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Sammenfatning

| dette projekt har vi undersggt kombinationseffekter af pesticider forskellige
testsystemer med det formal at klarleegge, 1) om det med udgangspunkt i
pesticidernes virkemade var muligt at prediktere om blandingerne vil virke
additivt, antagonistisk eller synergistisk med serlig fokus pa forekomsten af
synergi , og 2) hvorvidt det var muligt at generalisere vedrgrende
kombinationseffekter pa tveers af de anvendte testsystemer.

I tidligere undersggelser af kombinationseffekter af pesticider og andre
miljgfremmede stoffer har der vaeret anvendt to forskellige statistiske
modeller henholdsvis Additive Dose Model (ADM) og Multiplicative
Survival Model (MSM). Sammenligninger af de to modeller har vist, at
ADM som regel predikterer den starste effekt af blandinger, dvs. modellen
er den mest konservative, og derfor har det varet foreslaet at anvende denne
model i risikovurderingssammenhange. | dette projekt valgte vi derfor kun
at anvende ADM, men til gengeld blev modellen videreudviklet, saledes at
det var muligt at teste for signifikante afvigelser fra additivitet.

| projektets forste fase er undersggt i alt 101 kombinationer af tokomponent
blandinger og testsystemer. | disse blandinger indgik 22 forskellige
pesticider. Tre forskellige typer af blandinger er undersagt. En gruppe af
blandinger bestod af pesticider med samme virkningsmekanisme (’site of
action’), en anden gruppe bestod af pesticider med samme forskellig
virkningsmekanisme men samme virkemade (’mode of action’”), mens den
tredje gruppe bestod af pesticider med forskellige virkemader. | projektet er
anvendt 7 forskellige standardiserede testsystemer. Af disse 7 testsystemer
anvendes de 5 til at vurdere pesticiders gkotoksikologiske effekter:
terrestriske planter (Tripleurospermum inodorum og Stellaria media), akvatiske
planter (Lemna minor), alger (Pseudokirchneriella subcapitata), akvatiske
bakterier (Microtox metoden) og dafnier, mens de 2 gvrige testsystemer er
udviklet med henblik pa at vurdere pesticiders hormonforstyrrende effekter
(wstrogene og antiandrogene effekter). | de to sidstnavnte testsystemer er
undersggt pesticider, som tidligere er vist at have hormonforstyrrende
effekter, men da der her er tale om utilsigtede effekter, er der tale om andre
virkningsmekanismer end i de gkotoksikologiske testsystemer. | projektets
anden fase er undersggt 20 forskellige kombinationer af trekomponent
blandinger og test systemer. Disse blandinger blev sammensat med
udgangspunkt i resultaterne med tokomponent blandingerne, saledes at der
blev undersggt blandinger, hvor de 3 respektive tokomponent blandinger
virkede additivt, og hvor en eller flere af tokomponent blandingerne udviste
antagonisme eller synergisme. Trekomponent blandingerne blev ikke
undersggt pa alger og dafnier.

Tokomponent blandinger af pesticider med samme virkningsmekanisme
udviste overvejende additivitet, mens blandinger med samme virkemade
men forskellige virkningsmekanismer virkede enten additivt eller
antagonistisk. Med blandinger af pesticider med forskellige virkemader blev
der fundet mere varierende respons, og i 8 tilfelde blev der observeret
synergi. Felles for 6 af disse 8 blandinger var, at prochloraz var den ene af
de to pesticider. Prochloraz er i naerveerende projekt kun undersggt pa



bakterier og dafnier, og det er saledes ikke muligt at afgagre, om synergien var
knyttet til disse testsystemer, til pesticidets virkemade eller var en funktion af
begge forhold. | andre undersggelser med alger og akvatiske planter er der
ikke observeret synergi med blandinger af prochloraz og andre pesticider,
hvilket indikerer, at prochloraz kun virker som synergist i nogle organismer.
Pa trods af, at der er undersggt et meget stort antal blandinger, er det
vanskeligt at drage generelle konklusioner vedrgrende sammenhangen
imellem pesticiders virkningsmekanisme/virkemade og kombinationseffekter
udover, at blandinger af pesticider med samme virkningsmekanisme med
stor sandsynlighed vil udvise et additivt respons. Synergi blev kun observeret
med 8 af de 101 kombinationer af tokomponent blandinger og testsystemer,
mens antagonisme blev fundet med 14 af de 101 kombinationer.
Signifikante afvigelser fra additivitet blev saledes kun observeret i forholdsvis
fa tilfelde.

Med trekomponent blandinger blev der ikke fundet nogen entydigt
sammenhang mellem de respektive tokomponent blandingers respons og
trekomponent blandingens respons med undtagelse af Microtox testen, hvor
forekomsten af synergi i en eller flere af tokomponent blandingerne i 5 af 6
tilfelde ogsa resulterede i, at trekomponent blandingen udviste synergi.
Modsat blev der ikke observeret synergi med en eneste af de 11
trekomponent blandinger, hvor tokomponent blandingerne udviste
additivitet eller antagonisme.

En sammenligning af resultaterne med de forskellige testsystemer viste en
meget stor overensstemmelse imellem terrestriske og akvatiske planter, idet
der med henholdsvis 11 og 13 af de i alt 17 tokomponent blandinger, som
blev undersggt i begge testsystemer, er fundet identiske respons imellem de
to terrestriske plantearter og Lemna minor. Kombinationseffekter observeret i
det ene testsystem synes altsa i vid ustreekning at kunne ekstrapoleres til det
andet testsystem, hvilket er af aktuel interesse, idet det forventes, at der i den
naermeste fremtid vil blive stillet krav om dokumentation af effekten af
pesticider pa terrestriske non-target planter. | forhold til terrestriske versus
akvatiske planter var overensstemmelsen imellem resultaterne med alger og
henholdsvis akvatiske og terrestriske planter darligere. Der blev ligeledes
fundet god overensstemmelse imellem Microtox metoden og dafnier, idet 7
af de 8 tokomponent blandinger, som blev undersggt i begge systemer,
udviste samme respons.



Summary

In the present study we examined the joint action of pesticide mixtures using
different test systems to determine 1) if it was possible to predict the joint
action of pesticide mixtures based on a priori knowledge of the sites and
modes of action of the components of a mixture and 2) if it was possible to
generalise concerning the joint action of pesticides across test systems.

In previous studies of the joint action of xenobiotics two different reference
models have been applied, the Additive Dose Model (ADM) and the
Multiplicative Survival Model (MSM). Comparisons of the two reference
models have revealed that in most cases ADM predicts the largest effects of
mixtures, and it has been suggested to apply this model is risk assessment
studies. Hence, in the present study we only adopted ADM, however the
model was improved to allow for statistical tests of the hypothesis of
additivity.

In the first phase of the project we examined 104 different combinations of
binary pesticide mixtures and test systems. In total 22 different pesticides
were included in the study. One group of mixtures consisted of pesticides
with similar sites of actions, a second group consisted of mixtures of
pesticides with different sites of action but similar modes of action while a
third group consisted of mixtures of pesticides with different modes of
actions. In the study seven different standardised test systems were included
of which five are routinely used to assess ecotoxicological effects: terrestrial
plants (Tripleurospermum inodorum and Stellaria media), aquatic plants
(Lemna minor), algae (Pseudokirchneriella subcapitata), aquatic bacteria
(Microtox metoden) and daphnia. The other two test systems were developed
to assess the estrogenic and antiandrogenic effect of pesticides and the
pesticides we examined using these test systems had previously been found
to mimic the effects of endogenous estrogens. In the second phase of the
project we examined 20 different combinations of ternary pesticide mixtures
and test systems. The compositions of the ternary mixtures were based on
the results with the binary mixtures to obtain mixtures where all three binary
mixtures followed ADM and where one or more of the binary mixtures
deviated from ADM. Ternary mixtures were not studied on algae and
daphnia.

Binary mixtures of pesticides with similar sites of action generally followed
ADM, while mixtures of pesticides with different sites of action but similar
modes of action either followed ADM or performed antagonistically. In
contrast, the responses with binary mixtures with different modes of action
were more erratic, and in eight cases synergy was observed. In six of the
eight cases prochloraz was one the pesticides of the mixture. Prochloraz was
only tested on aquatic bacteria and daphnia, hence it was not possible to
determine whether synergy was linked to the test system, the site of the
action of prochloraz, or both. In other studies on aquatic plants and algae,
binary mixtures containing prochloraz did not deviate from ADM,
indicating that prochloraz only respond synergistically in some test
organisms. Despite the very large number of mixtures included in the
present study, it was not possible to draw general conclusions regarding the
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relationship between the sites and modes of action of the pesticides and their
response in joint action studies, except that mixtures of pesticides with
similar sites of action tended to perform additively. Overall, additivity was by
far the most likely response. Synergy was only observed with eight of 101
combinations of mixtures and test systems, while antagonism was found
with 14 of the 101 combinations.

No relationship could be established between the responses of ternary
mixtures and the responses of the respective binary mixtures with the
exception of the Microtox test system where synergy with one of the three
ternary mixtures in five out of six cases resulted in a synergistic response of
the ternary mixture. In contrast synergy was not observed in any of the 11
ternary mixtures, if the response of binary mixtures were additive or
antagonistic.

Comparing the responses of the different test systems revealed very similar
responses on terrestrial and aquatic plants with 11 and 13 of the 17 mixtures
responding identically on each of the terrestrial plant species and Lemna
minor, respectively. Thus, deviations from ADM found on Lemna minor
were also likely to be found on terrestrial plants suggesting that available data
on the former can be extrapolated to the latter in future cases where joint
action data on terrestrial non-target plants is required for pesticide
registration. The correlations between algae and terrestrial and algae and
aquatic plants, respectively were less significant that between terrestrial and
aquatic plants. A good correlation was also observed between the responses
observed using the Microtox test and daphnia with seven out of eight binary
mixtures responding similarly.



Sammendrag af litteraturstudium

Det er veldokumenteret, at ved samtidig eksponering af mennesker, dyr eller
planter for to eller flere kemiske stoffer kan kemiske stoffer pavirke
hinandens effekt. At undersgge og beskrive kombinationseffekter af kemiske
stoffer har derfor veeret emnet for mange studier inden for bl.a.
farmakologien og toksikologien, hvor samtidig eksponering til flere stoffer er
et almindeligt forekommende feenomen. Kombinationseffekter af pesticider
er blevet studeret bade med henblik pa at beskrive de gnskede effekter af
pesticiderne pa ukrudt, patogene svampe og skadedyr samt de ugnskede
gko- og humantoksikologiske effekter.

Pa trods af den store interesse for at undersgge kombinationseffekter er der
ingen konsensus om hverken terminologien eller referencemodel. Mens den
manglende konsensus om terminologien blot resulterer i en vis forvirring,
nar resultater fra forskellige undersggelser sammenholdes, sa er den
manglende konsensus om valg af referencemodel en vasentlig hindring for
at kunne sammenstille resultater fra forskellige studier, idet forskellige
referencemodeller ofte betyder, at der ogsa er anvendt forskellige
forsggsdesign.

| forbindelse med nervaerende projekt er der gennemfart et
litteraturstudium, som havde til formal 1) at preaesentere og diskutere de mest
anvendte referencemodeller bl.a. med henblik pa at fastleegge hvilke(n)
model, der skulle anvendes i projektet, samt 2) at sammenstille den
tilgeengelige litteratur vedrgrende kombinationseffekter af pesticider.
Litteraturstudiet er — som projektet - begranset til gkotoksikologiske studier
pa akvatiske og terrestriske non-target organismer samt humantoksikologiske
studier med kemiske stoffer med gstrogene og antiandrogene effekter. For
yderligere information om de toksikologiske effekter af pesticidblandinger
henvises til et litteraturstudium udarbejdet ved Danmarks Fgdevareforskning
i 2003.

Referencemodeller

Forskellige referencemodeller har veeret anvendt i litteraturen. Modellerne er
grundleggende baseret pa en antagelse om, at enten kan kemiske stoffer
erstatte hinanden med udgangspunkt i deres relative styrke analogt til
veksling af valutaer, eller ogsa virker de kemiske stoffer uafhaengigt af
hinanden. Den fgrstnaevnte gruppe af modeller betegnes ”Concentration
Addition” eller ”Additive Dose Model (ADM)”. Den sidstnavnte gruppe af
modeller betegnes ”Independent Action”, ”Effect Multiplication™ eller
”Multiplikative Survival Model (MSM)”. En tredje model er ”Effect
Summation”, men denne model har nasten ingen anvendelse haft i
biologiske studier.

MSM blev udviklet til kvalitative responsvariable som f.eks. dgd/levende,
dvs. minimum- og maksimumveerdierne vil altid veere 0 og 1 eller 0 og
100%, hvis resultaterne udtrykkes procent effekt i forhold til kontrollen. For
at MSM kan anvendes pa kvantitative data, er det ngdvendigt at estimere det
maksimale respons pa grundlag af de eksperimentelle data. En vigtig men
ofte overset forudsatning for at kunne anvende MSM er, at
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doseringskurverne for de enkelte kemiske stoffer falger ”Effect
Multiplication” reglerne, hvilket er tilfeldet for eksponentielle
doseringskurver men ikke for de ofte anvendte log-logistiske
doseringskurver. | modsatning til MSM sa er ADM uafhaengig af
doseringskurvernes form, og falgelig vurderes ADM af mange som veerende
en konceptuel bedre referencemodel. Der er imidlertid kun konsensus om at
anvende ADM for blandinger af kemiske stoffer med samme
virkningsmekanisme, mens MSM har vearet den foretrukne model for
blandinger af kemiske stoffer med forskellige virkningsmekanismer. Hvad
der forstas ved samme virkningsmekanisme, er der imidlertid ikke enighed
om. Er det tilstreekkeligt, at f.eks. to pesticider pavirker den samme
fysiologiske proces, eller skal effekten veaere identisk pa molekylert eller
biokemisk niveau?

Litteraturstudiet viste, at antallet af publikationer omhandlende
kombinationseffekter af kemiske stoffer, hvor minimum et af stofferne er et
pesticid, var forholdsvis begranset. Det blev derfor besluttet ogsa at
inddrage studier med andre organiske forbindelser end pesticider, idet de
teoretiske overvejelser, der har ligget til grund for f.eks. valg af forsggsdesign
og referencemodel er identiske med de overvejelser, der er relevante i
forbindelse med kombinationsforsgg med pesticider. Et af formalene med
litteraturstudiet var at belyse anvendelse af ADM og MSM i
kombinationsforsgg, og derfor er der kun medtaget studier, hvor valg af
referencemodel er entydigt defineret.

@kotoksikologiske undersggelser

@kotoksikologiske undersggelser med kombinationer af organiske
forbindelser er karakteriseret ved, at de har inkluderet et meget stort antal
stoffer, men som regel er effekten af blandinger kun undersggt ved et enkelt
effektniveau, typisk EC,,. Med hensyn til de anvendte statistiske metoder
grupperer undersggelserne sig i to grupper. Enten er der anvendt Toxic Unit
(TU) eller Additive Index (Al), som er en reparametrisering af TU. Begge
koncepter er simplificerede versioner af ADM, hvor det ikke er ngdvendigt
at kende doseringskurverne for de enkelte stoffer men blot sammenhangen
mellem dosering og effekt ved et enkelt effektniveau. Additivitet er
karakteriseret ved at summen af TU’erne i en blanding ved et givet
effektniveau er 1. TU blev oprindeligt udviklet for blandinger, hvor stofferne
i en blanding undersggtes ved &kvitoksiske doseringer, dvs. doseringer der
resulterer i samme effekt. Senere er TU dog ogsa anvendt for blandinger
bestaende af ikke-akvitoksiske doseringer. TU konceptet er senere udvidet
med en sakaldt “’similarity parameter”, som angiver afvigelser fra additivitet.

Det andet koncept, der er anvendt, er Kénemanns Mixture Toxicity Index
(MTI). En MTI veerdi pa 1 indikerer additivitet, som defineret med ADM,
mens en verdi pa 0 indikerer no addition”, som er et specialtilfeelde af
MSM, hvor det individ i en population, som er mest fglsom over for ét stof
ogsa er mest fglsom over for alle de gvrige stoffer i blandingen. 1 de fleste
tilfelde, hvor MSM er anvendt, har man valgt at antage, at der ingen
korrelation er mellem individernes fglsomhed over for de enkelte stoffer, og
er det tilfeldet vil MTI antage en vardi imellem 0 og 1. Konemann
definerer dette som partiel additivitet, mens antagonisme og synergisme
optraeder, nar MTI er henholdsvis lavere end 0 eller hgjere end 1.

Som oftest kendes organiske stoffers virkningsmekanisme pa non-target
organismer ikke, men typisk opdeles stofferne i fire grupper: inert

compounds”, ’less inert compounds”, “’reactive compounds” og



specifically acting chemicals™. Pa trods af denne opdeling er det vanskeligt,
med baggrund i de gennemfarte undersggelser, at drage nogen konklusioner
vedrgrende sammenhangen mellem blandingers respons og de enkelte
komponenters virkemade.

Sammenfattende kan det konkluderes, at blandinger af stoffer med formodet
samme virkningsmekanisme i de fleste tilfeelde fulgte ADM, mens effekten af
blandinger af stoffer med formodede forskellige virkningsmekanismer som
oftest har veeret mindre-end-additiv, dvs. TU<1 eller 0<MTI<1. Disse
blandinger har altsa i teorien kunnet veere overensstemmelse med MSM,
men dette er i de fleste undersggelser ikke forsggt verificeret. Synergi, dvs.
TU og MTI verdier hgjere end 1, er kun observeret i meget fa tilfeelde. |
flere af undersggelserne har forfatterne da ogsa konkluderet, at ADM synes
at kunne anvendes som en worst-case” refererencemodel.

Pa trods af det forholdsvis store omfang af kombinationsforsgg med
organiske forbindelser, er undersggelserne behaftet med en reekke
usikkerheder. | hovedparten af forsggene kendes sammenhangen mellem
dosering og effekt ikke men blot EC,  veerdierne. ZEkvitoksiske blandinger af
f.eks. en blanding bestaende af 10 stoffer er fremstillet ved tilsette 1/10 af
EC50 doseringen af hvert stof. Kun hvis de 10 stoffer har identiske
doseringskurver, som kun varierer i deres placering langs doseringsaksen, vil
der veere tale om &kvitoksiske doseringer. Er doseringskurvernes form
forskellige, vil der ikke veere tale om a&kvitoksiske blandinger. En anden
usikkerhedsfaktor i flere af undersggelserne er, at aktiviteten af mange af
stofferne ikke er bestemt eksperimentelt men derimod vha. Quantitative
Structure Activity Relationship (QSAR), hvor aktiviteten predikteres med
udgangspunkt i den kendte aktivitet af stoffer med lignende kemisk struktur.

Antallet af publikationer, der beskriver gkotoksikologisk relaterede
undersggelser med pesticidkombinationer, er meget begraenset
sammenlignet med antallet af studier, der har undersggt de agronomiske
perspektiver ved anvendelse af pesticidblandinger.

Forsgg med binzre blandinger af pesticider har vist, at disse blandinger alt
overvejende har fulgt ADM. Afvigelser fra ADM har veeret i form af
mindre-end-additive effekter, mens synergi i form af mere-end-additive
effekter kun er observeret i meget fa tilfelde. En sammenistilling af resultater
fra en raekke forskellige undersggelser med binere blandinger af pesticider
udfart med algen Scenedesmus vacuolatus som testorganisme viste, at
forholdet mellem de predikterede og observerede EC,, vardier var tet pa 1,
nar ADM var anvendt som referencemodel, mens forholdet var signifikant
hgjere end 1, nar MSM var anvendt som referencemodel. Altsa
undervurderes effekten af blandingerne med MSM.

Indenfor de senest 3-4 ar er der udfart en reekke meget detaljerede og
veltilrettelagte undersggelser med multikomponent blandinger af pesticider
af to forskergrupper ved universiteterne i henholdsvis Bremen og Leipzig.
Formalet med disse undersggelser har veret at klarleegge, som ofte
postuleret, om blandinger af pesticider med samme virkemade falger ADM,
mens pesticider med forskellige virkemader fglger MSM. Forsgg med
multikomponentblandinger af henholdsvis fenolderivater, s-triaziner,
chloracetanilider, sulfonylureaer og phenylureaer viste, at ADM beskrev
effekterne af a&kvitoksiske blandinger meget preecist, mens MSM som regel
undervurderede effekten af disse blandinger af pesticider med samme
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virkningsmekanisme. Modsat fandt man, at effekterne af blandinger af
stoffer med forskellige virkningsmekanismer, hvor typisk kun et mindre antal
af komponenterne var pesticider, blev beskrevet mere pracist med MSM,
mens ADM overvurderede effekter af disse blandinger.

Sidelgbende med de eksperimentelle undersggelser har de to forskergrupper
gennem simuleringer undersggt under hvilke forhold, ADM og MSM
predikterer forskellige effekter, samt hvilke forhold, der pavirker de to
referencemodellers forudsigelser. Dette arbejde viste, at antallet af
komponenter i blandingerne, doseringskurvernes haldning, forholdet
mellem de enkelte komponenter i blandingen samt effektniveauet er
parametre, som bestemmer forskellen mellem de to modellers forudsigelser.
De eneste tilfelde hvor MSM preaedikterede enten den samme effekt eller en
hgjere effekt end ADM for blandinger af pesticider, var i de relativt fa
tilfeelde, hvor doseringskurverne var meget flade.

Humantoksikologiske undersggelser

I modsztning til det gkotoksikologiske omrade er MSM konceptet meget
udbredt inden for det humantoksikologiske omrade. Modsat ADM sa
antager MSM i den form, som den almindeligvis anvendes, at blandes to
kemiske stoffer, som hver iszr ingen effekt har, sa vil blandingen ligeledes
ingen effekt have. Denne egenskab ved MSM har medfgart, at der i de senere
ar er gennemfart studier, som har haft til formal at undersgge om dette er en
rimelig antagelse. Konklusionen har veret, at det er det for stoffer med
forskellige virkningsmekanismer, dvs. at risikoen ved en eksponering for
sddanne blandinger er lig risikoen ved eksponering for det mest toksiske af
stofferne i blandingerne. Derimod vurderes ADM at veaere den korrekte
referencemodel for stoffer med samme virkningsmekanisme.

| litteraturstudiet er den foreliggende litteratur vedrgrende pesticiders og
andre kemiske stoffers gstrogene og antiandrogene effekter praesenteret.
Denne gren af humantoksikologien er et eksempel pa et omrade, hvor man
antager, at stofferne virker ens, dvs. ADM vurderes at vaere den korrekte
referencemodel. Konklusionerne i litteraturen er da ogsa entydigt, at
kombinationseffekterne af pesticider og andre kemiske stoffer kan beskrives
meget preecist med ADM. Afvigelser fra ADM er observeret i et enkelt
tilfeelde, men blev tilskrevet andre toksiske effekter af nogle af de undersggte
stoffer.



1 Introduktion

Pesticider anvendes ofte i blanding, og non-target organismer i terrestriske
og akvatiske miljger vil derfor ofte eksponeres til flere pesticider samtidigt.
Mennesker og dyr vil ligeledes ofte eksponeres til flere pesticider ad gangen
via pesticidrester i fgdevarer, foder og drikkevand. Mennesker, som i deres
daglige arbejde er beskeftiget med udbringning af pesticider eller arbejder
med planter o.l., som er behandlet med pesticider, er udsat for en serlig
risiko for eksponering til pesticider og pesticidblandinger..

Det er velkendt, at samtidig eksponering til to eller flere pesticider kan &ndre
menneskers, dyrs og planters kvantitative og kvalitative respons i forhold
deres respons til pesticiderne enkeltvis (NRC, 1980). Analyse af
kombinationseffekter af pesticider og andre miljgfremmede stoffer har derfor
veeret emnet for mange gko- og humantoksikologiske studier i de senere ar.
Formalet med disse studier har bl.a. veeret at undersgge mulighederne for at
indarbejde viden om kombinationseffekter i de risikovurderinger, der
foretages i forbindelse med registrering af pesticider (Altenburger et al.,
1993; Altenburger et al., 2003; Faust et al., 2003).

I den foreliggende litteratur om kombinationseffekter af pesticider og andre
miljgfremmede stoffer er der hverken konsensus om terminologien eller
referencemodeller, og det er pa trods af, at der er gjort er gjort et forsgg pa at
na til enighed om disse centrale punkter (Greco et al., 1992).
Forudsatningen for at kunne vurdere kombinationseffekter er, at man har en
hypotese om, hvad den forventede effekt af en blanding er. Er effekten som
forventet, kan den beskrives entydigt med referencemodellen. En effekt
stgrre end forventet har veeret benavnt bl.a. synergisme, superadditivitet
eller potentiering, mens en effekt mindre end forventet har vaeret benavnt
bl.a. antagonisme, subadditivitet og depotentiering. For en mere detaljeret
gennemgang af definitioner, teorier og referencemodeller henvises til det
gennemfgrte litteraturstudium.

I andre sammenhange er begrebet kombinationseffekt brugt som en
terminologi for effekter, som er stgrre end forventet pa baggrund af effekten
af de enkelte pesticider. | dette projekt forstas ved kombinationseffekt blot
den samlede effekt af en pesticidblanding.

I nervaerende projekt har vi undersggt kombinationseffekter af udvalgte
pesticider i 7 forskellige standardiserede testsystemer, som rutinemaessigt
anvendes til at vurdere utilsigtede effekter pa planter i det terrestriske og
akvatiske miljg, alger, akvatiske bakterier og dafnier samt pesticiders
hormonforstyrrende aktivitet i pattedyrceller. Som udgangspunkt var det
intentionen at sammenligne de to forskellige referencemodeller Additive
Dose Model (ADM) og Multiplicative Survival Model (MSM) og vurdere
hvilken model, der bedst beskrev effekten af pesticidblandinger. Sidelgbende
med nearvaerende projekt blev der publiceret en reekke artikler, som entydigt
dokumenterede, under hvilke forhold de to modeller henholdsvis
predikterede forskelle effekter og ens effekter (se Sammendrag af
litteraturstudium). Med udgangspunkt i disse artikler var det muligt at
forudsige, at i vore forsgg ville MSM altid prediktere en lavere effekt af
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pesticidblandingerne end ADM, og dette blev ligeledes bekraftet af de
statistiske analyser af projektets forste resultater. Som konsekvens heraf blev
fokus rettet imod at videreudvikle den model, som predikterede den hgjeste
kombinationseffekt, idet denne model umiddelbart er den mest interessante
set i et risikovurderingsperspektiv.

