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Zusammenfassung  Hintergrund und Ziel Aus den Er-
gebnissen umfangreicher Forschungsprogramme, wie z. B. 
dem Schweizer Forschungsprojekt NFP50 „Hormonaktive 
Stoffe“ und deren Konsensplattformen zeigt sich ein zu-
nehmender Handlungsbedarf hormonaktive Wirkungen in 
aquatischen Systemen nachweisen, bewerten und reduzie-
ren zu können. Die EU-Strategie für endokrine Disruptoren 
beinhaltet als mittelfristige Maßnahmen die Beteiligung der 
„Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment“ (OECD) durch die „Endocrine Disruptor Testing and 
Assessment Task Force“ (EDTA) und weitere Forschungs-
aktivitäten. Die Testverfahrensentwicklungen der OECD 
können erhebliche Beiträge zum Verständnis des Ausmaßes 
der endokrinen Disruption leisten, sofern diese auch auf 
Umweltproben angewendet und für Risikominderungsstra-
tegien (z. B. Abwasserbehandlungen) eingesetzt werden. 
Ziel dieses Reviews ist es, eine Zusammenfassung und 
Bewertung von verfügbaren und in der Validierung befind-
lichen biologischen Testsystemen zu erstellen, mit denen 
Effekte hormonaktiver und reproduktionstoxischer Sub-
stanzen in Gewässern nachgewiesen werden können. Auf 
dieser Grundlage erfolgt eine Empfehlung einer ökotoxiko-
logischen Testpalette, die es erlaubt, die unterschiedlichen 
Mechanismen der hormonaktiven Wirkungen und reproduk-
tionsrelevanten Wirkungen zuverlässig in Umweltproben zu 
erfassen. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Test-
verfahren für geschlechtshormonaktive Substanzen.

Material und Methoden Ausgehend von einer Literatur-
recherche und aktuellen internationalen Validierungsaktivi-
täten für Nachweismöglichkeiten hormonaktiver und repro-

duktionstoxischer Substanzen und Wirkungen wurden 15 
biologische Testverfahren (5 In-vivo- und 10 In-vitro-Test-
verfahren) ausgewählt. Es wurden 8 Verfahren der OECD-
EDTA erfasst und 3 von 5 In-vitro-Verfahren aus dem „Glo-
bal Water Research Coalition“ (GWRC) Report: „Tools to 
detect estrogenic activity in environmental waters“ (Leusch 
2008) ausgewählt. Für diese Testverfahren erfolgte eine 
Abfrage umfassender Kriterienprofile bei versierten An-
wendern und Entwicklern, die vergleichend dargestellt und 
ausgewertet wurden.

Ergebnisse Wichtige Kriterien bei der Auswahl der Test-
verfahren waren Normung/Validierung oder Verbreitung 
und Standardisierbarkeit der Tests sowie eine nachgewie-
sene Sensitivität in der Bewertung von Umweltproben. 
Bei den In-vitro-Tests erfüllen dies unserer Meinung nach 
bestimmte YES/YAS-Systeme (Yeast Estrogen/Androgen 
Screen Assay) und die ER/AR-Calux-Verfahren (Estrogen/
Androgen Receptor). Sollte deren Anwendung durch starke 
zytotoxische Effekte in Umweltproben behindert werden, 
kann z. B. ein molekularer Rezeptorbindungsassay, wie 
der ELRA, Rezeptorbindungspotenziale nachweisen. Wei-
tere molekulare Rezeptorbindungsassays sind derzeitig in 
der Validierung der OECD. Ebenfalls von der OECD für 
Einzelsubstanzen validiert, kann der H295R Steroidgene-
sis Assay Modulationen der Steroidgenese, und eventuell 
sogar aromatasemodulierende Effekte nachweisen. Seine 
Anwendbarkeit auf Umweltproben wird derzeitig getestet. 
Für die In-vivo-Stufe der modularen Testplattform wurden 
verschiedene Fischtests (z. B. der Fish Screening Assay und 
der Fischeitest) bewertet. Um Einflüsse auf das thyroidale 
Hormonsystem nachzuweisen ist der Amphibian Metamor-
phosis Assay (in der Abfrage unter XEMA, Xenopus Me-
tamorphosis Assay) am weitesten validiert und wird bald 
als offizielle OECD-Richtlinie erscheinen. Da es sich auch 
hier um einen Vertebratentest handelt und internationale Be-
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strebungen bestehen Vertebratentests zu vermeiden, erfolg-
te nur eine optionale Empfehlung. Reproduktionstoxische 
Wirkungen können z. B. sehr sensitiv im Schneckenrepro-
duktionstest mit Potamopyrgus antipodarum nachgewiesen 
werden. Dieser reagiert auch auf viele Substanzen, die in 
Vertebraten eine endokrine Disruption verursachen. Eine 
Validierung erfolgt derzeitig durch die OECD. Eine Eignung 
der in der modularen Testpalette vorgeschlagenen Verfahren 
für Umweltprobenbewertungen wurde angegeben und kann 
durch mehrere Literaturquellen belegt werden. 

Diskussion Es wurde eine anwendungsorientierte modu-
lare Testpalette mit verschiedenen Testverfahren vorgeschla-
gen, die möglichst effektiv und vielseitig die Mechanismen 
der endokrinen Disruption und die Reproduktionstoxizität 
nachzuweisen vermögen und sich dabei in ihren Stärken 
und unterschiedlichen Arbeitsbereichen ergänzen. Es kön-
nen fortpflanzungsrelevante Wirkungen an Invertebraten, 
Amphibien und Fischen und die wirkmechanistischen An-
sätze der östrogenen und androgenen Rezeptorbindung, der 
Steroidgenese, eventuell sogar der Aromatasemodulation 
erfasst werden. Neuere Forschungsergebnisse, wie z. B. der 
Forschungsbericht zur Gewässerrelevanz endokriner Stoffe 
und Arzneimittel (Moltmann et al. 2007), konnten anhand 
aquatisch relevanter Schadstoffe mit In-vivo-Tests nachwei-
sen, dass endokrine Endpunkte (bei 31 von 71 untersuchten 
Stoffen) empfindlicher sein können als allgemeine ökoto-
xikologische Endpunkte (z. B. Mortalität, Wachstum usw.). 
Daher wird empfohlen endokrine Effekte nicht isoliert zu 
betrachten, sondern parallel mit allgemeintoxischen und 
fortpflanzungsrelevanten Wirkungen in ökotoxikologischen 
Biotestpaletten integrativ zu erfassen.

Schlussfolgerungen Durch die Kombination einer Litera-
turrecherche und der gezielten Abfrage von Informationen zu 
den Testverfahren konnte eine umfassende, aber auch detail-
lierte Übersicht zum derzeitigen Stand der Wissenschaft und 
Technik gegeben werden. Dabei wurden ökotoxikologische 
und regulative Aspekte der Testverfahren gleichermaßen be-
rücksichtigt und deren Praktikabilität für ein Umweltmonito-
ring in aquatischen Systemen bewertet. Bei der Vielfältigkeit 
der endokrinen Wirkmechanismen bedarf es einer modula-
ren Kombination von In-vivo- und In-vitro-Verfahren in einer 
Testpalette, um auch die fließenden Übergänge von hormon-
aktiven Wirkungen bis hin zu einer manifestierten endokri-
nen Disruption erfassen und differenzieren zu können. 

Empfehlungen und Perspektiven Die vorgestellte Testpa-
lette erlaubt einen umfassenden Schutz vor hormonaktiven 
und reproduktionsrelevanten Effekten, wobei eine Anpas-
sung an die Interessen und Zielsetzungen der Anwender 
erfolgen kann. Es werden sowohl die regulativen und öko-
toxikologischen Anforderungen an Testsysteme als auch die 
aktuellen Entwicklungen in der EU und der OECD mit be-
rücksichtigt. Eine weiterführende Normung dieser Verfah-
ren für den regulativen Einsatz in der Umweltüberwachung 

und für Risikominderungsstrategien ist zu empfehlen. Das 
modulare System erlaubt es, einen anwendungsorientierten 
Austausch der Testmodule nach dem sich kontinuierlich 
entwickelnden Stand der Technik ohne Neuentwicklungen 
auszuschließen. 

Schlüsselwörter  Aquatische Ökotoxikologie · Biotest
paletten · Endokrine Disruption · Fortpflanzungs
gefährdende Wirkungen · Gewässerschutz · Hormonaktive 
Wirkungen · Monitoring · Normungen · Reproduktions
toxische Wirkungen · Teststrategien

Identification of reliable test procedures to detect 
endocrine disruptive and reproduction toxic effects  
in aquatic ecosystems

Abstract  Background and objectives There is an urgent 
need to detect, assess, and reduce effects of hormonally ac-
tive compounds and endocrine disrupters in aquatic systems, 
as reflected in national research programs like the Swiss NRP 
50 “Endocrine Disruptors” and its consensus platforms. As a 
medium-term measure, the EU strategy on endocrine disrup-
tors (SEC(2007)1635) uses the Endocrine Disruptor Testing 
and Assessment (EDTA) Task Force of the Organisation for 
Economic Co-operation and Development (OECD) along 
with other research activities. In particular the test methods 
of the OECD that are currently in validation or already vali-
dated may contribute to a better understanding of the extent 
of endocrine disruption, in particular if they are applied on 
environmental samples and in the context of risk-assessment 
strategies, for instance in waste water treatment. This arti-
cle aims to give an overview and an evaluation on avail-
able and validated biological test systems for the detection 
of endocrine disruptive and reproductive effects in aquatic 
systems. Based on this a recommendation for a modular eco-
toxicological test platform is given. The study focuses on 
test methods for sex hormone active substances.

Material and methods On the basis of an extensive lit-
erature search and ongoing international validation efforts 
by the OECD for methods to detect endocrine disruptive ef-
fects, 15 biological test methods (5 in vivo and 10 in vitro) 
were selected. Comprising, for example, of eight OECD 
methods and three out of five in-vitro methods mentioned 
in the Global Water Research Coalition (GWRC) report 
“Tools to detect estrogenic activity in environmental wa-
ters” (Leusch 2008). Experienced users and developers 
were then asked to rate the test according to given relevant 
criteria. The resulting criteria profiles were compiled, com-
pared, and evaluated.

Results The methods were selected on the basis of valida-
tion status, distribution, their suitability for standardisation, 
and their proven sensitivity for environmental samples. We 
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assumed that specific YES/YAS-procedures and the ER/AR 
Calux systems achieve the mentioned criteria. In the case 
that strong cytotoxicity of environmental samples affects the 
applicability of cellular reporter gene assays, alternatively 
a molecular receptor binding assay (e. g. ELRA) could be 
used. Additional molecular receptor binding assays are cur-
rently in validation by the OECD. Modulating effects on 
steroidgenesis and probably even on aromatase activity can 
be detected by the OECD validated H295R Steroidgenesis 
Assay. Its applicability for environmental samples is cur-
rently tested. As in-vivo methods different fish assays (e. g. 
Fish Screening Assay and the Zebrafish Embryo Test) were 
evaluated. For the detection of effects on the thyroid-asso-
ciated hormone system the Amphibian Metamorphosis As-
say (XEMA, for Xenopus Metamorphosis Assay) will soon 
be available as an OECD-Guideline. Because of trends in 
the international community to avoid tests with vertebrates 
in the future, only an optional recommendation was given 
for such tests. Reproduction toxicity, on the other hand, can 
be sensitively tested by the tests using the gastropod Pota-
mopyrgus antipodarum, which, as invertebrate tests, do not 
require a permit to perform animal testing procedures. This 
test is also sensitive for many substances which are able to 
induce an endocrine disruption in vertebrates. Its validation 
is currently performed by the OECD. The applicability of 
the herein proposed test methods of the modular test plat-
form for environmental-sample assessments were previous-
ly confirmed by several published scientific studies.

Discussion We propose several test methods to be includ-
ed in an application-oriented modular test platform. These 
tests should be suitable to efficiently indicate different 
mechanisms of endocrine disruption and reproduction tox-
icity, and may be employed in different situations according 
to their respective advantages. The modular test platform is 
able to detect impacts on the reproduction relevant effects in 
invertebrates, amphibians, and fishes. Furthermore the dif-
ferent mode of actions of estrogenic and androgenic receptor 
binding, steroid genesis and perhaps even the modulation of 
aromatase are detectable. A research report on the relevance 
of endocrine substances and pharmaceuticals in aquatic en-
vironments (Moltmann et al. 2007) showed that endocrine 
end-points of in-vivo tests (31 of 71 tested substances) tend 
to be more sensitive than general ecotoxicological end-
points, such as mortality and growth. Consequently, endo-
crine and general-toxic effects should be detected in an inte-
grative manner by ecotoxicological test platforms.

Conclusions By combining literature research with a tar-
geted query for information about the chosen test proce-
dures it was possible to obtain a detailed overview about 
the current state-of-the-art of science and technology in the 
detection of hormone-active effects and reproduction tox-
icity. Ecotoxicological and regulative aspects were consid-
ered equally, and the applicability of the test procedures was 

evaluated. Because of the diversity of endocrine disrupting 
mechanisms, a modular combination of in-vivo and in-vitro 
methods in a joint test platform is needed to recognise and 
differentiate the transitions from hormone-active effects to 
endocrine disruption.

Recommendations and perspectives Our study leads to 
a proposal of a modular ecotoxicological test platform, 
which offers an integrative detection of hormone-active and 
reproduction-relevant effects in the aquatic environment. 
The modular system presented here allows the switching 
between test modules according to the continuously devel-
oping state-of-the-art of science and technology as well as 
the incorporation of novel developments. Further stand-
ardisation of such methods for regulative applications is 
recommended.

Keywords  Aquatic ecotoxicology · Biotest battery ·  
Endocrine disruption · Hormone-active effects · 
Monitoring · Reproduction relevant effects · Reproduction 
toxic effects · Standardisation · Test strategies ·  
Water pollution control

1 Einleitung

1.1 Hormonaktive Wirkungen und endokrine Disruptoren 

Hormone sind Botenstoffe, die eine Vielzahl von Prozessen 
zwischen Geweben und Zellen regulieren. So stehen z. B. 
weibliche und männliche Hormone (Östrogene und And-
rogene) im Organismus in einem empfindlichen Gleichge-
wicht, welches durch Stoffe mit hormonaktiven Wirkungen 
gestört werden kann. Das Ausmaß dieser Störungen wurde 
in den letzten Jahrzehnten immer deutlicher und steht wei-
terhin im Blickpunkt wissenschaftlichen und öffentlichen 
Interesses. Hormone, deren Wirkungsort örtlich getrennt 
vom Syntheseort liegt, werden endokrine Hormone genannt. 
Nach der Weybridge-Definition (EU-Konferenz 1996) ist 
ein endokriner Disruptor eine exogene Substanz oder eine 
Mischung von Stoffen, die die Funktion des endokrinen Sys-
tems ändert und infolgedessen gesundheitsschädigende Wir-
kung in einem gesundem Organismus, seiner Nachkommen-
schaft oder einer (Sub-)Population hervorruft (EC 1997). 
Endokrine Disruptoren (Endocrine Disrupting Compounds, 
EDC) können natürliche endogene Hormone in ihrer Wir-
kungsweise nachahmen bzw. hindern oder die Synthese bzw. 
den Metabolismus dieser Hormone oder deren Hormonre-
zeptoren stören (Sonnenschein und Soto 1998). Endokrine 
Disruptoren besitzen demnach eine hormonaktive Wirkung. 
Eine hormonaktive Wirkung muss jedoch nicht zu einer 
vollständigen Disruption der hormonellen Gleichgewichts-
lage führen, da Ausmaß und Wirkrichtung variieren können. 
Dennoch können hormonaktive Substanzen eine hohe öko-
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toxikologische Bedeutung besitzen, wenn sie eine Beein-
trächtigung der Fortpflanzung von Tieren bewirken und sich 
auf das Überleben von Populationen auswirken. Der Begriff 
„hormonaktive Wirkung“ ist genereller und soll eine allge-
meine Wirkung auf das hormonelle System beschreiben.

