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Zusammenfassung

Anhand validierter BCF-Daten aus der CEFIC LRI Gold-
standard-Datenbank wurden Kriterien analysiert, die als
Indikatoren einer reduzierten Bioakkumulation dienen kdnnen.
Im Sinne einer Klassifizierung von B-Stoffen wurde bestéatigt,
dass BCF > 2000 nicht fiir Stoffe mit log Kow < 3 oder > 10
auftritt. Die MolekulgroRe (maximaler Molekiildurchmesser >
2,5 nm, effektiver Molekildurchmesser > 1,5 nm) und die
Molmasse (> 600 g/mol) sind weitere mégliche Indikatoren fur
BCF-Werte < 2000. Eine robuste Validierung ist aber mangels
belastbarer BCF-Daten fiir grofe Molekiile nicht durchfiihrbar.
Kriterien aus dem Screening oraler Pharmaka (Lipinski’'s Rule
of 5) sind nicht ausreichend, um geringe Bioakkumulation
festzustellen.

Hintergrund

REACH sieht fir Stoffe mit (sehr) persistenten, (sehr) bio-
akkumulierenden und toxischen Eigenschaften (PBT-Stoffe,
vPvB-Stoffe) eine Zulassungspflicht vor [1]. Grenzkriterium ist
ein Biokonzentrationsfaktor (BCF) > 2000 fiir B-Stoffe bzw. >
5000 fur vB-Stoffe [2]. Mit Blick auf den erheblichen
experimentellen Aufwand von Bioakkumulationsstudien wird
diskutiert, ob Stoffe aufgrund physikalisch-chemischer oder
struktureller Eigenschaften biologische Membranen voraus-
sichtlich nicht durchdringen kénnen bzw. die Stoffaufnahme
so sehr gehemmt ist, dass eine relevante Bioakkumulation
nicht zu erwarten ist. Insbesondere Lipophilie (log Kow: 1-
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient), MolekullgroRe (Dmax:
maximaler Durchmesser, D¢ effektiver Durchmesser), Mol-
masse und Lipidloslichkeit werden als mogliche limitierende
Kriterien betrachtet (Tabelle 1). Indikatoren einer einge-
schrankten Bioakkumulation kodnnten als Kriterien fir ein
Waiving (Verzicht) von experimentellen Bestimmungen des
BCF auf der Basis von Substanzeigenschaften herangezogen
werden.

BCF Cut-off: Fakt oder Fiktion?

Die Frage, ob superlipophile Stoffe (log Kow > 5-6)
tatsachlich eine geringere Bioakkumulation aufweisen als
aufgrund ihrer Hydrophobie zu erwarten ist, ist nicht
abschlieRend beantwortet. Der oft beschriebene BCF Cut-off,
z.B. [9, 11, 15-21], wird entweder experimentellen Artefakten
oder einer veranderten Aufnahme aufgrund verminderter
Membranpermeation zugeschrieben (Abbildung 1).
Insbesondere lipophile Chemikalien mit sehr geringer
Wasserloslichkeit haben haufig eine scheinbar reduzierte
Biokonzentration. Viele ‘zu niedrige’ BCF-Werte relativ zum
log Kow der Testsubstanzen halten einer kritischen
Uberpriifung nicht stand, sie reflektieren fehlerhafte
Durchfilhrung und Auswertung von Testergebnissen. Ent-
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scheidende Einflussfaktoren sind die Bioverfligbarkeit (z.B.
freie, geldste Expositionskonzentrationen, Sorption, Grenzen
der Wasserl6slichkeit, Effekte von L&sungsvermittlern) und
die Kinetik (z.B. Erreichen des Steady-State, verminderte
Diffusion in Wasserphasen, Auswirkungen von Gréfe und
Lebensdauer der Testorganismen).

Systematische experimentelle Belege fir eine reduzierte
Aufnahme groRRer Molekile, z.B. Untersuchungen an bio-
logischen Membranen, liegen nicht vor. Daten zur oralen
Absorption von Antibiotika weisen aber darauf hin, dass auch
grof’e Substanzen mit hohem Molekulargewicht (MW > 1000
g/mol) Membranen passieren und in Organismen aufge-
nommen werden kénnen [22, 23].

Unbenommen der genannten Aspekte st aus
theoretischen Erwagungen eine nicht-Linearitdt von BCF/
Lipophile-Beziehungen zu erwarten, allerdings bei erheblich
héheren log Kow-Werten ~10 [24]. Insbesondere limitierte
Diffusion in wassrigen Phasen, unterschiedliches Verhalten in
Lipiden oder 1-Oktanol sowie unterschiedliche thermo-
dynamische Eigenschaften, z.B. Enthalpie-Effekte, schlielen
eine ’endlose’ Linearitdt der Beziehung zwischen Lipophilie
und Bioakkumulation aus [25].

Bioakkumulation

log Kow

Abb.1. Mégliche Beziehungen zwischen Bioakkumulation und
log Kow: Der Unterschied zwischen den Funktionen (a) und
(b) beruht auf kinetischen Artefakten, zwischen (b) und (c) auf
verminderter Bioverfiigbarkeit [24].