Formalet med projektet var at sammenholde resultater fra de forskellige
testsystemer med henblik pa at vurdere i hvilken udstraekning, det var
muligt, med udgangspunkt i pesticidernes virkemade, at generalisere
vedrgrende kombinationseffekter af pesticider pa tvars af testsystemerne.



2 Statistiske metoder til vurdering
af kombinationseffekter

Effekter af blandinger af kemikalier evalueres ofte i forhold til en af to
referencemodeller: koncentrationsadditionsmodellen eller
effektmultiplikationsmodellen. Koncentrationsadditionsmodellen kaldes ogsa
Additive Dose Model, og i denne rapport bruges derfor forkortelsen ADM.
Effektmultiplikationsmodellen benavnes ogsa den Multiplikative Survival
Model, og derfor anvendes forkortelsen MSM (Streibig and Jensen 2000).

2.1 ADM eller MSM?

Greco et al (1995) gennemgik i et omfattende review brugen af de to
referencemodeller samt en raekke af metoder, der har vaeret anvendt til at
evaluere data i forhold til modellerne (Greco et al.1995). Teoretisk set vil
man kunne forvente, at blandinger af stoffer, der har samme
virkningsmekanisme, vil falge ADM, hvorimod stoffer, der pavirker
forskellige processer i en organisme, vil fglge MSM, safremt der er tale om
diskrete responsvariabler. Nyere studier har da ogsa vist, at effekten af
blandinger af stoffer med samme virkningsmekanisme kan beskrives
tilfredsstillende med ADM (Altenburger et al.2003; ECETOC1993; Faust et
al.2001; Junghans et al.2003b; Junghans et al.2003a).

Undersggelserne har imidlertid ogsa vist, at forskellen mellem ADM og
MSM sjaeldent er stor nok til, at man pa baggrund af forsegsdata har kunnet
bestemme, hvilken model der beskrev data bedst. Det betyder, at effekten af
blandinger af stoffer med forskellige virkningsmekanismer derfor ofte ogsa
kan beskrives tilfredsstillende med ADM (Backhaus et al.2004; Backhaus et
al.2000; Faust et al.2003; Faust and Scholze2004). Det geelder ikke mindst,
nar effektestimaterne skal anvendes i en reguleringssammenhang, hvor der i
forvejen anvendes sikkerhedsfaktorer (Faust and Scholze2004).

En sammenligning af data fra tokomponent blandinger af herbicider pa
andemad og alger med de to modeller viste, at forskellen mellem ADM og
MSM isobolerne som oftest var for lille til, at man visuelt kunne vurdere,
hvilken af de to modeller, der beskrev data bedst. Dette skyldes den
forholdsvis lave relativ haldning pa enkeltstoffernes dosis-respons kurver.
Graden af kurvatur af MSM isobolen afhenger nemlig af den relative
heeldning pa enkeltstoffernes dosis-responskurver (Cedergreen and
Streibig2004; Dreschner and Boedeker1995). Der eksisterer derfor et
haldningsinterval, hvor de to modeller stort set er sammenfaldende (Figur
1). Dette haeldningsinterval ligger for haeldningsparametre lidt overl for den
log-logistiske doseringskurve (model 1) (Cedergreen and Streibig2004). Da
heeldningerne pa de enkelte doseringskurver ligger omkring 1-2 for samtlige
stoffer testet pa andemad og alger (Cedergreen et al.2003), kan dette
forklare den lille forskel mellem de to modellers effekt forudsigelser. For de
gvrige testsystemer i nerveerende projekt geelder det, at haeldningen af
doseringskurverne for de undersggte pesticider typisk var signifikant stgrre

17



18

end 1. MSM modellen for disse kurver ville derfor prediktere en betydelig
lavere effekt af en given blanding end en prediktering med ADM modellen.

Da ADM modellen derfor er den mest konservative model, altsd den model
der predikterer den stgrste effekt af en given blanding, er det oftest denne
model der bruges som referencemodel i en risikovurderingssammenhang
(ECETOC1993; Faust and Scholze2004; Grimme and Backhaus2003). Vi
har derfor valgt at udvikle en statistisk test, der kan teste for signifikante
afvigelser fra ADM pé EC,, effektniveauet.

1.2 -
1 -

0.8

m 0.6
0.4

0.2

0

Figur 1. MSM isoboler beregnet ud fra kurver pa enkeltstofferne A og B, hvor
hazldningerne var henholdsvis: 0,5 og 0,5 (Sort stiplet kurve), 1 og 1 (Tynd sort
kurve), 2 og 2 (Gra tynd kurve) samt 5 og 5 (Gra stiplet kurve). ADM isobolen er vist
med en kraftig sort kurve.

2.2 Et-trins modellen

Forsggene med tokomponent blandinger i dette projekt er opbygget som et
klassisk “straledesign” (Gessner1995; Greco et al.1995). Dette indeberer, at
bade enkeltstofferne og tre til fem blandingsforhold testes i forskellige
koncentrationer, hvorved man far beskrevet en dosis-respons overflade for
den pagealdende blanding, som vist i Figur 2.

Overfladens form kan beskrives vha. konturplot som svarer til ’hgjdekurve”
(Figur 2c), der beskriver topografien i et landskab pa et kort. "Hgjdekurver”
pa dosis-respons fladen er et udtryk for de kombinationer af de to stoffer,
som giver en bestemt effekt. Deres projektion pa x-y planet kaldes isoboler
(Figur 2d). Traditionelt har man vurderet effekter af tokomponent
blandinger enten visuelt, ved at vurdere isobolens form i forhold til ADM
isobolen, eller punktvist, ved at forholde en malt effekt med en effekt
beregnet vha. referencemodellen (Greco et al.1995). Disse tilgange ignorerer
den information, der ligger i data udenfor isobolen eller udenfor det punkt,
man er interesseret i.
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Figur 2. En illustration af "strale-forsggsdesign” og de deraf udledte isoboler
hentet fra Gessner et al (1995). Effekten som funktion af koncentrationen af de to
kemikalier vises i a) for stoffet A og for et blandingsforhold mellem A og B, ib)
vises dosis-responsforlgbet af de to enkeltstoffer sammen med dosis-
responsforlgbet af tre blandingsforhold, i ¢) vises dosis-responsfladen og i d) vises
isobolernes projektion pa xy-fladen.

Der er gjort forsgg pa at inddrage alle data i en samlet overflademode efter
nogenlunde de samme retningslinier beskrevet af Streibig et al. (1998).
Ingen andre har valgt at koble overflademodellerne til isobol-konceptet
(Greco et al.1995; Haas et al.1996; Haas et al.1997; Haas and Stirling1994;
White et al.2004). | forbindelse med dette projekt blev der derfor udviklet en
statistisk model, der pa baggrund af alle data kunne teste, om 50% effekt
isobolen var signifikant forskellig fra ADM isobolen. Lignende modeller vil
kunne udvikles for andre effektniveauer som f.eks. EC,, men vi tog
udgangspunkt i EC,, da det er det effektniveau, der kan beskrives med
mindst usikkerhed. Efterfglgende vil denne model blive kort beskrevet. En
mere detaljeret beskrivelse findes hos (Sgrensen et al., 2005a).

Den statistiske model bestar af flere trin. | det farste trin bliver alle forsagets
doseringskurver beskrevet med en log-logistisk doseringsmodel (Figur 3).
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Figur 3. Den log-logistiske dosis-responsmodel, hvor Dbeskriver kurvens gvre
grense, Cheskriver den nedre grense, £D,,beskriver kurvens placering pa x-aksen og
Ber proportionel med haldningen af kurven i punktet dosis = £D;,

Formlen for den log-logistiske model ser ud som falger:

D-C
=C+
1+ (dose/ED,,)"®

€

hvor U angiver responsen af det givne test-system, kontrolbehandlingen
angiver den gvre graense (D), mens effekten af de hgjeste doseringer angiver
den nedre greense (C). Ofte er den nedre graense lig med nul. Parameteren B
angiver heldningen omkring ED,,, som angiver den dosering der skal bruges
for at halvere vaeksten 50% mellem de to graenser, D og C. For et forsgg med
f.eks. fem blandinger, hver i et faste forhold har vi i alt syv doseringskurver,
to for hver pesticid doseret enkeltvis og fem for hver af blandingsforholdene.
Det er vigtigt, at blandingsforholdene er valgt, sa de fordeler sig jeevnt
mellem de to enkeltstoffer, saledes at hele responsoverfladen (Figur 2c)
bliver godt beskrevet af data. | farste trin af den statistiske analyse bliver alle
syv kurver beskrevet simultant i én model. Vi arbejder i dette projekt enten
med 3 eller 5 blandingsforhold, hvilket vil sige 5 eller 7 doseringskurver per
tokomponentforsgg.

| det naeste trin bliver data beskrevet med en model tilsvarende model 1, men
hvor de relative haldninger, B, formodes at veere ens for de 7 kurver.
Modellen reduceres altsa med 4-6 frihedsgrader afheengig af antallet af
blandingsforhold. Denne model sammenlignes nu med model 1 med en F-
test baseret pa de to modellers residual sum of squares (Bates and
Watts1988). Dette gares for at se, om det er statistisk legitimt at reducere
model 1 til en model, hvor doseringskurverne har den samme healdning.
Denne tests udfares, fordi isobolerne for en dosis respons overflade, hvor
der ikke er signifikant forskel mellem hzaldningerne pa de individuelle
doseringskurver, vil vaere ens uanset effekt niveauet. Det betyder, at hvis der
observeres antagonisme pd ED,, niveauet, vil der vere en tilsvarende
antagonisme pa ED,, eller ED,, niveauet. Hvis doseringskurvernes haldning



ikke er signifikant forskellige, arbejdes der i de efterfglgende analyser videre
med en felles haeldning. Ellers fortseettes der med individuelle haeldninger
for doseringskurverne.

| det efterfglgende trin i den statistiske analyse bliver ED,, i model 1 erstattes
med en isobolmodel. Vi har valgt at bruge en simpel isobolmodel, der kun
indeholder en enkelt parameter til at beskrive isobolens krumning (A ), samt
ED,, veerdierne fra enkeltstofferne A og B, hvor a og b er doser af stofferne
A og B i blandinger, der giver en samlet effekt pa 50% (Hewlett1969)(Figur
4):

(8/EDgya)Y" + (B/EDgyp )Y =1 2)

Nar A er lig med 1 falger isobolen ADM (Figur 4, sort fuldt optrukken
kurve). Nar er stgrre end 1 er effekten af blandingen sterre end forventet ud
fra ADM, og isobolen ligger indenfor ADM isobolen (Figur 4, gra kurve).
En sadan respons defineres her som synergistisk. Er veerdien af mindre end
1, har man en mindre end additiv respons, hvilket vi her har valgt at kalde en
antagonistisk respons. Ved at erstatte de 5-7 frit varierende ED,, veerdier
med en 3-parameter isobolmodel reduceres den samlede model med
yderligere 2-4 frihedsgrader. Model 1 eller eventuelt den forenklede model
med ens haldning for samtlige doseringskurver, sammenlignes med model 2
med den samme F-test baseret pa de to modellers residual sum of squares,
for at se om det er statistisk forsvarligt at reducere modellerne med frit
varierende ED,, veerdier til model 2, der fikserer ED,, vaerdierne langs en
veldefineret isobol. Hvis isobolmodellen bliver afvist, ma man forholde sig til
om det skyldes stor variation mellem de enkelte kurver, f.eks. at én af de 5 til
7 doseringskurver er darlig beskrevet, eller om den manglende accept
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Figur 4. Isobolmodellen beskrevet af Hewlett (1969) kan kun beskrive isoboler, der
ligger indenfor det markerede kvadrat afgrenset af 1. Vi kan antage at figuren viser
isoboler pa ED,, niveauet. Den fuldt optrukne sorte kurve beskriver ADM isobolen,
den gra kurve viser et eksempel pa synergisme, mens den stiplede kurve viser et
eksempel pd antagonisme, beskrevet med Hewletts model. Antagonisme der ligger
udenfor begrznsningerne pa Hewletts model, kan beskrives med Vglunds model
(Vglund, 1992).
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skyldes, at isobolmodellen ikke formar at beskrive data. Hvis konklusionen
er, at det skyldes meget variable data, kan man beslutte at fortsaette, med det
forbehold at man ved, at ens data ikke opfarer sig ideelt. Alternativt kan man
vaelge at anvende en model, der tager hgjde for, at der kan vare ekstra
variation imellem doseringskurverne, som er uafhangig af den variation, der
findes mellem fortyndingerne indenfor den samme kurve. Denne ekstra
variation kan f.eks. veere opstaet under blandingen af de to kemikalier, eller
fordi de enkelte forsgg er kart tidsmaessigt forskudt.

Med udgangspunkt i estimatet for A er det muligt at kvantificere afvigelser
fra ADM, idet man ved hjalp af udtrykket 2" * kan beregne, hvor meget
doseringen af en 50:50 blanding skal endres for at fastholde effekten
(Serensen et al. 2005a). Eksempelvis er det i tilfeelde af antagonisme
ngdvendigt at gge doseringen af de to pesticider med 19%, hvis A er 0.75 (2"
°**=1.19), mens doseringen af pesticiderne kan halveres i tilfeelde af synergi,
hvis A er 2 (2"°=0.5). Det er ogs& muligt ved hjaelp af A at kvantificere
afvigelser for andre blandingsforhold end 50:50 blandingen, men dette er
mere kompliceret at beregne. Endvidere er 50:50 blandingen den blanding,
hvor afvigelsen fra ADM er maksimal i tilfelde af, at A er signifikant
forskellig fra 1.

Hvis den manglende accept af isobolmodellen skyldes, at modellen ikke
formar at beskrive data, kan man anvende en anden isobolmodel (Se
nedenfor). Ellers kares der nu en fjerde test, hvor isobolmodellen, der
tillader synergisme og antagonisme, erstattes med ADM isobolen. Dette
svarer til at seette lig med 1 i model 2. Denne model sammenlignes med
model 2 med en F-test efter samme principper som for. Hvis F-testen ikke er
signifikant, er isobolen ikke signifikant forskellig fra ADM isobolen. . Det
skal understreges, at ADM isobolen estimeres pa baggrund af alle data. Det
vil sige, at den rette isobol ikke ngdvendigvis skaerer i gennemsnittet for ED,,
for de to enkeltstoffer, da ogsa usikkerheden pa bestemmelsen af disse tages
med i beregningerne (se f.eks. Figur 7). Dette er modsat af den praksis man
ofte ser, nar afvigelser fra ADM vurderes visuelt eller punkt for punkt
(Altenburger et al. 1990;Christensen et al. 2001). | disse tilfelde treekkes
ADM isobolen mellem gennemsnittene pa enkeltstofferne. Vi mener, det er
mest korrekt ogsa at inddrage den usikkerhed, der uvegerligt er pa
bestemmelsen af ED,; for enkeltstofferne indenfor det enkelte forsgg. Hvis
det ikke gares, vil en enkelt f.eks meget hgj ED,; for et enkeltstof kunne fgre
til, at blandingen blev kategoriseret som synergistisk, selvom de resterende 6
kurver 1a pa ADM-isobolen. Nar man inkluderer variationen pa
enkeltstofferne minimeres risikoen for at bega sadanne fejl.

Den anvendte isobolmodel (model 2) har nogle begraensninger, idet den ikke
kan beskrive asymmetriske isoboler, eller sterkt antagonistiske isoboler, der
ligger udenfor omradet defineret af ED,, og ED,, (Figur 4). Da nogle af de
undersggte tokomponent blandingerne udviste meget steerk antagonisme
blev en alternativ isobolmodel inkorporeret i det statistiske program. Denne
model er beskrevet af Vglund (Valund 1992) og brugt af Streibig et al.
(1998):

(a/ EDx,) "™ (8/ EDgop, + b/ EDeg )™ + (b/ EDsp )" (@) Do +b/ EDg) ™ =1
©)



I denne model beskriver parametrene n, og n, krumningen pa isobolen og a
og b er stadig de koncentrationer af pesticiderne A og B, som samlet i
blandingen giver en 50% effekt. Nar krumningsparametrene n, og j ,begge
er 1, beskrives ADM isobolen. Hvis 1, og 1) , begge er mindre end 1, er
responsen synergistisk og hvis n, og ), begge er stgrre end 1 er der
antagonisme. Hvis parametrene er forskellige, bliver isobolen asymmetrisk.
Beskriver denne isobolmodel data tilfredsstillende, testes der ikke for
afvigelse fra koncentrationsaddition, da en velbeskrevet, meget antagonistisk
isobol klart vil veere signifikant forskellig fra ADM isobolen.

Et-trins modellen er udviklet pa baggrund af data fra akvatiske planter og
alger, som opfylder betingelserne om, at alle enheder er testet samlet, og kun
anvendt til analyse af resultaterne fra disse testsystemer. For
blandingsforsgg, hvor man af praktiske arsager har veret ngdsaget til at
splitte det samlede forsggsdesign op, er to-trins modellen mere korrekt at
bruge.

2.3 To-trins modellen

To-trins modellen tager hgjde for den situation, hvor der er ekstra variation
mellem kurverne, som er uafhangig af den variation, der findes mellem
fortyndingerne indenfor den samme doseringskurve. | denne model
beskriver man i trin | doseringskurverne enkeltvis med en log-logistisk dosis-
respons (model. 1). Det betyder, at til forskel fra et-trins modellen kraever
to-trins modellen ikke, at doseringskurverne estimeres simultant. I trin 11
bliver fordelingen af ED, 'erne beskrevet med Hewlett’s isobolmodel (model
2), hvor der tages hgjde for starrelsen af variationen pa de enkelte

ED estimater (Sgrensen et al., 2005b).

Fordelen ved at anvende denne model er, at man kan fa et udtryk for
stgrrelsen af den ekstra variation der findes mellem forsggene. Altsa et
udtryk for hvor godt eller darligt data er beskrevet med en ideel isobolmodel.
Ulempen er, at man ikke anvender alle data samlet, og at noget af
informationen i det samlede dataset gar tabt mellem trin | og trin 1. Denne
model er derfor ogsa betydelig mere konservativ end et-trins modellen, da
testen for additivitet som fglge af den reducerede mangde information, som
indgar i testen, ikke har samme styrke. Af samme grund kan der heller ikke
findes en eksakt p-veerdi for, om isobolen er forskellig fra den additive
model, men der opgives i stedet et p-interval. Den lave veerdi i p-intervallet
svarer til, at man antager at der ikke er nogen ekstra variation mellem
kurverne, mens den hgje p-veerdi svarer til, at der er en ekstra variation
mellem kurverne. Af samme arsag ligger den lave p-veerdi for to-trins
modellen ofte taet op ad den p-veerdi der opnas ved brug af et-trins
modellen, nar samme data testes i begge modeller (Sgrensen et al., 2005b).

I nerverende projekt er to-trins modellen anvendt til at analysere
resultaterne med terrestriske planter, akvatiske bakterier, dafnier samt
hormonforstyrrende effekter. Det betyder, at for disse testsystemer var det
ikke muligt at anvende Vglunds model (model 3) for de blandinger, som
udviste store eller asymmetriske afvigelser fra ADM .

Bade et- og to-trins modellen er programmeret i statistikprogrammet R (R
Development Core Team2004). Modellerne er udviklet med afset i data pa
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akvatiske planter og alger, men kan ogsa anvendes pa sigmoide kurver, der
estimerer effekt og ikke respons, sddan som det er tilfeldet i celleassayene.

2.4  Andre metoder

Der findes et veeld af andre metoder til at evaluerer effekten af blandinger.
De fleste er meget reduktionistiske i forhold til de her beskrevne metoder
(Altenburger et al., 2003; Greco et al., 1995). En af metoderne er, at se pa
effekten af blandinger, der falger en ADM-isobol. Det svare til at se pa
lodrette tveersnit af dosis-respons overfladen som falger forskellige pre-
definerede ADM-isoboler (Figur 5). Metoden er brugt i situationer, hvor
man er interesseret i, om man kan erstatte en bestemt dosis af et produkt,
med en &kvipotent dosis af et andet produkt. Metoden kraever et betydeligt
mindre forsggsdesign, da det kun er et enkelt potentielt effekt-niveau, der

undersgges.
MCPA/Mechlorprop: Start MCPA = Acifluorfen/Mesotrion: Start
12500 g L* Acifluorfen = 625 ug L™*
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02 - § 02 - ° L §
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% Mechlorprop % Acifluorfen

Figur 5. Vekstraten af Lemna minorved ekvipotente blandinger af MCPA og
mechlorprop samt ved ekvipotente blandinger af Acifluorfen of Mesotrion pa
koncentrations-niveauer, der svarer til EC,, (den maksimale vekstrate er ca. 0,30 d*).
Blandingen af MCPA og Mechlorprop er additiv (Appendix 3), hvorimod blandingen
af acifluorfen og mesotrion er antagonistisk (Appendix 3), nar blandingerne
evalueres med isobol-metoden. En tilsvarende trend kan observeres i de viste figurer.
Denne made af afhillede blandinger svarer til, at man leegger et vertikalt snitind i
dosis-respons overfladen (Figur 2c) langs ED ,, ADM-isobolen, modsat isobol
metoden, hvor vi evaluere responsoverfladen ud fra vertikale snit/projektioner
(isoboler). Metoden bruges i sammenhange, hvor man af praktiske grunde er ngd til
at arbejde med reducerede forsggsdesign.

2.5 Trekomponent blandinger

Effekten af trekomponent blandingerne blev evalueret visuelt vha. en figur,
hvor ADM isobolplanet er indtegnet. Der findes ikke metoder til at evaluere
trekomponent-blandinger statistisk, og en udvikling af sadanne metoder
ligger udenfor det neervaerende projekts formal. En visuel vurdering giver
dog en sterk indikation af, om resultaterne af trekomponent blandingerne
afviger markant fra det forventede. De bingre blandinger, som indgik i
forsggene med trekomponent blandinger, blev evalueret med enten et- eller
to-trins modellen.




3 Anvendte pesticiders fysisk-
kemiske og biologiske egenskaber

Et af formalene med projektet var med udgangspunkt i resultaterne fra
forskellige testsystemer at forsgge at drage generelle konklusioner om
kombinationseffekter af pesticider med udgangspunkt i pesticidernes
virkemade. De pesticider, der er anvendt i projektet, er valgt dels ud fra
deres fysisk-kemiske egenskaber og dels med udgangspunkt i deres
biologiske egenskaber.

3.1  Pesticidernes fysisk-kemiske egenskaber

Det veesentligste fysisk-kemiske kriterium var, at pesticiderne var oplgselige i
de koncentrationer, som var ngdvendige for at estimere doseringskurverne. |
samtlige testsystemer anvendes vandbaserede vaekstmedier, og der var kun
muligt at anvende lave koncentrationer af organiske oplgsningsmidler, da
testorganismerne veekst ellers pavirkedes negativt. Saledes var det oprindeligt
planen at undersgge effekter af blandinger med herbicidet pendimethalin i
testsystemerne med bakterier og dafnier, men dette matte opgives pa grund
af pendimethalins lave vandoplgselighed.

| tabel 1 er vist de anvendte pesticiders kemiske struktur samt relevante
fysisk-kemiske data.

Tabel 1. Anvendte pesticiders fysisk-kemiske egenskaber

Pesticid Kemisk struktur Fordelingskoefficient | Oplgselighed | pKa
(logP) i vand (g/L)
Aciflourfen-natrium (H) FOaN 1.19 (ph 5) 62.07 (pH7) | 3.86x0.12
FgcQo{ />7N02
Cl
Azoxystrobin (F NZON 2.5 0.006
ystrobin (F) QU
CN CHO A~ CHy
Chlorfenvinphos (1) I i 3.85 ((2)-isomer 0.145
(CH3CH,0),P-0 Cl  (CH3CH,0),P—0, H .
e=d x=¢_ | 4.22 ((E)-isomer)
(2)- QC' H E)- ch cl
Cl Cl
Dimethoat (1) S 0CH, 0.704 23.3
CH3NHCOCH,S
Diquat dibromid (H) - - -4.60 700
Br N N=/ Br
Endosulfan (1) N CL o 4.74 0.32
SO
Cl O/
Cl
Esfenvalerat (I) 0y Ol o 6.22 0.000002
ol ol 1®
CH(CH3)20H
Fenarimol (F) I N 3.69 (pH 7) 0.0137 (pH 7)
7\
cl@c{a'\‘)
Fenitrothion (1) o S 3.43 0.014
on C O/P(OCHg)Q
Glyphosat-isopropylamin Ho\g 5.4 1050 2.18+0.02
(H) HO™" “CH,NHCH,CO,H 5.77+0.03
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MCPA —dimethylamin(H) CIQOCHZCOZH -0.71 (pH 7) (MCPA) | 270 (MCPA- 3.07
- natrium)
Mechlorprop-kalium (H) o oo 0.10 (pH 7) 920 3.78
Q ’ (mechlorpop-P)
CH.
Mesotrion (H) P ON 22(pH4.8) | 312
Q—CO—GSOZCW 15 (pH 7)
Q
Metoxychlor (1) oo C o C ocn 0.00001
) cay )
Metsulfuron-methyl (H) N%OC“S -1L.74 (pH7) 0.55 (pH 5) 3.3
QSOQNHCONH~</ N 279 (pH7)
N=(
CO,CH; CH3
o,p-DDT (I) o C o C o Uoplgselig
c‘:c:\3
Pirimicarb (1) A e 17 3 4.44
CHg NN
OCON(CH).
Prochloraz (F) o [T g 412 0.0344 3.8
\/C/N\CHZCHZO cl
N
[N/> cl
Procymidon (F) L e 3.14 0.0045
Terbuthylazin (H) NNy HECHs 3.21 0.0085 2.0
N N
NHCH,CH
Triasulfuron (H) N \°°H3 1-1 (pH 5) 0.0032 (pH 5) | 4.64
SOANHOONH—{ _ N -0.59 (pH 6.9) 0.815 (pH 7)
CCIJCH CH. c():I CHj3
Vinclozolin (F CHa 3 0.0026
( ) NHCH:CHZ
>//O
Cl

(0]
F=fungicid, H=herbicid, I=insekticid
3.2 Anvendte pesticiders biologiske egenskaber

Modsat andre miljgfremmede stoffer er pesticiders virkning over for
malorganismer som ukrudt, patogene svampe og skadedyr velkendt.
Biologisk klassificeres pesticider enten via deres virkemade (”mode of
action™), som beskriver effekten pa fysiologisk niveau, eller
virkningsmekanisme (’site of action™), som er en beskrivelse af effekten pa
molekyleert eller biokemisk niveau.