Durch Studien belegte Wirkungen von exogenen hor-
monaktiven Substanzen und endokrinen Disruptoren in In-
vertebraten (INV) und Vertebraten (VER), verändert nach 
Bätscher et al. (1999), Damstra (2003), FNSNF (2008a), 
Matthiessen (2000), und UBA-Texte (1995), sind: 
•	 Veränderung des Reproduktionsverhaltens und der Re-

produktionsfähigkeit (INV, VER)
•	 Beeinflussung des neurohormonellen Systems und der 

Immunfunktionen (INV, VER)
•	 Störung der Gleichgewichtslage von Geschlechtshormo-

nen (INV, VER)
•	 diverse Veränderungen in Gehirn und Geschlechtsorga-

nen (INV, VER)
•	 Verlust von Geschlechtszellen, Sterilität oder gar Ge-

schlechtsumwandlung bzw. Intersexstadien (INV, VER),
•	 Störung der Entwicklung und Beschaffenheit von Sper-

mien und Eizellen (INV, VER)
•	 Beeinflussung der sekundären Geschlechtsdeterminie-

rung (VER) und
•	 Fehlbildungen in der Embryonalentwicklung (VER)
•	 Mehrere Studien weisen auf ein erhöhtes Krebsrisiko 

hin, z. B. für Brust- und Hodenkrebs (VER)
Eine Reproduktionstoxizität kann sowohl durch hormon-
aktive Substanzen als auch durch unspezifisch wirkende, 
toxische Substanzen verursacht werden. Aus dieser Vielfalt 
der möglichen Wirkungen ergeben sich für Ökotoxikologen 
große Herausforderungen geeignete Verfahren zu entwi-
ckeln, die einen Großteil dieser Wirkungen abbilden und 
für eine Risikoabschätzung herangezogen werden können. 
So beschäftigten sich mehr als 25 % (67 von 264) der Bei-
träge auf der europäischen SETAC 2008, einer der wich-
tigsten internationalen Tagungen für Ökotoxikologen, mit 
hormonaktiven Wirkungen und mit der Identifikation en-
dokriner Disruptoren. Im Gegensatz zur Vielfalt der mög-
lichen Wirkungen repräsentiert die hormonelle Regulation 
der biologischen Funktionen ein gemeinsames Charakteris-
tikum für sämtliche tierische Organismen und liegt in den 
basalen Wirkmechanismen weitgehend phylogenetisch gut 
konserviert vor (Oehlmann und Schulte-Oehlmann 2003). 
Trotz der Ähnlichkeiten vieler Systembestandteile besteht 
auch innerhalb der Invertebraten-Taxa eine endokrinologi-
sche Variabilität und es ist nach bisherigem Wissensstand 
nicht möglich Vorhersagen für Wirbeltiere einschließlich 
des Menschen abzuleiten. Eine Fokussierung der Untersu-
chungen auf artübergreifende Endpunkte mit breitem Indi-
kationswert ist sinnvoll. 

Eine Einteilung der geschlechthormonaktiven Substan-
zen kann nach ihrer Wirkrichtung erfolgen. Entfaltet ein 

Fremdstoff die gleichen Wirkungen wie beispielsweise kör-
pereigene Östrogene oder Androgene, so wird er als östro-
gen bzw. androgen bezeichnet. Verhindert ein Stoff jedoch 
die Wirkung von körpereigenen Geschlechtshormonen, wird 
seine Wirkung als antiöstrogen bzw. antiandrogen bezeich-
net (Fent 2000). Generell lassen sich vermännlichende und 
verweiblichende Wirkungen unterscheiden. Die Wirkungen 
können u. a. hormonrezeptorvermittelt, durch Einfluss auf 
Synthese und Metabolismus von Hormonen, z. B. durch 
Modulation der Aromataseaktivitität oder der Steroidgene-
se auftreten. Zusätzlich zu den geschlechtshormonaktiven 
Wirkungen können endokrine Disruptoren ebenfalls eine 
Beeinflussung des thyroidalen Hormonsystems oder der 
glucocorticoidalen Stressantwort auslösen. Unter den hor-
monaktiven Substanzen sind östrogene Wirkstoffe weitaus 
besser untersucht als androgen oder thyroidal wirksame 
Substanzen. Dieses Verhältnis spiegelt sich auch in der An-
zahl bekannter Östrogene zu den anderen endokrinen Dis-
ruptoren wieder. Im Rahmen der EU-Strategie für endokri-
ne Disruptoren wurden 564 Verdachtsstoffe gelistet (BKH 
2000) und durch weitere Verdachtsstoffe ergänzt. Für 71 
Stoffe aus einer erweiterten Gesamtliste konnten endokrine 
Wirkungen auf aquatische Organismen in vivo festgestellt 
werden (Moltmann et al. 2007). 

1995 fand das erste Fachgespräch des deutschen Umwelt-
bundesamtes zu Umweltchemikalien mit endokriner Wir-
kung statt (UBA-Texte 1995). Im Rahmen dieses Gesprächs 
wurde festgestellt: „Die Problematik von Umweltchemika-
lien, welche auf das endokrine System einwirken, hat in den 
letzten Jahren große Bedeutung erlangt, weil unerwartete 
Effekte in aquatischen Ökosystemen beobachtet wurden.“ 
(Fent 1995) Parallel dazu sind auch Befunde der Toxiko-
logie und Reproduktionsbiologie von Mensch und Säugern 
veröffentlicht worden, welche die Problematik schlagartig 
in den Brennpunkt einer breiteren Öffentlichkeit rückten. 
Das verstärkte Interesse an endokrinen Disruptoren besteht 
also schon seit mehr als 10 –15 Jahren, seitdem wurde viel 
Forschung in diese Thematik investiert und hat teilweise 
auch Eingang in gesetzliche Grundlagen gefunden.

1.2 Gesetzliche Grundlagen und regulatorische  
Bestrebungen zur Erfassung von hormonaktiven  
und reproduktionstoxischen Wirkungen

Das Interesse endokrine Disruptoren zu identifizieren ist 
international. Die US-amerikanische Umweltbehörde (En-
vironmental Protection Agency, US-EPA) erhielt 1996 das 
legislative Mandat ein Screening-Programm zum Nachweis 
endokriner Disruptoren (EDSP) zu entwickeln (Hartig et al. 
2008). In diesem Programm sollten geeignete Screening-
Methoden für endokrine Wirkungen entwickelt, validiert 
und implementiert werden (Ankley et al. 1997). Viele 
der nationalen Entwicklungen des EDSP konnten in eine 
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OECD-EDTA-Richtlinie zur Erfassung endokriner Disrup-
toren einfließen. Eine Variante dieser Richtlinie ist mittler-
weile in Kraft getreten und erfordert eine Neubewertung der 
Chemikalien bezüglich endokriner Disruptoren in den USA 
durch die Industrie (US-EPA 2008, 2009). In Japan wurde 
1998 ein Strategieprogramm über endokrine Disruptoren 
in der Umwelt mit dem Namen SPEED (Strategic Program 
on Environmental Endocrine Disruptors) initiiert, welches 
von der japanischen Umweltbehörde geleitet wird (Oikawa 
und Matsumoto 2003). Schon vor mehr als 10 Jahren wurde 
im Auftrag des deutschen Umweltbundesamtes der Kennt-
nisstand von über 200 als endokrin wirksam verdächtigen 
Umweltchemikalien anhand der Literatur zusammengetra-
gen (Gülden et al. 1997). Neben der hormonellen Wirksam-
keit wurde die Gewässerrelevanz dieser Stoffe anhand von 
Messdaten aus einer Umfrage bei den Bundesländern und 
aus den Datenbanken des Umweltbundesamtes, der Fluss-
gebietsgemeinschaften sowie anhand von Erkenntnissen zu 
Produktion und Verhalten dieser Stoffe in der Umwelt be-
wertet. Aussagen zur Gewässerrelevanz der Stoffe erwiesen 
sich jedoch als nur bedingt möglich, da für die Mehrzahl der 
Stoffe keine Messdaten im Gewässer vorlagen und außer-
dem die relative Wirksamkeit der Stoffe nicht bekannt war.

Das Schweizer Bundesamt für Umwelt (BAFU) kam 
in Kooperation mit der Eidgenössischen Anstalt für Was-
serversorgung, Abwasserreinigung und Gewässerschutz 
(Eawag) 1999 zu dem Schluss, dass sowohl im Bereich der 
Belastungssituation als auch im Bereich der Wirkungen ein 
erheblicher Forschungsbedarf besteht (Bätscher et al. 1999). 
Auf eine Initiative des Schweizer Bundesrates hin wurde 
von 2002 bis 2007 das nationale Forschungsprogramm 50 
(NFP50) „Hormonaktive Stoffe: Bedeutung für Menschen 
Tiere und Oekosysteme“ durchgeführt und umfasste 31 
wissenschaftliche Projekte (FNSNF 2008a). In diesem For-
schungsprogramm sollten Strategien zur Beurteilung der 
Risiken und Gefahren der Belastung von Menschen, Nutz- 
und Wildtieren und der Umwelt durch hormonaktive Stoffe 
in Ökosystemen entwickelt werden. Auf der Basis der For-
schungsresultate wurden gemeinsam mit Behörden und In-
dustrie Empfehlungen in drei Konsensplattformen ausgear-
beitet, die mithelfen sollen, negative Folgen hormonaktiver 
Chemikalien zu vermeiden. Besonders für eine Erfassung 
der Situation der hormonaktiven Stoffe im Abwasser- und 
Gewässerbereich ist das Abschlussdokument der Konsens-
plattform (FNSNF 2008b) bestens geeignet, da es ebenfalls 
den weiteren Forschungs- und Handlungsbedarf darstellt. 
Aufgrund der Länge des Artikels kann hier nur ein gekürzter 
Auszug für die Testverfahren gegeben werden: 

„Durch Abwassereinleitungen dürfen sich im Fliess-
gewässer keine Effekte aufgrund der aus dem Abwasser 
zugeführten östrogenen Stoffe ergeben (Schutzziel). Die 
Gesamtbelastung von Gewässern mit hormonaktiven Stof-
fen könnte mit Biotests in Speziallabors bestimmt werden. 

Diese sind für eine Gesamtbeurteilung einer Einzelstoffana-
lytik vorzuziehen. Es ist aber praktisch unmöglich, mit gän-
gigen Testverfahren Qualitätskriterien festzulegen, die alle 
Organismen vor nachteiligen Effekten schützen. Die rasche 
Entwicklung von international anerkannten Verfahren zum 
Nachweis hormonaktiver Eigenschaften von Chemikalien 
und Gemischen muss gefördert werden. Das Gleiche gilt für 
Testverfahren zur Priorisierung von Mikroverunreinigun-
gen und zur Überwachung der Gewässerqualität. Für die 
Praxis ist die Etablierung von wissenschaftlich fundierten 
Qualitätskriterien für die Gewässerqualität anzustreben: ein 
chronisches Qualitätskriterium für Dauerbelastungen und 
ein akutes Qualitätskriterium für kurzfristige Spitzenbe-
lastungen. Es wird empfohlen, die Gewässerschutzverord-
nung mit diesen Qualitätskriterien zu ergänzen.“ (FNSNF 
2008b)

In Europa werden in der laufenden Umsetzung der eu-
ropäischen Wasserrahmenrichtlinie (2000/60/EG (WRRL) 
2000; COM 2006) im Hinblick auf die Minderung ge-
fährlicher Chemikalien in Oberflächengewässern zuneh-
mend auch endokrine Wirkungen berücksichtigt. Die EU-
Strategie für endokrine Disruptoren (COM (99)706 1999; 
SEC(2007)1635 2007) sieht eine Reihe von kurz-, mittel- 
und langfristigen Maßnahmen vor, zu denen auch die Erstel-
lung einer Liste potenziell endokriner Stoffe und ihre Priori-
sierung zählen. Eine solche Liste wurde 2000 erstellt (BKH 
2000) und von der EU-Kommission vorgestellt. Ausgehend 
von 564 Substanzen wurden in einem vierstufigen Verfahren 
60 Substanzen mit hoher Priorität identifiziert. Diese Sub-
stanzen zeigten sich in mindestens einer In-vivo-Studie als 
endokrin wirksam und waren persistent oder traten in hohen 
Produktionsvolumina auf. Der Bericht räumte jedoch um-
fangreiche Lücken im Wissensstand zu den endokrinen Dis-
ruptoren ein und beinhaltete auch mehrfache Empfehlungen 
für eine weitere Bewertung dieser Chemikalien. So wurde 
u. a. empfohlen, dass Standardtests entwickelt werden müs-
sen um endokrine Disruptoren identifizieren zu können und 
dass eine Risikobewertung nur möglich ist, wenn verein-
barte Testverfahren verfügbar sind. In einem Folgeprojekt 
wurde versucht ein Teil der Datenlücken für 435 Substanzen 
zu schließen (RPS BKH 2002). Die aktuelle Ergebnislage zu 
dieser Gesamtliste befindet sich in einem Arbeitsdokument 
der EU-Kommission (SEC(2007)1635 2007) und behandelt 
auch die Implementierung der europäischen Strategie für en-
dokrine Disruptoren. Die Gewässerrelevanz der potenziel-
len endokrinen Disruptoren wurde in einem Forschungspro-
jekt des deutschen Umweltbundesamtes untersucht. Für 71 
Stoffe aus einer erweiterten Gesamtliste konnten endokrine 
Wirkungen auf aquatische Organismen in vivo festgestellt 
werden (Moltmann et al. 2007). Jedoch lagen nur für 38 von 
71 dieser Stoffe Messdaten zu Umweltkonzentrationen aus 
Oberflächengewässern vor, so dass auch nur teilweise Um-
weltqualitätsnormvorschläge abgeleitet werden konnten. Mit 
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In-vivo-Tests konnte gezeigt werden, dass endokrine End-
punkte (bei 31 von 71 untersuchten Stoffen) empfindlicher 
sein können als allgemeine ökotoxikologische Endpunkte 
(z. B. Mortalität, Wachstum usw.). Eine Erfassung der en-
dokrinen Wirkung durch Einbindung in Monitorprogramme 
wurde angeregt, indem beispielsweise die integrierte Kom-
bination aus biologischen Wirkungstests und chemischen 
Analysen untersucht wird, um grundsätzlich Wirkungen in 
Gewässern festzustellen und sie bestimmten Stoffen zuord-
nen zu können (Moltmann et al. 2007).

