 Tage R . . Thellmann et al. (2017b),
Anlehnung an OECD 236 Danio rerio Entwicklungsdefizite, Herzschlagrate an OECD 236): R X rechlich gesehen kein beliiften der Probe) X
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 0,4+2.9% X Triebskorn (2017)
Thellmann et al. (2015) Tierversuch
Schlupfrate:
Schussen, oberhalb KA: 71,4-76,6%
Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 91,9+21,9%
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle: 97,8+6,4%
Fisch-Embryonen:
olft Danio rZr'o aber auch Mortalitat, Schlupfrate, je nach Fischart mehr akute und chronische Grummt et al. (2017),
1 0, r . .. .. . . . . P . .
. . R Y Entwicklungsdefizite, standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle oder weniger aufwandig| Toxizitatsparameter, Sauerstoffzehrung (ggf. vorher nein, auch nicht Luckenbach et al. (2001),
Fish Early Life Stage Test Oncorhynchus mykiss, Oow, ABW . h robust ) . ) . - .
. hal . Herzschlagrate, OECD 210 (siehe OECD-Rahmenbedingungen) (4 Tage bis mehrere rechtlich gesehen kein belliften der Probe) filtrieren Maier et al. (2015),
m rom ' " . .
! efD a esl prometas Verhaltensanderungen Monate) Tierversuch Triebskorn (2017)
Oryzias latipes
kein Tierversuch,
Testdauer mit 7-8 Tagen
. R deutlich geringer als
. Unterschied zur Negativkontrolle; X
Fortpflanzungstest mit Wasserfloh standardisiert Refi bst. : Natri Pentachlorphenolat Fortpflanzungstest mit extreme pH-Werte, hohe Leitfahigkeit,
P 9 Anzahl Nachkommen, Mortalitat oW AFNOR 2000 NF T 90-376, eterenzsubstanzen: Ratrium-Fentachiorphenola robust hoch, 7-8 Tage Daphnia magna , P ' glett Informationen von C. Kienle