For at eksemplificere forskellen pa virkemade og virkningsmekanisme kan
navnes, at bade acifluorfen, diquat, mesotrion og terbuthylazin h&emmer
fotosyntesen, men de 4 herbiciders virkningsmekanismer er forskellige
(Devine & Duke, 1998). Acifluorfen blokerer enzymet protoporpyrinogen
oxidase, som farer til en hgj koncentration i cytoplasma af protoporphyrin
IX. Protoporphyrin IX er et fotodynamisk pigment, der reagerer med ilt og
danner reaktive iltradikaler, som gdeleegger cellemembranerne, hvilket bl.a.
resulterer i, at fotosyntesen blokeres. Diquat reagerer med en elektron fra
fotosystem 1, hvilket resulterer i en reduceret form af diquat, som reagerer
med ilt og danner et superoxid radikal (O,) og brintoverilte (H,0,). Disse to
forbindelser reagerer efterfglgende med hinanden, hvilket resulterer i
dannelse af hydoxyl- og iltradikaler, som farer til gdeleeggelse af
membranerne i cellerne. Mesotrion blokerer enzymet p-
hydroxyphenylpyruvat dioxyginase, der er et af enzymerne involveret i
syntesen af plastoquinon. Plastoquinon er en co-faktor for enzymet phytoene
desaturase, der er et af enzymerne i syntesevejen af karotein. Karotein er et



af flere pigmenter, som planterne danner for at beskytte sig mod de
iltradikaler og andre radikaler, som lgbende genereres, nar planter er
fotosynteseaktive. Planter uden karotiner vil blive gdelagt, som folge af at
cellemembranerne gdelaegges. Terbuthylazin blokerer for
elektrontransporten i fotosystem I, hvilket resulterer i, at de exciterede
klorofylmolekyler afgiver deres elektroner til karotiner og andre af planternes
pigmenter i stedet for til elektronacceptoren Q. Planternes naturlige
forsvarssystem overbelastes imidlertid hurtigt, og resultatet er som med
acifluorfen, diquat og mesotrion, at der dannes frie radikaler, som gdelaegger
planternes membraner, hvilket bl.a. fgrer til nedbrydning af planternes
klorofyl og dermed deres evne til at fotosyntetisere.

Blandt de pesticider, som opfyldte de praktiske kriterier, er der for hvert
testsystem udvalgt et antal pesticider, saledes at det var muligt at inkludere
blandinger af pesticider med henholdsvis 1) samme virkningsmekanisme, 2)
samme virkemade men forskellige virkningsmekanismer og 3) forskellige
virkemader. Det var ikke muligt at medtage alle 3 kategorier af blandinger i
alle testsystemer. | tabel 1 er vist en oversigt over de pesticider, som indgik i
projektet.

Tabel 2. Oversigt over anvendte pesticiders biologiske egenskaber.

Pesticid Kemisk gruppe Virkemade Virkningsmekanisme
(‘mode of action’) (‘site of action’)
Acifluorfen-natrium (H)  Diphenylether Fotosyntese Protoporpyrinogen oxidase
Azoxystrobin (F) Strobilurin Respiration Elektrontransport i mitrokondrierne
Chlorfenvinphos (1) Organofosfat Nervesystemet Cholinesterase
Dimethoat (1) Organofosfat Nervesystemet Cholinesterase
Diquat dibromid(H) Bipyridylium Fotosyntesen Fotosystem |
Endosulfan (1)* Chlorhydrocarbon  Nervesystemet Na pumpen
Esfenvalerat (1) Pyrethoid Nervesystemet Na pumpen
Fenarimol (F)* Pyrimidincarbinol Ergosterolsyntese Cl4a- demethyleringen
Fenitrothion (1)* Organofosfat Nervesystemet Cholinesterase
Glyphosat- IPA(H) Organofosfor Aromatiske aminosyrer EPSP syntase
MCPA -DMA(H) Phenoxysyre Ukontrolleret veekst Auxin imitator
Mechlorprop-K (H) Phenoxysyre Ukontrolleret vaekst Auxin imitator
Mesotrion (H) Triketon Fotosyntese Karoten syntesen
Metoxychlor (1)* Oragnofosfat Nervesystemet Cholinesterase
Metsulfuron-methyl (H)  Sulfonylurea Forgrenede aminosyrer Acetolactat syntase
o,pDDT (I)* Chlorhydrocarbon ~ Nervesystemet Na pumpen
Pirimicarb (1) Carbamat Nervesystemet Cholinesterase
Prochloraz (F)* Imidazol Ergosterolsyntese Cl4a- demethyleringen
Procymidon (F)* Dicarboximid Sporespiring Ukendt
Terbuthylazin (H) Triazin Fotosyntesen Fotosystem Il
Triasulfuron (H) Sulfonylurea Forgrenede aminosyrer Acetolactat syntase
Vinclozolin (F)* Dicarboximid Sporespiring Ukendt

F=fungicid, H=herbicid, I=insekticid,

*pesticider som blev testet for hormonforstyrrende egenskaber. | disse testsystemer
er den primere virkeméade og virkningsmekansime ikke relevant. Der henvises i stedet
for til tabel 3.

Modsat tokomponent blandingerne blev trekomponent blandingerne ikke
sammensat med udgangspunkt i pesticidernes virkningsmekanisme/
virkemade men derimod med baggrund i resultaterne med de respektive
tokomponent blandinger. Formalet med forsggene med trekomponent
blandingerne var at undersgge, om man med et kendskab til responsen af 3
pesticider to og to kunne prediktere effekten af trekomponentblandingen.

I den udstraekning, at det var muligt, blev der anvendt de samme pesticider i

de forskellige testsystemer (f.eks. terrestriske og akvatiske planter), saledes at
direkte sammenligninger pa tvaers af testsystemerne var mulig. Det var
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imidlertid ikke altid muligt, og i de tilfeelde vil sasmmenligninger pa tveers af
testsystemer veere baseret pa sammenligner af de 3 forskellige typer af
pesticidblandinger naevnt oven for.

@strogene og antiandrogene effekter skyldes bl.a., at en raekke pesticider er i
stand til at binde sig til gstrogen og/eller androgenreceptoren og aktivere
(agonister) eller blokere (antagonister) receptoren (Andersen et al. 2002;
Kojima et al. 2004). De pesticider, som indgar i dette projekt, er alle tidligere
identificeret som gstrogenreceptor agonister og/eller androgenreceptor
antagonister. Herudover kan flere af pesticiderne pavirke enzymer, der er
involveret i syntese og omsztning af steroidhormoner herunder aromatase, som
omseetter androgener til gstrogener, og derved indirekte pavirke det samlede
hormonelle respons. Det er saledes relevant at teste kombinationseffekter af
pesticider med bade samme og forskellig virkningsmekanisme i nogle af de
tests, der er foresldet som guidelinetests for hormonforstyrrende effekter.

Tabel 3. Oversigt over pesticider som er testet for hormonforstyrrende effekter og
de relevante virkemekanismer i forhold til disse assays. Alle pesticiderne pavirker
hormonsystemet (samme virkningsmade) men reprasenterer forskellige
virkningsmekanismer.

Pesticid Site of action
Endosulfan @strogenreceptor agonist
Fenarimol @strogenreceptor agonist, andogenreceptor antagonist, aromatasehaemmer,

pavirkning af andre enzymer involveret i steroidsyntese og metabolisme

Metoxychlor @strogenreceptor agonist, androgenreceptor antagonist,

o,p-DDT @strogenreceptor agonist,

Vinclozolin Androgenreceptor antagonist

Procymidon Androgenreceptor antagonist

Fenitrothion Androgenreceptor antagonist

Prochloraz Androgenreceptor antagonist, gstrogen receptor antagonist, heemning af CYP450 14-
demethylase, aromatasehammer

Hvilke pesticidblandinger, der er anvendt i de forskellige testsystemer,
fremgar af det efterfalgende kapitel, hvor de anvendte forsggsteknikker er
beskrevet. Enkelte af de anvendte pesticider er enten ikke markedsfart i
Danmark, eller de er pa forbudslisten. Disse pesticider er medtaget, fordi de
enten udviser effekt i de valgte testsystemer, eller fordi de reprasenterer en
virkemade eller virkningsmekanisme, som er gnskverdig set i relation til
projektets overordnede formal.



4 Materialer og metoder

| dette kapitel beskrives den anvendte forsggsteknik for hvert af de 7
testsystemer herunder hvilke to- og trekomponent pesticidblandinger, der er
undersggt.

4.1 Terrestriske planter

Modsat akvatiske planter, alger, bakterier og akvatiske dyr er der ikke i
samme udstraekning tradition for at anvende standardiserede metoder i
studier med terrestriske planter. Der er udviklet standardiserede metoder
sdsom OECD Guideline 208, som p.t. er under revision, samt 1SO 11269.
Disse testmetoder er udviklet til studier, hvor formalet er at bestemme
eventuelle effekter pa spiring, rodvakst og tidlig vaekst af kemiske stoffer
herunder pesticider inkorporeret i jordmatricen. | studier, hvor man gnsker
at undersgge effekter pa terrestriske planter ved eksponering af de
overjordiske plantedele, kan man ikke henholde sig til officielle guidelines. |
dette projekt er der derfor anvendt en dyrkningsteknik, som er udviklet ved
DJF i Flakkebjerg og har vaeret anvendt der i en arraekke.

411 Dyrkningsteknik

Frg af lugtlgs kamille (Tripleurospermum inodorum) og alm. fuglegrees
(Stellaria media) blev saet i 2 liter potter i et dyrkningsmedium bestaende af
jord, sand og sphagnum (2:1:1 w/w) tilsat alle ngdvendige neringsstoffer.
Planterne voksede enten udendars eller i vaeksthus afhaengig af tidspunktet
pa aret. | veeksthuset blev der suppleret med kunstigt lys, safremt dette var
nedvendigt. Planternes udviklingstrin pa behandlingstidspunktet varierede
fra 4 til 8 blade. Forsggene blev afsluttet 4-5 uger efter behandling, hvor der
blev malt frisk- og tarveegt af de overjordiske plantedele.

4.1.1.1 Eksponering

| forsggene med tokomponent blandinger blev planter af lugtlgs kamille og
fuglegraes behandlet med 6 eller 7 doseringer af henholdsvis 2 pesticider og 3
tokomponent blandinger af de 2 pesticider. Hver behandling havde 3
replikater med undtagelse af kontrollen, hvor der var 6 replikater. Forholdet
mellem pesticiderne i tokomponent blandingerne blev fastlagt med
udgangspunkt i de forventede ED, doseringer af de 2 pesticider, saledes at
de to pesticider, under antagelse af ADM, ville bidrage med henholdsvis 25
0g 75, 50 og 50 samt 75 og 25% af den samlede effekt af blandingerne. |
tabel 4 er vist en oversigt over de blandinger, som er undersggt, med
angivelse af, om der er tale om blandinger af pesticider med samme
virkningsmekanisme, samme virkemade men forskellige
virkningsmekanismer eller forskellige virkemader. Forsggene er gentaget,
safremt valg af doseringer eller blandingsforhold ikke var ensartet fordelt
langs henholdsvis doseringskurven og isobolen.
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Tabel 4. Tokomponent blandinger undersggt pa terrestriske planter.

Blandingstype Sammensgtning af blanding
Samme virkningsmekanisme Metsulfuron + Triasulfuron
MCPA + Mechlorprop
Samme virkemade med forskellige Acifluorfen + Diquat
virkningsmekanismer Acifluorfen + Mesotrion

Acifluorfen + Terbuthylazin
Diquat + Mesotrion
Diquat + Terbuthylazin
Mesotrion + Terbuthylazin
Forskellige virkemader Glyphosat + Metsulfuron
Glyphosat + Terbuthylazin
Mechlorprop + Glyphosat
Mechlorprop + Metsulfuron
Mechlorprop + Terbuthylazin
Mesotrion + Glyphosat
Mesotrion + Mechlorprop
Mesotrion + Metsulfuron
Metsulfuron + Terbuthylazin

Trekomponent blandingerne er kun undersggt pa lugtlgs kamille. I disse
forsgg blev planterne behandlet med 7 doseringer af henholdsvis 3
pesticider, 9 tokomponent blandinger (3 blandinger med hver af de 3 mulige
tokomponent blandinger) samt 4 trekomponentblandinger. Forsggene med
trekomponent blandinger tjener saledes ogsa som en ekstra gentagelse af
forsggene med tokomponent blandinger. | alt 4 trekomponent blandinger
blev undersggt og sammensatningen af disse var baseret pa resultaterne fra
forsggene med tokomponent blandinger. Forholdet mellem pesticiderne i
tokomponent blandinger blev fastlagt, som beskrevet ovenfor, mens
forholdet i de 4 trekomponent blandingerne blev fastlagt ud fra et forventet
effektbidrag (under antagelse af ADM) af de enkelte pesticider pa
henholdsvis 33, 33 og 33%, 60, 20 og 20%, 20, 60 og 20% samt 20, 20 og
60%. | tabel 5 er vist en oversigt over de undersggte trekomponent
blandinger

Tabel 5. Trekomponent blandinger undersggt pa terrestriske planter

Resultater med tokomponent blandinger Sammensgatning af blanding

Alle blandinger additive Glyphosat + Metsulfuron + Mesotrion
Alle blandinger antagonistiske Glyphosat + Mechlorprop + Terbuthylazin
To blandinger additive, en blanding Glyphosat + Mechlorprop + Mesotrion
antagonistisk

To blandinger additive, en blanding Acifluorfen + Mesotrion + Terbuthylazin

synergistisk

I de fleste forsgg var forskellen imellem doseringerne en faktor 2, men i
enkelte forsgg varierede doseringsfaktoren fra 2 mellem de lave doseringer til
3 mellem de hgjeste doseringer. Dette asymmetriske forsggsdesign blev valgt
for sikre en god beskrivelse af den gvre del af doseringskurven.
Behandlingerne blev udfart i en pottesprgjte udstyret med en bom med 2
almindelige hydrauliske dyser (Hardi ISO F-110-015). Pesticiderne blev
udbragt i en veeskemangde pa ca. 150 | vand/ha.

4.1.1.2 Dataanalyse

Doseringskurverne for de forskellige pesticider og pesticidblandinger blev
beskrevet med en log-logistisk dosis respons model (Kudsk & Mathiassen,
2004), og isobolerne blev beregnet, som beskrevet i kapitel 2, ved brug af to-
trins modellen (Sgrensen et al., 2005a). For enkelte blandingers



vedkommende var der tale om sa kraftig en antagonisme, at de ikke kunne
beskrives med Hewlett og Plackets isobolmodel (Hewlett, 1969), og derfor
var det ikke muligt at estimere en isobol.

412 Akvatiske planter

Flydebladsplanter af sleegten Lemna er de hyppigst anvendte vandplanter til
test af vaeekstheemmende effekter af miljgfremmede stoffer, og de eneste for
hvilke der er udviklet standardiserede testmetoder i bl.a. OECD og USEPA.
De sma, geografisk vidt udbredte planter, udmaerker sig ved deres starrelse,
der gar det let og pladsmaessigt overskueligt at dyrke dem under
standardiserede laboratoriebetingelser. De har desuden en hurtig vaekst, sa
vaeksthemmende effekter hurtigt kan detekteres, og de er i kontakt med bade
vandfase, luftfasen samt overfladen, hvor mange stoffer har en tendens til at
akkumulere. Lemna har derfor ofte vist sig at vaere en fglsom plante overfor
et bredt spekter af stoffer. Desuden formerer den sig vegetativt, sa man kan
arbejde med kloner og derfor kan se bort fra genetisk variation indenfor det
enkelte forsgg. De to mest anvendte arter er Lemna minor og Lemna gibba,
hvoraf vi anvendte den farste i vores forsgg.

4.1.2.1 Dyrkningsteknik

Lemna minor blev i 1999 indsamlet fra en lokal dam og planterne steriliseret
j.f. (Landolt & Kandeler, 1987). En udvalgt klon opbevares i autoklaverede
kolber i klimaskabe ved 24°C og en lysintensitet pa 45 — 70 umol m*s™
(PAR) dggnet rundt. Klonens fglsomhed overfor standard test-stoffer som
Cr og 3,5-dichlorophenol (CAS-Nr.: 591-35-5) var tilsvarende andre
standard kloner (ISO-ringtests). Vakstmediet er beskrevet af (Maeng &
Khudairi, 1973) og havde en start pH pa 5.

4.1.2.2 Eksponering

Forsggene er udfgrt i 6-brgnds TC Test Plates (CM Lab Aps), hvor der
blev tilsat 10 ml veekstmedie med eller uden pesticid og én Lemna plante.
Planterne blev fotograferet sammen med et standard areal og derefter
placeret i klimaskab under de beskrevne vakstforhold. Efter 4 dage blev
planterne fotograferet igen, og start- og slutareal blev bestemt ved digital
billedbehandling. Den arealspecifikke vaekstrate udregnedes som: (In(A))-
In(A)t", hvor A, er bladarealet ved forsggets start, A, er bladarealet ved
forsggets afslutning og t er forsggsperioden opgivet i dage.

Hver doseringskurve bestar af 12 ubehandlede replikater samt 8
pesticidkoncentrationer med hver tre replikater. Hver binar blanding bestod
af 5 blandingsforhold: 83:17, 67:33, 50:50, 33:67 og 17:83 samt de to
pesticider alene, dvs. i alt 7 doseringskurver. | forsggene med Lemna minor
indgar de samme tokomponent blandinger, som i forsggene pa terrestriske
planter (Table 4).

Forsggene med trekomponent blandinger blev udfert pa tilsvarende made
men med 6 pesticidkoncentrationer for hver pesticid og pesticidblanding. |
hvert forsgg indgik foruden de 3 pesticider, 9 tokomponent blandinger (3
med hver tokomponent blanding) samt 4 trekomponent blandinger. | tabel 6
er vist, hvilke trekomponent blandinger, der blev undersggt.
Sammensetningen af bade to- og trekomponentblandingerne blev fastlagt
som beskrevet for terrestriske planter i afsnit 3.2.1.2. Samtlige forsgg blev
udfgrt to gange.
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Tabel 6. Trekomponent blandinger undersggt pa Lemna minor

Resultater med tokomponent blandinger Sammensaetning af blanding

Alle blandinger additive Glyphosat + Mechlorprop + Mesotrion
Alle blandinger antagonistiske Acifluorfen + Diquat + Mesotrion

To blandinger additive, en blanding Mechlorprop + Mesotrion + Terbuthylazin
antagonistisk

En blanding additiv, to blandinger Glyphosat + Mechlorporp + Terbuthylazin

antagonistiske

4.1.2.3 Dataanalyse

Va&kstraten blev afbilledet som funktion af pesticidkoncentrationen, og der
blev fittet en log-logistisk dosis respons model (Cedergreen & Streibig
2003) for hver doseringskurve. Isobolerne beregnedes som beskrevet i
kapitel 2 ved brug af et-trins modellen (Sgrensen et al. 2005a) pa ner en
enkelt isobol, der kun kunne analyseres ved hjelp af to-trins modellen
(Serensen et al., 2005b), da der var stor variation imellem de enkelte forsgg.
EC,-isobolerne er alle beskrevet med to-trins modellen, pa ner de kurver,
der udviste for kraftig antagonisme til at de kan beskrives med Hewlett og
Plackets isobolmodel (Hewlett, 1969). Da Vglunds isobol model ikke er
inkorporeret i to-trins modellen, blev disse isoboler derfor ikke indtegnede.

413 Alger

Undersggelser af miljgfremmede stoffers effekt pa alger bliver enten malt pa
naturlige algesamfund, hvor bl.a. endringer i artssammensatning og
populationsdynamik kan undersgges, eller pa enkelte arter i renkultur,
hvilket giver en stgrre grad af reproducerbarhed og mulighed for at
undersgge de fysiologiske mekanismer bag en given respons. En af de
algearter, der ofte bruges, er granalgen Pseudokirchneriella subcapitata, bedre
kendt som Selenastrum capricornutum. Denne ferskvandsalge er geografisk
meget udbredt og en god repreaesentant for den store gruppe af grgnalger.
Desuden er den nem at holde suspenderet i kulturmediet modsat alger, der
udskiller stoffer, der far dem til at klistre til overflader og hinanden.

En fri suspension sikrer en maksimal tilgaengeligheden af lys, naering og
kulstof, hvilket er en forudsaetning for eksponentiel veekst, som er den fase,
hvor algerne er mest falsomme overfor eksterne pavirkninger. Algernes
vaekst beregnes pa baggrund af klorofylfluorescens, og det forudsettes
dermed, at klorofylfluorescensen er proportional med biomassen. Dette er
ikke helt korrekt, da klorofylfluorescens er et udtryk for algernes evne til at
absorbere lys, der igen kan anvendes til at fiksere kulstof og dermed ny
biomasse. Under standardiserede vaekstforhold kan lysfikseringspotentialet
dog forventes at veere proportionalt med vaekstpotentialet og dermed ogsa
biomassen.

4.1.3.1 Dyrkningsteknik

Algetesten er beskrevet af Arensberg et al. (1995) og (Mayer et al. (1997) og
er i overensstemmelse med ISO’s standardtest for alger (International
Organization for Standardization, 1989). Klonen stammer fra Institut for
Vannforskning (NIVA) in Norge, hvor den er kaldt NIVA-CHL 1.
Forsggene startes ved, at man tilseetter alger fra en stamkultur til 4 ml ISO
Standard 8692 veekstmedie (pH 8) i en 20 ml vial tilsat pesticider.

Til maling af pigmentindholdet ved forsggets begyndelse bliver der udtaget
400 pl af algesuspensionen til et reagensglas med skrueldg, hvortil der bliver



tilsat 1,6 ml acetone meettet med MgSO, (12 g I'"). Praverne stilles markt.
Vialene med alger og veekstmedium placeres pa et rystebord belyst nedefra
med en intensitet p& ca. 80 umol m?s* (PAR). Rystebordet indstilles til 300
omdrejninger min™, hvilket sikrer god omragring af algerne. Der udtages
prgver pa dag 1 og dag 2, pa samme made som ved forsggets start, hvorefter
forsgget afsluttes og slut pH males. pH ma ikke varierede mere end 1 pH
enhed. Pa dag 3 kan algernes pigmentfluorescens (primart klorofyl a) males
pa et fluorometer med en exitations-bglgeleengde pa 420 nm og en
emmisionsbglgeleengde pa 670 nm.

4.1.3.2 Eksponering

Hver doseringskurve bestar af 10 replikater uden tilsat pesticider samt 8
pesticidkoncentrationer med hver to replikater. Hver binar blanding bestar
af 5 blandingsforhold (83:17, 67:33, 50:50, 33:67 og 17:83) samt de to
pesticider alene. Af tabel 7 fremgar, hvilke tokomponent blandinger, der blev
undersggt pa alger.

Tabel 7. Tokomponent blandinger undersggt pa alger

Blandingstype Sammensatning af blanding
Samme virkningsmekanisme Metsulfuron + Triasulfuron
Samme virkemade med forskellige Acifluorfen + Diquat
virkningsmekanismer Acifluorfen + Mesotrion

Acifluorfen + Terbuthylazin
Diquat + Mesotrion
Diquat + Terbuthylazin
Mesotrion + Terbuthylazin
Forskellige virkemader Glyphosat + Terbuthylazin
Glyphosat + Metsulfuron
Mesotrion + Glyphosat
Mesotrion + Metsulfuron
Metsulfuron + Terbuthylazin

Stamoplgsningerne blev pH-justeret med HCI eller NaOH, hvis ngdvendigt.
Algerne blev tilsat i en koncentration pa ca. 10 000 alger ml™.
Koncentrationen pa stamkulturen blev bestemt spektrofotometriskt.

4.1.3.3 Dataanalyse

Algernes veekstrate udregnedes ved at udfgre en liniger regression pa den
naturlige logaritme til fluorescensen pa dag 0, 1 og 2 og angivet i enheden
dag™. Vaekstraterne i de ubehandlede forsggsled 1& mellem 1,6 og 2,0 dag™.
Doseringskurvernes forlgb blev beskrevet med en log-logistisk
doseringsmodel (Cedergreen & Streibig 2003), og isobolerne blev beregnet,
som beskrevet i kap. 2, ved brug af et-trins modellen (Sgrensen et al.
2005a). EC, -isobolerne er alle beskrevet med to-trins modellen (Sgrensen et
al., 2005b) pa ner de kurver, der udviste for kraftig antagonisme til at de
kunne beskrives med Hewlett og Plackets isobolmodel (Hewlett, 1969).

4,14 Akvatiske bakterier

Microtox™ testen er en gennemprgvet og standardiseret metode som
anvendes til screening af toksicitet i naturlige (blandings-) praver (f.eks.
ASTM Standard D-5660; ISO Draft 11348-3). | testen kvantificeres
luminescensen hos bakterien Vibrio fisheri. Hos denne art udsendes lys som
et biprodukt af metabolismen og enhver pavirkning af den cellulere aktivitet
vil registreres som en @ndring (reduktion) i luminescensen.

Sammenlignet med standardiserede in vivo test er Microtox testens
falsomhed generelt lavere overfor toksiske stoffer, hvorimod dens preacision
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ofte er hgjere end i in vivo test. Endvidere er der publiceret ED,, veerdier for
mere end 1200 enkeltstoffer

4.1.4.1 Dyrkningsteknik og eksponering

Inden forsggene gennemfartes en opformering af en Vibrio fisheri kultur.
Denne blev frysetarret og kan uden @ndringer i viabilitet og fglsomhed
anvendes gennem flere maneder. Man er hermed sikret mod genetisk
betingede &ndringer i bakteriernes falsomhed. Gennem projektet blev der
opformeret og anvendt 3 kulturbatch.

Microtox testen gennemfartes som korttidstest (5-30 min) i kulturbrgnde
og afleesningen sker automatisk med selvregistrerende apparatur (Microtox
Model 500 analyzer).