Reproduktionstoxische Wirkungen fanden Einzug in 
die Pflanzenschutzmittelrichtlinie (91/414 EWG) und der 
europäischen Chemikalienbewertung nach REACH (Re-
gistration Evaluation Authorisation of Chemicals). Die 
Umsetzung der Pflanzenschutzmittelrichtlinie und REACH 
könnten sich mittel- und längerfristig mildernd auf die Be-
lastungssituation aquatischer Systeme mit reproduktions
toxischen und endokrinen Substanzen auswirken. Beide 
beinhalten neben anderen toxikologischen Wirkungen auch 
Erfassungen von reproduktionstoxischen Endpunkten und 
setzen diese teilweise um. So unterliegen in REACH kar-
zinogene, mutagene und reproduktionstoxische Substanzen 
(CMR-substances) einer gesonderten Zulassungspflicht. 
Dabei müssen chronische Wirkungen aber generell erst bei 
höheren Jahrestonnagen (> 100 t/a) untersucht werden und 
die Testung auf reproduktionstoxische Effekte im Zwei-Ge-
nerationen-Test ist erst ab 1000 t/a verpflichtend. Endpunk-
te für Substanzen mit hormonaktiver Wirkung sind zurzeit 
weder in REACH noch in der Pflanzenschutzmittelrichtlinie 
zwingend erforderlich und es stellt sich die Frage, inwieweit 
und wann diese regulatorischen Instrumente helfen werden 
die vorhandene Belastungssituation durch hormonaktive 
Substanzen zu minimieren. Als besonders nachhaltig sind 
Maßnahmen anzusehen, die zu einer Minimierung der en-
dokrin wirksamen Substanzen an der Quelle der Anwen-
dung bzw. der Emission führen (Moltmann et al. 2007). 
So wäre z. B. ein Abwassermonitoring mit entsprechenden 
Behandlungsmethoden wünschenswert und im Sinne einer 
Erreichung eines geforderten guten ökologischen Zustandes 
nach der europäischen Wasserrahmenrichtlinie. Aktuelle 
Ergebnisse aus dem EU-Projekt Neptun weisen daraufhin, 
dass die Ozonung von Abwasser zumindest zu einer Redu-
zierung der Östrogenität führen kann und dabei in einem 
akzeptablen Kostenrahmen bleibt.

2 Methoden

2.1 Nachweismöglichkeiten hormonaktiver  
und reproduktionstoxischer Substanzen 

Dieses Kapitel gibt einen Überblick über verschiedene, vor-
wiegend biologische Nachweismöglichkeiten hormonaktiver 

und reproduktionstoxischer Substanzen. Es stellt keine all-
umfassende Auswertung der wissenschaftlichen Studien zu 
diesen Themen dar, da dies den Rahmen sprengen würde. 

Von den mehr als 100 000 Chemikalien, die in der euro-
päischen Liste der existierenden Chemikalien geführt wer-
den (Commission of the European Comunities 1996) sind 
nur für wenige Substanzen überhaupt Daten für endokrine 
Wirkungen erhoben worden und nur für einige kann über-
haupt eine potenzielle östrogene Aktivität angegeben wer-
den. Daher ist anzunehmen, dass für eine unbekannt hohe 
Anzahl an Substanzen und auch deren Metabolite und De-
rivate eine endokrine Aktivität besteht, die derzeitig nicht 
quantifiziert werden kann, weil die nötigen Studien und all-
gemein akzeptierte Methoden fehlen. Es wird deutlich, dass 
neben den sich kontinuierlich entwickelnden analytischen 
Verfahren weitere integrative Detektionsmöglichkeiten für 
hormonaktive Wirkungen entwickelt und eingesetzt werden 
sollten. Im folgenden Abschnitt sollen daher verschiede-
ne Nachweismöglichkeiten für endokrine Disruptoren und 
hormonaktive Substanzen mit ihren wesentlichen Vor- und 
Nachteilen beschrieben werden.

2.2 Der chemisch-numerische Ansatz zur Erfassung  
von Belastungen und strukturbezogene Vorhersagemodelle

Eine chemische Analyse gibt Aufschluss über die stoff-
liche Natur einer Belastung. Ihre Aussagekraft bleibt auf 
die gemessenen Parameter (Konzentration, Gehalt, selten 
auch die Speziation) beschränkt und sagt nichts über den 
zu erwartenden endokrinen Effekt aus, insbesondere bei 
Substanzen, deren mögliche endokrine Aktivität noch nicht 
untersucht wurde. Aus einer Vielzahl von Probeninhalts-
stoffen kann meist nur ein kleiner Teil gemessen werden. 
Die analytischen Verfahren, mit denen Substanzen mit be-
kannter östrogener Aktivität in Umweltproben nachgewie-
sen werden können, werden kontinuierlich weiterentwickelt 
(Desbrow et al 1998, Spengler et al 2001). Neuere Studien 
weisen daraufhin, dass es gute Korrelationen zwischen den 
Ergebnissen von analytischen Verfahren für bekannte hor-
monaktive Substanzen und In-vitro-Ansätzen für Abwas-
seruntersuchungen gibt (Nelson et al 2007, Leusch 2008). 
Für den Fall, dass man die Struktur eines Stoffes kennt und 
seine Wirkung vorhersagen möchte, gibt es mittlerwei-
le Vorhersagemodelle. Ein Instrument ist die quantitative 
Struktur-Wirkungs-Beziehung (QSAR). Hierbei wird eine 
quantitative Beziehung zwischen einer physikalischen, che-
mischen oder biologischen Wirkung eines Stoffes zu seiner 
Struktur erstellt und berechnet. Neuere Weiterentwicklun-
gen des QSAR, wie z.B das VirtualToxLab ermöglichen es 
für verschiedene Substanzen die Bindung an verschiedenen 
Rezeptoren vorherzusagen (Vedani et al 2008).

Bei all diesen Entwicklungen sollte berücksichtigt wer-
den, dass ein toxikologisches und endokrines Potenzial 



345Umweltwiss Schadst Forsch (2009) 21:339–378

123

nur bei ausreichender Kenntnis der Schadstoffe sowie de-
ren gegenseitiger Beeinflussung abgeschätzt werden kann. 
Die Zahl der im Oberflächen- und Abwasser eingetragenen 
und teilweise auch gezielt eingesetzten Einzelsubstanzen 
liegt auch in der Größenordnung um 100 000 (Pluta 2008a). 
Aufgrund der stofflichen Vielfalt der Substanzen und deren 
vielfältige Wirkungsrichtungen ist eine Erweiterung des 
chemisch-numerischen Ansatzes um eine ökotoxikologi-
sche Gefahrenpotenzialabschätzung unausweichlich. Die 
ökotoxische Wirkung eines Stoffes ist abhängig von seinen 
chemisch-physikalischen Eigenschaften, seiner Dosis, der 
Expositionsdauer, dem Expositionszeitpunkt sowie seiner 
Aktivität und Bioverfügbarkeit. In der Regel sind daher eine 
Kombination von analytischen und ökotoxikologischen An-
sätzen für eine wirkungsorientierte Betrachtung zu bevor-
zugen, da diese eine integrale oder summarische Wirkungs-
erfassung ermöglichen und auch Mischungstoxizitäten von 
Schadstoffen berücksichtigen können. 

2.3 Biologische Nachweisverfahren  
und ökotoxikologische Ansätze 

Biologische Verfahren können die analytisch nicht erfassten 
oder nicht erfassbaren Kontaminanten anhand ihrer Schad-
stoffwirkung anzeigen, dabei ermöglichen sie aber keinen 
quantitativen oder qualitativen Stoffnachweis. Mit biologi-
schen Testverfahren können sowohl ökotoxikologische Wir-
kungen von Einzelstoffen (agonistische/induzierende und 
antagonistische/inhibierende) als auch Kombinationswirkun-
gen (additive, synergistische, aber auch kompetitive und inhi-
bitorische Effekte) aller vorhandenen Kontaminanten erfasst 
werden. Diese integrative Erfassung von Schadstoffwirkun-
gen macht die ökotoxikologische Untersuchung als Entschei-
dungshilfe für ein Umweltmanagement unentbehrlich (Krebs 
2001). Bei der Vielfältigkeit ökotoxikologischer Ansätze zur 
Bestimmung der hormonaktiven Wirkungen lassen sich zwi-
schen In-vitro- und In-vivo-Testverfahren unterscheiden.

2.3.1 In-vitro-Testverfahren

In-vitro-Testverfahren sind suborganismische Testverfahren, 
die zelluläre oder subzelluläre Systeme benutzen. Sie erfas-
sen die Wirkungen von Einzelstoffen, Stoffgemischen oder 
Umweltproben auf isolierte Teile von Organismen (Gewe-
be, Zelle, Zellkompartimente und Biomoleküle) unter La-
borbedingungen. Sie dienen der Erfassung von biologischen 
Wirkungen auf zellulärer, molekularer und biochemischer 
Ebene und vermögen primär kurzfristige und direkte öko-
toxikologische Wirkungen anzuzeigen. Mit ihnen können 
vielfältig gerichtete Wirkungen angezeigt werden (pro Test-
verfahren aber meist nur eine oder wenige), deren Mecha-
nismen biologisch so elementar sind, dass sie für mehrere 
Organismengruppen gleichzeitig Wirkpotenziale aufzeigen 

können. Abbildung 1 soll einen Überblick über die Vielfäl-
tigkeit und die Ansatzpunkte von In-vitro-Biotestverfahren 
für eine Erfassung hormonaktiver Wirkungen geben.

Ein wesentlicher Nachteil dieser Testsysteme beruht in 
der begrenzten Übertragbarkeit der Untersuchungsergeb-
nisse auf die relevanten Gesamtorganismen, denn nicht alle 
möglichen Wirkungspotenziale (z. B. durch Bioakkumulati-
on und Bioaktivierung von Schadstoffen) können mit In-vi-
tro-Verfahren abgebildet werden (Leusch 2008). So werden 
z. B. organismische Low-dose-Effekte, die nur über lange 
Expositionszeiten nachgewiesen werden können, nicht er-
fasst. Ebenso werden kritische Expositionszeitpunkte in der 
Ontogenese von Organismen nicht berücksichtigt.

Doch sind auch komplexe ökotoxikologische Wirkungen 
auf Organismenebene letztlich auf eine Kombination von 
molekularen und biochemischen Wirkungsmechanismen 
zurückzuführen, und so besitzen einige dieser Verfahren 
einen hohen Indikationswert für eine hormonelle Aktivität. 
Zudem ist der Nachweis direkter Wirkungen durch suborga-
nismische Testsysteme weniger stark durch Störanfälligkeit 
und Variabilität organismischer Testverfahren limitiert, was 
den detektierbaren Konzentrationsbereich für Ursache-Wir-
kungs-Beziehungen erweitert.

So können mit molekularbiologischen Methoden auch 
Reportergene in Zellen transfiziert werden, die bei einer 
Bindung von hormonaktiven Stoffen an Rezeptoren expri-
mieren und so z. B. über eine Enzymaktivität ein messbares 
Signal erzeugen (Tabelle 1). Insgesamt stellen die In-vitro-

Abb. 1  In-vitro-Testverfahren zur Bestimmung von hormonaktiven 
Wirkungen (verändert nach Kase 2004); Beispiele wurden grau hin-
terlegt und werden im Verlauf des Manuskriptes erläutert. Ebenfalls 
stellt die Modulation Steroidgenese eine Angriffsfläche für endokrine 
Disruptoren dar, die in vitro erfasst werden kann
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Testsysteme eine schnelle und wirtschaftliche Ergänzung 
zu den In-vivo-Testsystemen dar, besonders wenn es um 
ein wirkmechanistisches Screening des toxikologischen 
Potenzials für Umweltproben geht. Eine Vorraussetzung 
sollte sein, dass diese In-vitro-Tests relativ sensitiv sind und 
ohne aufwändige und die Bioverfügbarkeit verändernde 
Probenvorbereitungen einsetzbar sind. Ein Großteil der ver-
wendeten In-vitro-Verfahren beruht auf Östrogenrezeptor-
vermittelten Antworten, die sich als Screening-Verfahren 
für Xenoöstrogene eignen (Ankley et al. 1997; Nelson et al. 
2007; Zacharewski 1997). In-vitro-Testverfahren haben 
sich als sensitive Methoden für eine Bewertung der hor-
monaktiven Wirkungen bewährt und erlauben quantitative 
Abschätzungen der Aktivität von beispielsweise partiellen 
rezeptorvermittelten Antworten (Hollert et al. 2005). Auch 
nicht rezeptorvermittelte Wirkmechanismen wie Modulati-
onen der Aromataseaktivität (Andersen et al. 2002) oder der 
Steroidgenese (Gracia et al. 2008; Hecker et al. 2007a) kön-
nen mit In-vitro-Verfahren erfasst werden. Ergänzend zu der 
Auflistung in Tabelle 1 gibt es einen Literatur-Review (Glo-
bal Water Research Coalition 2006) über In-vitro-Biotests, 
der insgesamt 24 Testverfahren (3 Rezeptorbindungsassays, 
5 rekombinante Hefeassays, 9 rekombinante Säugerzel-
len-Reporter-Testverfahren, 1 rekombinanten Fischzellen 
Reporter-Testverfahren, 4 Genexpressionsverfahren und 
2  Zellproliferationsassays) auflistet und bewertet. Eben-
falls gibt es einen Vergleich von In-vitro-Verfahren von der 
Danish-EPA (Kinnberg 2003), der Rezeptorbindungsassays, 
Reportegeneassays und den E-Screen (Zellproliferationsas-
say) beschreibt und bewertet.

Biosensoren können zu den In-vitro-Verfahren gezählt 
werden und sind bioanalytische Systeme, die mit biologi-
schen Komponenten ausgestattet sind. Biosensoren basieren 
auf der direkten räumlichen Kopplung eines immobilisier-
ten biologisch aktiven Systems mit einem Signalumwandler 
(Transduktor) und einem elektronischen Verstärker. Für die 
Erkennung der zu bestimmenden Substanzen nutzen Bio-
sensoren biologische Systeme auf unterschiedlich hohem 
Integrationsniveau. Solche biologischen Systeme können 
z. B. Antikörper, Enzyme, Organellen oder Mikroorganis-
men sein. Das immobilisierte biologische System des Bio-
sensors tritt in Wechselwirkung mit dem Analyten (Eggins 
und Brian 2002, Gerhardt 1999). Beispiele für Biosensoren 
im Zusammenhang mit dem Nachweis von hormonaktiven 
Substanzen stellen Multianalytbestimmungen über Immu-
noassays (Proll 2005) oder integrale Rezeptorbindungser-
fassungen (Fechner et al. 2008) dar. 

2.3.2 Biomarker und Bioindikatoren

Eine Zwischenstellung zu den In-vivo- und In-vitro-Testver-
fahren stellen einige Biomarkersysteme dar, die meist mit 
einer Exposition des gesamten Organismus arbeiten, aber 

nur einen physiologischen suborganismischen Parameter, 
wie z. B. eine Enzymaktivität, erfassen. Ein Biomarker ist 
ein molekularer, biochemischer, zellulärer oder physiologi-
scher Parameter, der sich durch äußere Stressoren verändert. 
Depledge und Fossi haben 1998 den Begriff ausgeweitet 
und Biomarker auf verschiedenen biologischen und ökolo-
gischen Organisationsebenen definiert (Depledge und Fossi 
1998). Dennoch können in einigen Fällen suborganismische 
Biomarker einen Indikationswert für Folgeeffekte auf orga-
nismischer oder vielleicht sogar auf populationsrelevanter 
Organisationsebene darstellen. So kann z. B. eine Hemmung 
der Aromatase (CYP 19) einer Cytochrom-P450-abhängigen 
Monooxygenase, die u. a. für die Umbildung von Testoste-
ron zu Estradiol zuständig ist, eine Verschiebung des Ge-
schlechtshormonspiegels bewirken. Eine Ausbildung von 
Imposexstadien steht bei bestimmten Gastropodenarten in 
Zusammenhang mit einer Exposition gegenüber Organo-
zinnverbindungen, kann aber auch durch andere endokrine 
Disruptoren bewirkt werden (Schulte-Oehlmann et al. 2001). 
Bei Gastropoden wird die Ausbildung von Imposexstadien 
durch den Mechanismus der Aromatasemodulation parallel 
zu anderen Hypothesen diskutiert (Oehlmann et al. 2007). 
In Fischen kann die Modulation der Aromatasen CYP19a 
und CYP19b zu einer Beeinflussung der hormonellen 
Gleichgewichtslage führen, wobei die Aromataseregulation 
eine Schlüsselrolle in der sexuellen Differenzierung und der 
Reproduktion einnimmt (Cheshenko et al. 2008). Ebenfalls 
spielt sie eine wichtige Rolle in der Organogenese (Eggen 
2008). Auch die Quantifizierung des Dottervorläuferprote-
ins Vitellogenin in männlichen Fischen stellt einen Biomar-
ker für östrogene und antiandrogene EDC-Belastungen dar 
(Hansen et al. 1998; Sumpter und Jobling 1995; Ankley et al. 
2001; Routledge et al. 1998). Als Vorstufe des Eidotters ist 
Vitellogenin in juvenilen und männlichen Individuen nicht 
vorhanden, kann aber durch hormonaktive Stoffe induziert 
werden. Ebenfalls kann die Vitellogeninproduktion durch 
endokrine Substanzen in weiblichen Fischen unterdrückt 
werden. Eine Vitellogenin-Induktion kann durch einen 
ELISA (Enzyme-Linked Immonoassay) bestimmt werden 
(Tyler et al. 1999) oder die durch Transkription des Gens Vi-
tellogenin entstandene mRNA (messenger ribonucleic acid) 
kann auch durch reverse Transkription mittels PCR quan-
tifiziert werden (Lattier et al. 2002). Der Vitellogenin-Test 
wird in der Literatur als In-vivo-Test-Endpunkt angegeben; 
wenn er hingegen an primären Hepatozyten durchgeführt 
wird, handelt es sich um einen In-vitro-Test-Endpunkt (Job-
ling und Sumpter 1993; Hollert et al. 2005). Die Übergänge 
der Teststrategien sind fließend (Abb. 2).