Anlage 1 - Tabelle 14: Biotests zur Untersuchung von Phytotoxizitat

Anreicherung der

R Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand . .
Testname Testmaterial A R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
in vivo
einzellige Griinalgen: Positivkontrolle: 0,49 mg/L K,Cr,0;: 20-80%
Pseudokirchneriella Hemmung (LfU);
Algen- und subcapitata, L. einfach durchfihrbar, . Escher et al. (2018),
Wachstumshemmun standardisiert: i i i - sich absetzende Feststoffe, starke .
Cyanobakterien- Desmodesmus subspicatus ; umshemmung OW, ABW rassier Vergleich mit Referenzsubstanz Diruon (EC5o=29 robust 3 Tage erfasst auch chronische “ zen & star nein Grummt et al. (2017), LfU,
) (Trockengewicht, Zellzahl) OECD 201 /0): Farbung der Probe R ;
Wachstumshemmtest Cyanobakterien: Hg/L): Effekte Informationen von L. Bldha
Anabaena flos-aquae, EBT-DEQ=0,12 ug DEQ/L
Synechococcus leopoliensis (Escher et al, 2018)
einzellige Grinalgen: . .
. . . . einfach durchfihrbar, .
Algen- Pseudokirchneriella Wachstumshemmung standardisiert: Positivkontrolle: 0,49 mg/L K,Cr,O;: 20-80% . . sich absetzende Feststoffe, starke R Grummt et al. (2015),
. ) . . Oow, ABW robust gering, 3 Tage erfasst auch chronische . nein )
Wachstumshemmtest subcapitata, Desmodesmus (Zelldichte, optische Dichte) DIN EN ISO 8692:2012 Hemmung (LfU) Effekte Farbung der Probe Kienle et al. (2015), LUBW, LfU
subspicatus
als Ergebnis gilt die geringste Verdiinnungsstufe
innerhalb eines Testansates bei der eine Hemmung
<20% auftritt;
Wachstumshemmun Gultigkeitskriterien: Vermehrungsfaktor 230fach einfach durchfihrbar, )
Algen- einzellige Grinalgen: . 9 standardisiert: o 9 ) sich absetzende Feststoffe, starke . LHW Sachsen-Anhalt, LUBW,
) (fluorometrische Messung der Oow, ABW und <100fach, robust hoch, 3 Tage erfasst auch chronische . nein
Wachstumshemmtest Desmodesmus subspicatus ) DIN 38412-33:1991 . . ) Férbung der Probe, extreme pH-Werte NLWKN
Biomasse) Positivkontrolle (Kaliumdichromat, 0,5mg/l): >20% Effekte
und <£80% Hemmung, mittlere Abweichung der
Kontrollen
<7,5% (NLWKN)
Vergleich mit Referenzsubstanz Diuron (ECs5,=16,8 +
) . . Hemmung der Photosynthese etabliert, aber nicht 9 (ECso ) einfach durchfihrbar, Kienle et al. (2015),
. einzellige Griinalgen: . . 1,5 pg/L): mittel, . .
Imaging PAM-Assay ) (Quantenausbeute gemessen mit Oow, ABW standardisiert: ) erfasst auch chronische nein Leusch et al. (2014),
Chlorella vulgaris N bioassay threshold=0,2 pg DEQ/L 4,5 Stunden .
IPAM-Gerat) Durand et al. (2009) Effekte Schmidt et al. (2017)
(Leusch et al, 2014)
Vergleich mit Ref bst Di EC50=3.94
ergleich mit Referenzsubstanz Diuron (ECsy einfach durchfuhrbar,
Hg/L (2 h-Wachstum // . . .
) . . ) . mittel, roboterfahig/ erfasst auch chronische )
einzellige Grinalgen: Wachstumshemmung nach 2 und etabliert, aber nicht 39 pg/L (24h-Wachstum): ) ) Kienle et al. (2015),
" ) ) ) . . . Hochdurchsatz- Effekte, Erfassung zweier | sich absetzende Feststoffe, starke . .
kombinierter Algentest Pseudokirchneriella 24 Stunden (kolorimetrische Oow, ABW standardisiert: EBT-DEQ=0.7 ug Diuron-EQ/L (2h) und robust ) L . . ja Informationen von B. Escher und
. . Screening moglich, Endpunkte in einem Test, | Farbung der Probe, extreme pH-Werte .
subcapitata Messung) Glauch et al. (2020) 0,13 pg Diuron-EQ/L (24h) . C. Kienle
. 1Tag geringes Probenvolumen
(Information von B. Escher, o
benétigt
Escher et al, 2018)
infach hfih
Algentest cinzellige Griinalaen OW, ABW, noch nicht standardisiert: el? act du: hu rl?ar,h sich absetzende Feststoffe, starke nein LUBW
inzell u I roni |
9 g 9 Sediment-eluate| Entwurf DIN 38412-59 ertasst auch chronische Farbung der Probe
Effekte
einzellige Griinalgen: etabliert, aber nicht . gering, kurze Expositionsdauer .
Algen-Schnelltest X Hemmung der Photosynthese ow - mittel X . Temperatur, Alter, Licht HH
Chlorella vulgaris standardisiert 1 bis 2 Tage von 15 Minuten
Algen-Toximeter
9 K X K X . R . etabliert, aber nicht Ausreifung des Systems
(Online Biotest in Online- einzellige Griinalgen Hemmung der Photosynthese . robust 10 Stunden pro Woche K Temperatur HH
. standardisiert auf sehr hohem Niveau
Messstationen)
. Vergleich mit Referenzsubstanz 3.5-Dichlorphenol
Wachstumshemmung standardisiert: . Grummt et al. (2017),
Lemna sp. . (ECso (Frondanzahl)= gering, . " . .
Pflanzen: Lemna sp. (Frond-Anzahl, Trockengewicht, oW, ABW OECD 221 i X robust einfach durchfihrbar nein Kienle et al. (2015),
Wachstumshemmtest K 2,2-3,8 mg/L) und/oder Kaliumchlorid (ECsq 7 Tage .
Nassgewicht) DIN EN ISO 20079 Triebskorn (2017)
(Frondanzahl)=5,5-10 g/L);
Wasser-Sediment N - :
X . Pflanzen: Wachstumshemmung (Sprosslénge, | OW, ABW, standardisiert: i . . " . Kienle et al. (2015),
Myriophyllum spicatum . X X X X Unterschied zu Negativkontrolle 14 Tage einfach durchfiihrbar nein
. Myriophyllum spicatum Trockengewicht, Nassgewicht) Sediment OECD 239 Samecka-Cymerman et al. (2004)
Toxizitatstest
Sediment-freier . .
X . Pflanzen: Wachstumshemmung (Sprosslénge, standardisiert: X . . " X
Myriophyllum spicatum R . . . OW, ABW Unterschied zu Negativkontrolle 14 Tage einfach durchfiihrbar nein Samecka-Cymerman et al. (2004)
. Myriophyllum spicatum Trockengewicht, Nassgewicht) OECD 238
Toxizitatstest
Myriophyllum Pflanzen: Wachstumshemmun standardisiert:
y( py i i R 9 Sediment Unterschied zu Negativkontrolle 10 Tage einfach durchfiihrbar nein LUBW
Toxizitatstest Myriophyllum aquaticum (Nassgewicht) DIN ISO 16191:2013