Inden en forsggsrunde overfartes frysetarrede bakterier til Microtoxmedium,
pH indstilles til 7.0 £ 0.2, og suspensionen overfartes til kulturbrgnde.
Luminescensen blev malt efter 15 min (= kontrolvardi), der tilsattes pesticid
(som enkeltstof, i to- eller trekomponent blandinger i 8 koncentrationer, hver
koncentration i 2 replikater samt 4 kontroller), og luminescensen blev malt
igen efter 5, 15 og 30 min. Effekten af pesticideksponering blev udtrykt som
procent af kontrolmalingen (middel af 4 replikater) i den enkelte
kulturbrgnd. 1 2002 blev det vist i forsgg med enkeltstoffer og i binzere
blandinger, at maling ved 30 min ikke adskilte sig fra malingen efter 15 min.
Derimod skete der en ggning i variationen mellem replikater. Pa den
baggrund blev maling af luminescens efter 30 min opgivet.

Hver binar blanding bestod af 3 blandingsforhold: 75:25, 50:50 og 75:25
samt de to pesticider alene. | tabel 8 er vist en oversigt over antal
gennemfgrte Microtox test med pesticider i binare blandinger.

Tabel 8. Tokomponent blandinger undersggt med Microtox test. Tallet i parantes
angiver antal forsgg med blandingen. De to test med acifluorfen i blanding med
chlorfenvinphos/dimethoat er gennemfgrt henholdsvis med det rene stof og det
formulerede produkt.

Blandingstype Sammensgtning af blanding

Samme virkningsmekanisme Chlorfenvinphos+Dimethoat (1)
Chlorfenvinphos+Pirimicarb (1)
Dimethoat+Pirimicarb (1)

Forskellige virkeméader Acifluorfen+Chlorfenvinphos (2)
Acifluorfen+Dimethoat (2)
Acifluorfen+Prochloraz (1)
Azoxystrobin+Chlorfenvinphos (1)
Azoxystrobin+Diquat (1)
Azoxystrobin+Pirimicarb (1)
Azoxystrobin+Prochloraz (1)
Dimethoat+Prochloraz (1)
Diquat+Pirimicarb (1)
Diquat+Prochloraz (2)

Forsggene med trekomponent blandinger blev udfert pa tilsvarende made
som ved tokomponent blandinger. | hvert forsgg indgik foruden de 3
pesticider i blandingsforholdene 60:20:20, 20:60:20, 20:20:60 og 33:33:33, 6
tokomponent blandinger samt 3 test med de rene stoffer. | en raekke af disse
blandinger indgik tokomponent blandinger, som ikke var undersggt i de
indledende forsggsserier med tokomponent blandinger. | tabel 9 er vist en
oversigt over de tokomponent blandinger, som indgik i disse forsgg.



Tabel 9. Tokomponent blandinger undersggt med Microtox test som led i forsggene
med trekomponent blandinger. Tallet i parantes angiver antal forsgg med
blandingen. En asteriks angiver, at blandingen ikke er undersggt i forsggserierne
med tokomponent blandinger.

Blandingstype Sammensatning af blanding
Samme virkningsmekanisme Chlorfenvinphos+Dimethoat (2)
Forskellige virkemader Acifluorfen+Dimethoat (2)

Acifluorfen+Diquat (2)*
Acifluorfen+Prochloraz (2)
Azoxystrobin+Diquat (2)
Azoxystrobin+Pirimicarb (2)
Azoxystrobin+Prochloraz (1)
Chlorfenvinphos+Prochloraz (1)*
Dimethoat+Diquat (2)*
Dimethoat+Prochloraz (3)
Diquat+Pirimicarb (2)
Diquat+Prochloraz (4)
Pirimicarb+Prochloraz (1)*

Som fglge af at en raekke af tokomponent blandingerne ikke tidligere var
undersggt var det ikke muligt at klassificere alle 8 trekomponent blandinger
pa samme made, som det er gjort for terrestriske og akvatiske planter (Tabel
10).

Tabel 10. Trekomponent blandinger undersggt med Microtox test.

Resultater med tokomponent blandinger ~ Sammensgtning af blanding

Alle blandinger additive Azoxystrobin+Diquat+Pirimicarb
Acifluorfen+Dimethoat+Prochloraz

Alle blandinger synergistiske Azoxystrobin+Diquat+Prochloraz

En blanding additiv, en blanding Dimethoat+Diquat+Prochloraz

antagonistisk, en blanding synergistisk

En blanding additiv, en blanding Acifluorfen+Diquat+Prochloraz

synergistisk, en blanding ukendt Diquat+Pirimicarb+Prochloraz

En blanding additiv, en blanding Chlorfenvinphos+Dimethoat+Prochloraz

antagonistisk, en blanding ukendt

En blanding additive, to blandinger Acifluorfen+Diquat+Dimethoat

ukendte

4.1.4.2 Dataanalyse

Luminescensen blev afleest inden samt efter 5 og 15 min efter tilsetning af
pesticid (i 2002 ogsa efter 30 min). I de tilfeelde, hvor luminescensen
varierede mere end 20% i de 2 replikater blev denne koncentration udeladt i
beregningen af effektkoncentrationer. P& basis af luminescensverdierne blev
gamma-forholdet beregnet, som er defineret ved forholdet mellem
luminescens tabet og den oprindelige luminescens (inden pesticid tilsetning)
i den samme prgve. Gamma-verdierne blev korrigeret for tidslige e&ndringer
i luminescensen (som var uafhangige af pesticidtilsetning) ved:

FARTIA

== 1
‘F |:.‘Illl ::ll:l 'JI
hvor I og I_er luminescensen efter tid 0 og t (5 min, 15 min) i
kontrolpreverne, og I, og |, er luminescensen efter tid 0 og t i

pesticideksponeringerne.
Effektkoncentrationer (ED,, og ED, ) blev beregnet ved lineer regression af

log, -transformerede pesticidkoncentrationer og gamma-veerdier. | flere
tilfeelde var det ikke muligt at beregne EC10 verdier uden meget store
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usikkerhedsintervaller. Dette skyldes hovedsageligt mangel” pa
koncentrationer i den nedre del af doseringskurven, fordi variationen mellem
replikater ofte oversteg 20%. ED,,/ ED, isobolerne blev beskrevet med to-
trins modellen (Sgrensen et al., 2005b).

4,15 Dafnier

Dafnier er den mest anvendte testorganisme til beskrivelse af toksiske
stoffers effekt i vandmiljget. Bade akuttest (48 eller 96 timer) og kronisk test
(reproduktionstest) er gennem en omfattende afprgvning og interkalibrering
mellem laboratorier og lande Igbende blevet udviklet til generelt accepterede
standarder indenfor OECD, EU og EPA. Den gennemfgrte standardisering
betyder, at man ngje kender organismernes miljgkrav (pH, iltkoncentration
etc.) samt den naturlige variabilitet, som igen bestemmer antal replikater, for
at effektdoser kan bestemmes med stor og kendt sikkerhed. | EPA’s database
”AQUIRE” er der registreret mere end 6000 bestemmelser af akut toksicitet
overfor dafnier, heraf mere end 1100 for effekter af pesticider. Der foreligger
saledes et meget stort reference-grundlag. Dafnier er nart beslegtede med
insekter og pavirkes pa samme made og med nar samme fglsomhed som de
skadeinsekter, som de specifikt virkende insekticider er tilteenkt. For ikke-
specifikt virkende stoffer regnes dafnier generelt blandt de mest falsomme
akvatiske organismer.

4.1.5.1 Dyrkningsteknik og eksponering

Forsggene er gennemfart med 24 timer gamle dafnier (Daphnia magna) fra
en velfodret kultur. Til t = O overfgres dafnier til 50 ml glas (5 i hver doseret
med pesticider enkeltvist eller i blandinger (Figur 6). Dgde (immobile) og
levende dafnier i glassene noteres dagligt indtil 48 timer. Forsggene
gennemfares efter Dansk Standard uden fodring i ISO vand (DS/EN 1SO
6341). Til kontrol af dafniernes relative falsomhed gennemfagres jeevnligt
parallelforsgg med referencestof (ZnSO, 7H,0)).

Kontrol

Figur 6. Forsggsdesign med dafnier. En screeningstest bestar af 4-5
koncentrationer + kontrol med 20 dyr i hver koncentration fordelt pa 4 glas med 5 i
hvert. | kontrollen er der 30 dyr fordelt pa 6 glas. En definitiv test gennemfgres
med 6-7 koncentrationer + kontrol + evt. kontrol med acetone. Efter 24 og 48 timer
males pH, O, og antal immobile dafnier.

Hver binar blanding bestod af 3 blandingsforhold: 75:25, 50:50 og 75:25
samt de to pesticider alene. | tabel 11 er vist en oversigt over antal
gennemfgrte dafnie test med pesticider i tokomponent blandinger. Der er



udfart ét forsgg med hver blanding med undtagelse af blandingen
azoxystrobin+prochloraz, som er undersggt i 2 forsgg.

Tabel 11. Tokomponent blandinger undersggt pa dafnier.

Blandingstype Sammensatning af blanding
Samme virkningsmekanisme Chlorfenvinphos+Pirimicarb
Forskellige virkemader Azoxystrobin+Chlorfenvinphos

Azoxystrobin+Esfenvalerat
Azoxystrobin+Pirimicarb
Azoxystrobin+Prochloraz
Chlorfenvinphos+Esfenvalerat
Dimethoat+Prochloraz
Diquat+Esfenvalerat
Diquat+Pirimicarb
Diquat+Prochloraz
Esfenvalerat+Pirimicarb
Esfenvalerat+Prochloraz

4.1.5.2 Dataanalyse

Dafnietesten producerer binere data (individerne er enten mobile eller ikke-
mobile = dgde) og traditionelt beregnes dosis-respons sammenhzngen og
effektkoncentrationer ved probitanalyse (OECD, Finney 1976). Indenfor
omradet ED,-ED,, er der god overensstemmelse mellem probitmodellen og
den logistiske model (Halekoh 2004) og estimerede ED,/,, veerdier pa
samme dafnie dataset viste en variation pa mindre end 1%. Efter
dafnietestene blev afsluttet i 2003 beregnedes ED-vardier med anvendelse
af probitanalyse, men for at ggre resultaterne kompatible med
isobolberegningerne (som forudsatter angivelse af standardafvigelse pa ED-
estimaterne) blev beregningerne gentaget med anvendelse af en log-logistisk
model (Cedergreen & Streibig 2003). Isoboler for ED,, og ED, blev
beskrevet med to-trins modellen (Sgrensen at al. 2005b),

416 MCFT7 celleproliferationsassay

MCF-7 celle proliferationsassayet er baseret pa en human
brystcancercellelinie, som differentierer og deler sig, nar der er gstrogen til
stede. Proliferation af cellerne er saledes indikation for, at der er et kemisk
stof til stede med gstrogen aktivitet. Metoden anvendes rutinemaessigt flere
steder herunder Miljgmedicin ved Syddansk Universitet (Andersen et al.,
1999) til screening for miljgkemikalier med gstrogene egenskaber.

4.1.6.1 Dyrkningsteknik og eksponering

MCF-7 celler udsas i 96 hullers mikrotiterplader. Efter 24 timer tilsattes en
koncentrationsreekke af testblandingen. Hver koncentrationsraekke udfares i
trippelsbestemmelse. Efter 6 dages inkubation bliver cellerne fikseret og
farvet. Farveintensiteten, som er et mél for antallet af levende celler, aflaeses i
en ELISA-reader. Hvert forsgg inkluderer en standardraekke af 173-gstradiol
(0,001 nM til til 10 nM). Det maksimale respons af 17[3-gstradiol opnas ved
1 nM.

De pesticider, som indgik i undersggelserne for gstrogene egenskaber, var
insekticiderne o,p-DDT, endosulfan og methoxychlor samt fungicidet
fenarimol. Alle fire pesticider er klorerede organiske forbindelser. o,p-DDT
og methoxychlor er persistente forbindelser, som er akkumuleret i miljget,
fedekeeden og i humant vaev. Endosulfan og fenarimol anvendes indenfor
landbrug og gartneri i en reekke lande men er ikke godkendte i Danmark.
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Blandingerne fremstilles ved fortynding af 10 mM stamoplgsninger af
pesticiderne oplgst i ethanol (96%, Fluka Chemie, Schweiz). Fortyndingen
sker i celledyrkningsmedium, og koncentrationen af ethanol i de fortyndede
pregver overskrider ikke 0,5%. Testning af alle pesticider og blandinger er
udfart i mindst tre uafhangige forsgg, og i hvert af forsagene er testningen
udfert som trippelbestemmelse. Af tabel 12 fremgar, hvilke
tokomponentblandinger, der er undersggt. Blandingerne o,p-

DDT +endosulfan, endosulfan+fenarimol samt fenarimol+methoxychlor er
undersggt i blandingsforholdene 33:67, 50:50 samt 67:33%, mens
blandingen o,p-DDT+methoxychlor er undersggt i 5 blandingsforhold:
25:75, 33:67, 50:50, 67:33 og 75:25.

Tabel 12. Tokomponent blandinger undersggt med MCF7-celleproliferationsassay

Blandingstype Sammensatning af blanding

Samme virkningsmekanisme 0,p-DDT + Endosulfan
0,p-DDT + Methoxychlor

Flere virkningsmekanismer Endosulfan + Fenarimol

Fenarimol + Methoxychlor

| forsggene med trekomponentblandinger indgik blandingerne o,p-

DDT +endosulfan+methoxychlor samt endosulfan+fenarimol+
methoxychlor. Sammensatningen af bade to- og trekomponentblandingerne
i disse forsgg blev fastlagt, som beskrevet for terrestriske planter i afsnit
3.2.1.2.

4.1.6.2 Dataanalyse

Resultaterne er angivet som den relative proliferative effekt (RPE), hvorved
data normaliseres bade i forhold til kontrolniveauet og det maksimale
respons induceret af 17-gstradiol (1 nM) i det respektive forsag:

RPE = (PE___-1)/(PE

teststof max 17-gstradiol 1)

hvor PE er responset normaliseret til 100.

For hver blanding afbilledes RPE som funktion af pesticidkoncentrationen,
og der blev fittet en log-logistisk dosis respons model for hver
doseringskurve ved hjelp af drc-pakken til R (Ritz & Streibig, 2005),
hvorefter EC,, og EC,, veerdierne blev estimeret. Isobolerne blev beregnet,
som beskrevet i kapitel 2, ved brug af to-trins modellen (Sgrensen et al.
2005a).

4.17 AR reportergenassay

Pesticidernes evne til at blokere androgen receptoren blev undersggt ved
hjeelp af et reportergenassay for antiandrogene effekter (Vinggaard et al.,
1999).

4.1.7.1 Dyrkningsteknik og eksponering

Chinese Hamster Ovary celler (CHO K1) blev udsaet i mikrotiterplader, og
hver brgnd blev transfekteret med 75 ng cDNA bestdende af
ekspressionsvektoren for den humane androgenreceptor pSVARO og et
MMTV-LUC reporter plasmid i en ratio pa 1:100 ved hjelp af 0.15 pl af
transfektionsreagenset FuGene. Androgenreceptor agonisten R1881 (0.1 nM)
plus/minus pesticider blev tilsat, og efter en inkubationsperiode pa 24 timer blev
cellerne lyseret, og aktiviteten af den dannede luciferase blev malt i et BioOrbit
Galaxy luminometer.



De pesticider, som indgar i testningen for antiandrogene egenskaber, er
fungiciderne vinclozolin, procymidon, og prochloraz samt insekticidet
fenitrothion. Alle fire pesticider er klorerede organiske forbindelser.
Vinclozolin og procymidon anvendes ikke lengere i Danmark pga.
effekterne pa hormonsystemet, mens prochloraz stadig anvendes inden for
landbrug og gartneri.

Pesticiderne enkeltvis og i kombination blev undersggt i 12 koncentrationer i
omradet 0.025 - 50 uM i firedobbelt bestemmelse, og forsggene blev
gentaget 3 gange. Af tabel 13 fremgar hvilke tokomponentblandinger, der
indgik i forsggene. Forholdet mellem pesticiderne i tokomponent
blandingerne blev fastlagt med udgangspunkt i de forventede EC,,
koncentrationer af pesticiderne, saledes at de to pesticider, under antagelse
af ADM, ville bidrage med henholdsvis 25 og 75, 50 og 50 samt 75 og 25%
af den samlede effekt af blandingerne. Dog blev blandingen af vinclozolin og
procymidon undersggt i de absolutte indbyrdes forhold 75:25, 50:50 og
25:75, uanset stofferne potens.

Tabel 13. Tokomponent blandinger undersggt med AR reportergenassay

Blandingstype Sammensgtning af blanding
Samme virkningsmekanisme Fenothrothion+Procymidon
eller Fenothrothion+Vinclozolin
samme virkemade med forskellige Procymidon+Prochloraz
virkningsmekanismer Procymidon+Vinclozolin

Prochloraz+Vinclozolin

I forsggene med trekomponentblandinger indgik blandingerne
fenithrothion+procymidon+vinclozolin samt procymidon+prochloraz+
vinclozolin. Sammensatningen af bade to- og trekomponentblandingerne i
disse forsgg blev fastlagt som beskrevet for terrestriske planter i afsnit
3.2.1.2.

4.1.7.2 Dataanalyse

Radata for enkeltstofferne og blandinger blev normaliseret, saledes at
responset til 0.1 nM R1881 blev sat til 100%. For enkeltstofferne og hver
blanding blev responset (inhibering af AR transkriptionel aktivitet) afbilledet
som funktion af pesticidkoncentrationen og kurverne blev fittet til en log-
logistisk dosis-respons model ved hjeelp af drc-pakken til R (Ritz & Streibig,
2005), hvorefter EC_, og EC,, veerdierne blev estimeret. Isobolerne blev
beregnet, som beskrevet i kapitel 2 ved brug af to-trins modellen (Sgrensen
et al. 2005a).
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5 Tokomponent blandinger

I dette kapitel praesenteres og diskuteres resultaterne fra de gennemfarte
forsgg med tokomponentblandinger. For overskuelighedens skyld vil
resultaterne fra hvert testsystem blive praesenteret enkeltvis, mens den
sammenfattende diskussion af resultaterne pa tveers af testsystemerne vil
blive foretaget i kapitel 6.

For hver binzr blanding preesenteres ED/EC/IC,; og ED/EC/IC,  isobolerne.
Forsggene med akvatiske planter og alger er opgjort med et-trins modellen,
mens resultaterne fra de gvrige testsystemer er analyseret med to-trins
modellen (se kapitel 2). For hver blanding opgjort med et-trins modellen er
angivet A parameteren med standardafvigelse, som er et udtryk for isobolens
kurvation, samt p-vaerdien for F-testen for at isobolen er signifikant forskellig
fra ADM isobolen. For de blandinger, som er analyseret vha. to-trins
modellen er ligeledes angivet A parameteren med standardafvigelse samt et
interval for p-veerdien.

5.1  Terrestriske planter

51.1 Lugtlgs kamille

Med undtagelse af blandingen af glyphosat og metsulfuron var det muligt at
estimere doseringskurver for samtlige herbicider og herbicidblandinger samt
at estimere ED,, og ED, doseringerne. Toksiciteten af de undersggte
herbicider varierede betydeligt med metsulfuron og triasulfuron som de mest
toksiske, og mechlorprop og terbuthylazin som de mindst toksiske (op til
3000 gange mindre aktive) (Figur 7). Der blev observeret en forholdsvis stor
variation i ED,, doseringerne, hvilket bl.a. kan tilskrives, at forsggene ikke er
udfart under standardiserede klimatiske forhold.

Estimeringen af doseringskurvene viste, at det kun i to tilfeelde nemlig med
blandingerne metsulfuron+triasulfuron samt mechlorprop+MCPA kunne
antages, at doseringskurvernes healdning var identisk. Disse to blandinger er
netop karakteriseret ved, at de to herbicider har samme virkningsmekanisme,
og med baggrund i erfaringerne var tidligere forsgg, var det forventet, at
doseringskurverne ville vaere parallelle (Streibig et al, 1983). Resultaterne
med begge disse blandinger afveg meget lidt fra ADM isobolen (Figur 8). At
der med samtlige tokomponent blandinger med herbicider med samme
virkemade blev fundet forskellige haeldninger af doseringskurverne,
understreger, at opdelingen af herbicidblandingerne i 3 grupper er biologisk
relevant.
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Figur 7. Box-Wiskers plot af ED,, vaerdier af de 8 pesticider anvendt i forsggene med
lugtlgs kamille. Tallene i figuren angiver antallet af uafhangige test.
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Figur 8. Estimerede ED,, isoboler samt for blandingerne metsulfuron+triasulfuron
og mechlorprop+MCPA, som repraesenterer blandinger af herbicider med samme
virkningsmekanisme (den rette linie repraesenterer ADM modellen, mens den buede
linie er beregnet pa grundlag af de observerede data, som er vist som punkter med
standardafvigelse). A parameteren med standardafvigelse er et udtryk for isobolens
kurvation, mens intervallet for p angiver sandsynligheden for, at isobolen er
signifikant forskellig fra ADM isobolen

De estimerede ED, 0g ED,, isoboler samt de observerede resultater er vist i
Appendiks 1. Vurderet med udgangspunkt i den lave p-verdi blev der for
ED,, isobolernes vedkommende kun for 4 af de 16 blandinger observeret
signifikante afvigelser fra ADM isobolen. Blandingerne
glyphosat+terbuthylazin og glyphosat+mechlorprop udviste antagonisme



malt i forhold til ADM, mens mesotrion+terbuthylazin var synergistiske.
Anvendes den gvre p-veerdi var der ingen af blandinger, der afveg fra
additivitet. Diquat+mesotrion udviste sa markant antagonisme, at det ikke
var muligt at estimere en isobol med to-trins modellen. I figur 9 er vist
isobolerne for de ovennavnte 4 tokomponent blandinger.
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Figur 9. Estimerede ED, isoboler samt for de blandinger, som afveg signifikant fra
ADM. For blandingen diquat+mesotrion var det ikke muligt at beregne isobolerne.

Se figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

Malt pa ED,, effektniveauet var blandingerne diquat+terbuthylazin,
mesotrion+terbuthylazin, glyphosat+terbuthylazin og
mechlorprop-+terbuthylazin antagonistiske (Figur 10), dvs. 5 af 16
blandinger afveg signifikant fra ADM. Anvendes den gvre p-verdi var ingen
af isobolerne signifikant forskellige fra ADM isobolerne. Som tilfeldet var pa
ED,, effektniveauet udviste blandingen diquat+mesotrion sa hgj et niveau af
antagonisme, at det ikke var muligt at estimere isobolen. Det er
bemaerkelsesverdigt, at blandingen mesotrion+terbuthylazin var
antagonistisk pa 10% effektniveauet, mens den samme blanding blev fundet
at veere synergistisk pa 50% effektniveauet. En medvirkende arsag til denne
forskel var, at haldningen af doseringskurverne for de to herbicider var
markant forskellige, idet doseringskurven for terbuthylazin var betydelig
fladere end doseringskurven for mesotrion.
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Figur 10. Estimerede ED,, isoboler for de blandinger, som afveg signifikant fra ADM.
For blandingen diquat+mesotrion var det ikke muligt at beregne isobolerne. Se
figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

Da man med to-trins modellen ikke kan beregne en eksakt p-veerdi men i
stedet far angivet et interval, skal ovenstaende konklusioner tages med
forbehold. En nedre signifikant p-vaerdi bar kun tolkes som en indikation pa
signifikante afvigelser fra ADM. En mere rigoristisk vurdering af de opnaede
resultater kunne veere, at kun i de tilfelde, hvor der bade pa 10 og 50%
effektnivauet er observeret signifikante afvigelser fra ADM, vurderes
resultatet at veere valid. Anlaegger man denne betragtning er det kun
blandingerne mesotrion+terbuthylazin og glyphosat+terbuthylazin samt
sandsynligvis diquat+mesotrion, som er signifikante forskellige fra ADM,
idet alle 3 blandinger var antagonistiske (Tabel 13).

De herbicidblandinger, som afveg signifikant fra ADM pa bade 10 og 50%
effektnivauet tilhgrte gruppen af herbicider med samme virkemade
(diguat+mesotrion og mesotrion+terbuthylazin) og forskellige virkemader
(glyphosat+terbuthylazin).




5.1.2  Alm. fuglegraes

I Appendiks 2 er vist samtlige resultater med tokomponent blandinger pa
alm. fuglegres. Det var ikke muligt at estimere doseringskurver for
blandingen acifluorfen+terbuthylazin. Ligeledes var ikke muligt at estimere
ED,, doseringer for blandingen acifluorfen+diquat, og derfor er kun ED,
isobolen vist i Appendiks 2.

Som tilfeeldet var pa lugtlgs kamille var metsulfuron og triasulfuron de mest
toksiske af de undersggte herbicider, mens acifluorfen og terbuthylazin var
mindst toksiske (Figur 11). Forskellene imellem de mest og mindst toksiske
herbicider var mere udtalt over for alm. fuglegres end lugtlgs kamille, idet
triasulfuron var ca. 10.000 mere toksisk end acifluorfen. Rangordningen af
herbiciderne var imidlertid naesten den samme pa de to terrestriske
plantearter.
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Figur 11. Box-Wiskers plot af EDy, veerdier af de 8 pesticider anvendt i forsggene med
alm. fuglegres. Tallene i figuren angiver antallet af uafhangige test.

Som for lugtlgs kamille var det kun med blandingerne
metsulfuron+triasulfuron og mechlorprop+MCPA, at hypotesen om ens
haeldninger af doseringskurver kunne antages. Resultaterne med begge disse
blandinger afveg meget lidt fra ADM isobolen (Figur 12).
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Figur 12. Estimerede ED,, isoboler samt for blandingerne metsulfuron+triasulfuron
og mechlorprop+MCPA. Se figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske
parametre.