Eine Kombination von Biomarkern wie die mRNA-
Induktion von Vitellogenin aus Regenbogenforellen (On-
corhynhus mykiss), die in situ in Kläranlagenausläufen expo-
niert wurden, mit dem In vitro Yeast Estrogen Screen Assay 
(YES, mit humanem Östrogenrezeptor (ER)), HEK293-
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Zellen (Human Embryonic Kidney cells mit ER) und der 
In-vitro-Vitellogenininduktion in primären Regenbogenfo-
rellen-Hepatozyten, ergab gute Korrelationen für die Be-
wertung einer östrogenen Aktivität (Pawlowski et al. 2003). 
Die Sensitivitätsreihenfolge der Testverfahren schwankte 
jedoch für die einzelnen Erfassungszeiträume. Eine gute 
Übersicht beispielsweise über den Biomarker Vitellogenin 
in Fischen und deren primären Hepatozyten bieten die Ar-
beiten von Hutchinson und Navas (Hutchinson et al. 2006; 
Navas und Segner 2006), diese zeigen aber auch die große 
Variationsbreite der Antwort. 

Als weitere Biomarker können benutzerdefinierte Genex-
pressionsanalysen einzelner Gene oder von tausenden von 
Genen mittels cDNA Arrays (complementary DNA; Mic-
roarrays, Genchips) genutzt werden. Beispielsweise sind 
Genexpressionsanalysen unter Östrogeneinfluss an primä-
ren Hepatozyten der Regenbogenforelle möglich und erlau-
ben deren Einsatz als In-vitro-Modell in der Ökotoxikologie 
(Schreer 2005). Der MolDarT (Muncke 2008) ermöglicht 
eine selektive Aussage über die Induktion von östrogenab-
hängigen Genen in Fischeiern vom Zebrabärbling (Danio 
rerio), z. B. für den Biomarker Vitellogenin. Eine signifi-
kante Vitellogenininduktion konnte für östrogene Substan-
zen (bei 25 ng/l für 17-alpha-Ethinylestradiol und 2,7 µg/l 
für 17-beta-Estradiol) nachgewiesen werden (Muncke et al. 
2006). Ein Vergleich der Sensitivität für Einzelsubstanzen 
wurde tabellarisch zusammengefasst (siehe Tabelle 1).

Ebenso gibt es Microarray-Verfahren mit In-vivo-An-
sätzen, die beispielsweise die Expression von 2000 Genen 
in adulten Pimephales promelas erfassen und zeigen, dass 
mindestens 71 Gene durch 17-beta-Estradiol-Einfluss re-
guliert werden (Larkin et al. 2007). Ein ähnliches Verfah-
ren gibt es für den Zebrabärbling (Danio rerio) (Martyniuk 
et al. 2007). Auch Medaka (Oryzias latipes) wurde mit Hil-
fe von Microarrays auf androgene Substanzen untersucht, 
wobei insgesamt 1815 Gene von 9379 untersuchten Genen 
hoch- oder herunterreguliert wurden und 50 diagnostische 
Gene identifiziert werden, die charakteristische Genexpres-
sionsprofile unter Androgeneinfluss aufweisen (Leon et al. 
2008). Genexpressionsanalysen haben den Vorteil, dass di-
verse endokrine (östrogen, androgen, thyroidal usw.) und 
andere chronische Effekte (z. B. Neuro- oder Immunoto-
xizität) gleichzeitig untersucht werden können und so ein 
gesamtheitliches Bild einer Expositionswirkung entsteht. 
Geeignete Auswertungsmethoden werden entwickelt, um 
solch umfangreiches Datenmaterial aus Microarrays zu in-
terpretieren. Da es sich um Effekte auf Transkriptionsebene 
handelt, bedarf es auch noch weiterer Anstrengungen diese 
Effekte auf höhere organismische Ebenen zu übertragen und 
als zuverlässige Indikatoren für die vielfältigen Ausprägun-
gen einer endokrinen Disruption zu nutzen. Ebenfalls ist 
bei solchen Extrapolationen zuvor die ökotoxikologische 
Relevanz der Aussage abzuklären, was oft schwierig ist, da 
die Variabilitäten bei einigen Biomarkern art- und entwick-
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Abb. 2  Ebenen der ökotoxikologischen Wirkungen und mögliche Dauer der Manifestation von Effekten in Abhängigkeit der Untersuchungs
methodik (verändert nach Braunbeck 1993)
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lungsspezifisch sehr ausgeprägt sein können. Es müssen 
daher noch eindeutige Bewertungskriterien und Endpunkte 
eingeführt werden. 

2.3.3 In-vivo-Testverfahren

In-vivo-Testverfahren sind biologische Testverfahren, bei 
denen Organismen in definierter Art und Anzahl eingesetzt 
werden, um deren Reaktion auf eine Exposition zu messen. 
Sie nutzen den gesamten Organismus und basieren meist 
auf der Erfassung von Veränderungen an morphologischen, 
physiologischen oder verhaltensbiologischen Merkmalen. 
In-vivo-Tests besitzen eine sehr hohe Aussagekraft, da sie 
die Reaktion des gesamten Organismus auf Umwelteinflüs-
se integriert erfassen (Spengler 2001). Leider zeichnen sich 
In-vivo-Tests je nach Testparameter meist durch eine län-
gere Versuchsdauer, besonders bei chronischen Tests (siehe 
Abb. 4), und einen hohen Arbeitsaufwand aus. Um ein vali-
des Ergebnis zu erhalten muss eine ausreichende Anzahl an 
Versuchstieren parallel getestet werden.

Kommt es sowohl bei Umweltproben- als auch bei Ein-
zelsubstanztestungen zu Überlagerungen von toxischen 
und hormonaktiven Effekten, sind in einigen Fällen Range-
Finding-Versuche notwendig, da endokrine Effekte deutlich 
geringere Schwellenwerte aufzeigen können als verschiede-
ne andere Effektparameter. Auch können meist nur wenige 
Konzentrationen oder Verdünnungsstufen parallel getestet 
werden. 

Den methodischen Nachteilen von In-vivo-Tests steht 
eine direkte Interpretierbarkeit der Versuchsergebnisse für 
den Organismus, teilweise sogar für die Population, also 
insgesamt eine höhere ökologische Aussagemöglichkeit 
gegenüber. Prinzipiell ist es möglich mit In-vivo-Ansätzen 
bei genügend langer Expositionszeit auch Effektkaskaden, 
verzögerte und chronische Effekte und Wirkungen von 
Low-dose-Substanzen nachzuweisen. Ebenso können Kom-
binationseffekte, sekundäre Effekte und auch Metabolisie-
rungseffekte angezeigt werden. Insgesamt können mehrere 
relevante Parameter einer organismischen Antwort über den 
Versuchszeitraum aufgenommen werden (Schäfers 2007) 
und verschiedene Wirkmechanismen erfasst werden. Be-
stimmte Substanzen wie Nonylphenol können z. B. Biomar-
ker wie die Vitellogenin-Induktion in Regenbogenforellen 
(Oncorhynchus mykiss) beeinflussen, aber wirken sich nicht 
direkt auf morphologische Parameter und Geschlechterver-
hältnisse aus (Ackermann et  al. 2002b). Ebenfalls erweist 
sich eine Korrelation der Vitellogenin-Konzentrationen 
und der gonadosomatischen Indexes (GSI) in Fischen als 
schwierig, wie es an Goldfischen (Carassius auratus) ge-
zeigt werden konnte (Li et al. 2008). 

Im Gegensatz dazu konnte jedoch in diversen Arbeiten 
gezeigt werden, dass bespielsweise in reproduzierenden 
männlichen Dickkopf-Elritzen die VTG-Produktion gut 

mit Gonaden-Histopathologie und sekundären Geschlechts-
merkmalen korreliert (Weisbrod et al. 2007; Kunz et al. 
2006a; Harries et al. 2000; Miles-Richardson et al. 1999) 
und in reproduzierenden Weibchen auch mit der Fekundität, 
Gonaden Histologie und GSI übereinstimmt (Ankley et al. 
2001; Kunz et al. 2006a; Weisbrod et al. 2007). Zusätzlich 
zu den östrogenen Effekten können z. B. androgene oder 
antiöstrogene Effekte durch eine Verringerung des VTG-
Levels in weiblichen Fischen oder auch mit einem Rück-
gang der Fekundität angezeigt und korreliert werden. Die 
Untersuchungsmöglichkeiten androgener und antiandroge-
ner Substanzen wurden auch an heimischen Arten wie dem 
Rotauge (Rutilus rutilus) bewertet (Ballegooy 2008). Bei 
der Anwendung für ein Umweltmonitoring sollte jedoch in 
Betracht gezogen werden, dass je nach untersuchter Art die 
Messparameter saisonalen Schwankungen im Reproduk-
tionszyklus unterliegen können und möglichst heimische 
Arten verwendet werden sollten. Neuere Testverfahren, die 
sich derzeit in Validierung befinden, wie beispielsweise der 
Reproduktionstest mit der limnischen neuseeländischen 
Zwergdeckelschnecke (Potamopyrgus antipodarum), kön-
nen reproduktionstoxische und hormonaktive Wirkungen 
durch Reduzierungen oder Stimulationen der Embryopro-
duktion anzeigen (Duft et al. 2007) und reagieren in um-
weltrelevanten Konzentrationen auf vielfältige androgene 
und östrogene Substanzen. Andere Schneckenarten wie 
Marisa cornuarietis oder Nassarius reticulatus reagieren 
ähnlich sensitiv und vermögen EDC-Wirkungen wahr-
scheinlich stärker über den Mechanismus der Aromatase-
hemmung und die Ausbildung von Imposexstadien anzuzei-
gen. Auch könnten andere Invertebraten, wie beispielsweise 
Bachflohkrebse (z. B. Gammarus pulex) in Zukunft für die 
Untersuchung von endokrinen Disruptoren genutzt werden, 
und erste Studien zeigen, dass Endpunkte wie Geschlechter-
verteilung, Gonadenhistologie, Vitellogenin und das Heat-
Shock-Protein 90 (Gagné et al. 2005; Gross et al. 2001; 
Schirling et al. 2006; Watts et al. 2002) geeignet sein könn-
ten. Die Verwendung von Invertebratenarten, welche eine 
Schlüsselrolle im aquatischen Ökosystem ausüben, erlaubt 
es die ethisch umstrittenen Fischtests einzuschränken und 
gleichzeitig Biotests durchzuführen, die ökologisch relevant 
sind. Eine Erfassung möglichst vielfältiger Endpunkte in 
In-vivo-Tests mit unterschiedlichen Arten ist daher sinnvoll 
und sollte unter möglichst standardisierten Bedingungen 
durchgeführt werden.

Mögliche Endpunkte zur Erfassung von endokrin wirk-
samen Substanzen mit In-vivo-Tests sind:
•	 Physiologische Veränderungen: Vitellogeninkonzent-

rationen (Ackermann et al. 2002b; Hansen 2000; Kang 
et al. 2002; Kunz und Fent 2006, 2009; Li et al. 2008; 
OECD 2006a; Routledge et al. 1998; Segner et al. 2003), 
11-Keto-Testosteron (Schäfers 2007), Spiggin-Konzen
trationen (Katsiadaki et al. 2002) oder andere physiolo-
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gisch relevante Hormonkonzentrationen (Kloas 2002), 
Thyroidstoffwechsel (Kloas 2002), Aromatasehemmung 
(Cheshenko et al. 2008; Oehlmann et al. 2007);

•	 Morphologische Veränderungen der primären oder se-
kundären Geschlechtsmerkmale: Geschlechtsdifferen-
zierungen (Duft et al. 2007; Kloas et al. 1999; OECD 
2006a), sekundäre Geschlechtsmerkmale (Kunz et al. 
2006a; Weisbrod et al. 2007), Gewicht und Körpermaße 
der Geschlechtsorgane (Duft et al. 2007; Schulte-Oehl-
mann et al. 2001; Weisbrod et al. 2007), gonadosoma-
tischer Index (GSI) (Baatrup und Junge 2001; van den 
Belt et al. 2004; Kang et al. 2002; Li et al. 2008; OECD 
2006a; Segner et al. 2003), Gonadenhistologie (Kunz 
et al. 2006a; Miles-Richardson et al. 1999; Pawlowski 
et al. 2004; Weisbrod et al. 2007) oder Spermienzählun-
gen (Baatrup und Junge 2001), Intersexstadien (Metcalfe 
et al. 2001; Schulte-Oehlmann et al. 2001), Imposexsta-
dien (Duft et al. 2007; Oehlmann et al. 2007);

•	 Reproduktionstoxikologische Parameter:
Ei-oder Embryozahlen (Ankley et al. 2001; Duft et al. 
2007; Kang et al. 2002; Kunz et al. 2006a; Weisbrod et al. 
2007), Befruchtungshäufigkeiten (Ankley et al. 2001; 
Kang et al. 2002; Schäfers und Wenzel 2000), Larval-
entwicklungen (Andersen et al. 2001; Ankley et al. 2001; 
Kloas 2002; Nishimura et al. 1997), Reproduktionserfol-
ge (Kang et al. 2002; Preston et al. 2001), Geschlechter-
verhältnisse (Ackermann et al. 2002b; Kloas et al. 1999; 
Kloas 2002) und Paarungsverhalten von Fischen (Coe 
et al. 2008; Watts et al. 2001). 

Auf In-vivo-Testverfahren wird teilweise in Tabelle 4 ein-
gegangen. Eine wesentlich umfangreichere Zusammenstel-
lung der In-vivo-Testverfahren befindet sich bei Moltmann 
et al. (2007) und soll hier nicht aufgeführt werden. 

3 Ergebnisse

3.1 Problematik einer Testauswahl  
nach einer Literaturrecherche

Eine Bewertung der In-vivo-Testverfahren erweist sich 
als schwierig, zumal einzelne In-vivo-Verfahren aufgrund 
des experimentellen Aufwands und der meist geringeren 
Verbreitung eine geringere Datendichte aufweisen. Eben-
falls können die In-vivo-Sensitivitäten aufgrund der Un-
terschiedlichkeit der Referenzsubstanzen und der Vielzahl 
der untersuchten Endpunkte nicht vergleichend dargestellt 
werden. Zusätzlich erschwerend kommt hinzu, dass es in-
ternational Bestrebungen gibt, bewilligungspflichtige Tier-
versuche zukünftig wo möglich zu vermeiden und durch 
nichtbewillingspflichtige In-vivo-Versuche mit Inverte
braten oder mit In-vitro-Testsystemen zu ersetzen. Ein An-
liegen dieser Arbeit ist es diese Entwicklungen zu berück-

sichtigen und wo möglich bewilligungsfreie Testsysteme 
vorzuschlagen. 