Anlage 1 - Tabelle 15: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Phytotoxizitét

. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand . .
Testname Testmaterial R ) Robustheit R Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Brain und Cedergreen (2008),
. Chlorophyll-Gehalt Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ g ( )
Chlorophyll-Gehalt verschiedene Pflanzen X Ow, ABW Grummt et al. (2017),
(spektrophotometrische Messung) Porra et al. (1989) Referenzstelle
Hertemann et al. (2011)
Chalkon-Synthase Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle,
R 4 verschiedene Pflanzen Gehalt an Chalkon-Synthase ow 9 9 / Brain und Cedergreen (2008)
Induktion Babu et al. (2003) Referenzstelle
L . Carotinoid-Gehalt Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ .
Carotinoid-Gehalt verschiedene Pflanzen i Ow, ABW Brain und Cedergreen (2008)
(spektrophotometrische Messung) Porra et al. (1989) Referenzstelle
Induktion von Chlorophyll-a-
Chlorophyll-Fluoreszens- . Fluoreszens Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ .
verschiedene Pflanzen . X oW, ABW Brain und Cedergreen (2008)
Messung (Veranderung der Fluoreszens in Oxborough (2004) Referenzstelle
dunkel-adaptierten Blattern)
Anlage 1 - Tabelle 16: Biotests zur Untersuchung von Zytotoxizitat
Anreicherung der
. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand . . 9
Testname Testmaterial B R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
. - Zellviabilitat etabliert, aber nicht Unterschied zu Negativkontrolle: . . .
. etablierte Zelllinie: i X . . . simpel, kommerzielle Testkits
CellTiter-Glo® 2.0 (ATP-Produktion metabolisch TW, OW, ABW standardisiert: positives Testresultat, wenn ATP-Konzentration < robust o UBA
HepG2 (Mensch) X . 3 Tage erhaltlich
aktiver Zellen) SOP vorhanden 80% der Negativkontrolle (UBA)
X etabliert, aber nicht
Bakterien: e - . . .
pBS X . Zellviabilitat W standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle mittel 2 Tage Lw
Bacillus subtilis .
Weiss et al. (2017)
etablierte Zelllinien: Zellviabilitat etabliert, aber nicht . . .
. L K X . R . mittel, kommerzielle Testkits Grummt et al. (2017),
MTT Assay RTL-W1 (Fisch) oder primére | (kolorimetrische Messung der ow standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle o .
. i . 1Tag erhaltlich Kienle et al. (2015)
Hepatozyten (Fisch) metabolischen Aktivitat) Mosmann (1983)
tabliert, aber nicht i boterfahi
verschiedene etablierte Zellviabilitat etablier ,_a. ernic . . gering, roboterfahig/ kommerzielle Testkits . .
PrestoBlue Assay . X . R X ow standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle robust Hochdurchsatz- o ja Informationen von B. Escher
Séaugetier-Zelllinien (mikroskopische Auswertung) X o erhaltlich
Escher et al. (2019) Screening mdglich
X . . etabliert, aber nicht . .
Bakterien: Photobacterium Hemmung der Lumineszens - . . sensitiver als Microtox- .
ToxScreen K X . X oW, ABW standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle 1 Stunde Kienle et al. (2015)
leiognathi (Stérung der ATP-Bildung) R Test
Ulitzur et al. (2002)
Vergleich mit Referenzsubstanz (virtual baseline
toxicant,
EC50=12300 ug/L): EBT-Baseline-TEQ=1264 ug/L
(Escher et al, 2018);
standardisiert: als Ergebnis gilt die geringste Verdiinnungsstufe
DIN EN ISO 11348-1:2008, innerl’gwlb einis Testgnsatzs . Hemnfun : mittel, roboterfihig/ Grummt et al. (2017),
i . DIN EN ISO 11348-2:2008 & 9= i i Hochdurchsatz- reproduzierbar wie ein Kienle et al. (2015), HH, LfU, LHW
. Bakterien: Hemmung der Lumineszens 20%; mittel bis X - . extreme pH-Werte, Meerwasser,
Leuchtbakterientest L . . . oW, ABW DIN EN ISO 11348-3:2008, L Screening méglich, chemisches . Sachsen-Anhalt, LUBW, LW,
Vibrio fischeri (Stérung der ATP-Bildung) . . Gliltigkeitskriterien: robust R . gefarbte Proben, Temperatur .
pAF: etabliert, aber nicht . 30 Minuten bis 2 Analysenverfahren NLWKN, Schmidt et al. (2017),
. Vermehrungsfaktor: >30fach bis .
standardisiert: . Stunden Informationen von B. Escher
. <100fach, Hemmung der Positivkontrolle
Weiss et al. (2017) . X K
(Kaliumdichromat, 0,5 mg/L): 220% bis <80%,
mittlere Abweichung der Kontrollen <7,5% (NLWKN)
Positivkontrolle: Kaliumdichromat (4 mg/L Cr(VI)): 20-
80% Hemmung (LfU)
tabliert, aber nicht . )
Laktatdehydrogenase- Zellviabilitat etablier _a. ernic . . kommerzielle Testkits
CHO (Hamster) R . oW, ABW standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle o LANUV
Assay (Membranintegritat) erhaltlich
Kumar et al. (2018)
XTT-Assa CHO (Hamster), Zellviabilitat OW. ABW standardisiert: Unterschied zu Neativkontrolle kommerzielle Testkits LANUV
Y 1929 (Maus) (mitochondriale Aktivitat) ' 1SO 10993-5:2009 9 erhaltlich