P& ED,, niveauet er der med udgangspunkt i den nedre p-verdi observeret
signifikante afvigelser fra ADM med 5 blandinger: mesotrion+terbuthylazin,
glyphosat+mechlorprop, mechlorprop+terbuthylazin,
metsulfuron+mesotrion samt metsulfuron+terbuthylazin (Figur 13). Med
den gvre p-veerdi som reference er der ikke observeret afvigelser fra
aditivitet. Med blandingen mesotrion+terbuthylazin er der tale om
synergisme, mens de 4 gvrige blandinger alle udviser antagonisme. Med
blandingen glyphosat+terbuthylazin er der observeret en markant
antagonistisk vekselvirkning, men det var ikke muligt at estimere isobolen og
dermed teste hypotesen om afvigelse fra ADM (Figur 13).
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Figur 13. Estimerede ED,, isoboler for de blandingerne som afveg signifikant fra

ADM. For blandingen glyphosat+terbuthylazin var det ikke muligt at beregne
isobolerne. Se figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

| modsztning til ED,, niveauer er der pa ED,, niveauet kun i et tilfelde
fundet signifikante afvigelser fra ADM, og det var med blandingen

47



48

metsulfuron+terbuthylazin. Mesotrion+metsulfuron udviser antagonisme,
men det var ikke muligt at estimere isobolen og dermed verificere denne
antagelse (Figur 14).
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Figur 14. Estimerede ED,, isoboler for de blandinger, som afveg signifikant fra ADM.
For blandingen mesotrion+metsulfuron var det ikke muligt at beregne isobolerne.
Se figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

Anlzegges samme kriterium som for lugtlgs kamille, at der bade pa ED,,0g
ED,, niveauet skal vaere pavist signifikante afvigelser fra ADM, far disse
afvigelse kan tilleegges nogen veegt, sa afviger kun blandingen
metsulfuron-+terbuthylazin samt mesotrion+metsulfuron, safremt de
markante men ikke statistisk verificerede afvigelser fra ADM pa ED,
niveauet med denne blanding medtages. Det betyder, at der er tale om andre
blandinger end for lugtlgs kamille, og at begge blandinger er karakteriseret
ved, at der er tale om herbicider med forskellige virkemader.

| tabel 14 er resultaterne pa terrestriske planter sammenstillet.
Sammenfattende kan det konkluderes, at de fleste blandinger ikke afveg
signifikant fra ADM, men at der pa begge testplanter er observeret enkelte
eksempler pa antagonisme. Derimod blev der kun observeret synergisme i
meget fa tilfeelde, og altid kun ved et af de to undersggte effektniveauer, og
forsggene har saledes vist, at synergi er sjeeldent, nar terrestriske planter
eksponeres for blandinger af to herbicider.

Tabel 14.Virkning af tokomponent blandinger pa terrestriske planter (lugtlgs
kamille/alm. fuglegras). A = additiv virkning; AN= antagonistisk virkning.

Metsulfuron/  Glyphos Mechlorprop/  Terbuthylazin  Diquat Acifluorfen

Triasulfuron at MCPA
Metsulfuron A/A A/A
Glyphosat A/A
Mechlorprop  A/A A/A A/A
Terbuthylazin ~ A/AN AN/A A/A
Diquat A/A
Acifluorfen A/A A/A
Mesotrion A/AN A/A A/A A/A AN/A A/A




5.1.3  Afrunding

Antallet af publikationer omhandlende effekten af blandinger af herbicider
over for terrestriske planter er meget stort, som fglge af at herbicider er den
gruppe pesticider, hvor der i praksis oftest anvendes mere end et aktivstof ad
gangen. Blandt de mange publikationer er der imidlertid kun et fatal, som
har haft til formal at beskrive effekterne statistisk, og i de fleste af disse
undersggelser er der anvendt andre statistiske metoder end i naerveerende
projekt (se Hatzios & Penner, 1985). Ofte er der anvendt den sakaldte Colby
metode, som er en forenklet version af MSM metoden, idet
kombinationseffekterne som oftest vurderes pa baggrund af resultaterne med
blot en enkelt dosering af hvert herbicid og herbicidblandingen (Colby,
1967). Det er derfor ikke muligt at sammenholde disse resultater med
resultaterne fra dette projekt.

ADM metoden er tidligere brugt til at undersgge effekten af blandinger af
herbicider med auxin virkning (Streibig, 1987; Streibig et al, 1998),
chlorsulfuron og linuron (Streibig, 1983), MCPA og sulfonylurea herbicider
(Mathiassen & Kudsk, 1993), tribenuron og henholdsvis
ioxynil+bromoxynil og mechlorprop (Kudsk & Mathiassen 1995), naturlige
og syntetiske photosystem Il inhibitorer (Streibig et al., 1999) samt
herbicider, som pavirker aminosyresyntesen (Kudsk & Mathiassen, 2004).
For samtlige disse undersggelser, som kun omfatter en begranset antal
virkemader, er der med en enkelt undtagelse enten fundet additivitet eller
antagonisme. Resultaterne fra tidligere undersggelser er altsa
sammenfaldende med konklusionerne fra dette projekt, men herbiciderne,
der er undersggt i dette projekt, repraesenterer imidlertid mange flere
virkemader.

Med baggrund i i resultaterne fra dette projekt samt tidligere undersggelser,
kan det konkluderes, at tokomponent blandinger af herbicider som
hovedregel udviser additivitet eller antagonisme, og at synergisme er et
feenomen, som ses meget sjaeldent.

5.2 Akvatiske planter

De forskellige herbiciders toksicitet overfor Lemna minor varierede med mere
end en faktor 100 000. Triasulfuron var det mest toksiske med en
gennemsnitlig EC,, veerdi pa 0,19+0,10 ug L™ (n = 2) hvorimod glyphosats
EC,, 14 pd 2331645165 pg L™ (n = 9) (Figur 15).

I Appendiks 3 er vist samtlige resultater med tokomponent blandinger pa
Lemna minor. EC, isobolerne er beregnet med et-trins modellen, mens EC
isobolerne er beregnet vha. to-trins modellen. Isobolen for
glyphosat+mesotrion udviste en meget voldsom antagonisme, og denne
isobols forlgb var derfor bedre beskrevet med Vglunds model. | denne model
er afvigelserne fra additivitet beskrevet med de to parametre , og ,. Velunds
model er kun anvendt pd EC, isobolerne.

Estimeringen af doseringskurverne viste, at for 3 af de 17 kombinationer
(glyphosat+mechlorprop, mechlorprop+terbuthylazin og
glyphosat+mesotrion) var haldningerne af doseringskurverne inden for det
enkelte forsgg ikke signifikant forskellige fra hinanden. Dvs. at det kun er for
disse tre herbicidkombinationer, at interaktionerne pa EC,, niveau
umiddelbart kan ekstrapoleres til andre effektniveauer.
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3. Glyphosate (r7=19), 4. MCPA (n=3), 5. Mechlorprop (7= 12), 6. Mesotrion (= 10), 7.
Metsulfuron (n=9), 8. Terbuthylazin (n=12), 9. Triasulfuron (n=2).
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Figur 16. Eksempler pa estimerede ED,, isoboler for blandingerne, som afveg
signifikant fra ADM. Se figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske
parametre.



De statistiske analyser af EC, isobolerne viste, at der var antagonisme for 11
ud af de 17 herbicidkombinationer. For de resterende kombinationer var der
additivitet. De to kombinationer af herbicider med samme
virkningsmekanisme, de to sulfonylurea herbicider metsulfuron og
triasulfuron og de to syntetiske auxiner MCPA og mechlorprop udviste
begge additivitet. | figur 16 er vist eksempler pa herbicidkombinationer, som
udviste antagonisme.
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Figur 17. Estimerede ED,, isoboler for blandingerne, som afveg signifikant fra ADM.
Se figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

Et tilsvarende manster viste sig, ndr analyserne blev foretaget ved EC,,.
Afvigelserne fra den additive model for EC ; var dog kun signifikante for 4 af
de 17 kurver, nar man teller de 3 kurver med kraftig antagonisme med
(acifluorfen+mesotrion, mechlorprop+terbuthylazin og metsulfuron+

terbuthylazin) (Figur 17). Anvendes kun den laveste p-verdi i intervallet, er
yderligere 4 kurver forskellig fra additivitet. Af disse udviser to antagonisme
pd EC, niveau, hvorimod deres EC, isoboler ikke var signifikant forskellige

fra den additive model. Da der i to-trins modellen anvendes p-intervaller,

skal man veere forsigtig med konkludere pa disse resultater. At antagonisme

var mere udbredt pa ED,, end pa ED,, niveauet kan delvis skyldes, at et-

trins modellen, som blev anvendt til analyse af ED,, resultaterne er en
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mindre konservativ model end to-trins modellen, som er anvendt til analyse
af ED,, resultaterne.

| tabel 15 er vist en sammenstilling af resultaterne, hvor der som for
terrestriske planter er forudsat, at afvigelser fra additivitet kun er signifikante,
safremt de er observeret pa bade pa 50 og 10% effektniveauet.

Tabel 15.Virkning af tokomponent blandinger pa akvatiske planter. A= additiv
virkning; AN= antagonistisk virkning.

Metsulfuron/ Glyphosat  Mechlorprop/  Terbuthylazin  Diquat  Acifluorfen

Triasulfuron MCPA
Metsulfuron A
Glyphosat A
Mechlorprop A A A
Terbuthylazin AN A AN
Diquat A
Acifluorfen A A
Mesotrion AN A AN A AN AN

5.2.1  Afrunding

Der er blevet lavet meget fa studier med blandingseffekter pa Lemna sp. eller
andre hgjere vandplanter (Drost et al., 2003, Frankart et al., 2002), og ingen
(udover os (Cedergreen & Streibig, 2005)), har anvendt isobolmetoden. Der
er i stedet blevet anvendt enkelte fikserede blandingsforhold, som man har
ment har veeret miljgmaessigt relevante. | begge studier har man fundet
overensstemmelse mellem resultaterne og den additive model (Drost et al.,
2003; Frankart et al., 2002). Dette stemmer godt overens med den
overordnede konklusion pa de binare Lemna minor forseg i dette projekt,
hvor der ikke blev observeret synergistiske interaktioner med de undersggte
herbicidkombinatiner. | forsggene i dette projekt var der tveertimod
antagonisme for de fleste kombinationer, i nogle tilfeelde endda meget kraftig
antagonisme.

5.3 Alger

EC,, vaerdierne for de 7 herbicider, der er undersggt pa alger, er vist i figur
18. Raekkefglgen pa herbiciderne er den samme som for Lemna. Det bar
bemarkes at for de svage syrer som mesotrion, metsulfuron-methyl og
triasulfuron, skulle der nasten 100 gange hgjere koncentration til at udlgse
den samme vakstheemmende effekt sammenlignet med Lemna minor.
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Figur 18. Box-Wiskers plot af EC, vaerdierne for de forskellige herbicider anvendt i
forsggene med algen P. subcapitata. Rekkefglgen pa herbiciderne er alfabetisk: 1.
Acifluorfen (n=3), 2. Diquat (r7=4), 3. Glyphosate (n7=3), 4. MCPA (nn=0), 5.
Mechlorprop (r7=0), 6. Mesotrion (r7=7), 7. Metsulfuron (n = 6), 8. Terbuthylazin (n
=10), 9. Triasulfuron (n=5).

Beregningerne af doseringskurverne viste, at for 5 af de 12 kombinationer
(mesulfuron+triasulfuron, glyphosat+metsulfuron, glyphosat+terbuthylazin,
acifluorfen+diquat samt acifluorfen+mesotrion) var haldningerne af
doseringskurverne inden for det enkelte forsgg ikke signifikant forskellige.
Alle 3 typer af tokomponent blandinger er repraesenteret blandt de 5
blandinger.

Resultaterne med tokomponent blandinger pa alger er vist i Appendiks 4.
Resultaterne fra disse forsgg lignede meget forsggene med Lemna minor, idet
der heller ikke her blev fundet synergi men udelukkende antagonisme og
additivitet. P& EC, niveau var 9 ud af 12 binare kombinationer signifikant
antagonistiske (Figur 19). De 3 blandinger, der udviste additivitet, var
metsulfuron+triasulfuron, diquat+mesotrion og metsulfuron+glyphosat,
dvs. en blanding med samme virkningsmekanisme, en blanding med samme
virkemade samt en blanding med forskellige virkemader.
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Figur 19. Estimerede ED., isoboler for blandingerne, som udviste additivitet. Se figur
8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

For blandingen metsulfuron versus terbuthylazin har vi valgt at vise
resultaterne fra to forsgg, da det ene forsgg var signifikant antagonistisk,
mens det andet forsgg ikke var.

For EC,, isobolerne var fire af de tolv kurver signifikant forskellige fra den
additive model. Tre af disse kurver viste sa kraftig antagonisme, at de ikke
kunne beskrives med Hewlett og Placketts isobolmodel (Hewlett, 1969).

I tabel 16 er vist en sammenstilling af resultaterne, hvor der som for
terrestriske og akvatiske planter er forudsat, at afvigelser fra additivitet kun er
signifikante, safremt de er observeret pa bade pa 50 og 10% effektniveauet.

Tabel 16.Virkning af tokomponent blandinger pé alger. A = additiv virkning; AN=
antagonistisk virkning.

Metsulfuron/  Glyphosat Terbuthylazin Diquat Acifluorfen
Triasulfuron

Metsulfuron A

Glyphosat A

Terbuthylazin A AN

Diquat AN

Acifluorfen A AN
Mesotrion A A A A




53.1 Afrunding

Der er publiceret adskillige forsgg med kombinationseffekter pa alger (Faust
et al., 2003, Faust et al., 2001, Junghans et al., 2003, Vanwijk et al., 1994).
Dette skyldes dels, at alger er en af de standard testorganismer, som er
obligatorisk for risikovurdering af en reekke kemikalier. De mest omfattende
studier er blevet udfart af Horst Grimmes forskningsgruppe i Bremen. De
har i forbindelse med et starre EU-projekt (BEAM) analyseret 146 binzre
kombinationer af diverse kemikalier pa alger vha. isobolmetoden (Backhaus
et al., 2003, Faust & Scholze, 2004; Grimme & Backhaus, 2003). Denne
gruppe har, i lighed med os, fundet, at der sjeeldent var synergistiske
interaktioner i algetesten (Faust et al., 2004). Og nar disse blev fundet, var
de sa sma, at man kunne se bort fra dem i en risikoreguleringsmaessig
sammenhang (Faust et al., 2004).

54  Akvatiske bakterier

Som fglge af, at isobolerne baseret pd henholdsvis EC,, og EC,;
koncentrationerne var stort set identiske, er kun EC, isobolerne for
Microtox testene vist.

Toksiciteten af enkeltstoffer i Microtoxtesten varierede betydeligt mellem
pesticiderne, med chlorfenvinphos som det mest (EC_, = 5.5 + 0,9 mg |™) og
pirimicarb som det mindst (EC,, = 688 + 82 mg ") toksiske (Figur 20).
Acifluorfen blev testet dels som rent stof og dels som formuleret produkt, og
som forventeligt var effekten af det formulerede produkt veesentligt hgjere
(EC,, = 72,5 mg I') end for det rene stof (EC,_, = 244 mg I').

500

5001 2
@ 8
9

& EN
g ——
§ 50F 9
(=
6
O
05 -

O Median[_] 25%-75% _|_ Non-Outlier Range ¥ Extremes

Prochloraz Chlorfenvinphos Dimethoat Diquat_15min  Acifluorfen_form
Azoxystrobin Pirimicarb Diquat Acifluorfen

Figur 20. Box-Wiskers plot af EC,, veerdier af 7 pesticider anvendt forsgg med to- og
trekomponent blandingsforsgg med Microtox. Tallene i figuren angiver antallet af
uafhangige test.

Indenfor det enkelte pesticid var variationen i effektkoncentrationen generelt
lav og uafhaengig af eksponeringstiden (5, 15 og 30 min). Diquat og delvist
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acifluorfen udgjorde dog en undtagelse med aftagende EC-vardier ved gget

eksponeringsvarighed (for diquat var EC,, veerdierne henholdsvis 5 min: 261
mg I; 15 min: 52 mg I"*; 30 min: 39 mg I). Denne egenskab ved diquat gik

igen i blandingsforsggene, idet den tidslige endring i luminiscensheemningen
ggedes med diquats andel i blandingerne (Figur 21).
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Figur 21. Differens i hemning af luminescens efter 15 og 5 min eksponering som
funktion af diquats andel i pesticidblanding. Y-vaerdien udtrykker differencen af
Arctan-transformerede %-hamninger. F statistik angivet.

En gget heemning af luminescens med stigende inkubationstiden er
karakteristisk for tungmetaller, mens effekten er mindre almindelig for
organiske stoffer (Azur 2003).

I Microtox forsggene blev der beregnet mere end 400 doseringskurver.
Anvendes korrelationskoefficienten som udtryk for kurvetilpasningen (logit)
og variationen indenfor det enkelte forsgg, var variationen mindst efter 5
min aflesning og stigende med varighed af eksponering (Figur 22).
Anvendelse af regressionsligninger baseret pa 5 min eksponering til
beregning af effektkoncentrationer ma derfor anses som mest velegnede til
sammenligning af EC-veerdier i blandingsforsag.
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Figur 22. Median og konfidensinterval af regressionskoefficienter i logit
doseringsmodeller udviklet pa basis af luminescenshamninger efter 5, 15 og 30 min
eksponering. t-test vaerdi og signifikansniveau for forskel i middelverdi mellem
hamning efter 5 og 15 min angivet.

I blandingsforsggene er de samme kombinationer af 2 pesticider undersggt i
flere uafhangige test (se tabel 6 og 7). Eksempler pa isoboldiagrammer for
forsgg med blandinger af diquat-prochloraz er vist i figur 23. | dette
eksempel og for de gvrige blandinger, hvor der er gennemfart flere test, var
der god overensstemmelse mellem resultaterne i de enkelte test. | Appendiks
5, hvor resultater med samtlige tokomponentblandinger er vist, er derfor kun
medtaget resultater fra et forsgg med hver tokomponentblanding.

For 5 af de 17 tokomponentblandinger er pavist synergisme, for 7
blandinger var virkningen additiv, mens det ikke kunne afggres om der var
tale om synergisme eller en additiv virkning i 4 blandinger enten pga.
forskelligt udfald i de enkelte test , eller fordi der kun forela én test med
usikkert udfald (dimethoat+pirimicarb) (Tabel 17). Med en enkelt blanding
var det ikke muligt at afgare, om der var tale om additivitet eller
antagonisme. Det vil sige, at der i modsatning til forsagene med terrestriske
og akvatiske planter samt alger med en enkelt undtagelse ikke er observeret
antagonisme.

Et generel mgnster var, at virkningen af tokomponent blandinger, hvor
pirimicarb eller azoxystrobin indgik, overvejende var additiv. | blandinger
med azoxystrobin var standardafvigelsen pa EC_ -veaerdierne dog meget
store, hvilket var en medvirkende arsag til dette resultat. I blandinger med
prochloraz var der synergisme i 3 ud af 6 blandinger og hvor der var
synergistisk virkning var denne generelt meget tydelig.
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Figur 23. Estimerede ED;, isoboler for 5 uafhengige test med tokomponent
blandinger af diquat og prochloraz. Se figur 8 for forklaring af isobolerne og

statistiske parametre.

Tabel 17.Virkning af tokomponent blandinger pa akvatiske bakterier (Microtox). A=

additiv virkning; AN=antagonistisk virkning; S = synergistisk virkning.

Chlorfenvinphos  Dimethoat  Diquat Pirimicarb Prochloraz
Acifluorfen S A A A-S
Azoxystrobin A A-AN A A-S
Chlorfenvinphos A-S A S
Dimethoat S A-S S
Diquat A S
Pirimicarb A




54.1 Afrunding

Microtox test er tidligere anvendt i undersgagelser af tokomponent
blandingers toksicitet (Chen & Lu 2002 og tidligere referencer). | 18
blandinger blev pavist synergisme i 5 tilfeelde, antagonisme i 9 tilfeelde og
additivitet i 4 tilfeelde. Vurdering af interaktion mellem stofferne blev dog
ikke baseret pa egentlige test som i dette projekt. Med en enkelt undtagelse
forekom synergisme, nar stofferne havde forskellig virkemekanisme, og det
var videre karakteristisk, at stoffer (ét eller begge), som i blanding virkede
synergistisk, havde en lav haldning i doseringskurven. Dette forhold var
ogsa delvist geeldende i naerveerende undersggelse, hvor prochloraz i
gennemsnit havde den laveste haldning (1.6+0.2).

55 Dafnier

Da isobolerne baseret pd henholdsvis EC,, og EC,, koncentrationerne var
stort set identiske, er kun EC, isobolerne vist for dafnieforsggene.

Toksiciteten af enkeltstoffer i test med dafnier varierede betydeligt mellem
pesticiderne med chlorfenvinphos og esfenvalerat som de mest toksiske og
diguat samt prochloraz som de mindst toksiske (Figur 24). Indenfor det
enkelte pesticid reduceredes EC,,/EC, veerdierne fra 24 til 48 timers
eksponering mest udpraeget for diquat (3-4 gange reduktion) og mindst
udpraeget for pirimicarb.
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Figur 24. Box-Wiskers plot af EC,;0g EC,, veerdier af 7 pesticider beregnet efter 24 og
48 timers eksponering. Tallene i figuren angiver antallet af uafhangige forsgg.

Ud af 12 tokomponentblandinger viste 3 blandinger synergi, én antagelig

antagonisme, mens 8 blandinger viste additiv virkning (Tabel 18). | figur 25
er vist et eksempel pa additiv virkning og et eksempel pa synergisme. |
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Appendiks 6 er vist EC,, og EC,, isobolerne for alle
tokomponentblandingsforsgg med dafnier. Det var karakteristisk, at i
forsegene med synergi indgik prochloraz altid, og kun i ét forsgg, hvor
prochloraz indgik (i blanding med dimethoat), var der ikke synergistisk
virkning (Tabel 18).
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Figur 25. Estimerede ED, isoboler for 2 tokomponentblandinger, som viser additiv
(esfenvalerat-azoxystrobin) og synergistisk (azoxystrobin-prochloraz) virkning. Se
figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

Tabel 18. Virkning af pesticider i tokomponent blandinger pa dafnier. A= additiv
virkning; AN=antagonistisk virkning; S = synergistisk virkning.

Chlorfenvinphos Esfenvalerat Pirimicarb Prochloraz
Azoxystrobin A-AN A A S
Chlorfenvinphos A A
Dimethoat A
Diquat A A S
Esfenvalerat A S

55.1  Afrunding

En tidligere undersggelse af tokomponentblandinger med dafnier viste, at to
stoffer med samme virkemekanisme (nonylamin + decylamin) virkede
additivt, mens en blanding af to stoffer med forskellig virkemekanisme
(ethylparathion + decylamin) virkede antagonistisk (Merino-Garcia et al.
2003). | undersggelsen blev interaktion mellem stofferne vurderet pa basis af
isoboler, men en egentlig statistisk test blev ikke udfart.

5.6 Hormonforstyrrende effekter

5.6.1 MCFT7 celleprofilerationsassay

Oprindeligt var det planlagt at teste 12 forskellige koncentrationer, men da
den farste testning af enkeltstofferne viste, at der ikke var respons under 0,1
UM, og at der var udpraget cytotoksicitet ved koncentrationer over 25 UM,
blev pesticidblandingerne testet i 9 forskellige koncentrationer fra 0.1 til 25
UM. Hver koncentrationsraekke indeholdt desuden kontroller, som ikke blev
eksponeret for pesticid.



0,p-DDT og endosulfan viste sig at afdampe fra pladerne under inkubering
og forurenede de omkringliggende dyrkningshuller pa mikrotiterpladen. Alle
blandinger og koncentrationer af 0,p-DDT og endosulfan er derfor blevet
undersggt pa separate mikrotiterplader med 2-hullers afstand mellem de
enkelte koncentrationsrakker.

Alle fire pesticider stimulerede koncentrationsafhaengigt proliferationen af
MCF-7 cellerne som tegn pa gstrogen virkning (Figur 26). Det var
imidlertid kun o,p-DDT og endosulfan, som inducerer et fuldt gstrogent
respons svarende til det maksimale respons induceret af 17-estradiol.
Methoxychlor og fenarimol inducerer hgjest et respons svarende til omkring
60% af det maksimale respons for 17-estradiol. Desuden ses et fald i
responset ved 25 pM for de 3 af pesticiderne, hvorfor data for denne
koncentration er udeladt fra den videre dataanalyse. Faldet i respons skyldes
antageligt en cytotoksisk effekt pa cellerne.
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Figur 26. Doseringskurver for o,4-DDT, metoxychlor, endosulfan og fenarimol.

Da ikke alle pesticider og blandinger medfarte det samme maksimale
respons, er de absolutte EC-vardier anvendt til den videre dataanalyse. Det
vil sige, at alle anfgrte EC-veerdier er udtrykt i forhold til det maksimale 17-
estradiol respons (f.eks. svarer EC,, til den koncentration af det pagealdende
pesticid eller blanding, som inducerer 25% af det maksimale 17-estradiol
respons). EC-veerdierne er bestemt direkte ud fra regressionsmodellen ved
hjelp af SI-funktionen, som beskrevet af Ritz & Streibig (2004). Isobolerne
ved EC, 09 EC, er vist i figur 27 og 28.
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Figur 27. Estimerede EC,, isoboler for de 4 undersggte tokomponent blandinger. Se
figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

Isobolerne for tokomponent blandinger af o,p-DDT+methoxychlor og o,p-
DDT+endosulfan viste, at de to pesticider virkede additivt ved begge
effektniveauer. For de to gvrige blandinger var virkningen (vurderet med
udgangspunkt i den nedre p-veerdi), additiv eller antagonistisk afhaengig af
effektniveauet, mens der ikke blev fundet eksempler pa synergistiske effekter.

De anvendte blandingsforhold imellem pesticiderne var generelt ikke
optimale for beregning af isobolerne, idet der ikke var taget hensyn til
forskelle i pesticidernes aktivitet. Det betgd, at blandingerne ikke var jeevnt
fordelt langs isobolen. | forsggene med trekomponent blandinger blev
samtlige tokomponent blandinger gentaget, og i forbindelse med disse forsgg
blev blandingsforholdene korrigeret (Appendiks 10).
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Figur 28. Estimerede EC,, isoboler for de 4 undersggte tokomponent blandinger. Se
figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre.