Beziehungen zwischen BCF und Lipophilie

Quantitative  Struktur-Aktivitdtsbeziehungen (QSAR)  zur
Abschatzung des BCF aus dem log Kow sind fir neutrale
organische Substanzen mittlerer Lipophilie (0 < log Kow < 6)
etabliert, z.B. [10, 16, 18, 19]. Lineare Funktionen beschrei-
ben das Akkumulationspotential von Chemikalien unter der
Annahme  passiver Diffusion als  geschwindigkeits-
bestimmenden Prozess. Abweichungen nach unten, d.h.
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Jahr Chemikalien | log Kow Molekul- Molmasse Lipid- Wasser- Quelle
grée I0slichkeit |6slichkeit
1985 | Polychlorierte >6 Dett > 0,95 nm - - Opperhuizen et al.
Naphthaline [3]
1987 Silicone -- Kettenlange > 5,3 nm -- - Opperhuizen et al.
[4
1988 Organische - Des> 1,05 nm > 450 g/mol <10 mgl/l <0,1 mg/l Anliker et al.
Farbstoffe oder [5, 6]
> 2000 mg/I
1991 - -- - > 600 g/mol - - UBA[7]
2000 -- -- Desr> 0,95 nm > 700 g/mol < 2 mmol/kg -- Environment
Kettenlange > 4,3 nm Canada [8]
2002 Organische >5,5 Dmax> 1,5 nm -- -- Dimitrov et al. [9]
Substanzen
2003 - -- -- > 700 g/mol - - TGD [10]
2005 Organische -- Dmax> 1,7£0,2 nm - - Dimitrov et al. [11]
Substanzen
2006 - - Kettenlange > 4,3 nm >700-1100 < 0,002*MW mg/I - TC-NES [12]
Dmax> 1,74 nm g/mol
2007 - >10 Dmax> 2,5 nm > 600 g/mol - - UBA [13]
Desf > 1,5 nm
2007 - >10 Kettenlange > 4,3 nm >700-1100 < 0,002*MW mg/I - EU [2]
Desr> 1,74 nm g/mol
2007 - >8 Dmax> 1,5 nm > 600 g/mol - - Arijs et al. [14]
Der> 1,0 nm

Tabelle 1. Beispiele fur Kriterien, die als Indikatoren einer mdglicherweise reduzierten Bioakkumulation vorgeschlagen wurden.

geringere Bioakkumulation, kdnnen z.B. auf lonisation, Abbau
oder Metabolismus der Testsubstanzen beruhen.

Eine Analyse von Beziehungen zwischen Bioakkumulations-
potential und physikalisch-chemischen oder strukturellen
Eigenschaften erfolgte beispielhaft anhand validierter BCF-
Daten aus der CEFIC LRI Goldstandard-Datenbank zur
Bioakkumulation [26]. Bei multiplen Eintrdgen zu einer
Substanz wurde im Sinne einer Worst-Case Betrachtung der
jeweils hochste BCF-Wert verwendet. Abbildung 2 zeigt die
Verteilung von BCF-Werten in Abhangigkeit von der
Lipophilie, berechnet als log Kow (KowWin (Version 1.67)
[27]). Die bilineare QSAR beschreibt das maximale
Bioakkumulationspotential [18]:

log BCF = (Gleichung 1)
0.99 log Kow - 1.47 log (4.97 x 10°® Kow + 1) + 0.0135

Die Datenverteilung zeigt erhebliche Streuungen Uber zwei
bis drei GréRenordnungen fur Substanzen gleicher Lipophilie.
Mit steigendem log Kow nehmen die Abweichungen von der
QSAR nach unten zu. Abweichungen nach oben betreffen nur
hydrophile Molekiile (log Kow < 3), deren BCF aber in allen
Fallen kleiner als 2000 ist. Im Sinne einer Klassifizierung von

Mitt Umweltchem Okotox 69

B-Stoffen [2] bestatigt Abbildung 2, dass BCF > 2000 nicht fir
Stoffe mit log Kow < 3 oder > 10 auftritt.

log BCF

log Kow

Abb. 2. Beziehung zwischen log BCF [26] und log Kow. Die
bilineare Funktion beschreibt das maximale Bioakkumula-
tionspotential [18]. Die gestrichelten horizontalen Linien
geben die BCF-Grenzkriterien fir B- und vB-Stoffe an.

Beziehungen zwischen BCF und MolekilgréRRe

Ein mdglicher limitierender Einfluss der Molekulgrofie auf die
Bioakkumulation ist oft postuliert worden. Geht man von
passiver Diffusion als Mechanismus der Membranpassage
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aus, muss die Absorptionsgeschwindigkeit mit zunehmender
MolekilgroRe abnehmen. Beziehungen zwischen BCF-
Werten [26] und dem maximalen und effektiven Molekiil-
durchmesser, berechnet nach Geometrieoptimierung mit
MOPAC (http://openmopac.net) mittels CROSS [28] sind in
Abbildungen 3 und 4 dargestellt.
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Abb. 3. Beziehung zwischen log BCF [26] und maximalem
Molekildurchmesser Dmax [nm]. Die gestrichelten horizontalen
Linien geben die BCF-Grenzkriterien fur B- und vB-Stoffe an.
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Abb. 4. Beziehung zwischen log BCF [26] und effektivem
Molekildurchmesser Der [nm]. Die gestrichelten horizontalen
Linien geben die BCF-Grenzkriterien fir B- und vB-Stoffe an.