Anlage 1 - Tabelle 17: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Gewebetoxizitat

Endpunkt

maogliche

Etablierungsstatus &

Referenzwert/

Aufwand

Gonaden

Veranderungen im Gewebe)

OECD (2010)

Tieres kann Ergebnis beeinflussen

Testname Testmaterial ) . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Gefahr einer subjektiven Interpretation | Grummt et al. (2017),
Histopathologische . Gewebeintegritat etabliert, aber noch nicht . . ) . g P . . ( )
N . Fische: . . . Unterschied zu Negativkontrolle/ sehr aufwendig, sensitiv, erfasst und Bewertung der Befunde, Handling | Triebskorn (2017),
Veranderungen in der . (Reaktionen und destruktive ABW, OW standardisiert: . K . R
i Kiemengewebe . i i Referenzstelle mehrere Tage chronische Wirkungen und Wassertemperatur kénnen Wilhelm et al. (2017),
Kieme Veranderungen im Gewebe) Triebskorn et al. (2008) i K
Ergebnis beeinflussen VDI (2018)
Gefahr einer subjektiven Interpretation | Grummt et al. (2017),
Histopathologische . Gewebeintegritat etabliert, aber noch nicht . . . . ! ubjertiv P : -u ( )
. K Fische: . X . Unterschied zu Negativkontrolle/ sehr aufwendig, sensitiv, erfasst und Bewertung der Befunde, Triebskorn (2017),
Verénderungen in der (Reaktionen und destruktive ABW, OW standardisiert: . - u ) .
Lebergewebe . K i Referenzstelle mehrere Tage chronische Wirkungen Erndhrungszustand des Tieres kann Wilhelm et al. (2017),
Leber Veranderungen im Gewebe) Triebskorn et al. (2008) Rk .
Ergebnis beeinflussen VDI (2018)
European Commission (2014),
Histopathologische Gewebeintegritat etabliert, aber noch nicht . . ) . ) L . Grummt et al. (2017),
N P 9 . Fische: ; 9 . . Unterschied zu Negativkontrolle/ sehr aufwendig, sensitiv, erfasst Gefahr einer subjektiven Interpretation ‘u ¢ )
Veranderungen in der K (Reaktionen und destruktive ABW, OW standardisiert: X i Triebskorn (2017),
K Nierengewebe . X i Referenzstelle mehrere Tage chronische Wirkungen und Bewertung der Befunde :
Niere Veranderungen im Gewebe) Triebskorn et al. (2008) Wilhelm et al. (2017),
VDI (2018)
Histopathologische . Gewebeintegritat etabliert, aber noch nicht . . ) . Gefahr einer subjektiven Interpretation
. . Fische: Rk X . Unterschied zu Negativkontrolle/ sehr aufwendig, sensitiv, erfasst
Veranderungen in der (Reaktionen und destruktive ABW, OW standardisiert: X i und Bewertung der Befunde, Alter des | VDI (2018)
Gonadengewebe Referenzstelle mehrere Tage chronische Wirkungen