5.6.2 AR reportergenassay

For de enkelte pesticider procymidon, fenitrothion og prochloraz ses en
antiandrogen effekt i hele koncentrationsomradet, mens der for vinclozolin
ses en antiandrogen effekt op til en koncentration pa ca. 3 UM, hvorefter
hamningen forsvinder og der ses en partiel agonistisk effekt (Figur 29). Da
det er metabolitterne af vinclozolin, der er de aktive antiandrogene stoffer,
kan dette skyldes, at disse metabolitter er partielle agonister ved hgje
koncentrationer, som det ogsa er observeret for andre kendte antiandrogene
stoffer som f.eks. hydroxyflutamid. Overordnet set blev de forventede
antiandrogene effekter for enkeltstofferne observeret.

Isobolerne, der afbilder de effekter, der angiver 50% hamning af det

androgen-inducerede respons (IC,,), ses i figur 30, mens isobolerne
beregnet ud fra IC  er vist i figur 31.

63



100 ——e—— Vinclozolin
‘\ ------- Oneeeee Procymidon
\00 —==v—=- Vin:Pro1:1
—:=y-—-:  Vin:Pro 1.3
“~ A . ——_Z—— Vin:Pro 3:1
80
®
I~ 60
Z
©
2
£
§ 40
N
20
0 T T T
0,01 01 1 10
Konc (uM)
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Figur 30. Estimerede IC,, isoboler for de 4 undersggte tokomponentblandinger. Se
figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre




Overordnet set udviste alle tokomponent-blandinger additivitet ved bade
IC,, og IC,, Dette geelder ogsa for 2. serie af tokomponentblandinger, som
kan ses i Appendiks 11. Dog var der den undtagelse, at blandingen af
procymidon og prochloraz gav statistisk signifikant afvigelse fra additivitet
(figur 30). Da den samme blanding blev undersggt i 2.serie i forbindelse
med forsggene af trekomponent blandingerne (se appendix 11), var der klar
additivitet. Vi formoder derfor, at afvigelsen skyldes analyseusikkerhed. Alt i
alt indikerer resultaterne, at tokomponent blandinger af de undersggte
pesticider virker additivt i det anvendte assay, og at der ikke er nogen

interaktion mellem stofferne.
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Figur 31. Estimerede IC,, isoboler for de 4 undersggte tokomponentblandinger. Se
figur 8 for forklaring af isobolerne og statistiske parametre

5.6.3 Afrunding

De opnaede resultater viser samlet set, at tokomponentblandinger af
pesticiderne udviser additivitet eller svag antagonistisk effekt i MCF-7 celle

proliferationsassayet.
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Resultaterne stemmer godt overens med andre in vitro undersggelser af
kombinationseffekter af gstrogent virkende stoffer. Saledes blev blandinger
af 0,p-DDT, p,p-DDT, p,p-DDE og -HCH pavist at virke additivt vurderet
ud fra ADM-modellen i MCF-7 celle proliferationsassayet (Payne et al.,
2001). Ligeledes blev der for to-, tre- og fireckomponent blandinger af o,p-
DDT, genistein, 4-nonylphenol og 4-n-octylphenol testet i et
gstrogenreceptor (ER) reportergen assay i geerceller fundet additiv virkning,
nar data blev vurderet bade i forhold til ADM- og MSM-modellen (Payne et
al., 2000).

De svage antagonistiske effekter set med blandinger indeholdende fenarimol
kan have flere forskellige arsager. Det kan skyldes, at pesticiderne ikke
aktiverer ER identisk, idet aktiveringen af ER er meget kompleks og kreever
et ngje samspil mellem receptor, ligand og en raekke cofaktorer. En anden
mulighed er en gensidig pavirkning af nedbrydningen af pesticiderne, da
MCF-7 cellerne har en vis metabolisk aktivitet. Da fenarimol vides at pavirke
en raekke enzymer (primert cytochrom P450 enzymer) involveret i
omseatning af steroider og fremmedstoffer, kan dette vaere en medvirkende
arsag til, at netop blandinger med fenarimol udviser antagonistisk virkning.
Iseer kan det teenkes at have betydning i relation til methoxychlor, hvor det er
en metabolit, som er den egentlige ER agonist (Ousterhout et al., 1981).
Endelig kan den observerede antagonisme skyldes en cytotoksisk ha&emning
af MCF-7 cellernes vaekst forarsaget af cytotoksiske kombinationseffekter.
En sadan mekanisme er foreslaet i et studie hvor man ligeledes observerede
antagonistiske effekter i blandinger, hvor 4-nonylphenol eller 4-tert-
octylphenol indgik (Rajapakse et al., 2004).

I et enkelt studie, hvor andres data fra testning af blandinger i MCF-7 celle
proliferationsassayet er blevet genanalyseret ved hjelp af ADM modellen,
fandt man tegn pa synergistisk virkning for blandinger af o,p-DDT og p,p-
DDT (Kortenkamp & Altenburger, 1998). Da genanalysen er foretaget pa
de publicerede resultater uden adgang til de oprindelige data, er der dog stor
usikkerhed forbundet med denne konklusion.

For stort set alle tokomponent blandinger af pesticider testet for
androgenreceptor inhibering viste resultaterne et additivt respons. Dette
indikerer, at pesticiderne ikke interagerer ved aktivering af receptoren, og at
de virker via samme mekanisme. Der er saledes ikke umiddelbart nogen
grund til at tro, at synergistiske eller antagonistiske samspilseffekter for disse
antiandrogene pesticider finder sted ved blokering af androgenreceptoren in
vitro. Dette understgttes af den viden, vi har opnaet i tidligere forsag med
dette in vitro testsystem. Effekten af tokomponent blandinger af vinclozolin
og procymidon er tidligere fundet at veere additiv in vitro og in vivo
(Nellemann et al., 2002; Vinggaard et al., 2004), og den samme additive
effekt er fundet for en blanding af pesticiderne deltamethrin, methiocarb,
prochloraz, tribenuron-methyl og simazin (Birkhgj et al., 2004).

Generelt understgttes resultaterne vedrgrende ER-medieret celleproliferation
0og AR-inhibering af de gvrige in vitro undersggelse om kombinationseffekter
af kemiske stoffer med samme virkningsmekanisme. Den generelle additive
virkning betyder saledes, at kombination af en raekke enkeltstoffer, der ikke i
sig selv har nogen malelig effekt, kan medfare, at blandingen af stofferne
forarsager en malelig effekt, hvilket er i overensstemmelse med, hvad teorien
omkring ADM princippet predikterer (Rajapakse et al., 2002; Silva et al.,
2002).



6 Trekomponent blandinger

| dette kapitel preesenteres resultaterne fra forsggene med trekomponent
blandinger. Som i kapitel 4 vil resultaterne for hver testsystem blive
praesenteret enkeltvis, og diskussionen af resultaterne vil ligeledes vaere
begranset til de enkelte testsystemer. | det efterfglgende kapitel 6 vil
resultaterne af forsggene med bade to- og trekomponent blandinger blive
diskuteret pa tveers af testsystemer.

| dette kapitel er det valgt at praesentere resultaterne med trekomponent
blandingerne uden resultaterne for de tre sammenhgrende tokomponent
blandinger (se kapitel 3). Disse resultater kan ses i Appendiks 7-11.

For hver blanding er beregnet bdde ED/EC/IC,, isobolerne. Resultaterne af
tokomponent blandingerne er analyseret og praesenteret som i kapitel 4,
mens trekomponent blandingerne blev evalueret visuelt vha. af en 3-
dimensionel figur, hvor ADM isobolplanet var indtegnet.

6.1 Terrestriske planter

Forsggene med de 4 trekomponent blandinger blev alle gentaget, og i 6 af de
i alt 8 forsgg var det muligt at beregne bade ED, 0og ED,  isobolerne, mens
det i to forsgg (glyphosat+metsulfuron+mesotrion og
glyphosat+mechlorprop+mesotrion) kun var muligt at beregne ED,,
isobolerne.

De to forsgg med hver trekomponent blanding udviste sammenfaldende
resultater med undtagelsen af ED, isobolerne for aciflourfen+mesotrion+
terbuthylazin. | dette kapitel er kun vist de 3-dimensionelle figurer, som
illustrerer effekten af trekomponent blandingerne. | Appendiks 7 er vist de
sammenhgrende resultater med to- og trekomponent blandingerne.

Blandingen glyphosat+metsulfuron+mesotrion var medtaget som et
eksempel pa en trekomponent blanding, hvor de 3 tokomponent blandinger
var additive. Som forventet afveg tokomponent blandingerne ikke fra ADM
med undtagelse af blandingen metsulfuron+mesotrion i forsgg 2, hvor der
blev observeret antagonisme vurderet med udgangspunkt i den laveste p-
veerdi. Pa trods af at tokomponent blandingerne med en enkelt undtagelse
ikke afveg fra ADM, blev der i begge forsag observeret en markant
antagonisme med trekomponent blandingen pa savel 50% som 10%
effektniveauet (Figur 32 og Appendiks 7).
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Mesotrion
(EDg=6.2 g ha™)

Glyphosat
(EDg=6.9 g ha™)

Metsulfuron
(ED4,=0.034 g ha™")

Mesotrion
(EDgy=2.3 g ha'")

Glyphosat
(EDg,=15.7 g ha)

Metsulfuron
(ED5,=0.081 g ha'")

Figur 32. EDy, vaerdier af glyphosat+metsulfuron+mesotrion. Det skraverede plan
angiver placering af ED vardier ved additivitet (forsgg 1 og 2).

Terbuthylazin
(ED4,=134.6 g ha™)

Glyphosat
(EDg= 41.7 g ha'™)

Mechlorprop
(ED4,=175.6 g ha™)

Terbuthylazin
(ED4,=1562 g ha'")

Glyphosat
(EDg= 32.8 g ha'")

Mechlorprop
(EDs,=185.3 g ha'")

Figur 33. EDg, veerdier af glyphosat+mechlorprop+terbuthylazin. Det skraverede plan
angiver placering af ED vardier ved additivitet (forsgg 1 og 2).

Mesotrion
(EDg,=2.31 g ha")

Glyphosat
(EDy= 36.4 g ha'")

Mechlorprop
(EDg=229.5 g ha')

Mesotrion
(EDg,=3.5 g ha™)

Glyphosat
(EDg,= 152 g ha™)

Mechlorprop
(EDg=93.9 g ha'")

Figur 34. EDy veerdier af glyphosat+mechlorprop+mesotrion. Det skraverede plan
angiver placering af ED vardier ved additivitet (forsgg 1 og 2).




Aciflourfen

(EDs;=68.7 g ha™)

Terbuthylazin
50~ -

Aciflourfen
(ED5,=42.4 g ha™)

Mesotrion Mesotrion .
(EDiy=3.09 g ha) (ED.,= 3.6 gha)

Figur 35. EDy veerdier af aciflourfen+mesotrion+terbuthylazin. Det skraverede plan
angiver placering af ED vardier ved additivitet (forsgg 1 og 2).

Glyphosat+mechlorprop+terbuthylazin reprasenterede en trekomponent
blanding, hvor der pd mindst et af de to analyserede effektniveauer var
observeret antagonisme med alle 3 tokomponent blandinger. Dette var
imidlertid ikke tilfzeldet i forsgget med trekomponent blandingen, idet der i
forsgg 1 ikke blevet observeret afvigelser fra ADM, mens der i forsgg 2 blev
fundet en synergistisk vekselvirkning imellem mechlorprop og terbuthylazin
(Figur 33).

Effekterne af de undersggte trekomponent blandinger 1a med enkelte
undtagelser teet pa ADM isobolplanet og nogenlunde ligeligt fordelt under
og over isobolplanet, og det kan derfor konkluderes, at effekten af denne
trekomponent blanding var additiv (Figur 33).

Med blandingen glyphosat+mechlorprop+mesotrion var det forventningen,
at én af tokomponent blandingerne (glyphosat+mechlorprop) var
antagonistisk, mens de to gvrige virkede additivt. Forsggene viste imidlertid,
at alle 3 tokomponent blandinger virkede additivt (Figur 34).

Effekten af trekomponent blandingerne var generelt lavere end forventet,
men afvigelserne fra ADM isobolplanet var starre i forsgg 2 end i forsgg 1.
Sammenfattende kan det konkluderes, at der med trekomponent blandinger
bestaende af glyphosat, mechlorprop og mesotrion overvejende er fundet
antagonistiske vekselvirkninger, som tilfeeldet var med blandinger af
glyphosat, metsulfuron og mesotrion.

Blandingen aciflourfen+mesotrion+terbuthylazin var medtaget som et
eksempel pa en blanding, hvor en tokomponent blanding udviste synergisme
(mesotrion+ terbuthylazin), mens de to gvrige virkede additivt. Som det
fremgar af Appendiks 7 var det kun i forsgg 2 og kun pa ED,, niveauet, at
der blev observeret en synergistisk vekselvirkning imellem mesotrion og
terbuthylazin. | forsgg 1 virkede alle tokomponent blandingerne additivt.

I begge forsag blev der pa ED,, effektniveauet observeret effekter teet pa
ADM isobolplanet. Pa ED,, effektniveauet blev der i forsgg 1 ligeledes
observeret effekter, som indikerede en additiv virkning af de 3 herbicider,
hvorimod der i forsgg 2 blev registreret en klar antagonistisk vekselvirkning
(Figur 35).
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Sammenfattende kan det konkluderes, at forsggene med trekomponent
blandinger har vist, at blandingerne enten virker additivt eller antagonistisk,
mens synergisme ikke forekom. Denne konklusion er i overensstemmelse
med konklusionen fra forsggene med tokomponent bladninger (se kapitel 5).

6.1.1 Afrunding

I litteraturen findes ikke resultater fra undersggelser, som kan sammenlignes
med de undersggelser, der er udfgrt som led i dette projekt, og det er derfor
ikke muligt at sammenholde resultaterne med resultater fra tidligere
undersggelser.

Det er interessant, at konklusionerne fra forsggene med tokomponent
blandinger kan udvides til ogsa omfatte trekomponent blandinger, og i
forleengelse heraf ville det vaere interessant at sgge svar pa, hvorvidt det
samme gelder for blandinger indeholdende mere end 3 herbicider.

6.2 Akvatiske planter

Det var kun muligt at sammensette trekomponent blandingerne af
tokomponent blandinger, der udviste additivitet eller antagonisme. Samtlige
resultater med trekomponent blandinger og de sammenhgrende
tokomponent blandinger er vist i Appendiks 8. I figur 36-39 er vist
resultaterne fra de to forsgg med hver af de undersggte trekomponent
blandinger.

Mesotrion

Mesotrion

Figur 36. EC,-veerdier af glyphosat+mechlorprop+mesotrion. Det skraverede plan
angiver placering af EC-vardier ved additivitet (forsgg 1 og 2).




Terbuthylazine

Terbuthylazine

Figur 37. EC,, veerdier for blandingen glyphosate+mechlorprop+terbuthylazin. Det
skraverede plan angiver placering af EC-vaerdier ved additivitet (forsgg 1 og 2).

Mechlorprop

Mechlorprop

Figur 38. EC,, vaerdier for blandingen mechlorprop+mesotrion+terbuthylazin. Det
skraverede plan angiver placering af EC-vaerdier ved additivitet (forsgg 1 og 2).

Mesotrion

Mesotrion

Figur 39. EC, vaerdier for blandingen aciflourfen+diquat+mesotrion. Det skraverede
plan angiver placering af EC-vaerdier ved additivitet (forsgg 1 og 2).

Af figur 35-38 fremgar, at samtlige trekomponent blandinger udviser en
lavere effekt, end den der var forudsagt ved den additive model.
Herbiciderne udviser altsa en antagonistisk respons i samtlige af de
trekomponent blandinger, der er undersggt, og resultaterne er dermed
sammenfaldende med resultaterne fra forsggene med tokomponent
blandinger, hvor der blev registreret antagonisme med 11 af de 17
undersggte blandinger (se kapitel 4).
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6.2.1 Afrunding

Der er undersggt adskillige flerkomponent blandinger pa alger (Faust et al.,
2003, Faust et al., 2001, Junghans et al., 2003), men kun i enkelte fikserede
blandingsforhold. For narkotiske stoffer, d.v.s. stoffer hvis toksiske virkning
er, at de indlejre sig i cellemembranerne, er det vist, at jo flere stoffer man
blander, jo bedre kan den samlede effekt beskrives med additionsmodellen
(Warne & Hawker 1995). | forsggene med Lemna sa vi en endnu sterre grad
af antagonisme, end det umiddelbart var forventet med baggrund i de
binare blandinger. Der er ikke nogen umiddelbar indlysende forklaring pa
denne voldsomme antagonisme. Men set i en reguleringssammenhzng, kan
det bekreeftes ogsa for trekomponent blandinger, at additionsmodellen vil
overvurdere effekterne af herbicidblandinger pa vandplanter som Lemna

minor.

6.3 Akvatiske bakterier

Samtlige resultater med trekomponent blandinger og de tilhgrende
tokomponent blandinger er vist i Appendiks 7.

| forsggene med tokomponent blandinger blev der som regel udlgst

synergisme, nar prochloraz indgik som det ene pesticid, mens der som regel
var additiv virkning i blandinger uden prochloraz (se afsnit 5.4). | forsggene
med trekomponent blandinger blev der derfor fokuseret pa blandinger, hvor

prochloraz indgik.

Der er udfert forsgg med i alt 8 trekomponent blandinger, og af disse 8
blandinger blev der fundet en synergistisk virkning med 4 til 5 (se figur 40).
Denne vurdering er baseret pa en visuel vurdering af EC, -veerdiernes
placering i forhold ”planet”, som forventes ved simpel additiv virkning.

LR
s,
4

—_—

Frochires
{1=47mg i )

iyt
(1=188 mgy ,‘—1)

(4




L 5 L
7."7- bt L=
' N (-'
] 4]
e
| 1 < |
[ S
= [
5 g 1 g
= =%
o = =~
=3 TE
e o T =
[ |
-'3'? 3
A |
2 A g
k! 1 .
2% e
<5 L — T —
“ _ Digued —
- e (=22t g Tl

q '
",
',
s
o
1
——p 1

(=30 mg 1)

— FJ}-DN-’;‘-H.M N
(1=38mg i

e

[ —

4 Digthod
s e Gaamet

w1

Prochloryz
{1=34.4 mg iy

Prochioras
(1=31mg 1)

L
=

e D
l:ﬁ § {e—" Fi.'i.':"_..a'ﬂ!k
) {1:6-131'“5@

Figur 40. EC,,veerdier af trekomponent blandinger Det skraverede plan angiver
placering af EC vardier ved additivitet. Blandingen aciflurofen+dimethoat+
prochloraz er udfgrt med formuleret aciflurofen, mens de to gvrige blandinger,

hvor acifluorfen indgar, er udfgrt med teknisk aciflurofen.

Som det var tilfeeldet med tokomponent blandinger, var der oftest
synergisme med trekomponent blandingerne, hvis prochloraz indgik som det
ene pesticid. En undtagelse var i blandingen diquat + pirimicarb +
prochloraz, hvor tokomponent blandinger med prochloraz viste synergisme,
mens trekomponent blandingen viste additiv virkning. | figur 40 (nederst)
kan det ses, at der var additivitet uanset andelen af prochloraz i blandingen.
Blandt de anvendte pesticider synes prochloraz derfor at indtage en
serstilling ved nasten altid at udlgse synergisme, nar fungicidet indgar i

blandinger.
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6.3.1 Afrunding

I den tilgaengelige litteratur har det ikke veeret muligt at finde resultater med
trekomponent blandinger, og det var derfor ikke muligt at sammenholde
resultaterne fra dette projekt med resultater fra tidligere undersggelser.

6.4 Hormonforstyrrende effekter

6.4.1 MCF7 celleproliferationsassay

Der er undersggt to- og trekomponent blandinger af 0,p-DDT,
methoxychlor og endosulfan samt methoxychlor, endosulfan og fenarimol.
Data er analyseret som beskrevet for tokomponent blandinger, dog var den
3-parametriske log-logistiske funktion en bedre model for nogle af
blandingerne, idet den 4-parametriske model estimerede urealistiske hgje
gvre graenser for doseringskurverne. Det skyldes at blandingerne i denne
serie generelt er udfert ved lave koncentrationer, som giver effekter pa den
linezere del af den sigmoide doseringskurve og altsa far der sker en
begyndende udfladning af kurven. | figur 41 og 42 er vist EC,, og EC,
isobolerne for de to blandinger. Samtlige resultater med trekomponent
blandingerne og de sammenhgrende tokomponent blandinger er vist i
Appendiks 8.

DDT
(1=0.34 1m)

Endosulfan Endosulfan
(1= 1.53 M) (1=6.51 UM)

DDT

(1= 1.64 M) =

Methoxychlor

(1= 2.26 UM) Methoxychlor

(1=5.53 UM)

Figur 41. EC,, (til venstre) og EC,, (til hgjre) verdier for blandingen o,p-DDT+
methoxychlorr+endosulfan. Det skraverede plan angiver placering af EC-veerdier
ved additivitet.



Fenaril . g Fenarimol

(1= 4.16 UM)

Methoxychlor
(1= 5.52 M)

Endosulfan Endosulfan
(1=2.53 UM) (1= 6.51 UM)

Figur 42. EC,, (til venstre) og EC,, (til hgjre) veerdier for blandingen
methoxychlor+endosulfan+fenarimol. Det skraverede plan angiver placering af EC-
veerdier ved additivitet.

Blandinger af methoxychlor og 0,p-DDT udviser Kklar additivitet ved alle
effektniveauer og bekrafter saledes resultaterne fra tokomponent forsggene.
Blandinger af endosulfan og methoxychlor indgik ikke i
tokomponentforsggene men til gengeeld i begge forsggsserier af
trekomponentblandinger. Dataanalysen viser at virkningen ikke afviger
signifikant fra additivitet. Endosulfan og o,p-DDT virker additivt ved EC,,
mens der er tegn pa en svag synergistsik effekt ved EC,, (Appendiks 10).

De antagonistiske effekter, der blev observeret i forsggsserien med
tokomponent blandinger, hvor fenarimol indgik, blev bekraftet for
blandingen af fenarimol og endosulfan ved EC,, mens effekten var additiv
ved EC . Virkningen af binere blandinger mellem fenarimol og
methoxychlor afveg derimod ikke fra additivitet ved de to effektniveauer.

Den samlede konklusion pa de udferte testninger af binzre blandinger i
MCF-7 celle proliferationsassayet er at pesticiderne generelt virker additivt
og i nogle tilfeelde svagt antagonistiske. Kun en enkelt blanding, o,p-DDT og
endosulfan, udviste tegn pa synergisme ved den hgijeste effektkoncentration,
EC,,.

I figur 40 ses, at observationerne med blandingen o,p-DDT+
methoxychlor+ endosulfan 1&d meget tet pa ADM isobolplanet, hvilket
indikerer at denne trekomponent blanding udviser additivitet. Med
methoxychlor+endosulfan+fenarimol er observeret mere markante afvigelser
fra ADM-isobolplanet, og umiddelbart tyder resultaterne pa en svag
synergistisk virkning af denne blanding EC,, og en svag antagonistisk
virkning ved EC,, (Figur 41).

6.4.2 AR reportergenassay

Det er blevet undersggt to trekomponent blandinger bestadende af
vinclozolin+ procymidon+fenitrothion samt
vinclozolin+procymidon+prochloraz. Samtlige resultater med trekomponent
blandingerne og de tilhgrende tokomponent blandinger er vist i Appendiks
11. 1 figur 42 og 43 er vist IC ; og IC_ isobolerne for de to blandinger.
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Fenitrothion

(1= 0.071 UM) -
- A Fenitrothion
(1= 0.29 UM)
Procymidone Vinclozolin 1
(1= 0.305 UM) (1= 0.19 pM)
1
1 " .
Vinclozolin . i
(1= 0.013 UMm) Procymidon
(1= 1.40 KM)
Figur 42. IC,, (til venstre) og IC,, (til hgjre) veerdier for blandingen vinclozolin+
procymidon+fenitrothion. Det skraverede plan angiver placering af IC-veerdier ved
additivitet.
1
-
-
(Plr:CShllooraJM) Prochloraz
- ) (1= 21.6 HM)
-
Vinclozolin
(1=0.030 M) Procymidon
(1= 1.69 uMm)
1
Procymidon 1 Vinclozolin
(1= 0.250 hM) (1= 0.39 HM)

Figur 43. IC, (til venstre) og ICy, (til hgjre) veerdier for blandingen vinclozolin+
procymidon+prochloraz. Det skraverede plan angiver placering af IC-vaerdier ved

additivitet.

Med blandingen vinclozolin+procymidon-+fenitrothion er der fundet

effekter, som ligger meget teer pA ADM isobolplanet specielt ved IC

hvilket
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indikerer, at denne blanding virker additivt.

For blandingen vinclozolin+procymidon+prochloraz fordeler punkterne sig

relativt peent omkring isobolplanen ved IC

men tendensen er, at effekten er
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lavere end forventet ved additivitet. Ved IC , er der starre afvigelser, og
punkterne ligger leengere fra isobolplanen. Disse resultater kunne indikere, at
trekomponent blandingen iseer virker antagonistisk ved lave koncentrationer,
men kan ogsa vere et udtryk for analyseusikkerhed. Set i lyset af at
effekterne af de tilhgrende tokomponent blandinger er relativ entydig
(Appendiks 11), er den sidste mulighed meget sandsynlig.

6.4.3 Afrunding

De opnaede resultater for trekomponentblandingernes gstrogene effekter
viser additivitet for blandinger af DD T +methoxychlor+endosulfan, mens
blandingen af methoxychlor+endosulfan+fenarimol udviste tendens til enten
antagonisme eller synergisme. Der ses derfor det samme mgnster som for
tokomponentblandingerne, at nar fenarimol indgar i blandingen ses der
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afvigelse fra additivitet. Det kan skyldes en eller flere af fenarimols andre
effekter som beskrevet i afsnit. 5.6.3.

Mht. de antiandrogene effekter viste trekomponentblandingen af vinclozolin
+ procymidon + fenarimol tegn pa additiv effekt, hvorimod blandingen af
vinclozolin+procymidon+prochloraz viste tegn pa antagonistiske effekter.
Prochloraz ligner fenarimol noget, idet den ogsa kan inducere eller hemme
cytochrom P450 enzymer og i det hele taget har mange andre effekter end
den rent AR antagonistiske. Dog er det vanskeligt at forklare at prochloraz
skulle virke antagonistisk i trekomponent men ikke i tokomponent
blandinger. Generelt kan siges, at usikkerheden pa bestemmelse af IC  er
sterre end ved bestemmelsen af I1C_ 0g derfor bar der laegges mere veegt pa
IC,, isobolerne.