Auch bei der Auswahl und Bewertung möglicher geeig-
neter In-vitro-Verfahren sind nach einer Literaturrecherche 
viele Fragen offen (siehe Tabelle 1). An Beispielen mit sub-
zellulären und zellulären In-vitro-Testverfahren sollen hier 
kurz die Probleme für eine Einschätzung von Testverfahren 
erörtert werden, die zunächst nicht ersichtlich sind:

Beispiel 1 Jedes zelluläre Testverfahren hat durch seine 
Sensitivität gegenüber hormonaktiven Wirkungen und durch 
seine Empfindlichkeit gegenüber toxischen und konzentra-
tionsbedingten Effekten einen eigenen Arbeitsbereich, in 
dem es Wirkungen anzuzeigen vermag. Abbildung 3 zeigt 
eine typische Östrogenrezeptor-vermittelte Antwort eines 
zellulären Systems, die in bestimmten Konzentrationsberei-
chen zytotoxischen oder konzentrationsbedingten Effekten 
unterliegt. 

Konsequent sollten bei der Anwendung von zellulären 
Verfahren toxische Effekte sorgsam von östrogenen Ef-
fekten unterschieden werden und nur in Konzentrationen 
und Verdünnungen benutzt werden, in denen die Zellvi-
talität kaum beeinflusst wird (Kinnberg 2003). Eine Pro-
benverdünnung reduziert die Toxizität, aber ebenfalls die 
Möglichkeit östrogene Effekte zu detektieren. Molekulare 
Rezeptorbindungsassays können daher zuverlässige Alter-
nativen bei sich überlagernden Effekten sein. Der Enzyme-
Linked-Receptor Assay (ELRA) zählt zu den einfachsten, 
und mit einer Versuchsdauer von ca. 4 Stunden auch zu den 
schnellsten subzellulären Testsystemen (Hock und Seifert 
1998). Eine störende Überlagerung mit zytotoxischen Ef-
fekten oder mikrobiellen Kontaminationen wie in zellulä-
ren oder organismischen Systemen wird vermieden (Kase 
et al. 2007). Eine Unterscheidung zwischen Agonisten und 

Abb. 3  Östrogenabhängige Antwort eines zellulären Biotests  
(aus Leusch 2008)
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Antagonisten ist bei keinem zellulären (z. B. YES oder 
ER-Calux) und subzellulären Testverfahren, welches auf 
einer Rezeptorbindung basiert, vollständig möglich, auch 
wenn es dafür experimentelle Ansätze gibt. So wird in zel-
lulären Systemen der überwiegende Effekt zwischen östro-
gener und antiöstrogener Rezeptorbindung angezeigt, d. h. 
antiöstrogene Substanzen können östrogene Wirkstoffe in 
Umweltprobenmessungen überlagern, ohne dass es zu einer 
Zellantwort kommt. In subzellulären Rezeptorbindungsas-
says (z. B. ELRA) kann hingegen alles, was an den Rezeptor 
bindet, detektiert werden, unabhängig von seiner Wirkrich-
tung. Eine Anwendbarkeit auf Umweltproben mit verschie-
denen Rezeptorbindungstests mit ausreichender Sensitivität 
konnte ebenfalls wie in anderen Studien bestätigt werden 
(Kase et al. 2008, Leusch et al. 2006, Murk et al. 2002). 
Rezeptorbindungsassays wie der ELRA sind ausreichend 
sensitiv, um sie in bestimmten Umweltprobenbewertungen 
ohne Aufkonzentrierungen in hohen Verdünnungsstufen 
anzuwenden (Kase et al. 2008). Ob dies auch für Oberflä-
chengewässerproben zutrifft ist unklar und wird derzeitig an 
der University of Virginia in einer großen Messkampagne 
(ca. 200 Proben) geprüft. Die Sensitivität kann durch eine 
luminometrische Variante aber nochmals um den Faktor 5 
gesteigert werden (Global Water Research Coalition 2006). 
Die Sensitivität für Einzelsubstanzen liegt jedoch meist un-
ter denen von empfindlichen zellulären Systemen (siehe Ta-
belle 1). Aufgrund der fehlenden Wirkrichtungsunterschei-
dung eignen sich subzelluläre Rezeptorbindungsassays eher 
als Alternativen zu zellulären Systemen, wenn zytotoxische 
oder mikrobielle Belastungen in Umweltproben vorliegen.

Beispiel 2 In der Regel werden nach einer Literaturre-
cherche die bereits seit längerer Zeit etablierten Testverfah-
ren auffallen, über die entsprechend umfangreich publiziert 
worden ist. Ein gutes Beispiel stellt der E-Screen oder auch 
MCF-7-Zelllinienproliferationstest dar, der sehr empfind-
lich östrogene Wirkungen an humanen Brustkrebszellen 
nachzuweisen vermag (Andersen et al. 1999; Gutendorf und 
Westendorf 2001; Folmar et al. 2002; Körner et al. 1997). 
Der MCF-7-Test als Proliferationstest wurde erstmalig 1995 
von A. Soto in (Soto et al. 1995) mit 17-beta-Estradiol als 
Referenzsubstanz beschrieben. Auch konnte in dieser Stu-
die bereits ein Screening für mehrere umweltrelevante ös-
trogene Substanzen durchgeführt werden. Nur vereinzelte 
Literaturquellen weisen auf die methodischen Grenzen im 
Umgang mit diesem Testverfahren hin, wozu die Berück-
sichtigung initialer Zelldichten und die Verwendung hor-
monfreier oder hormonhaltiger Kulturmedien gehören. Bei-
de Faktoren wirken sich erheblich auf die Sensitivität des 
Testverfahrens aus (Rasmussen und Nielsen 2002). Auch 
besteht bei längerem Einsatz von Zelllinien die Gefahr der 
Bildung von Subclonen, die veränderte Eigenschaften auf-
weisen. In einer Studie zum Interlaborvergleich des MCF-
7-Tests bei Verwendung des gleichen Zellstammes und des 

gleichen Protokolls traten Abweichungen für den EC50 bis 
zu einem Faktor von 70 auf (Andersen et al. 1999). Ein wei-
terer negativer Aspekt für den Einsatz des MCF-7-Testes als 
ökotoxikologisches Testsystem ist der direkte Einfluss von 
zytotoxischen Schadstoffen auf die Proliferationsrate, die 
als Maß für östrogene Aktivität dient (Kase 2004). In eini-
gen Fällen ist es daher nicht möglich, zytotoxische Effekte 
von den hormonaktiven Wirkungen getrennt zu detektieren. 
Es bleibt zu prüfen, ob Weiterentwicklungen des MCF-7-
Tests wie der MVLN-Test (van den Belt et al. 2004, Guten-
dorf und Westendorf 2001), bei dem ein Reportergensystem 
integriert wurde, unabhängiger von zytotoxischen Effekten 
östrogene Effekte anzeigen kann, z. B. indem Wachstums- 
und Induktionseffekte miteinander verrechnet werden.

Für ein Umweltmonitoring sind z. B. Testverfahren zu 
bevorzugen, die mit möglichst nativen Proben arbeiten 
können, damit die natürlichen Expositionspfade, aber auch 
der Einfluss der Bioverfügbarkeit berücksichtigt werden 
können. Erfreulicherweise gibt es vergleichende Studien 
(Kase et al. 2007; Legler et al. 2002; Leusch et al. 2006; 
Leusch 2008; Murk et al. 2002), die es sich zur Aufgabe 
gemacht haben, die für eine Anwendung relevanten Krite-
rien zu identifizieren und zu bewerten. Am besten eignen 
sich Studien, die sowohl mit Einzelsubstanz- als auch mit 
Umweltprobenuntersuchungen gearbeitet haben.

Eine Bewertung des E-screens oder des MCF-7-Prolife-
rationstests kann je nach gesammelten Erfahrungen durch-
aus unterschiedlich ausfallen (Tabelle 2). 

Beispiel 3 Auch die Einschätzung des YES, als nicht sen-
sitives Verfahren, kann durch Literaturangaben widerlegt 
werden, da er schon mehrfach erfolgreich für Umweltpro-
benbewertungen eingesetzt wurde (siehe Tabelle 1). Die hier 
verwendeten YES-Verfahren hatten eine Nachweisgrenze 
von 3,5 und 5 ng/l 17-beta-Estradiol, andere YES-Verfahren 
können um den Faktor 10 –50 sensitiver (zum Vergleich 
z. B. Vermeirssen et al. 2006). Es ist davon abhängig, wel-
ches YES-System in welcher Modifikation verwendet wird. 
Der Anspruch eines Anwenders an ein Testverfahren hängt 
aber stark vom Anwendungszweck ab. 

3.2 Erfassung relevanter Anwendungskriterien  
für biologische Testsysteme

Nach dieser Literaturrecherche wurde aufgrund der oben 
geschilderten Problematik bei der Auswahl der Testverfah-
ren ein Fragebogen entworfen, der möglichst unterschiedli-
che Anforderungen an ein Testverfahren abfragt und damit 
einen schnellen Überblick über mögliche Anwendungsge-
biete bietet. Auch konnten so verstärkt Informationen zu 
In-vivo-Verfahren erfragt werden, deren Beurteilung sich 
aufgrund einer oftmals geringeren Datendichte und ei-
ner höheren Komplexität der Endpunkte als schwieriger 
erweist. Die Auswahl erfolgte nach dem Validierungs-
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status und anhand von der durch Publikationen nachge-
wiesenen Umweltprobentauglichkeit mit entsprechender 
Sensitivität.

Aus 15 Testverfahren (5 in vivo und 10 in vitro) konn-
ten 8 Verfahren der OECD erfasst werden, und 3 von 5 
In-vitro-Verfahren aus dem GWRC-Report „Tools to de-
tect estrogenic activity in environmental waters“ (Leusch 
2008) wurden berücksichtigt. Zu einem Testverfahren 
wurde neben der Grundinformation eines Testverfahrens, 
die Sensitivität bzw. auch der Arbeitsbereich, die Anwend-
barkeit, die Standardisierbarkeit/Verfügbarkeit, der Auf-
wand, die Kosten, die Praktikabilität und die biologische 
und ökotoxikologische Relevanz bei versierten Anwendern 
abgefragt. Es wurden nur Personen mit ausgewiesener Ex-
pertise für die Befragung gewählt, daher war entscheidend, 
ob diese schon eine Anzahl entsprechender Publikationen 
für diese Testverfahren vorzuweisen hatten oder eine akti-
ve Mitwirkung in Gremien zur Biotestentwicklung (Vali-
dierung/Normung) bekannt war. Um die Subjektivität der 
Angaben zu reduzieren, wurde ein Verweis auf entspre-
chende Literaturquellen zur Stützung der Angaben oder 
kurze Begründungen gefordert, und es fand nach Eingang 
der Befragungsergebnisse eine Prüfung der Ergebnisse mit 
anderen Literaturangaben statt. Bei Fragen, Unklarheiten 
oder dem Verdacht auf Fehlinformation wurden durch Te-
lefonate die kritischen Punkte erneut erörtert und es fand 
eine Anpassung oder ein Weglassen der Information statt. 
Da es sich um sensible Daten handelt, die sich im Rahmen 
von zukünftigen Projekten noch ein wenig revidieren kön-
nen, wurde eine allgemeine Anonymisierung der Befragten 
bevorzugt. Trotz dieser Bemühungen um Objektivierung 
der Angaben und dem hohen Informationsgehalt, der zur 
Verfügung gestellt wurde, sind subjektive Einflüsse nicht 
gänzlich auszuschließen, da jedes Verfahren nur einmalig 
erfasst werden konnte. Diese Abfrage stellt daher eine Er-
weiterung zum verfügbaren Wissen durch eine Literaturre-
cherche dar und kann ebenfalls als Orientierungshilfe zur 
Identifikation geeigneter Testverfahren für verschiedene 

Anwendungszwecke dienen. Einige vielversprechende In-
vitro- und In-vivo-Tests wurden aus folgenden Gründen 
nicht in die Abfrage mit einbezogen. Für Verfahren wie 
der T47D-K-BlueC (Wilson et al. 2004) und den OECD 
validierten TA-Assay (Takeyoshi 2006) wurden Anfragen 
gestartet, es erfolgte jedoch kein Rücklauf. Für In-vitro-
Fischrezeptor-Tests konnte kein Anwender/Experte ge-
funden werden, der die Abfrage beantwortete, was darauf 
hinweist, dass diese Tests im Moment kaum verbreitet und 
in Anwendung sind. Ähnlich scheint es sich bei In-vitro-
Vitellogenin-Induktionstests mit Fischhepatozyten zu sein. 
Beide fischbasierten In-vitro-Testarten könnten jedoch 
in Zukunft für ein Umweltmonitoring von Interesse sein 
(OECD 2009, in Vorbereitung).

In-vivo-Testverfahren, wie die in OECD-Validierung 
befindlichen Fish Short Term Reproduction Assay oder der 
Fish Sexual Development Test (siehe Tabelle 4) wurden auf-
grund des enormen Arbeitsaufwandes und dem damit ver-
bundenen Verlust an Praktikabilität für eine Untersuchung 
von Gewässern nicht für die Abfrage in Betracht gezogen. 
Folgende Testverfahren wurden durch die Abfrage erfasst  
(Tabelle 3).

3.2.1 Ergebnisse der Kriterienabfrage der Testverfahren 

Zunächst wurden Fragen zur ökotoxikologischen Relevanz 
und Eignung des Testverfahrens gestellt (Abb. 4): 
a)	 Ist das Testverfahren aus Ihrer Sicht als Screening-Ver-

fahren geeignet, um in Umweltproben hormonaktive Po-
tentiale anzuzeigen?

b)	 Für wie geeignet halten Sie den ermittelten Endpunkt, 
um hormonaktive Wirkungen in Gewässern für ein brei-
tes Organismenspektrum anzuzeigen?

c)	 Ist das Testverfahren aus Ihrer Sicht als Monitorverfah-
ren geeignet, um bestimmte hormonaktive Wirkungen in 
Gewässern im Routineeinsatz anzuzeigen?