Anlage 1 - Tabelle 18: Biotests zur Untersuchung allgemeiner/unspezifischer Toxizitat

Anreicherung der

R Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ . Aufwand . .
Testname Testmaterial A R Robustheit R Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) R
notwendig?
Positivkontrolle: K,Cr,O;:
ECs0=0,6-2,1 mg/L (LfU)
Daphni Krebsti standardisiert: ittel bi LfU, NLWKN,
na magn r lere: H B : mi |
A:ptt (tl agna D € : ,e ¢ Immobilisierung OW, ABW DIN EN ISO 6341:2013, Vergleich mit Referenzsubstanz Chlorpyrifos b et s 1 bis 2 Tage einfach durchfihrbar extreme pH-Werte, Sauerstoffzehrung | nein Schmidt et al. (2017),
na magn . I
utes apfinta magna OECD 202 (EC50=553 ng/L): obus Informationen von L. Blaha
EBT-Chlorpyrifos-EQ=15 ng Chlorpyrifos-EQ/L)
(Escher et al, 2018))
kleinste Verdiinnungsstufe angegeben, bei der
Daphnientest Krebstiere: - standardisiert: mindestens 90% der Daphnien ihre . hoch; . . extreme pH-Werte, Sauerstoffzehrung, .
N i Immobilisierung ABW X . K mittel einfach durchfiihrbar nein HH, LHW Sachsen-Anhalt, LUBW
(Verdlinnungsstufen) Daphnia magna DIN 38412-30:1989 Schwimmfahigkeit beibehalten; 1Tag Temperatur
Negativkontrolle: £ 10% Immobilisierung (NLWKN)
Daphnientoximeter (Online
X P I_ XI, r (Onli Krebstiere: . etabliert, aber nicht Ausreifung des Systems R .
Biotest in Online . Verhaltensénderungen - robust 10 Stunden pro Woche K Tribung, Erschitterungen HH
X Daphnia magna standardisiert auf sehr hohem Niveau
Messstationen)
Negativkontrolle: Effekt < 10% (NLWKN),
Positivkontrolle: 3,4-Dichloranilin (3,7 mg/L): >20 % HH, LU, LHW Sachsen-Anhalt,
standardisiert: : : NLWKN,
. Fisch-Embryonen: - . - ! Sterblichkeit (LfU), Effekt >10% (NLWKN) hoch; sensitiv, rechtlich gesehen| extreme pH-Werte, . )
Fish Acute Embryo Test X K Mortalitat, Entwicklungsdefizite oW, ABW DIN EN ISO 15088:2008, robust . L nein Schmidt et al. (2017),
Danio rerio OECD 236 Vergleich mit Referenzsubstanz Bisphenol A: EBT- 2 Tage kein Tierversuch hohe Leitféhigkeit, Temperatur Informationen von L. Blaha und C.
BPA-EQ=276 pg/L (Mortalitat nach 48h) und 183 Kienle
Hg/L (Mortalitat nach 96/120h) (Escher et al,, 2018)
Unterschied zu Negativkontrolle:
Hamatokrit: 35%; Hamoglobin: 8 g/dL;
Erythrozytenzahl: 1 Mill./pl; Leukozytenzahl:
34.000/ml; Differentialblutbild: Lymphozyten: 84,1%,
Heterophile Granulozyten (stabkernig): 5,5%,
Chronischer Fischtest unter Fische: H.ématologie[ klinische Ch_emie, Heterophile Gra.nulozyten (.segmentkern.ig): 1‘1,5% o
Bericksichtiauna der je nach Fragestellung Biomarker, Histopathologie ow Forschung: (in der Regel keine basophilen oder eosinophilen robust Testverlaufe tGber LU
CRED Kriterigen 9 unterschiedliche qualitativ, semiquantitativ, Moermond et al. (2016) Granulozyten), Triglyceride: 153 mg/dL; Bilirubin: 1,36 28 Tage bis 3 Monate