Som beskrevet i afsnit 4.6.3 er der tidligere blevet undersggt enkelte 3-, 4-,
8- eller 11-komponentblandinger for gstrogene effekter i enten MCF7
celleproliferationsassayet eller et reportergen assay baseret pa geerceller
(Payne et al., 2000; Payne et al., 2001; Silva et al., 2002; Rajapakse et al.,
2002). Mht. de antiandrogene effekter er der tidligere undersggt en 5-
komponentblanding i samme assay system, som det der er brugt i dette
projekt (Birkhgj et al., 2004). | alle disse studier er der ikke foretaget nogen
egentlig statistisk behandling af data, men den observerede effekt er
sammenlignet med den predikterede effekt pa basis af additivitet. 1 alle
tilfelde findes ingen klare afvigelser fra ADM modellen.
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7 Generelle konklusioner

I de foregaende to kapitler er resultaterne med to- og trekomponent
blandinger praesenteret, og for hvert testsystem er resultaterne diskuteret kort
og sammenholdt med den foreliggende viden pa omradet. | dette kapitel vil
resultaterne blive sammenholdt pa tvars af testsystemer.

Som navnt i kapitel 3 er der for hvert testsystem med undtagelse af de to
testsystemer, som belyser de hormonforstyrrende effekter af pesticider,
undersggt 3 forskellige kategorier af tokomponent pesticidblandinger. De 3
kategorier af blandinger var henholdsvis 1) pesticider med samme
virkningsmekanisme, 2) pesticider med samme virkemade men forskellige
virkningsmekanismer samt 3) pesticider med forskellige virkemader.

Sammensztningen af trekomponent blandingerne blev foretaget pa
baggrund af resultaterne med tokomponent blandingerne. Intentionen var at
undersgge trekomponent blandinger bestaende af pesticider, hvor responsen
af pesticiderne i blandinger to og to varierede. For trekomponent
blandingernes vedkommende var det altsa ikke pesticidernes
virkningsmekanisme eller virkemade, som blev lagt til grund for
sammensatningen men derimod deres respons i de forudgaende forsgg med
tokomponent blandinger.

Et af de primere formal med narvarende projekt var at sammenstille
resultater fra forseg med pesticidblandinger fra forskellige standardiserede
testsystemer, samt at undersgge om det var muligt at drage mere generelle
konklusioner om pesticidblandingers effekt. | det fglgende vil resultaterne
med de 3 kategorier af pesticidblandinger derfor blive diskuteret samlet for
alle testsystemer.

7.1  Tokomponent blandinger

7.1.1  Pesticider med samme virkningsmekanisme

For metsulfuron+triasulfuron og MCPA+mechlorprop’s vedkommende var
der tale om blandinger, som ikke blot har samme virkningsmekanisme, men
som ogsa er kemisk nart beslegtede, idet de tilhgrer samme kemiske gruppe
(Tabel 2). For begge virkningsmekanismer galder, at der findes herbicider
med samme virkningsmekanismer, som tilhgrer andre kemiske grupper, men
disse herbicidgrupper var ikke repreaesenteret i forsggene.

I modsetning til herbicidblandingerne, sa tilhgrer de insekticider, der indgik
i de 3 insekticidblandinger forskellige kemiske grupper, idet chlorfenvinphos
og dimethoat tilhgrer gruppen af organofosfater, mens pirimicarb er et
carbamat. Det betyder, at en af de undersggte blandinger bestod af
pesticider tilhgrende samme kemiske gruppe, mens de to gvrige blandinger
bestod af pesticider med grundlaeggende forskellig kemisk strukturer.
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Alle de pesticider, som blev undersggt i MCF7 celleproliferationsassayet,
virker gstrogent ved at aktivere ER, men et af pesticiderne, fenarimol, har
flere samtidige virkningsmekanismer, idet det ogsa pavirker enzymer
involveret i omsatningen af steroidhormoner og pesticider (cytochrom P450
enzymer). Da MCF7 cellerne udtrykker disse enzymer, kan denne
mekanisme spille en rolle for, at netop blandinger, hvor fenarimol indgar,
udviser antagonisme.

De pesticider, som blev undersggt i AR reportergenassayet er alle i stand til
at binde sig til og blokere AR. Selv om et af pesticiderne, prochloraz, kan
pavirke en reekke enzymer, som vil have betydning for det samlede
hormonforstyrrende respons in vivo (Vinggaard et al., 2000; Long et al.,
2003), er det mindre sandsynligt, at denne mekanisme indvirker pa
responset i reportergenassayet, som netop er udviklet til at detektere direkte
interaktioner med hormonreceptoren. De blandinger, som er testet i AR

reportergenassayet, ma derfor opfattes som pesticider med samme
virkningsmekanisme.

| tabel 19 er resultaterne fra de 7 testsystemer sammenstillet med baggrund

resultaterne fra kapitel 5.

Tabel 19. Virkning af tokomponent blandinger med samme virkningsmekanisme pa
terrestriske planter (lugtlgs kamille/alm. fuglegras), akvatiske planter og alger,
akvatiske bakterier (Microtox testen), dafnier, MCF7 celleprofilerationsassayet og

AR reportergenassayet. A=additiv virkning; AN=antagonistisk
virkning;S=synergistisk virkning.

MCF7 celleprofilerations-aasay

IAkvatiske bakterier

IAkvatiske
IAlger
Dafnie

AR reprotergenaassay

Metsulfuron+Triasulfuron
MCPA+Mechlorporp
Chlorfenvinphos+Dimethoat A-S
Chlorfenvinphos+Pirimicarb A A
Dimethoat+Pirimicarb A-S
0,,p-DDT+Endosulfan

0,-DDT+Methoxychlor

Endosulfan+Fenarimol

Fenarimol+Methoxychlor

Fenothrothion+Procymidon

Fenothrothion+Vinclozolin

Procymidon+Prochloraz

Procymidon+Vinclozolin

Prochloraz+Vinclozolin

> ETerrestriske planter

> >

> > planter

>
Z>>>

>
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Sammenfattende kan det konkluderes, at tokomponent blandinger bestaende
af pesticider med samme virkningsmekanisme i alt overvejende grad udviste
additivitet, og at de forholdsvis fa blandinger, som ikke virkede additivt, i alle
tilfelde har virket antagonistisk. En entydig synergistisk effekt blev ikke
observeret med denne kategori af pesticidblandinger. Blandinger bestaende
af pesticider tilhgrende samme kemiske gruppe adskilte sig ikke i deres
respons fra blandinger bestaende af pesticider tilhgrende forskellige kemiske
grupper. Antallet af pesticidblandinger per testsystem varierer fra en for



alger til 5 for AR reportergenassayet, hvilket ggr det vanskeligt at
sammenligne testsystemerne indbyrdes. Ovenstaende konklusioner er derfor
ikke baseret pa nogen statistisk analyse af de enkelte testsystemer eller en
statistisk sammenligning af disse men udelukkende pa en overordnet
vurdering af resultaterne.

Konklusionerne fra vores forsgg er i overensstemmelse med konklusionerne
fra tidligere forsgg, hvor der blev pavist additivitet med tokomponent
blandinger af pesticider med samme virkningsmekanisme (f.eks. Altenburger
et al., 2003; Junghans et al., 2003a,b). Konklusionerne fra tidligere forsgg
var imidlertid baseret primeert pa forsgg med alger og akvatiske bakterier,
mens konklusionerne fra vores undersggelser baserede sig pa resultater med
7 forskellige testsystemer og organismer. Med baggrund i resultaterne fra
narvaerende projekt kan det konkluderes, at additivitet var hovedreglen, og
antagonisme var undtagelsen, nar pesticider med samme
virkningsmekanisme virkede i kombination.

7.1.2  Pesticider med samme virkemade og forskellige virkningsmekanismer

| forsggene pa terrestriske og akvatiske planter samt alger indgik i alt 6
tokomponent blandinger tilhgrende denne kategori af blandinger. | de 4
gvrige testsystemer blev denne kategori af blanding ikke undersggt. For alle
6 blandingers vedkommende var der tale om herbicider, som blokerer for
planters og algers fotosyntese via dannelsen af reaktive iltradikaler, men
arsagerne til den forggede forekomst af iltradikaler i cellerne er forskellig (se
afsnit 3.1). | tabel 20 er resultaterne for de 3 testsystemer sammenstillet

Tabel 20. Virkning af tokomponent blandinger med samme virkemade men forskellige
virkningsmekanismer pa terrestriske planter (lugtlgs kamille/alm. fuglegras),
akvatiske planter og alger. A=additiv virkning; AN=antagonistisk virkning.

Terrestriske planter ~ Akvatiske planter Alger
Aciflourfen+Diquat A/A A AN
Aciflourfen+Mesotrion A/A AN A
Aciflourfen+Terbuthylazin A/A A A
Diquat+Mesotrion AN/A AN A
Diquat+Terbuthylazin A/A A AN
Mesotrion+Terbuthylazin A/A A A

Af tabel 19 kan ses, at resultaterne med de 3 testsystemer ikke var
sammenfaldende, idet der med 4 af de 6 blandinger er observeret afvigende
resultater. Endvidere er der med enkelte af blandingerne divergerende
resultater pa de to terrestriske plantearter. Det er kun med
aciflourfen+terbuthylazin og mesotrion+terbuthylazin, at der er registreret
samme respons i alle 3 testsystemer.

Blandingen aciflourfen+diquat er undersggt i Microtox testen, hvor der blev
fundet en additiv effekt.

Med baggrund i de fundne resultater kan det konkluderes, at der med
blandinger af herbicider med samme virkemade men forskellige
virkningsmekanismer blev fundet enten additivitet eller antagonisme i de 3
testsystemer, som blev anvendt til forsgg med denne kategori af blandinger.
Denne konklusion blev underbygget af resultaterne fra forsgg pa akvatiske
bakterie med en enkelt af blandingerne. Antagonisme syntes at veere et mere
udbredt fenomen, end tilfeldet var med blandinger af pesticider med
samme virkningsmekanisme, men som for denne kategori blev der ikke
registreret synergistiske vekselvirkninger med blandinger af pesticider med
samme virkemade.
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7.1.3  Pesticider med forskellige virkemader

Pesticider med forskellige virkemader var den kategori af tokomponent
blandinger, som der blev udfart flest forsgg med. Pa terrestriske og akvatiske
planter blev undersggt i alt 9 herbicidblandinger, og 5 af disse blandinger
blev ligeledes undersggt pa alger. Med Microtox testen og pa dafnier blev
undersggt henholdsvis 14 og 11 forskellige blandinger af herbicider,
fungicider og insekticider.

| tabel 21 er resultaterne pa terrestriske planter, akvatiske planter samt alger
sammenstillet.

Tabel 21. Virkning af tokomponent blandinger med forskellige virkeméader pa
terrestriske planter (lugtlgs kamille/alm. fuglegras), akvatiske planter og alger.
A=additiv virkning; AN=antagonistisk virkning; - blandingen ikke undersggt

Terrestriske planter ~ Akvatiske planter Alger

Glyphosat+Metsulfuron A/A A A
Glyphosat+Terbuthylazin AN/A A AN
Mechlorprop+Glyphosat A/A A -
Mechlorprop+Metsulfuron A/A A
Mechlorprop+Terbuthylazin A/A AN -
Mesotrion+Glyphosat A/A A A
Mesotrion+Mechlorprop A/A AN -
Mesotrion+Metsulfuron A/AN AN A
Metsulfuron+Terbuthylazin A/AN AN A

Af de 5 blandinger, som er undersggt i alle 3 testsystemer, blev der
observeret samme respons med to af blandingerne (glyphosat+metsulfuron
og mesotrion+glyphosate), mens de 3 gvrige blandingers respons var
divergerende. Sammenlignes de 9 blandinger, der blev undersggt pa bade
terrestriske og akvatiske planter, blev der fundet identiske resultater med 7
blandinger, safremt et sammenfald i resultaterne mellem blot en af de
terrestriske plantearter og Lemna minor vurderes som varende tilstraekkelig
til, at responsen anses for at vare ens. Forudsattes det, at responsen pa
begge terrestriske plantearter skulle veere identisk med responsen pa Lemna
minor, var det 4 af de 9 blandinger, der virkede ens.

Det var ikke muligt at identificere noget mgnster i resultaterne, som kunne
indikere, at der med nogle af de undersggte herbicider altid kunne forventes
enten et additivt eller antagonistisk respons, nar disse herbicider optreaeder i
miljget sammen med andre herbicider. Pa terrestriske og akvatiske planter
var antagonisme mere almindeligt end additivitet, nar mesotrion indgar i
blandingerne, men dette var ikke tilfeeldet pa alger. Aktiviteten af mesotrion
var meget hgj pa terrestriske og akvatiske planter, med ED,, doseringer pa
akvatiske planter i intervallet 10-30 pg I, hvorimod aktiviteten pa alger var
meget lav med ED, doseringer, som var op til 1000 gange hgjere. Denne
markante forskel i testorganismernes fglsomhed, og som falge heraf det
meget forskellige forhold imellem herbiciderne i de blandinger med
mesotrion, kunne veare en medvirkende arsag til, at resultaterne pa alger var
forskellig fra resultaterne pa terrestriske og akvatiske planter.

Responsen med blandinger af pesticider med forskellige virkemader pa
terrestriske og akvatiske planter samt alger var sammenlignelig med
responsen med pesticider med ens virkemade med forskellige
virkningsmekanismer, idet der er fundet additivitet eller antagonisme med
samtlige blandinger, mens synergisme ikke blev observeret.



Resultaterne med Microtox testen og pa dafnier var meget forskellige fra
resultaterne pa planter og alger, idet blandingerne virkede enten additivt eller
synergistisk, og med to undtagelser blev der ikke fundet antagonistiske
vekselvirkninger.

| tabel 22 er resultaterne fra forsggene pa akvatiske bakterier og dafnier
sammenstillet. Syv blandinger blev undersggt bade pa akvatiske bakterier og
dafnier og som det fremgar af tabel 22, er resultaterne i to testsystemer
meget sammenfaldende, idet det kun er med blandingen
dimethoat+prochloraz, at der er fundet markant forskellige resultater.

Tabel 22. Virkning af tokomponent blandinger med forskellige virkemader pa
akvatiske bakterier (Microtox testen) og dafnier. A=additiv virkning;
AN=antagonistisk virkning;S=synergistisk virkning; - blandingen ikke undersggt

Akvatiske bakterier Dafnier

Aciflourfen+Chlorfenvinphos S -
Aciflourfen+Dimethoat A

Aciflourfen+Diquat A

Aciflourfen+Prochloraz A-S -
Azoxystrobin+Chlorfenvinphos A A-AN
Azoxystrobin+Diquat A-AN -
Azoxystrobin+Esfenvalerat - A
Azoxystrobin+Pirimicarb A A
Axoxystrobin+Prochloraz A-S S
Chlorfenvinphos+Esfenvalerat A

Chlorfenvinphos+Prochloraz S
Dimethoat+Diquat S
Dimethoat+Prochloraz S
Diquat+Esfenvalerat
Diquat+Pirimicarb
Diquat+Prochloraz
Esfenvalerat+Pirimicarb
Esfenvalerat+Prochloraz -
Pirimicarb+Prochloraz A

wn >
N>V

Pa baggrund af resultaterne med det stort antal pesticidblandinger, der blev
undersggt i de 5 testsystemer, kan det konkluderes, at responsen med denne
kategori af blandinger var mere uforudsigelig, end tilfeeldet var med de to
gvrige blandingskategorier. Der blev observeret bade additivitet, synergisme
og antagonisme men med store forskelle imellem testsystemer. Mens der pa
terrestriske og akvatiske planter samt alger kun er fundet additivitet og
antagonisme, som med de gvrige kategorier af blandinger, sa blev der pa
akvatiske bakterier og dafnier fundet additivitet og synergisme.

Hvorvidt denne forskel var knyttet til testsystemerne, dvs. at
sandsynligheden for synergistiske vekselvirkninger med pesticider var starre
over for bakterier og dafnier, end tilfeeldet var pa planter og alger, og modsat
at antagonisme var et fanomen, som optradte hyppigere over for planter og
alger end over for bakterier og dafnier, kan der kun gisnes om. Synergi over
for bakterier og dafnier var i stor udstraekning knyttet til tilstedeverelsen af et
specifikt pesticid i blandingerne nemlig prochloraz. Prochloraz har ogsa i
andre testsystemer forsteerket effekten af andre pesticider, hvilket bl.a. er
beskrevet i et review af Thompson (1996). Der er flere fysiologiske
hypoteser bag denne tilsyneladende almene synergistiske effekt af
prochloraz. En af dem er, at prochloraz kan h&mme enzymsystemer, der
indgar i nedbrydningen af pesticider i organismer (Pilling et al.1995;
Thompson1996; Wilkinson et al.1973), men ogsa en facilitering af
pesticidoptagelsen gennem insekters kutikula er foreslaet som arsagen til
prochloraz synergistiske effekter (Chalvet-Monfray et al.1996; Kennaugh et
al.1993). Blandinger af prochloraz og diquat har ogsa veret testet i bade alge
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og Lemna test-systemerne, og prochloraz og azoxystrobin har veret testet pa
alger (upublicerede resultater). Men i ingen af disse forsgg blev der
opserveret synergistiske effekter, ligesom prochloraz heller ikke pavirkede
toksiciteten af hverken metsulfuron-methyl eller terbuthylazin overfor Lemna
(Cedergreen et al.2004). Det tyder derfor pa, at prochloraz kun virker som
synergist i nogle organismer.

At man med ADM modellen har kunnet prediktere den maksimale effekt af
de fleste af de undersggte blandinger uanset pesticidernes virkemade (med
undtagelse af prochloraz), ger denne model til et interessant verktgj i en
risikovurderingssammenhang. Andre er tidligere naet til samme konklusion
(bl.a. Backhaus et al., 2004; Faust & Scholz, 2004), men i forhold til
tidligere undersggelser er naervaerende projekt baseret pa et starre antal
testsystemer.

7.2  Trekomponent blandinger

I modsetning til tokomponent blandingerne blev trekomponent
blandingerne ikke sammensat med udgangspunkt i de enkelte pesticiders
virkemade men derimod pa baggrund af resultaterne med tokomponent
blandingerne. Intentionen var at undersgge trekomponent blandinger, hvor
de respektive tokomponent blandinger havde udvist forskellige respons. Som
folge af de markante forskelle imellem testsystemerne var trekomponent
blandingerne, der blev undersggt pa terrestriske og akvatiske planter samt
med MCF7 celleprofilerationsassayet og AR reportergenassayet
karakteriseret ved at veere sammensat af pesticider, som i blanding to og to
var enten additive eller antagonistiske. Modsat blev der i Microtox testen
undersggt trekomponent blandinger, hvor pesticiderne to og to udviste
additivitet eller synergisme.

| tabel 23 er resultaterne med trekomponent blandinger pa terrestriske og
akvatiske planter sammenholdt med resultaterne af de respektive
tokomponent blandinger.

Tabel 22. Virkning af trekomponent blandinger pa terrestriske og akvatiske planter. |
tabellen er der for hvert forsgg faorst angivet effekten af de 3 tokomponent
blandinger (pesticid 1+2, 1+3 og 2+3) og efter lighedstegnet effekten af
trekomponent blandingen (ED,, niveau). A=additiv virkning; AN=antagonistisk
virkning;S=synergistisk virkning

Forsgg Terrestriske planter Akvatiske
planter

Glyphosat+Metsulfuron+Mesotrion 1 AAA=AN AN,AN,AN=AN

2 AA AN=AN AN,A AN=AN
Glyphosate+Mechlorprop+Terbuthylazin 1 AAA=A AAN,AN=AN

2 AAS=A AN,AN,AN=AN
Glyphosat+Mechlorporp+Mesotrion 1 AA,A=A-AN

2 AAA=AN
Aciflourfen+Mesotrion+Terbuthylazin 1 AANLA=A

2 AN,A,S=A
Terbuthylazin+Mesotrion+Mechlorprop 1 AN,A,AN=AN

2 AN,A AN=AN
Diquat+Aciflourfen+Mesotrion 1 A,AN,A=AN

2 AN,AN,A=AN

Pa terrestriske planter blev der med de respektive tokomponent blandinger i
de fleste tilfzelde fundet additive effekter. Det var ikke muligt med
udgangspunkt i et kendskab til effekten af tokomponent blandingerne at
forudsige effekten af trekomponent blandingerne. Saledes er der fundet en



antagonistisk effekt i tilfeelde, hvor samtlige tokomponent blandinger udviste
additivitet (glyphosat+metsulfuron+mesotrion), ligesom der er eksempler pa
additive effekter af trekomponent blandingerne, hvor effekten af en af
tokomponent blandingerne ikke var additiv (aciflourfen+mesotrion+
terbuthylazin). Pa akvatiske planter er der observeret antagonisme med
samtlige trekomponent blandinger i begge forsgg, hvilket var i
overensstemmelse med, at der med undtagelse af et enkelt forsgg blev fundet
antagonisme med minimum to af respektive tokomponent blandinger.

Som tilfeeldet var med tokomponent blandinger er der observeret et helt
andet respons pa akvatiske bakterier end pa de undersggte plantearter, idet
additivitet og synergisme var hyppigere end antagonisme (Tabel 24).

Tabel 24. Virkning af trekomponent blandinger pa akvatiske bakterier (Microtox
test). | tabellen er for hvert forsgg farst angivet effekten af de 3 tokomponent
blandinger (pesticid 1+2, 1+3 og 2+3) og derefter effekten af trekomponent
blandingen (ED,; niveau). A=additiv virkning; AN=antagonistisk
virkning;S=synergistisk virkning

Akvatiske bakterier

Aciflourfen+Dimethoat+Diquat S,AS=A-S
Aciflourfen+Dimethoat+Prochloraz AAS=A
Aciflourfen+Diquat+Prochloraz A,S,S=S
Azoxystrobin+Diquat+Pirimicarb AAA=A-AN
Azoxystrobin+Diquat+Prochloraz AAS=S
Chlorfenvinphos+Dimethoat+Prochloraz S,5,S=S
Dimethoat+Diquat+Prochloraz AS,S=S
Diquat+Pirimicarb+Prochloraz AAA=A

For 6 af de 8 blandingers vedkommende blev der pavist synergi for mindst
én af tokomponent blandingerne, og for 5 af disse 6 blandinger er der
ligeledes pavist synergi med trekomponent blandingerne. For de resterende
2 trekomponent blandingers vedkommende blev der fundet additivitet med
alle 3 tokomponent blandinger, og disse to trekomponent blandingers effekt
var ogsa additiv, og for den ene blandings vedkommende svagt
antagonistisk.

Udover at responsen pa akvatiske bakterier adskiller sig fra responsen pa
terrestriske og akvatiske planter, sa syntes effekten af trekomponent
blandinger ogsa i hgjere grad at kunne predikteres ud fra en viden om
tokomponent blandingerne respons. Hvis én af tokomponent blandingerne
udviste synergi, var der stor sandsynlighed for at ogsa trekomponent
blandingen var synergistisk, mens additivitet var det mest sandsynlige
resultat, hvis tokomponent blandingerne alle udviste additivitet.

Trekomponent blandingerne, som blev undersggt med henholdsvis MCF7

celleprofilerationsassayet og AR reportergenassayet, udviste nogen forskel i
deres respons (Tabel 25).
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Tabel 25. Virkning af trekomponent blandinger i et MCF7 celleprofilerationsassay og
et AR receptorgenassay. | tabellen er for hvert forsgg farst angivet effekten af de 3
tokomponent blandinger (pesticid 1+2, 1+3 og 2+3) og derefter effekten af
trekomponent blandingen (ED,, niveau). A=additiv virkning; AN=antagonistisk
virkning;S=synergistisk virkning

MCF7 AR
celleprofilerationsassay reportergenassay
0,p-DDT+Methoxychlor+Endosulfan AS A=A
Methoxychlor+Endosulfan+Fenarimol A,AJAN=AN
Vnclozolin+Procymidon+Fenitrothion AAA=A
Vinclozolin+Procymidon+Prochloraz AA,A=AN

Som det fremgar af tabel 25, var det vanskeligt at drage konklusioner
vedrgrende trekomponent blandingers effekt med udgangspunkt i effekten af
de respektive tokomponent blandinger. Med MCF7
celleprofilerationsassayet blev der fundet en additiv effekt, hvor en af
tokomponent blandingerne virkede synergistisk, mens forekomsten af en
tokomponent blanding med antagonistisk virkning resulterede i en
antagonistisk vekselvirkning med trekomponent blandingen. Den
antagonistiske virkning skyldes sandsynligvis fenarimol, der har flere
forskellige virkningsmekanismer (se afsnit 6.4.3). Med AR
reportergenassayet blev der fundet additivitet med samtlige tokomponent
blandinger, alligevel var effekten af en af trekomponent blandingerne
antagonistisk.

Sammenfattende kan det konkluderes, at som for tokomponent blandingerne
var additivitet og antagonisme det mest sandsynlige respons, nar terrestriske
og akvatiske planter blev eksponeret for blandinger af 3 pesticider, idet
synergi var et sjeeldent forekommende faanomen. Samme konklusion kunne
drages med hensyn til MCF7 celleprofilerationsassayet og AR
reportergenassayet, hvorimod additivitet eller synergi var det mest
sandsynlige udfald med Microtox testen. Med undtagelsen af Microtox
testen, hvor der syntes at veere en vis sammenhang imellem effekten af
trekomponent blandinger og de respektive tokomponent blandinger, sa var
det ikke muligt at prediktere effekten af trekomponent blandinger pa
baggrund af en a priori viden om tokomponent blandingernes respons. Vi
har ikke kendskab til, at der tidligere er udfart systematiske sammenhgrende
undersggelser med to- og trekomponent blandinger, og vores resultaterne
kan derfor ikke sammenholdes med resultater fra tidligere undersggelser.