Die In-vivo-Verfahren wurden bis auf den XEMA im All-
gemeinen als schlechtere Screening-Verfahren bewertet 

Tabelle 2  Stärken und Schwä-
chen von 5 In-vitro-Testverfah-
ren (aus Leusch 2008)
 

Legende: – = unterdurchschnittlich; + = mäßig, ++ = gut, +++ = ausgezeichnet. (a) Der KBlueC lief nur in 
einem Labor. (b) Octylphenol verursachte ein Verschleppungsproblem auf der Mikrotiterplatte
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als die meisten In-vitro-Verfahren. So wurde z. B. 4-mal 
angegeben, dass die In-vivo-Verfahren zu aufwändig sei-
en, und 2-mal wurde eine eingeschränkte Übertragbarkeit 

der Ergebnisse angegeben. Eine Einschätzung der Eignung 
als Monitorverfahren fiel für die In-vivo-Verfahren unter-
schiedlich aus. Die Befragung zum Indikationswert des 

Tabelle 3  Bei Anwendern abgefragte Testverfahren und Endpunkte zur Erfassung hormonaktiver Wirkungen

Durch Kriterienprofile erfasste Testverfahren und deren Endpunkte zum Nachweis  
hormonaktiver und reproduktionstoxischer Wirkungen

In vivo-Verfahren:

1) FSA: Fish Screening Assay (erweitert) in OECD Validierung
Biomarker (Vitellogenin; zusätzlich möglich 11-keto Testosteron); Reproduktionsparameter (Eizahl, Befruchtungsrate), optional: Histologie
2) XEMA: Amphibienmetamorphoseassay mit Xenopus laevis (erweitert) ab 04/09 als OECD-Guideline verabschiedet
Endokrine Disruption des Schilddrüsensystems anhand von Entwicklungsstadien (morphologische Parameter), Schilddrüsenhistologie (Genex-
pression möglich)
3) Pa-Repro: Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum in OECD Prävalidierungsphase
Embryonenzahl in der Bruttasche, die unter Einfluss von östrogenen/androgenen und reproduktionstoxischen Substanzen moduliert wird.
4) Dm-Repro:Daphnienreproduktionstest, bereits OECD validiert (TG 211) aber ohne endokrine Spezifität, Erweiterung geplant
Überleben, Nachkommenzahl nach Guideline; Erweiterung für endokrine Effekte (vorgeschlagen): Geschlechtsverhältnis der Nachkommen
5) Chirotest:Chironomidentest, bereits OECD validiert (TG 218-219) aber ohne endokrine Spezifität, Erweiterung geplant
Schlupfrate (Emergenz) u. Entwicklungsrate, Ausweitung der Testlänge auf 45 Tage, inkl. Reproduktiver Phase, zusätzliche Endpunkte: Anzahl 
Eistränge, Fruchtbarkeit der Eistränge, Lebensfähigkeit der Nachkommen

In vitro-Verfahren:

6) MVLN-Test
Enzymaktivität nach hER abhängigen Reportergentranslation in transfizierten MCF-7-Zellen
7) YES nach McDonnell
Agonistische und antagonistische Rezeptorbindung am humanen ERα in rekombinant veränderten Hefezellen (BJ 3505)
8 + 9) YES/YAS nach Sumpter und nach Schultis/Metzger modifiziert
Agonistische und antagonistische Rezeptorbindung am humanen ERα und AR in rekombinanten Hefezellen mit Lyticase katalisiertem Endver-
dau der Zellen
10) H295R Steroidgenesis Assay, bereits OECD validiert und Bestandteil des EDSP
Disruption der Steroidgenese von 17-beta-Estradiol und Testosteron, Messung der Aromatasemodulation möglich
11 + 12) ER-Calux alpha, AR-Calux
luminometrische Messung einer humanen ERα und AR rezeptorvermittelten Antwort von T47 D rekombinant veränderten Brustkrebszellen
13) E-screen, MCF-7-Proliferationstest
Induktion der Zellproliferation von Mammakarzinomzellen humanen Ursprungs (MCF-7-Zellen)
14) Enzyme-Linked-Receptor-Assay, ELRA
Rezeptorbindungsassay, der agonistische und antagonistische Rezeptorbindung am humanen ERα erfasst
15) AWACCS Biosensor, der Multianalytbestimmungen ermöglicht
Multianalyt-Immunoassay für aquatische Schadstoffe
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Abb. 4  Ökotoxikologische Einschätzung von Testverfahren für hormonaktive Wirkungen
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Endpunktes für ein breites Organismenspektrum wurde für 
die In-vitro-Verfahren mindestens als „mittelmäßig“ einge-
schätzt, die Angaben für die In-vivo-Verfahren variierten 
hingegen von „schlecht“ bis „gut“. Eine Einschätzung des 
XEMA wurde mit „sehr gut“ für Verteberaten angegeben. 
Da der Anteil der Vertebraten in aquatischen Systemen va-
riieren kann, wurde die Angabe nicht gewertet. Der Chiro-
nomidentest wurde diesbezüglich als „schlecht“ bewertet, 
da eine Übertragbarkeit auf Insekten beschränkt ist. Aller-
dings kann der Insektenanteil gewässerspezifisch relativ 
hoch liegen. Während In-vitro-Verfahren eher für Kurz-
zeitexpositionen geeignet sind, können In-vivo-Verfahren 
Langzeiteffekte erfassen.

3.2.2 Erfassung des Zeitaufwandes der Testverfahren 

Die In-vivo-Verfahren benötigen je nach gemessenem End-
punkt oft einen wesentlich höheren Zeitaufwand als die In-
vitro-Verfahren (Abb. 5). Bei den In-vivo-Verfahren benötigt 

der Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum den 
längsten Gesamtzeitbedarf, gefolgt vom Fisch-Screening-
Assay. Bei den In-vitro-Verfahren benötigten erwartungsge-
mäß (siehe Tabelle 1) der E-Screen und der MVLN-Test den 
größten Zeitaufwand. Bei den YES/YAS-Verfahren wurde 
der zeitliche Aufwand der Übernachtkultur (Vorbereitungs-
zeit) nicht berücksichtigt, damit verlängert sich der Ge-
samtzeitbedarf dieser Verfahren noch einmal um 16 –18 h. 
Parallel zum Zeitaufwand wurde auch der geschätzte Ar-
beitsaufwand befragt.

3.2.3 Erfassung des Arbeitsaufwandes der Testverfahren

Auch der Arbeitsaufwand lag für die In-vivo-Verfahren er-
heblich höher als für die In-vitro-Verfahren (Abb. 6). Jedoch 
zeigte sich, dass der Reproduktionstest mit Potamopyrgus 
antipodarum bei dem längsten Gesamtzeitbedarf mit dem 
geringsten Arbeitsaufwand angegeben wurde. Bei den In-
vitro-Verfahren wurde der MVLN-Test, der eine Weiterent-

0.1

1

10

100

A B C D E

Ze
it 

in
 T

ag
en

 [d
]

FSA XEMA Pa-Repro Dm-Repro Chirotest

0.1

1

10

100

1000

A                              B                            D                             E

Ze
it 

in
 S

tu
nd

en
 [h

]

MVLN YES McDon. YES Sumpter YAS Sumpter H295R
ER Calux AR Calux E-Screen ELRA AWACCS

a b

Abb. 5  Zeitaufwand von Testverfahren für hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen; A = Vorbereitungszeit, B = Versuchsdauer, 
C = Vortestungen, D = Auswertungszeit, E = Gesamtzeitbedarf. Der Zeitaufwand für Vortestungen bei den In-vitro-Tests wurde mit 0 angegeben 
und daher nicht dargestellt

0

10

20

30

40

50

60

70

Gesamtzeitbedarf                        Arbeitszeit

Ze
it 

in
 T

ag
en

 [d
]

FSA XEMA Pa-Repro Dm-Repro Chirotest

0

30

60

90

120

150

180

MVLN YES McDon. YES Sumpter YAS Sumpter H295R
ER Calux AR Calux E-Screen ELRA AWACCS

Gesamtzeitbedarf                        Arbeitszeit

Ze
it 

in
 T

ag
en

 [d
]

a b

Abb. 6  Arbeitsaufwand von Testverfahren für hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen
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wicklung des E-Screens ist, als wesentlich arbeitsintensiver 
(47 h im Vergleich zu 16 h) beschrieben. Neben der Arbeits-
zeit wurden die Materialkosten für einen Versuchsansatz und 
die gesamten Installationskosten (Messgeräte, Versuchs
apparatur, Testkomponenten) abgefragt, um den Versuch in 
einem nicht ausgestatteten Labor erstmalig zu installieren.

3.2.4 Erfassung der Materialkosten von Testverfahren 

Die Materialkosten (Abb. 7) für In-vivo-Verfahren wurden 
im Mittel höher eingeschätzt als die der In-vitro-Verfahren. 
Der FSA (Fish-Screening Assay) und der XEMA belegten die 
höchsten Kostenklassen. Bei den In-vitro-Verfahren zeigte 
sich der MVLN-Test als sehr aufwändig. Der H295R Stero-
idgenesis Assay wurde bezüglich der Materialkosten gleich-
wertig mit dem Daphnienreproduktionstest eingeschätzt, der 
die geringste Kostenklasse bei den In-vivo-Verfahren beleg-
te. Für den Chironomidentest lag keine Einschätzung vor. 
In einem Versuchsansatz mit In-vitro-Verfahren werden in 
der Regel mehr Substanzkonzentrationen bzw. Probenver-
dünnungen getestet als bei In-vivo-Verfahren (nicht gezeigte 

Daten), was sich zusätzlich günstig auf den Kostenaufwand 
pro Probe auswirkt.

3.2.5 Erfassung der Installationskosten von Testverfahren

Für die Installationskosten (Abb.  8) zeigen die In-vitro-
Verfahren eine ähnliche Klassenverteilung wie die In-vivo-
Verfahren, was wahrscheinlich auf die relativ hohen Kosten 
bei der Anschaffung der Mikrotiterplattenlesegeräte für lu-
minometrische und photometrische Messungen zurückzu-
führen ist. Erneut wurde der MVLN-Test als sehr kostenin-
tensiv eingeschätzt.

3.2.6 Erfassung der Sensitivitäten der Testverfahren

Für 5 Testverfahren lagen aufgrund der Verwendung 
von anderen Standardsubstanzen keine Angaben zu den 
Sensitivitäten vor (Abb.  9). Bei den In-vitro-Verfahren 
kann folgende Sensitivitätsreihung für 17-beta-Estra-
diol anhand der EC50 vorgenommen werden: ER-Ca-
lux < E-Screen < MVLN < YES Sumpter < ELRA. Der 
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Abb. 7  Materialkosten von Testverfahren für hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen für einen Versuchsansatz; kommerzielle 
Verfahren wurden mit einem # gekennzeichnet, die anfallenden Kosten sind bei den Anbietern zu erfragen
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Kosten sind bei den Anbietern zu erfragen
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ER-Calux zeigt auch die geringsten LOEC-Werte und 
scheint für 17-beta-Estradiol eine hohe Sensitivität auf-
zuweisen. Aufgrund der Lückenhaftigkeit der Datenanga-
ben und der Unterschiedlichkeit der verwendeten und auch 
verwendbaren Testsubstanzen lassen sich nur begrenzte 
Schlussfolgerungen ableiten. So kann z. B. der YAS nach 
Sumpter nicht mit dem AR-Calux verglichen werden, da 
unterschiedliche Substanzen getestet wurden (Sumpter 
1995). Testverfahren wie der XEMA oder der H295R Ste-
roidgenesis Assay arbeiten aufgrund ihrer Wirkmechanis-
men mit anderen Referenzsubstanzen. Sowohl In-vitro- als 
auch In-vivo-Verfahren ermöglichen den Nachweis östro-
gener Substanzen im unteren ng/l-Bereich.

3.2.7 Erfassung der Anwendungsbereiche  
der Testverfahren

Der FSA und der Chironomidentest wurden in ihrer An-
wendbarkeit sehr eingeschränkt dargestellt, wo hingegegen 
die anderen Verfahren als sehr flexibel für verschiedene 
Anwendungsbereiche bewertet wurden (Abb.  10). Leider 
konnten nur die Anwendungsbereiche für die In-vivo-Ver-
fahren vergleichend dargestellt werden. Einige In-vitro-

Verfahren (z. B. die ER- und AR-Calux-Systeme, bestimm-
te YES-Verfahren oder der H295R Steroidgenesis Assay) 
testen Oberflächenwasser oder Abwasserproben erst nach 
Extraktionen. Dies kann erstens auf Überlagerungen mit 
möglichen zytotoxischen Effekten zurückzuführen sein oder 
darauf, dass mit Extraktionen oftmals auch Aufkonzentrie-
rungen verbunden sind, die z. B. eine zu starke Verdünnung 
von Wachstumsmedien durch die Probe umgehen. Ebenfalls 
sind für wirkungsbezogene Analyseansätze Extraktionen 
absolut notwendig. Andere Verfahren wie der ELRA oder 
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die modifizierten Sumpter-YES/YAS-Systeme können mit 
nativen Wasserproben arbeiten und sind ausreichend sensi-
tiv und robust um bestimmte Umweltprobenbewertungen 
durchzuführen. Eine Ringtestung mit nativen oder dotierten 
Proben unterschiedlicher Belastungsqualität könnte wert-
volle Informationen zu den möglichen Anwendungsberei-
chen liefern.

3.2.8 Bewertung der Standardisierbarkeit, Verfügbarkeit 
und Verbreitung von Testverfahren 

Den Anwendern und Entwicklern wurden folgende Fra-
gen zur Standardisierbarkeit und Verfügbarkeit gestellt 
(Abb. 11):
a)	 Wie gut schätzen Sie die Standardisierbarkeit ein? 
b)	 Wie gut sind Testkomponenten und/oder Testorganis-

men in gleichbleibender Qualität über das gesamte Jahr 
kommerziell erhältlich?

c)	 In wie vielen Laboren wissen oder vermuten Sie, dass 
derzeit das Testverfahren angewendet wird?

Die Standardisierbarkeit der In-vitro- und In-vivo-Verfahren 
wurde relativ hoch eingeschätzt. Nur der E-Screen und der 
FSA wurden als mittelmäßig zu standardisieren bewertet. 
Da sämtliche dargestellten In-vivo-Verfahren sich in Nor-
mungen oder Prävalidierungen für die OECD befinden oder 
bereits genormt sind, war dieses Ergebnis zu erwarten. Die 
Verfügbarkeit der Systemkomponenten wurde ebenfalls 
relativ hoch eingeschätzt. Eine mittelmäßige Bewertung 
erhielt der Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipoda-
rum. Für diesen Test wurden auch reproduktionszyklische 
Schwankungen eingeräumt, zu denen die Testung östroge-
ner (Frühjahr) und androgener Substanzen (Spätsommer 
und Herbst) aufgrund der dann natürlicherweise hohen bzw. 
niedrigen Embryonenzahl nur eingeschränkt möglich ist 
(Gefahr falsch negativer Befunde). Eine Gefahr von falsch 
negativen und falsch positiven Befunden wurde auch für 
die anderen Testverfahren abgefragt (nicht gezeigte Daten), 

führte aber zu Verwirrungen in der Beantwortung, da der 
Ausgangspunkt für eine solche Aussage zuvor nicht geklärt 
wurde. Diese Angabe ist auch von den betrachteten Wirk-
mechanismen abhängig und wird in der Diskussion aufge-
griffen. Eine Einschätzung der Verbreitung der Testverfah-
ren konnte gut mit den Angaben in den Literaturquellen in 
Zusammenhang gebracht werden. Je nach Bekanntheitsgrad 
und Validierungszustand der Testverfahren wurde auch die 
geschätzte Anwendungshäufigkeit angegegeben. Testver-
fahren wie der Daphnienreproduktionstest oder der Chiro-
nomidentest, die bereits OECD-validiert sind und z. B. zur 
Pflanzenschutzmittelbewertung benutzt werden, sind ge-
genüber in der OECD-Validierung befindlichen Verfahren 
weiter verbreitet. Beide Verfahren werden derzeit gezielt für 
die Untersuchung von hormonaktiven Substanzen erweitert 
(siehe Tabelle 3). Ältere Verfahren wie der E-Screen besit-
zen aufgrund ihrer Bekanntheit eine häufigere Anwendung 
als neuere Verfahren. Die starke Verbreitung der YES/YAS-
Systeme (siehe Tabelle 1) konnte auch in dieser Abfrage ge-
zeigt werden. Der Schwerpunkt liegt auf den Sumpter/Rout-
ledge-Varianten, was nicht differenziert aufgeführt wurde. 
Eine tabellarische Zusammenfassung der Gesamtergebnisse 
der Kriterienprofile befindet sich in Tabelle 5.