Lebensstadien Quantitativ (Stereologie) mg/dL; Kreatinin: 0,33 mg/dL; Glucose: 173 mg/dL;
Calcium: 2,33 mg/dL; Cholesterin: 159 mg/dL;
Gesamtprotein: 1,6 mg/dL; Harnstoff: 3,06 mg/dL;
GPT: 9,8 U/L; GOT: 137,08 U/L; AP: 205 U/L; y-GT: 4,8
U/L; LDH: 918 U/L
(LfU)
Vergleich mit Referenzsubstanz Rosiglitazon
. . etablierte Zellinie: Induktion eines Reportergens fiir etabliert, aber nicht (EC10=353.8 ng/L): gering, roboterféhig/ . .
Peroxisome proliferator . . L - e . kommerzielle Testkits . .
activated receptor assa PPARy-UAS-bla HEK293H Peroxisom-Proliferator-aktivierte TW, OW, ABW standardisiert: EBT-Rosiglitazon-EQ=1.2 pg Rosiglitazon-EQ/L robust Hochdurchsatz- erhaltlich ja Informationen von B. Escher
P y Zellen (Mensch) Rezeptoren (Fluoreszens) Escher et al. (2014) (Information von B. Escher, Screening moglich
Escher et al, 2021)
. etablierte Zellinie: Induktion eines Reportergens fiir etabliert, aber nicht gering, roboterféhig/ . .
Retinoic acid receptor L . X . kommerzielle Testkits . i
activity assa RARa-UAS-bla HEK293T den Retinsaure-Rezeptor TW, OW, ABW standardisiert: Vergleich mit Referenzsubstanz robust Hochdurchsatz- erhaltlich ja Informationen von B. Escher
Y Y Zellen (Mensch) (Fluoreszens) Escher et al. (2014) Screening moglich
L . etablierte Zellinie: Induktion eines Reportergens fur etabliert, aber nicht gering, roboterfahig/ . .
Retinoic X receptor activity L - . R kommerzielle Testkits . .
assa RXRa-UAS-bla HEK293T den Retinoid-X-Rezeptor TW, OW, ABW standardisiert: Vergleich mit Referenzsubstanz robust Hochdurchsatz- erhaltlich ja Informationen von B. Escher
Y Zellen (Mensch) (Fluoreszens) Escher et al. (2014) Screening moglich
ing, roboterfahi ) .
" . etablierte Zelllinie: Induktion von hypoxia response TW. OW. ABW etabliert, aber nicht Vergleich mit Ref bst bust ae”:]z roho;e ahig/ kommerzielle Testkits . Inf i B. Esch
oxie , , . ergleich mit Referenzsubstanz robus ochdurchsatz- . a nformationen von B. Escher
P HRE-bla ME-180 (Mensch) elements standardisiert 9 X L erhaltlich J
Screening méglich
tabliert, aber nicht ing, roboterfahi . .
Entziindungsreaktionen etablierte Zelllinie: Induktion eines Reportergens fur TW, OW, ABW eta dlerd'a' etr " Vergleich mit Referenzsubstan robust aemlfj rohof e kommerzielle Testkits ja Informationen von B. Escher
ZU u | A f naardisiert: | I ZSU Z u ( Z- - | Vi .
9 NFk-bla THP-1 (Mensch) den NFk-B (Fluoreszens) standardisie 9 ¢ u ¢ sa" . erhaltlich J
Neale et al. (2018) Screening mdglich
Zuckmuckenlarven:
. . Chironomus riparius " standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle mittel; extreme pH-Werte, Sauerstoffzehrung, . Kienle et al. (2015),
Akuter Chironomidentest Immobilisierung Oow, ABW . . robust nein . ,
(bevorzugt), aber auch OECD 235 (siehe OECD-Rahmenbedingungen) 2 Tage Temperaturschwankungen Informationen von L. Bléha