8 Perspektivering

Nervaerende projekt er det farste, hvor kombinationseffekter af pesticider er
blevet undersggt i forskellige testsystemer, og hvor det primare formal har
vaeret at sammenholde resultaterne fra de enkelte testsystemer. Baggrunden
for projektet var, at der pa trods af en stor interesse omkring effekter af
sdkaldte cocktails™ af pesticider og andre miljgfremmede stoffer ikke er
konsensus om referencemodel og terminologi. Falgelig er det ofte vanskeligt
at sammenholde resultater fra forskellige undersggelser, hvilket ogsa det
gennemfarte litteraturstudium klart illustrerer. | dette projekt er anvendt
samme referencemodel og statistiske tilgang ved analysen af resultaterne fra
de 7 testsystemer.

Der er i de senere ar hyppigt blevet fremfart, at kombinationseffekter af
miljgfremmede stoffer burde inddrages i risikovurderingen i erkendelse af, at
mennesker, dyr og non-target organismer i de terrestriske og akvatiske miljg
ofte vil eksponeres for mere end ét stof ad gangen. En tilsvarende
problemstilling geelder for pesticider, som meget ofte udsprgjtes i blanding
med andre pesticider. | nyhedsmedierne dukker diskussionen om
kombinationseffekter af pesticider og andre miljggifte” op fra tid til anden.
Ved kombinationseffekter forstas der i denne sammenhang som oftest
uventede hgje effekter, eller hvad der med et fagligt udtryk kaldes synergi.
Ofte er denne diskussion foranlediget af enkeltstaende resultater, som der
endvidere ikke altid er statistisk beleeg for. Pa trods heraf drages der ind
imellem generelle konklusioner, som typisk peger i retning af, at nar der er
observeret synergi i ét tilfeelde, sa kan det ikke udelukkes, at synergi er et
mere generelt forekommende f&enomen ved samtidig eksponering for to eller
flere pesticider.

Selv for en velafgraenset gruppe af miljgfremmede stoffer som pesticiderne,
er det i praksis ikke overkommeligt at undersgge effekten af alle relevante
kombinationer. Modsat mange andre miljgfremmede stoffer er pesticiders
virkningsmekanisme og virkemade kendt. Udgangspunktet for projektet var
derfor at undersgge, om man med baggrund i denne viden kan opstille
generelle retningslinier, som vil kunne bruges til at identificere de
kombinationer af pesticider, hvor risikoen for synergi er stgrst. Safremt det
er muligt, vil det veere en betydelig mere overkommelig opgave at
risikovurdere realistiske anvendelsesscenarier for nye pesticider, herunder at
identificere pesticidkombinationer, som potentielt kunne udggre et problem,
og som man derfor kunne kreeve undersggt eksperimentelt.

8.1  Human- versus gkotoksikologi

| dette projekt har vi anvendt 5 gkotoksikologiske testsystemer, mens vi
inden for det humantoksikologiske omrade kun har inddraget 2 testsystemer.
Dette valg var betinget af, at en forudsatning for at kunne gennemfgare det
store antal forsgg, som var ngdvendig for at opfylde projektets mal var, at de
anvendte metoder var billige og hurtige. Inden for det gkotoksikologiske
omrader eksisterer der en reekke metoder, som opfylder disse krav, og som
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anvendes rutinemaessigt. Det er imidlertid ikke tilfeeldet inden for det
humantoksikologiske omrade.

Det er i dag almindelig praksis inden for det gkotoksikologiske omrade at
vurdere effekten af pesticidblandinger pa basis af doseringer, som giver et
bestemt biologisk respons. Det er ikke altid tilfeeldet inden for det
humantoksikologiske omrade, hvor ”’no observable adverse effect level”
(NOAEL) ofte er udgangspunkt for vurderingen af pesticidkombinationer. |
et review omhandlende toksikologiske effekter af kemiske stoffer konkluderes
det, at ideelt bgr udgangspunktet for vurderingen vere en dosis, der er
associeret med et bestemt biologisk respons, da NOEL er en enkelt
punktveerdi og ikke et mal for et biologisk respons, og dets sterrelse afhaenger
i hgj grad af det eksperimentelle design (FgdevareRapport 2003:12). De
data, der er tilgeengelige for de fleste kemiske stoffer tillader imidlertid ikke
altid en estimering af ED doseringer, og relative potenser ma derfor baseres
pa NOAEL som udgangspunkt.

Mens diskussionen indenfor det gkotoksikologiske omrade har vaere meget
fokuseret pa valg af referencemodel, sa har der indenfor det
humantoksikologiske omrade i hgjere varet en accept af teorien om at ’nul
plus nul er nul”. Dette afspejles hos Cassee et al. (1998) og Feron & Groten
(2002), som opsummerede resultaterne af 15 ars forskning ved deres
institutioner med kombinationer af kemiske stoffer. De konkluderede 1) at
kombinationseffekter observeret ved hgje doseringer ikke korresponderede
med effekter observeret ved lave doseringer , 2) at ADM er en velegnet
metode til analyse af blandinger af stoffer med samme virkeméade og 3) at
eksponering til ikke-toksiske lave doseringer af blandinger af stoffer med
forskellige virkemader ikke udfer et forgget risiko sammenlignet med
eksponering til enkeltstoffer i lave doseringer, dvs. sundhedsrisikoen af
sadanne blandinger er bestemt af sundhedsrisikoen af det mest toksiske stof.

I dag er hverken inden for det gko- eller humantoksikologiske omrade krav
om, at ved risikovurderinger af pesticider skal tages hensyn til
kombinationseffekter. |1 den nye EU forordning nr. 396/2005 om
maksimalgraenseverdier for pesticidrester i eller pa vegetabilske og animalske
fedevarer og foderstoffer og om a&ndring af Radets direktiv 91/414/EQF er
det imidlertid i preeamblen navnt, at det er vigtigt at ggre en yderligere
indsats for at udvikle en metodologi, der tager hensyn til kumulative og
synergistiske virkninger, og senere i forordningen er det naevnt, at
Kommissionen, nar den fremsatter forslag om maksimalgraenseverdier, bl.a.
skal tage hensyn til stoffernes kumulative og synergistiske effekter , nar der
findes metoder til vurdering af sddanne virkninger (artikel 14, stk. 2).

Det har veeret foreslaet at anvende et sakaldt hazard index”, som er lig
summen af eksponeringen af de enkelte pesticider i forhold til deres
respektive ADI (E /ADI +E,/ADI, ....), som udgangspunkt for vurderingen
af f.eks. pesticidblandinger. Huvis stofferne i blandingen har samme
virkningsmekanisme bgr TEF (Toksikologiske Akvivalens Faktorer) i stedet
benyttes, hvilket i princippet svarer til anvendelsen af ADM modellen
(Refftstrup, 2002). Fgdevarestyrelsen konkluderede i sin rapport
(FgdevareRapport 2003:12), at rigid anvendelse af en enkelt, szrligt udvalgt
metode til risikovurdering af alle blandinger af kemiske stoffer ikke kunne
anbefales. Det blev foreslaet, at fremgangsmaden beskrevet af Reffstrup
(2002) kunne bruges til vurdering af relativt simple blandinger af



pesticidrester i fadevarer, mens andre metoder burde foretreekkes, nar der er
tale om mere komplekse blandinger (Groten et al.2001 og ATSDR 2002).

8.2 ADM versus MSM

Sidelgbende med naerveerende projekt blev der som led i et EU projekt
(BEAM) udfart en raekke undersggelser med multikomponentblandinger af
kemiske stoffer med identiske eller forskellige virkemader af to
forskergrupper ved universiteterne i henholdsvis Bremen og Leipzig. Et af
de primare formal med dette projekt var at undersgge, hvilken af de to
referencemodeller, ADM og MSM, som mest pracist kunne prediktere
effekterne af multikomponentblandingerne undersggt primeert pa alger men
ogsa akvatiske bakterier, dafnier og fisk. Forsggene viste, at ADM modellen
var bedst til at beskrive effekten af blandinger af kemiske stoffer med samme
virkemade, mens MSM som oftest beskrev blandinger af kemiske stoffer
med forskellige virkemader mere pracist (Altenburger et al., 2000; Backhaus
et al., 2000; Drost et al., 2003; Faust et al., 2001; Faust et al., 2003; Junghans
et al., 2003b; Junghans et al., 2003a). Som oftest predikterede ADM en
starre effekt af multikomponentblandingerne end MSM, men for blandinger
af stoffer med en meget flad doseringskurve kunne forholdet veere omvendt,
eller ogsa var der ikke forskel pa de to referencemodeller prediktioner (Faust
& Scholze, 2004). Generelt var forskellen mellem de to referencemodeller
uden praktisk betydning i en risikovurderingssammenhang, og derfor
anbefalede forfatterne, at ADM burde anvendes som referencemodel ved en
fremtidig risikovurdering af blandinger af miljgfremmede stoffer. Det skal
bemaerkes, at tidligere undersggelser af de samme to forskergrupper med
tokomponentblandinger ikke viste samme entydige sammenhang.
Tveertimod fandt man, at ADM generelt beskrev effekten af binzre
blandinger bedre end MSM (Faust et al., 1993, 1994, Grimme et al., 1996).

I nervaerende projekts farste fase blev samtlige resultater med tokomponent
blandinger pa terrestriske og akvatiske planter samt alger analyseret vha. af
bade ADM og MSM. | alle tilfelde predikterede ADM en hgjere effekt end
MSM, hvilket kan forklares med, at ingen af de undersggte herbicider havde
sa flade doseringskurver, at MSM kunne forventes at prediktere hgjere
effekter end ADM.

Dette er illustreret i figur 44 for 4 udvalgte tokomponentblandinger pa alm.
fuglegraes og lugtlgs kamille, hvor MSM i alle tilfeelde predikterede en lavere
effekt end ADM. Af figur 44 kan endvidere ses, at det faktum, at ADM i de
fleste tilfeelde predikterer hgjere effekter af pesticidblandinger end MSM,
betyder, at synergi vil veere hyppigere forekommende, hvis MSM anvendes
som referencemodel, mens antagonisme vil veere mere sandsynlig, nar ADM
anvendes. De 4 blandinger i figur 44 illustrerer dette forhold. Blandingen
glyphosat+terbuthylazin udviste sa stor grad af antagonisme, at uanset
hvilken referencemodel, der er anvendt, vil konklusionen veare, at denne
blanding er antagonistisk. Modsat forholder det sig med blandingen
diquat+terbuthylazin, hvor responset var, som predikteret med MSM, mens
der i folge ADM var tydelig antagonisme. Blandingerne
mesotrion+mechlorprop reprasenterer et eksempel pa en blanding, som i
falge MSM er synergistisk, men som fglger ADM og derfor vurderes som
veerende additiv. Mesotrion+terbuthylazin eksemplificerer et eksempel pa en
blanding, som er synergistisk i falge bade ADM og MSM.
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Figur 44. Eksempler pa respons af tokomponentblandinger pa alm. fuglegrzas og
lugtlgs kamille. De rgde og grgnne linier reprasenterer henholdsvis ADM og MSM
ED,, isobolerne, mens de sorte punkter illustrerer de estimerede EDy, doseringer af
tokomponentblandinger af de to herbicider med angivelse af standardafvigelser.

Anvendes ADM som referencemodel ved risikovurdering af
pesticidblandinger vil der veere faerre situationer, hvor effekten
undervurderes, end hvis MSM anvendes. Spgrgsmalet er sa, om ADM kan
betragtes som et slags worst-case” scenario, eller om der vil vere
blandinger, som resulterer i starre effekter end predikteret med denne
model, og om disse blandinger kan identificeres pa grundlag af et kendskab
til pesticidernes virkningsmekanisme/virkemade. Dette spgrgsmal er sggt
besvaret i dette projekt.

En fordel ved ADM frem for MSM metoden er, at man med kendskab til
ED/EC,, veerdierne for de enkelte pesticider samt nogle antagelser omkring
doseringskurvens form er i stand til at vurdere, om det er sandsynligt, at
blandinger af disse pesticider vil resultere i utilsigtede effekter. Cedergreen et
al. (2003) har vist, hvordan ADM modellen kan bruges til at vurdere
effekterne af pesticidblandinger.

8.3 Kombinationseffekter af tokomponent og trekomponent
blandinger

Med tokomponentblandinger af pesticider med samme virkningsmekanisme
blev der i alle testsystemer fundet en klar indikation pa, at effekten af disse
blandinger kunne predikteres vha. ADM, og der blev ikke observeret
entydige synergistiske effekt med nogen af de 20 undersggte kombinationer.
Tokomponentblandinger af pesticider med samme virkemade men
forskellige virkningsmekanismer blev kun undersggt pa terrestriske og




akvatiske planter samt alger. | de fleste tilfeelde fulgte blandingerne ADM,
men der blev ogsa observeret antagonisme. Synergi blev ikke observeret med
nogen af de 6 blandinger. Resultaterne pa terrestriske og akvatiske planter
samt alger med tokomponentblandinger af pesticider med forskellige
virkemader var identiske med resultaterne med blandinger af pesticider med
samme virkemade og forskellige virkningsmekanismer, idet der i intet
tilfelde blev observeret synergi. | testsystemerne med akvatiske bakterier og
dafnier blev der observeret et noget andet mgnster, idet additivitet og synergi
var de mest almindelige respons, mens entydige antagonistiske respons ikke
blev observeret. Synergi var i vid udstraekning knyttet til tilstedevarelsen af
prochloraz, hvilket er i overensstemmelse med tidligere undersggelser.

Sammenfattende kan det konkluderes, at der i forsggene med tokomponent
blandinger kun er observeret meget fa tilfeelde, hvor effekten af
tokomponentblandinger var hgjere end den forventede effekt i falge ADM.
Konkret er der i dette projekt undersggt 101 forskellige kombinationer af
pesticidblandinger og testsystemer. Hovedparten af disse blandinger fulgte
ADM, og kun i 8 tilfeelde er der fundet et entydigt synergistisk respons. |
disse tilfeelde varierede de estimerede A veerdier mellem 2 og 3, dvs. der med
en 50:50 blanding er opnaet f.eks. 50% effekt med fra 25 til 50% af den i
folge ADM forventede dosering.

Det faktum, at der er observeret signifikante synergistiske effekter i forhold
til ADM, betyder, at ADM ikke umiddelbart kan anvendes som et ”” worst
case” scenario, men at ADM f.eks. ma kombineres med anvendelse af en
sikkerhedsfaktor, som ogsa tidligere papeget af Faust & Scholz (2004).

Antagonisme blev observeret med 14 af de 101 blandinger. | de tilfeelde,
hvor det var muligt at estimerede A vardier, varierede disse fra 0.20 til 0.58,
dvs. den observerede antagonisme svarede til, at det det var ngdvendigt at
gge doseringen af de to pesticider i en 50:50 blanding med fra 34 (2°%) til
74% (2°%). |1 de tilfeelde, hvor det ikke var muligt at estimere A, eller hvor
model 3 blev anvendt, var graden af antagonisme endnu starre.

Trekomponent blandingerne var sammensat med udgangspunkt i
resultaterne med tokomponent blandinger. Baggrunden var, at formalet med
disse forsgg var at undersgge, om det var muligt at prediktere effekten af
trekomponentblandinger med baggrund i et forhandskendskab til effekten af
tokomponentblandinger.

Det var hverken pa terrestriske eller akvatiske planter muligt at identificere
noget mgnster imellem de respektive tokomponent blandingers respons og
trekomponent blandingens respons. En tilsvarende konklusion kunne drages
vedrgrende MCF7 celleproliferations- og AR reportergenassayene. |
modsetning til terrestriske og akvatiske planter, sa syntes effekten af
trekomponent blandinger pa akvatiske bakterier i hgjere grad at kunne
predikteres ud fra en viden om tokomponent blandingernes virkning. Om
det generelt er tilfeeldet i dette testsystem eller primaert er knyttet til
trekomponent blandinger, hvor der er observeret synergi er ikke muligt at
afgare pa grundlag af de foreliggende resultater.

Sammenfattende kan det konkluderes, at med undtagelse af nar prochloraz
indgik i trekomponentblandinger pa akvatiske bakterier, sa var det ikke
muligt, med udgangspunkt i de respektive tokomponent blandingers
respons, sat drage nogen entydige konklusioner vedrgrende trekomponent
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blandingers respons. Med undtagelse af de blandinger, som er undersggt i
MCF7 celleproliferationsassayet og AR reportergenassayet, repraesenterer
alle undersggte trekomponent blandinger eksempler pa blandinger af
pesticider med forskellige virkemader. Safremt denne type blandinger
beskrives bedre med MSM end med ADM ville man forvente antagonisme,
nar ADM anvendes som referencemodel. Det er imidlertid ikke tilfeeldet,
idet mange af de undersggte trekomponentblandinger virkede additivt eller
synergistisk, dvs. de heller ikke fulgte MSM. Det kan derfor konkluderes at
ADM ogsa synes at veere en mere velegnet referencemodel end MSM ved
vurdering af kombinationseffekter af trekomponent blandinger af pesticider.

Svaret pa spergsmalet om, hvorvidt ADM kan betragtes som et slags worst-
case’ scenario, er derfor et ja, idet projektets resultater har vist, at denne
model kun meget sjeeldent undervurderede effekten af tokomponent
blandinger. Som et veerktgj til risikovurdering af tokomponent blandinger er
ADM derfor mere velegnet end MSM modellen uagtet.

8.4 Sammenligning af testsystemer

Med undtagelse af forsggene pa terrestriske planter anvendes de gvrige
gkotoksikologiske testsystemer rutinemaessigt ved vurderingen af pesticiders
gkotoksikologiske effekter. MCF7-celleproliferationsassayet og AR
reportergenassayet er forholdsvis nye test, som endnu ikke anvendes
rutinemaessigt ved vurdering af de humantoksikologiske effekter af
pesticider. | nogle af testsystemerne er der anvendt de samme
pesticidblandinger for at kunne vurdere i hvor stor udstraekning resultater i
et testsystem kan ekstrapoleres til andre testsystemer. Af speciel interesse er
sammenligningen mellem terrestriske og akvatiske planter og til dels ogsa
sammenligningen mellem disse to testsystemer og alger. At farstnaevnte
sammenligning er interessant skyldes, at der i fremtiden forventes, at der vil
blive stillet krav om dokumentation af effekten af pesticider pa terrestriske
non-target planter, hvilket ikke er et krav i dag.

En sammenligning af resultaterne med de samme herbicidblandinger pa
lugtlgs kamille, alm. fuglegraes og Lemna minor viser en meget stor grad af
overensstemmelse. Med 11 og 13 af de i alt 17 herbicidblandinger er der
fundet identiske respons pa henholdsvis lugtlgs kamille og Lemna miror og
alm. fuglegraes og Lemna minor. | ingen af de gvrige tilfeelde er der observeret
diametralt modsatte resultater, dvs. henholdsvis antagonisme og synergisme.
Det betyder, at resultater med tokomponentblandinger fra forseg pa
akvatiske planter vil kunne danne grundlag for en vurdering af
kombinationseffekter pa terrestriske planter og omvendt. Dette resultat er
lidt overraskende, da rangordningen af de undersggte herbicider over for
terrestriske planter er forskellig fra rangordningen over for Lemna minor
(Figur 7 & 15). Endvidere er de absolutte forskellene imellem de mest og
mindst aktive herbicider stgrre pa Lemna minor (en faktor 100.000) end pa
terrestriske planter (en faktor 1000), hvilket betyder, at forholdet imellem
herbiciderne i mange af de undersggte blandinger har veeret forskelligt.

Der blev ligeledes fundet en forholdsvis god overensstemmelse mellem
terrestriske planter og alger, idet responsen af 9 og 7 af de i alt 12
herbicidblandinger var identiske pa henholdsvis lugtlgs kamille og alger og
alm. fuglegras og alger. Der var dog typisk tale om andre herbicidblandinger
end for terrestriske og akvatiske planter, hvilket afspejler, at der var en
forholdsvis darlig overensstemmelse mellem resultaterne med akvatiske
planter og alger. Modsat hgjere planter er alger encellede organismer, og



algers respons over for herbicider kan vaere meget forskelligt fra planters.
Det gelder f.eks. over for phenoxysyre herbiciderne, der pavirker
kommunikationen mellem cellerne i hgjere planter. Phenoxysyrers aktivitet
er meget lavere overfor alger end over for planter. At potensen af svage
syrer som metsulfuron og triasulfuron i forhold til neutrale herbicider som
terbuthylazin er meget lavere for alger end for Lemna minor afspejler, at
dyrkningsmediets pH, som var 5 i Lemna minor testen og 8 i algetesten, har
stor indflydelse pa optagelsen af svage syrer (Figur 15 & 18).

Som det var tilfaeldet med terrestriske og akvatiske planter samt alger, sa er
der ligeledes undersggt en reekke identiske pesticidblandinger pa akvatiske
bakterier og dafnier. Generelt er der fundet en meget stor overensstemmelse
imellem resultaterne i disse to testsystemer, idet det kun med én af de 8
blandinger (dimethoat+prochloraz) er fundet forskellige respons, hvilket
tyder pa, at det i vid udstraekning er muligt at ekstrapolere imellem disse to
testsystemer mht. pesticidblandingers respons.

I de to testsystemer, der anvendes til vurdering af kemiske stoffers
hormonforstyrrende effekter, er der anvendt forskellige pesticidblandinger,
da det blev prioriteret at udvalge nogle af de mest potente pesticider i hvert
testsystem.l begge testsystemer er der overvejende observeret additive
effekter, hvilket er i overensstemmelse med tidligere undersagelser. At der
med et enkelt pesticid er observeret antagonistiske respons i MCF7
celleproliferationsassayet er ligeledes i overensstemmelse med nyere
resultater fra andre studier (Rajapakse et al., 2004).

Sammenfattende kan det konkluderes, at det ved vurdering af
kombinationseffekter af pesticider synes muligt at ekstrapolere imellem
sammenlignelige testorganismer og testsystemer, i dette projekt
eksemplificeret ved terrestriske planter/akvatiske planter/alger, akvatiske
bakterier/dafnier og MCF7 celleproliferationsassayet/AR reportergenassayet.

| dette projekt har vi anvendt 5 gkotoksikologiske testsystemer, mens vi
inden for det humantoksikologiske omrade kun har inddraget 2 testsystemer.
Dette valg var betinget af, at en forudsatning for at kunne gennemfgre det
store antal forsgg, som var ngdvendig for at opfylde projektets mal var, at de
anvendte metoder var billige og hurtige. Inden for det gkotoksikologiske
omrader eksisterer der en reekke metoder, som opfylder disse krav, og som
anvendes rutinemassigt. Det er imidlertid ikke tilfeeldet inden for det
humantoksikologiske omrade.

Det er i dag almindelig praksis inden for det gkotoksikologiske omrade at
vurdere effekten af pesticidblandinger pa basis af doseringer, som giver et
bestemt biologisk respons. Det er ikke altid tilfeeldet inden for det
humantoksikologiske omrade, hvor no observable adverse effect level”
(NOAEL) ofte er udgangspunkt for vurderingen af pesticidkombinationer. |
et review omhandlende toksikologiske effekter af kemiske stoffer konkluderes
det, at ideelt bgr udgangspunktet for vurderingen veere en dosis, der er
associeret med et bestemt biologisk respons, da NOEL er en enkelt
punktveerdi og ikke et mal for et biologisk respons, og dets starrelse afhaenger
i hgj grad af det eksperimentelle design (FgdevareRapport 2003:12). De
data, der er tilgeengelige for de fleste kemiske stoffer tillader imidlertid ikke
altid en estimering af ED doseringer, og relative potenser ma derfor baseres
pa NOAEL som udgangspunkt.
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Mens diskussionen indenfor det gkotoksikologiske omrade har vaere meget
fokuseret pa valg af referencemodel, sa har der indenfor det
humantoksikologiske omrade i hgjere varet en accept af teorien om at ’nul
plus nul er nul”. Dette afspejles hos Cassee et al. (1998) og Feron & Groten
(2002), som opsummerede resultaterne af 15 ars forskning ved deres
institutioner med kombinationer af kemiske stoffer. De konkluderede 1) at
kombinationseffekter observeret ved hgje doseringer ikke korresponderede
med effekter observeret ved lave doseringer , 2) at ADM er en velegnet
metode til analyse af blandinger af stoffer med samme virkeméade og 3) at
eksponering til ikke-toksiske lave doseringer af blandinger af stoffer med
forskellige virkemader ikke udfer et forgget risiko sammenlignet med
eksponering til enkeltstoffer i lave doseringer, dvs. sundhedsrisikoen af
sadanne blandinger er bestemt af sundhedsrisikoen af det mest toksiske stof.

I dag er hverken inden for det gko- eller humantoksikologiske omrade krav
om, at ved risikovurderinger af pesticider skal tages hensyn til
kombinationseffekter. | den nye EU forordning nr. 396/2005 om
maksimalgraenseverdier for pesticidrester i eller pa vegetabilske og animalske
fedevarer og foderstoffer og om @&ndring af Radets direktiv 91/414/EQF er
det imidlertid i preeamblen naevnt, at det er vigtigt at ggre en yderligere
indsats for at udvikle en metodologi, der tager hensyn til kumulative og
synergistiske virkninger, og senere i forordningen er det navnt, at
Kommissionen, nar den fremsatter forslag om maksimalgraenseverdier, bl.a.
skal tage hensyn til stoffernes kumulative og synergistiske effekter , nar der
findes metoder til vurdering af sddanne virkninger (artikel 14, stk. 2).

Det har veeret foreslaet at anvende et sakaldt ”hazard index”, som er lig
summen af eksponeringen af de enkelte pesticider i forhold til deres
respektive ADI (E /ADI +E,/ADI, ....), som udgangspunkt for vurderingen
af f.eks. pesticidblandinger. Huvis stofferne i blandingen har samme
virkningsmekanisme bgr TEF (Toksikologiske Akvivalens Faktorer) i stedet
benyttes, hvilket i princippet svarer til anvendelsen af ADM modellen
(Refftstrup, 2002). Fgdevarestyrelsen konkluderede i sin rapport
(FgdevareRapport 2003:12), at rigid anvendelse af en enkelt, szrligt udvalgt
metode til risikovurdering af alle blandinger af kemiske stoffer ikke kunne
anbefales. Det blev foreslaet, at fremgangsmaden beskrevet af Reffstrup
(2002) kunne bruges til vurdering af relativt simple blandinger af
pesticidrester i fadevarer, mens andre metoder burde foretraekkes, nar der er
tale om mere komplekse blandinger (Groten et al.2001 og ATSDR 2002).
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