Die Validierung und Normung (Standardisierung) von 
Testverfahren sind wichtige Werkzeuge, um die methodi-
schen Grenzen und die Anwendbarkeit von Testverfahren 
zu beschreiben. Auch wenn der Zeitaufwand für diese Pro-
zesse beachtlich sein kann, so wird eine Erhöhung der Ak-
zeptanz und Verbreitung erreicht und bietet die Möglichkeit 
Testverfahren in regulative Bewertungsverfahren zu imple-
mentieren. Daher werden diese Aspekte im nachfolgenden 
Abschnitt behandelt.

3.2.9 Rolle der Validierung und Normung für Testverfahren

Der Sinn von Normen besteht darin eine Vergleichbarkeits-
basis oder einen Maßstab zur Bewertung einer Vergleichbar-
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Abb. 11  Standardisierbarkeit, Verfügbarkeit und Verbreitung von Testverfahren für hormonaktive und reproduktionstoxische Wirkungen.  
Die Zahlen stehen für die geschätzte Anzahl der Labore, in denen das Testverfahren angewendet wird
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keit bereitzustellen. Angaben zu einer statistischen Aussa-
gesicherheit, der Standardisierbarkeit, Automatisierbarkeit 
und Reproduzierbarkeit von Testverfahren lassen sich oft 
nur in aufwändigen Ringversuchen mit mehreren Laborato-
rien genauer treffen. Es ist auch nicht immer möglich eine 
einheitliche Standard Operating Procedure (SOP) bei der 
Untersuchung gleicher Proben in unterschiedlichen Labo-
ratorien zu verwenden, da die apparative Ausstattung sehr 
variieren kann. Größere Ringversuche (> 6−7 Laboratorien) 
können helfen, die kritischen Anwendungsschritte in SOPs 
zu identifizieren (Leusch 2008). Methodische Schwach-
punkte können über einen Validierungsprozess genauer 
identifiziert werden. Die OECD beschäftigt sich mit Che-
mikalienprüfung, ISO und CEN mit der Prüfung von Um-
weltproben, wobei valide Tests für Chemikalienprüfungen 
auch für Umweltprüfungen interessant sein können. Neben 
einem Erkenntnisgewinn über die Anwendbarkeit und Leis-
tungsfähigkeit eines Testverfahrens können im Verlauf der 
Normierung von Testverfahren vielfältige Vorteile erzielt 
werden (verändert nach Pluta 2008b):
•	 Sicherheit, dass die Methoden auf andere Laboratorien 

übertragbar und valide sind
•	 Aufmerksamkeit aller interessierten Gruppen für das 

Testverfahren, unabhängig von einer wirtschaftlichen 
Leistungsfähigkeit und sprachlichen Fähigkeiten

•	 nationaler Transfer internationaler Standards
•	 Vermeidung redundanter Arbeit und unnötiger Konkur-

renzentwicklung
•	 die Ergebnisse, die mit diesem OECD-validierten Test 

erlangt werden, müssen von allen Mitgliedsstaaten ak-
zeptiert werden

•	 Möglichkeit der Berücksichtigung bei der Festlegung 
von Gesetzen

•	 Interessensausrichtung mehrerer unabhängiger Gruppen 
auf ein gemeinsames Ziel

•	 standardisierte und für den Verwendungszweck akzep-
tierte Methoden

•	 vergleichbare und gerichtsfeste Ergebnisse, die weltweit 
erhoben und bewertet werden können, womit auch inter-
nationale Vergleiche möglich sind

•	 standardisierte und validierte Methoden, auch als Werk-
zeug der Qualitätssicherung und der formalen Akkredi-
tierung

•	 Nutzung vorhandener Netzwerke als Plattformen für wis-
senschaftliche Diskussionen und zur Ermittlung weiteren 
Entwicklungsbedarfs

•	 Möglichkeit prä- und co-normative Forschung anzusto-
ßen, z. B. über drittmittelgeförderte Forschungsprojekte

Allerdings werden personelle und materielle Kapazitäten 
über einen längeren Zeitraum gebunden, wobei ein Teil 
der Aktualität der Untersuchungsinteressen verloren ge-
hen kann. Besteht jedoch eine funktionierende Arbeitsvor-
schrift, so kann eine ISO oder CEN-Normung innerhalb von 

2−3 Jahren erreicht werden. OECD-Validierungen können 
bei entsprechender Eignung durch Me-Too-Validierungen 
abgekürzt werden. Das Sortiment älterer genormter Me-
thoden wächst, womit die Möglichkeit einer Verdrängung 
innovativer und moderner Testverfahren besteht. Ist ein 
Testverfahren einmal genormt, so ist es unabhängig von sei-
ner Aussagekraft besser verfügbar als ein nicht genormtes 
Testverfahren.

Auch die Akzeptanz von validierten und normierten Test-
verfahren kann unterschiedlich ausfallen, OECD-Guidelines 
können sogar bei der Wahl der verwendeten Organismen 
Ermessensspielraum lassen, wohingegen DIN und ISO-
Normen weitgehend festgelegter in den Methoden sind. Ein 
aktueller Vergleich der ISO- und OECD-Methoden befin-
det sich in OECD (2008b). Validitäts- und Gültigkeitskri-
terien, die Messunsicherheit, sowie die Beschreibung von 
Störungen und die Festlegung von Anwendungsbereichen 
sind elementare und obligatorische Bestandteile der Nor-
mung. Daher sollten Verfahren, die eine Umweltbewertung 
ermöglichen, einen Normungsprozess durchlaufen, um eine 
sichere und übertragbare Aussage treffen zu können. Tabel-
le 4 soll einen Eindruck vermitteln, wie vielfältig und unter-
schiedlich die zu erfassenden Endpunkte für die Identifika-
tion hormonaktiver und reproduktionstoxischer Wirkungen 
sein können. 

4 Diskussion

4.1 Kriterien einer Testauswahl aus ökotoxikologischer  
und regulativer Sicht 

Die unterschiedliche Handhabung von Begrifflichkeiten 
bei der Identifizierung und Auswahl geeigneter Kriterien 
für Testverfahren führt oft zu Verständnisproblemen und 
erschwert eine Findung gemeinsamer inhaltlicher Schnitt-
mengen, die, wie die folgenden Beispiele zeigen, durchaus 
vorhanden sind.

Beispiel 1 Eignungskriterien für Testverfahren in der 
Ökotoxikologie:
•	 Relevanz (besitzt einen Bezug und Bedeutung für das 

Ökosystem) 
•	 Konstanz (hinreichende Wiederholbarkeit zu bestimmten 

Zeiten des Jahres)
•	 Empfindlichkeit (Effekte treten in umweltrelevanten 

Konzentrationen auf )
•	 Objektivierbarkeit (Mess- und Dokumentierbarkeit)
•	 Interpretierbarkeit (Rückschlüsse auf reale Freiland-Sys-

teme möglich)
•	 Realisierbarkeit (vertretbarer zeitlicher, personeller, ap-

parativer Aufwand)
•	 Standardisierbarkeit (definierte nachvollziehbare Ver-

suchsbedingungen, die übertragbar sind)
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Beispiel 2 Anforderungen an biologische und chemisch-
physikalische Analysenverfahren als Überwachungsver-
fahren in der Abwasserverordnung (AbwV) zu § 7a WHG 
(Wasserhaushaltsgesetz) und Abwasser-Abgabengesetzes 
(AbwAG) (Pluta 2008a):
•	 Operationalität (Anzeige des Zieles der Abwasserbe-

handlungsmaßnahme direkt und sinnfällig über das Test-
ergebnis)

•	 Reproduzierbarkeit (Standardisierte Testverfahren)
•	 Gerichtsfestigkeit (Festlegungen zur Durchführung des 

Verfahrens und zur Probenahme führen zu gerichtsfesten 
Ergebnissen)

•	 Rechtssicherheit (intrinsische Qualitätssicherung, Anga-
ben zur Messunsicherheit)

•	 Sinnfälligkeit (Stellvertreterfunktion der Organismen 
oder eindeutige Wirkungserfassung)

•	 Optimale Testbedingungen (pH, Medien, Kulturbedin-
gungen, Praktikabilität, Wirtschaftlichkeit)

•	 Kompatibilität mit EU-Recht, AbwV und AbwAG
Die Synthese von regulativen und ökotoxikologischen 
Sichtweisen ermöglicht die Entwicklung geeigneter In-
strumente zur Umweltüberwachung, die eine belastbare 
Aussagekraft und eine hohe ökotoxikologische Relevanz 
besitzen können. Die größte Schnittmenge bieten ökoto-
xikologisch relevante Verfahren, die sich methodisch so-
weit in Validierungsprozessen bewährt haben, dass die von 
ihnen abgeleiteten Aussagen zuverlässig sind. Dennoch 
sollten auch innovative Verfahren berücksichtigt werden, 
von denen anzunehmen ist, dass sie sich zukünftig in Vali-
dierungen und Standardisierungen behaupten können und 
die eine ökotoxikologische Aussagekraft bzw. zumindest 
eine Indikatorfunktion besitzen. Konzeptuelle Überle-
gungen zum Besorgnisvorbehalt, dem Vorsorgegedanken 
und dem Verursacherprinzip sollten einbezogen werden 
(Pluta 2008a). 

Es ist recht unwahrscheinlich, dass ein Testverfahren 
alle Aspekte gleichermaßen gut bedienen kann. In einem 
wichtigen Diskussionsbeitrag von Vertretern der Industrie 
(Länge et al. 2006) zu einer Bewertung und Validität von 
toxikologischen und ökotoxikologischen Studien für regu-
latorische Fragestellungen wurden Hauptkriterien definiert, 
die dabei zu erfüllen sind. Als Hauptkriterien wurden Nach-
vollziehbarkeit, Plausibilität, Relevanz und Reproduzier-
barkeit der Studien angeführt. Eine „Nachvollziehbarkeit“ 
sollte erreicht werden, indem Relevanz und Fragestellung 
der Untersuchung klar definiert sind. Dennoch ergibt sich 
daraus die Problematik regulatorische Aspekte ausreichend 
flexibel und gleichzeitig gerichtsfest zu gestalten, damit 
eine Anwendbarkeit auch bei sich ändernden wissenschaft-
lichen und experimentellen Ausgangssituationen erhalten 
bleibt. Die „Reproduzierbarkeit“ als Wiederholungsgenau-
igkeit von Prüfergebnissen, kann nur bei entsprechender 
Einhaltung definierter bzw. standardisierter Versuchsbe-O

rg
an

is
m

us
/S

ys
te

m
N

am
e

E
nd

pu
nk

te
O

rg
an

is
at

io
ns

le
ve

l
Ve

rs
uc

hd
au

er
G

ui
de

lin
e/

Va
lid

ie
ru

ng
ss

ta
tu

s

St
er

oi
dg

en
es

e 
un

d 
A

ro
m

at
as

e-
A

ss
ay

s
�

�
�

�

H
29

5R
-A

de
no

ka
rz

in
om

sä
ug

er
ze

lle
n

H
 2

95
R

 S
te

ro
id

ge
ne

si
s 

A
ss

ay
M

od
ul

at
io

n 
de

r S
te

ro
id

ho
rm

on
ge

ne
se

, A
ro

m
at

as
em

od
ul

at
io

n 
m

ög
lic

h
ze

llu
lä

r
48

h
be

re
its

 v
al

id
ie

rt,
 P

ee
r R

ev
ie

w
 w

ir 
fü

r d
as

 2
. Q

ua
rta

l 2
00

9 e
rw

ar
te

t
K

G
N

-S
äu

ge
rz

el
le

nn
M

ic
ro

so
m

al
 a

ro
m

at
as

e 
as

sa
y

M
od

ul
at

io
n 

de
r m

ik
ro

so
m

al
en

 A
ro

m
at

as
ea

kt
iv

itä
t

ze
llu

lä
r/s

ub
ze

llu
lä

r
�

Va
lid

ie
rt,

 P
ee

r R
ev

ie
w

 e
rf

ol
gt

e 
am

 
12

. 1
. 2

00
8

R
ez

ep
to

rb
in

du
ng

sa
ss

ay
s

�
�

�
�

�
hE

R
 a

lp
ha

 –
R

ez
ep

to
rb

in
du

ng
sa

ss
ay

C
er

i-E
R

-a
lp

ha
M

es
su

ng
 d

er
 R

ez
ep

to
rb

in
du

ng
 a

n 
de

r h
um

an
en

 E
R

-a
lp

ha
B

in
du

ng
sd

om
än

e
m

ol
ek

ul
ar

�
U

SA
 fü

hr
t e

in
e 

in
te

rn
at

io
na

le
 

K
ol

la
bo

ra
tio

ns
st

ud
ie

 d
ur

ch
hA

R
-R

ez
ep

to
rb

in
du

ng
sa

ss
ay

 m
it 

hu
m

an
em

 A
nd

ro
ge

nr
ez

ep
to

r
hA

R
-A

ss
ay

M
es

su
ng

 d
er

 R
ez

ep
to

rb
in

du
ng

 a
n 

ei
ne

m
 h

um
an

em
 A

nd
ro

ge
n

re
ze

pt
or

, d
er

 z
uv

or
 in

 E
. c

ol
ie

xp
rim

ie
rt 

w
ur

de
m

ol
ek

ul
ar

�
In

 E
nt

w
ic

kl
un

g 
vo

n 
M

ET
I c

a.
 

90
0 S

ub
st

an
ze

n 
ge

te
st

et
rA

R
-R

ez
ep

to
rb

in
du

ng
sa

ss
ay

 m
it 

R
at

te
nr

ez
ep

to
r

rA
R

-A
ss

ay
M

es
su

ng
 d

er
 R

ez
ep

to
rb

in
du

ng
 a

n 
ei

ne
m

 R
at

te
na

nd
ro

ge
nr

ez
ep

to
r

m
ol

ek
ul

ar
�

Es
 b

es
te

he
n 

ei
ni

ge
 E

rf
ah

ru
ng

en
 

au
s d

em
 E

U
-P

ro
je

kt
 R

eP
ro

Te
ct

, 
Fo

rts
et

zu
ng

 d
er

 P
re

va
lid

ie
ru

ng
 

w
ird

 d
is

ku
tie

rt
hr

TR
-R

ez
ep

to
rb

in
du

ng
sa

ss
ay

 m
it 

hu
m

an
en

 T
hy

ro
id

re
ze

pt
or

en
hr

TR
-A

ss
ay

M
es

su
ng

 d
er

 R
ez

ep
to

rb
in

du
ng

 a
n 

TR
 a

lp
ha

 1
 un

d 
TR

 b
et

a 
1 d

er
 

zu
vo

r i
n 

vo
lle

r L
än

ge
 in

 E
.c

ol
i e

xp
rim

ie
rt 

w
ur

de
m

ol
ek

ul
ar

�
In

 E
nt

w
ic

kl
un

g 
vo

n 
M

ET
I c

a.
 