C.dilutus, C.yoshimatsui




Anlage 1 - Tabelle 18: Fortsetzung

. ) Anreicherung der
. Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ 3 Aufwand . .
Testname Testmaterial ) B Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
Zuckmiickenlarven: . hoch;
X K L Larven: Mortalitat, Wachstum; - . . Lo
Chronischer Chironomus riparius L OW, ABW, standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle 28 Tage (C. riparius, extreme pH-Werte, Sauerstoffzehrung, . .
X X Adulte: Zeit bis zum Schlupf, Anzahl X X . robust i i nein Kienle et al. (2015)
Chironomidentest (bevorzugt), aber auch eschliinfte Tiere Sediment OECD 218 und 219 (siehe OECD-Rahmenbedingungen) C.yoshimatsui) Temperaturschwankungen
C.dilutus, C.yoshimatsui 9 P 65 Tage (Cdilutus)
N Larven: Mortalitat, Wachstum;
Zuckmiickenlarven: o
X X K L Adulte: Zeit bis zum Schlupf, Anzahl . . .
Chironomiden Chironomus riparius N . OW, ABW, standardisiert: Unterschied zu Negativkontrolle hoch; extreme pH-Werte, Sauerstoffzehrung, . . ,
R o geschlupfte Tiere, X X . robust nein Informationen von L. Blaha
Life-Cycle Toxizitatstest (bevorzugt), aber auch o . Sediment OECD 233 (siehe OECD-Rahmenbedingungen) mehrere Wochen Temperaturschwankungen
X i X Geschlechterverhaltnis, Fertilitat,
C.dilutus, C.yoshimatsui L
Fekunditat
Anlage 1 - Tabelle 19: Biomarkeranalysen zur Untersuchung allgemeiner/unspezifischer Toxizitat
A Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand . .
Testname Testmaterial ) R Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Hamatologie, klinische Chemie, . . L .
- . . . 9 ) o etabliert, aber nicht . ) Klinische Chemie:
Medizinisch-toxikologische| . Histopathologie qualitativ, . Unterschied zu Negativkontrolle/
Fische: Blut, Gewebeproben . o L standardisiert: robust 2 Stunden; Lfu
Untersuchungen semiquantitativ, quantitativ . Referenzstelle .
K Fiedler et al. (2020) Biomarker: 2 Tage
(Stereologie)
Anlage 1 - Tabelle 20: Biotests zur Untersuchung von Immunotoxizitat
Anreicherung der
R Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ R Aufwand ; . ! ung
Testname Testmaterial . . Robustheit . Vorteile Storfaktoren Proben Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal) .
notwendig?
Wachstumsassay mit . Zellproliferation Forschung: . . .
Milzzellen (Maus) Do OW, ABW Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle 3 Tage Kienle et al. (2015)
Lymphozyten (Szintillationsmessung) Kontana et al. (2009)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
Interleukin-1 (IL-1) " . len (Ratte) Zellproliferation oW, ABW Forschung: Vergleich mit Literaturwerten, z.B. Kontana et al. - enle et al, 2015)
mozytenzellen (Ratte, , . age ienle et al.
Aktivitatsassay Y 4 (Szintillationsmessung) Kontana et al. (2009) (2009): 9
ABW: Nachklarung: 185,8+10%
Ozon/GAK: 121,1+27,8
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
Interleukin-2 (IL-2) _ Zellproliferation Forschung: Vergleich mit Literaturwerten, z.B. Kontana et al. ]
L Milzzellen (Maus) o oW, ABW (2009): 3 Tage Kienle et al. (2015)
Aktivitatsassay (Szintillationsmessung) Kontana et al. (2009) .
ABW: Nachklarung: 99,4+1,9%
Ozon/GAK: 95,3+10,1

Anlage 1 - Tabelle 21: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Immunotoxizitat

A Endpunkt maogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand ) .
Testname Testmaterial ) 3 Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
. Fische: Forschung: ) .
Expression von . . Unterschied zu Negativkontrolle/ . Rehberger et al. (2017),
verschiedene Gewebe Genexpression ow Nakayama et al. (2008), schnelles Screening-Tool

immunspezifischen Genen Referenzstelle Segner et al. (2012)

(z.B. Milz, Niere) Eder et al. (2008)
Forschung:
X Fische: . f)r'sc 'ung Unterschied zu Negativkontrolle/ Rehberger et al. (2017),
Immunoglobulin-Level . Gehalt an Immunoglobulinen ow Siwicki et al. (1993),
Nieren- und Lebergewebe, Blut Referenzstelle Segner et al. (2012)

Binuramesh et al. (2011)

Koliner et al. (2002),

L X - L Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/
Phagozytoseaktivitat Fische, Amphibien: Leukozyten | Phagozytoseaktivitat OW, ABW . Rehberger et al. (2017),
Li et al. (2006) Referenzstelle

Segner et al. (2012)

L Fische: L Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ Rehberger et al. (2017),
Lysozyme Aktivitat Lysozymaktivitat ow .