Bei kleinen Molekilen (Dmax < 2,0 nm, Desr < 1,2 nm) ist kein
Einfluss ihrer GroRe auf das Ausmal} ihrer Bioakkumulation
zu erkennen. Demgegeniiber erscheint ein maximaler Mole-
kildurchmesser > 25 nm oder ein effektiver Molekul-
durchmesser > 1,5 nm ein mdéglicher Indikator fir BCF-Werte
< 2000. Diese Grenzkriterien (Dmax > 2,5 nm, Des > 1,5 nm)
entsprechen den Befunden, die anhand eines limitierten
Datensatzes flir Pflanzenschutzmittel und Neustoffe erhalten
wurden [13]. Eine robuste statistische Diskriminierung ist aber
nicht mdéglich, weil auch diese Datenbasis nur wenige sehr
groRe Substanzen enthalt. Weiterhin einschrankend ist, dass
mit  verschiedenen  Verfahren berechnete  Molekiil-
durchmesser je nach verwendeter Geometrieoptimierung
variieren kdnnen.
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Beziehungen zwischen BCF und Molmasse

Das Molekulargewicht wird seit Jahrzehnten als Indikator-
kriterium fir reduzierte Bioverfugbarkeit diskutiert. Allerdings
ist die Interpretation eines Grenzwertes auf der Basis der
Molmasse komplex, weil diese Eigenschaft mit vielen anderen
korreliert. Der Aspekt der limitierten Membranpermeation auf-
grund der GréRBe von Verbindungen erscheint ungeeignet,
weil auch Chemikalien mit MW > 1000 g/mol Membranen gut
passieren konnen [22, 23]. Andere Eigenschaften, die eben-
falls mit dem Molekulargewicht korreliert sind, wie Léslichkeit,
Sorption, Bioverfiigbarkeit und Absorptionskinetik, haben
vermutlich einen gréReren Einfluss.

Die Darstellung der Beziehung zwischen BCF und Mol-
masse (Abbildung 5) zeigt, dass die wenigen vorliegenden
Substanzen mit einem Molekulargewicht > 600 g/mol BCF <
2000 haben. Der hier erhaltene Wert ist niedriger, als die flr
das neue TGD [2] vorgeschlagenen (MW > 700 g/mol fir
nicht-B, MW > 1100 g/mol fiir nicht-vB). Eine Validierung ist
aber mangels belastbarer BCF-Daten flir Molekile mit grof3er
Molmasse nicht durchfiihrbar.

log BCF
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Abb. 5. Beziehung zwischen log BCF [26] und Molmasse
MW. Die gestrichelten horizontalen Linien geben die BCF-
Grenzkriterien fiir B- und vB-Stoffe an.

Beziehungen zwischen BCF und ‘Lipinski’s Rule of 5’
Kriterien aus dem Screening oraler Pharmaka (Lipinski’s Rule
of 5 [29]) wurden als mogliche Indikatoren geringer Bioakku-
mulation getestet. Substanzen, die mindesten zwei der
folgenden Bedingungen erflllen

1. Molmasse > 500 g/mol

2. X Wasserstoffbriickendonatoren (als £ OH + NH) > 5

3. X Wasserstoffbriickenakzeptoren (als = N + O) > 10

4. log Kow >5

sind in Abbildung 6 markiert. Es zeigt sich, dass ‘Lipinski’s
Rule of 5’ nicht ausreichend ist, um geringe Bioakkumulation
festzustellen. Verbindungen mit unginstigen Eigenschaften
fir orale Arzneistoffe, d.h. geringer Wasserloslichkeit und

langsamer Absorption, koénnen gleichzeitig stark bioakku-
mulierende Umweltchemikalien sein.
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Ausblick

Zuverlassige Kriterien, die als Indikatoren einer reduzierten
Bioakkumulation (BCF < 2000) dienen, bedirfen einer
rigorosen Validierung, bevor sie zum Waiving experimenteller
Studien verwendet werden kdnnen. Die erfolgversprechenden
Kandidaten log Kow, Dmax, Dei, MW mussen anhand weiterer
Daten fiir grofe lipophile Stoffe weiter Uberprift werden.

log BCF
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log Kow

Abb. 6. Anwendung von Lipinski's Rule of 5 [29] als
Indikatoren  einer  reduzierten  Bioakkumulation  [26]:
Substanzen, die mindestens 2 der Regeln geniligen, sind mit
A markiert, alle anderen mit @ . Die gestrichelten horizontalen
Linien geben die BCF-Grenzkriterien fiir B- und vB-Stoffe an.
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