Blut Binuramesh et al. (2011) Referenzstelle Segner et al. (2012)

Freiset: kti Kall t al. (2002),

Fische: reisetzung reaktiver Forschung: Unterschied zu Negativkontrolle/ Ollner et al. { )

Respiratory Burst Aktivitat S toffspezies bei d Rehb tal. (2017),
espiratory Burs ivitd auerstoffspezies bei der Karrow et al. (1999) Referenzstelle ehberger et al. ( )

Nierengewebe
Phagozytose Segner et al. (2012)




Anlage 1 - Tabelle 22: Biomarkeranalysen zur Untersuchung von Proteotoxizitat

Endpunkt

maogliche

Etablierungsstatus &

Referenzwert/

Aufwand

Testname Testmaterial ) . Robustheit ) Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
Unterschied zu Negativkontrolle/Referenzstelle;
z.B. Projekt SchussenAktivplus: (Triebskorn (2017), Wilhelm
et al. (2017), relativer hsp70 Gehalt):
Regenbogenforellen (1,5-jahrig):
Kontrollen: 1,6+0,3 - 2,0+0,4 (Leber), 2,3+0,7 (Niere),
1,5£0,3 - 1,940,5 (Kieme)
Argen: 1,6+0,4 - 1,7+£0,4 (Leber),
2,4+0,9 - 2,8+0,5 (Niere), 1,8+0,5 - 1,9+0,3 (Kieme) Brain und Cedergreen (2008),
Fische: direkt unterhalb 3-stufiger KA: 1,4+0,3 (Leber), E C issi 2014),
{sc ¢ Induktion oder Hemmung der etabliert, aber nicht . 9 . Pathogene; Alter des Tieres und uropean Commission ( )
. Kiemen-, Leber- und . o 2,1£0,4 (Niere), 1,5+0,4 (Kieme) N ) Grummt et al. (2017),
Stressproteingehalt . Hsp70 Produktion standardisiert: . . . ) . Wassertemperatur kdnnen Ergebnis
Nierengewebe; ) . OW, ABW N direkt unterhalb KA mit Aktivkohle: 1,6+0,4 (Leber), robust 1 bis 2 Tage - . . Peschke et al. (2019),
(Hsp70) i (Hsp70 Level relativ zu einem Kohler et al. (2001), . . beeinflussen; jahreszeitliche .
Krebstiere: 2,4%0,8 (Niere), 1,9+0,6 (Kieme) ) . . Wilhelm et al. (2017),
. Standard) Peschke et al. (2014) Unterschiede (Reproduktionszeit) X
Ganzkdrperhomogenate Bachforellen (1,5-jahrig) Triebskorn et al. (2002),
Kontrollen: 1,6+0,4 - 1,6+0,5 (Leber), Triebskorn et al. (2017)
2,004 - 2,4+0,7 (Niere), 1,504 - 1,6+0,4 (Kieme)
Argen: 1,5+0,2 - 1,7£0,4 (Leber),
2,3+0,1 - 2,4+0,7 (Niere), 1,4+0,1 - 1,5+0,5 (Kieme)
Schussen, unterhalb dreistufiger KA: 1,5+0,2 (Leber),
2,5+0,3 (Niere), 1,7+0,4 (Kieme)
Schussen, unterhalb KA mit Aktivkohle:
1,5+0,5 (Leber), 2,2+0,9 (Niere), 1,4+0,4 (Kieme)
etabliert, aber nicht
standardisiert: Pathogene; Alter des Tieres und
) Fische: Induktion oder Hemmung der Fish heat shock protein 70 LfU: HSP70 = 67,73 pg/mL - . kommerzielle Testkits Wassertemperatur kdnnen Ergebnis .
Fish HSP70-Assay i . Ow, ABW R X 1 bis 2 Tage . R i o Celi et al. (2016), LfU
Blut, verschiedene Gewebe Hsp70 Produktion (HSP-70) ELISA kit manual 570,9 pg/mL (Cusabio) erhaltlich beeinflussen; jahreszeitliche
(Cusabio Technology, LLC, Unterschiede (Reproduktionszeit)
USA)
Anlage 1 - Tabelle 23: Biomarkeranalysen zur Untersuchung der Wirkung von Metallen eingesetzt werden
A Endpunkt mogliche Etablierungsstatus & Referenzwert/ ) Aufwand . .
Testname Testmaterial R ) Robustheit A Vorteile Storfaktoren Referenzen
(gemessener Parameter) Testmatrix Methodenbeschreibung Bewertung (Zeit/Personal)
. . Unterschied zu Negativkontrolle/
. etabliert, aber nicht -
L Fische: Leber; Muscheln: ganze . i . Referenzstelle; . Alter, Geschlecht der untersuchten European Commission (2014),
Metallothioneine Metallothioneininduktion oW, ABW standardisiert: spezifisch

Tiere, Kiemen

OSPAR Commission (2007)

Vergleich mit Literaturwerten:

siehe Review von Amiard et al. (2006) fur Invertebraten

Tiere

Kienle et al. (2015), VDI (2018)