60
 S

ub
st

an
ze

n 
ge

te
st

et



364

123

Umweltwiss Schadst Forsch (2009) 21:339–378

dingungen erreicht werden, womit große Anforderungen 
an In-vivo-Ansätze gestellt werden, da diese stärker einer 
biologischen Variabilität unterliegen. Im Rahmen von Va-
lidierungs- und Standardisierungsprozessen wird auch die 
Reproduzierbarkeit untersucht. Dieser Punkt findet sich in-
haltlich in allen Ansätzen wieder. Die „Relevanz“ bezieht 
sich hier auf die Frage, inwieweit der experimentelle Ansatz 
für die Prüfung geeignet ist. Dabei sind die unterschiedli-
chen Anwendungs- und Arbeitsbereiche der Testverfahren, 
aber auch eine ausreichende Spezifität in der Aussage-
möglichkeit zu berücksichtigen. Auch dieser Punkt wird 
im regulatorischen Ansatz unter der Sinnfälligkeit berück-
sichtigt und trifft für die ökotoxikologische Betrachtung 
zu. So konnte belegt werden, dass einige experimentelle 
Ansätze gar keine direkte Zuordnung für endokrine Akti-
vität zulassen, da einfachere Wirkmechanismen zuvor nicht 
ausgeschlossen wurden, z. B. durch Eiersterblichkeit oder 
Fraßhemmung der Testorganismen durch Chemikalienein-
fluss (Barata et al. 2004). Sowohl mit In-vitro-, als auch mit 
In-vivo-Ansätzen sollte es möglich sein allgemeintoxische 
Effekte von spezifischen Endpunkten zu unterscheiden, um 
zuverlässige Aussagen treffen zu können. Unter „Plausibi-
lität“ ist eine Überprüfung zu verstehen, ob die Ergebnisse 
in sich konsistent sind und ob sie mit denen anderer valider 
Studien im Einklang stehen (Länge et al. 2006). Es wird 
deutlich, dass es ungemein schwierig ist einen allgemeinen 
Konsens in wissenschaftlichen, regulatorischen und indust-
riellen Ansprüchen zu finden, zumal bei allen theoretischen 
Übereinstimmungen die Praktikabilität unter wirtschaft
lichen und wissenschaftlichen Gesichtspunkten nicht ver-
loren gehen darf.

4.2 Einbeziehung der Abfrageergebnisse

Eine eigentliche Bewertung der Anwendbarkeit der Testver-
fahren ist an praktische Erfahrungen und im besten Fall an 
Inter-Labor-Vergleiche gekoppelt. Wie bereits erwähnt kann 
die Qualität und Eignung eines Testverfahrens nicht oder 
nur selten anhand einer Literaturrecherche abgeleitet wer-
den. Aus diesem Grund wurde eine Abfrage ausgewählter 
Kriterien von unterschiedlichen Testverfahren (Tabelle 5) 
bei versierten Anwendern und Entwicklern vorgenommen 
und ausgewertet. Diese soll als Orientierung für eine Ent-
scheidungsfindung bei einer Wahl geeigneter Testverfahren 
dienen. Eine Auswahl von Ergebnissen der Umfrage kann 
hier dargestellt werden und ermöglicht einen Vergleich und 
eine Bewertung von insgesamt 15 Testverfahren (5 In-vivo-
Verfahren und 10 In-vitro-Verfahren) für jeweils 7 Bewer-
tungskategorien. Acht Verfahren der OECD konnten erfasst 
werden und 3 von 5 In-vitro-Verfahren aus dem GWRC-
Report „Tools to detect estrogenic activity in environmental 
waters“ (Leusch 2008) wurden berücksichtigt. 

Die Klasseneinteilung zum Arbeitsaufwand und Zeitbe-
darf erfolgte nach einer Rangfolge. Die 3 Verfahren mit 
dem größten Zeitbedarf erhielten Rang 1, die Verfahren 
mit dem viert- bis sechstgrößten Zeitbedarf Rang 2 usw. 
Die Kriterien der Anwendbarkeit und Sensitivität der 
Testverfahren konnten hier nicht dargestellt werden. Ge-
nauere Informationen befinden sich im Ergebnisteil (siehe 
Abb. 4 –11).

Hierbei handelt es sich um eine Darstellung von Erfah-
rungswerten einzelner Anwender und Entwickler mit einem 
Testverfahren, die natürlich subjektiv beeinflusst sind. Ge-

Tabelle 5  Ergebnisse der Kriterienabfrage für Testverfahren zur Erfassung hormonaktiver und reproduktionstoxischer Wirkungen
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wisse Trends oder herausragende Stärken und Schwächen 
können jedoch aus dieser Tabelle abgeleitet werden. So 
fallen z. B. der E-Screen und der MVLN-Test durch rela-
tiv hohe Versuchszeiten und einen großen Arbeitsaufwand 
für die In-vitro-Verfahren auf. Im Mittelwert sind In-vivo-
Verfahren schlechter als Screening-Verfahren bewertet und 
wiesen einen höheren Zeit- und Arbeitsbedarf sowie höhere 
Materialkosten auf. Die Einschätzung des XEMA als sehr 
gutes Screening- und Monitor-Verfahren wirft Fragen auf, 
da es sich um ein recht zeit-, arbeits- und kostenintensi-
ves Verfahren handelt (siehe Abb. 5, 6 und Tabelle 5). Der 
durch die Abfrage erfasste AWACCS-Biosensor ermöglicht 
Multianalytbestimmungen für eine Auswahl von Umwelt-
chemikalien im unteren ng/l-Bereich und ist nicht für eine 
integrative Wirkungserfassung geeignet. Kein Testverfah-
ren aus der Literaturrecherche und der Kriterienabfrage 
kann alle relevanten Wirkmechanismen zuverlässig, ausrei-
chend sensitiv und praktikabel abbilden. Deshalb ist eine 
Kombination verschiedener Testverfahren zu empfehlen, 
bei der ihre unterschiedlichen Stärken eingebracht werden 
können. In eine ökotoxikologische Abwägung der Relevanz 
und der Sinnfälligkeit eines Testverfahrens sollte auch eine 
Berücksichtigung der Stellvertreterfunktion des gewählten 
Endpunktes eingehen.

4.3 Problematik und mögliche Lösungsansätze

Eine mögliche Vorgehensweise ist die Identifizierung von 
Testverfahren, die eine zuverlässige indikative Wirkung 
haben, z. B. In-vitro-Systeme. Diesen können dann valide 
In-vivo-Testverfahren nach- oder parallelgeschaltet werden, 
die populationsrelevante Aussagen zulassen. Für dieses Vor-
gehen sind zuvor Fragen zum Indikationswert von Testver-
fahren zu klären (verändert nach Schäfers 2007):
•	 Gibt es Endpunkte mit spezifischem Indikationswert für 

bestimmte Wirkmechanismen?
•	 Sind indikative Endpunkte mit populationsrelevanten 

Endpunkten korreliert?
•	 Tendieren indikative Endpunkte zu falsch positiven oder 

falsch negativen Einschätzungen populationsrelevanter 
Aussagen?

Eine Aussage lässt sich nur durch die parallele Betrachtung 
von mehreren validen Testergebnissen unterschiedlicher 
Endpunkte für bestimmte Proben oder Einzelsubstanzen 
treffen und erfordert den Einsatz von populationsrelevan-
ten In-vivo-Tests (z. B. für Reproduktionstoxizität). Die 
US-EPA hat 1998 ein Endocrine Disruptor Screening and 
Testing Advisory Comittee (EDSTAC) einberufen, wel-
ches ein stufenweises Vorgehen für eine Bewertung der ca. 
87 000 kommerziellen Chemikalien und Umweltschadstof-
fe vorgeschlagen hat (Charles 2004). In Kooperation hat die 
OECD EDTA Task Force ein 5-stufiges Prüfprogramm ent-
worfen, welches eine Bewertung von endokrinen Disrup-

toren ermöglicht (OECD Environment, Health and Safety 
Division Test Guidelines Programme 2005). Im Vorfeld der 
Entstehung wurden Berechnungen zur benötigten Anzahl 
der Versuchstiere mit einem Stufensystem durchgeführt. 
Dies erfolgte unter Berücksichtigung falsch positiver oder 
falsch negativer Testaussagen der unteren Bewertungstu-
fen (Gray et al. 2002). Wie praktikabel und effizient dieses 
Prüfprogramm der OECD für die Einzelsubstanzbewertung 
sein wird ist offen. Mittlerweile befindet sich dieses Pro-
gramm in einer komprimierten 2-stufigen Form in der An-
wendung und wird noch ergänzt (US-EPA 2008). So wurde 
z. B. in der ersten Stufe im EDSP-Ansatz versucht die Un-
sicherheiten, die durch In-vitro- zu In-vivo-Extrapolationen 
entstehen können, durch eine Kombination von verschie-
denen Assays (in vitro und in vivo) mit unterschiedlichen 
Endpunkten zu adressieren. In einer zweiten Stufe werden 
dann die Chemikalien, die in der ersten Stufe Effekte verur-
sachten, in Multi-Generations-Studien weiter bewertet. Es 
ist zu erwarten, dass hiermit ein hoher Erkenntnisgewinn 
über die Wirkweisen von endokrinen Disruptoren damit 
verbunden sein kann, sofern die Daten zugänglich gemacht 
werden.

4.4 Stufenweises oder modulares Vorgehen

Ein stufenweises Vorgehen ermöglicht einerseits Flexibilität 
in der Durchführung, andererseits reduziert es den experi-
mentellen Aufwand, da nur für Substanzen mit ausreichen-
den Verdachtsmomenten aufwändige In-vivo-Verfahren an-
gewendet werden müssen. Andererseits können Low-dose-, 
sekundäre sowie verzögerte und Langzeit-Effekte nur mit 
In-vivo-Verfahren zuverlässig erfasst werden. Daher wäre 
ein modulares Vorgehen für die Bewertung Umweltproben 
(parallele Kombination von In-vitro- und In-vivo-Verfahren) 
aus ökotoxikologischer Sicht zu bevorzugen.

Verschiedene Studien, die vergleichend In-vitro- und 
In-vivo-Ansätze betrachten, zeigen Probleme in der Über-
tragbarkeit von In-vitro-Befunden auf organismische In-vi-
vo-Antworten. So wurden verschiedene In-vitro-Verfahren 
(rtER-YES und hER-YES) zusammen mit der Vitelloge-
nin-Induktion in Dickkopfelritzen (Pimephales promelas) 
anhand von verschiedenen UV-Filtern untersucht (Kunz 
et al. 2006b). Sechs dieser UV-Filter waren in vitro in hohen 
Konzentrationen östrogen aktiv, zwei zeigten keine Aktivi-
tät in vitro. Für drei der sechs aktiven UV-Filter konnte auch 
In-vivo-Östrogenität nachgewiesen werden, und UV-Filter 
ohne Invitro-Aktivität waren auch in vivo nicht östrogen, 
was darauf hinweist, dass die benutzten YES-Tests nicht zu 
falsch negativen Resultaten führten. Falsch positive Aktivi-
täts-Vorhersagen der In-vitro-Tests könnten jedoch ein Pro-
blem sein, denn drei der in vitro östrogenen UV-Filter zeig-
ten in vivo keine östrogene Aktivität. Beide YES-Assays 
zeigten abhängig von der untersuchten Substanz ähnliche 
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aber auch deutlich geringere Sensitivitäten als die organis-
mische Vitellogenin-Induktion. Zusätzlich konnte gezeigt 
werden, dass die YES-Systeme grundsätzlich auf die glei-
chen UV-Filter ansprachen, jedoch dabei unterschiedliche 
Sensitivitäten aufwiesen. Das rtER-YES-System, welches 
mit einem Regenbogenforellen-Östrogenrezeptor arbeitet, 
lag näher an der In-vivo-Antwort, obwohl es unempfindli-
cher auf 17-beta-Estradiol reagierte als das YES-Verfahren 
mit dem humanen Östrogenrezeptor.

Auch eine andere Studie, die mit YES-Verfahren und 
In-vivo-Systemen mit Regenbogenforellen angewendet 
wurden, leitete eine Möglichkeit der Unterschätzung der 
In-vivo-Antwort für tertiäre Abwasseruntersuchungen ab 
(Xie et al. 2004). Jedoch wurden die In-vitro-Proben zu-
vor filtriert und anschließend extrahiert. Eine Veränderung 
des östrogenen Potenzials durch eine Probenbehandlung 
kann für diese Studie daher nicht ausgeschlossen werden 
und zeigt die Notwendigkeit native Proben für Umwelt-
probenbewertungen zu verwenden. Die In-vivo-Vitello-
genininduktion variiert artspezifisch in Fischen recht stark 
(Hutchinson 2006). Es scheint davon abhängig zu sein, mit 
welcher Fischart der Vergleich getroffen wurde. Wie ent-
scheidend Östrogenrezeptoren für die Entwicklung und 
Funktion von aquatischen Organismen sind, konnte anhand 
von Zebrabärblingen (Danio rerio) nachgewiesen werden, 
bei denen ein „Knock Down“ (Ausschaltung bestimmter 
Gene) erzeugt wurde (Fröhlicher 2008). Die rezeptorver-
mittelten Antworten tragen neben den anderen Wirkmecha-
nismen (Aromatasehemmung, Modulation der Steroidgene-
se, usw.) einen Anteil an der endokrinen Disruption, daher 
sollten diese auch in einem modularen System berücksich-
tigt werden.

5 Welche Verfahren können für ein Umweltmonitoring 
verwendet werden? 

Ein solch umfangreiches Prüfprogramm wie bei der OECD-
EDTA Task Force ist für ein kontinuierliches Umwelt-
monitoring nicht zu realisieren, zudem die meisten der 
aufgeführten Testverfahren der OECD primär für Einzel-
substanztestungen ausgelegt sind. Für ein Umweltmonito-
ring sind einerseits Testverfahren zu bevorzugen, die mit 
möglichst nativen und chemisch-physikalisch unveränder-
ten Proben arbeiten können, damit die natürlichen Expo-
sitionspfade, aber auch der Einfluss der Bioverfügbarkeit 
berücksichtigt werden können. Andererseits sollten (zyto)
toxische Effekte getrennt von den hormonaktiven Wirkun-
gen nachgewiesen werden können. Daher wäre eine Kombi-
nation aus Testverfahren, die auf molekularer, zellulärer und 
organismischer Ebene spezifische Endpunkte erfassen, wel-
che gleichzeitig einen hohen Indikationswert für ein breites 
Organismenspektrum besitzen, wünschenswert (Abb. 12).

Die Testkombination sollte also einerseits Systeme ent-
halten, die selektiv und wirkungsspezifisch sind, um das to-
xikologische Potenzial anzuzeigen. Andererseits muss eine 
Translation des toxikologischen Potenzials in effektiv nach-
weisbare Effekte auf den Gesamtorganismus oder auf Popu-
lationen nachgewiesen werden, um eine vollständige ökoto-
xikologische Bewertung vornehmen zu können. Besonders 
die reproduktionstoxischen Effekte können populationsre-
levant sein, wobei solche Effekte in Umweltproben sowohl 
durch hormonaktive als auch durch unspezifisch wirkende 
toxische Substanzen verursacht werden können. Der Anteil 
von hormonaktiven Wirkungen an einer Reproduktionsto-
xizität kann identifiziert werden, indem hormonaktive und 

Abb. 12  Vorgeschlagene modu-
lare Testverfahren zur Erfassung 
hormonaktiver und fortpflan-
zungsgefährdender Wirkungen, 
nach dem derzeitigen Entwick-
lungsstand
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subchronische allgemeintoxische Effekte parallel detektiert 
werden.

Generell werden gut untersuchte oder gut untersuchbare 
Arten für Testsysteme verwendet, wobei die Relevanz für 
heimische Ökosysteme nur selten berücksichtigt wurde. 
Daher ist der Entwicklungsstand der Testverfahren für be-
stimmte Arten (z. B. Danio rerio, Xenopus laevis oder auch 
Potamopyrgus antipodarum) wesentlich weiter als für hei-
mische Arten, was die Auswahl der Testverfahren mit be-
einflusst hat.

Eine umfangreiche Literaturrecherche zu Testsystemen 
für Gammariden ergab, dass es in dieser für Fließgewässer 
strukturell und funktionell bedeutenden Artengruppe einige 
EDC-indikative Endpunkte für eine ökotoxische Risiko-
bewertung in Oberflächengewässern geben könnte (Kunz 
et al. 2009). Tests mit Invertebraten sind zu befürworten, um 
ethisch umstrittene Wirbeltiertests zu minimieren. Zudem 
machen Invertebraten mehr als 95 % der bekannten Spezies 
aus (Oehlmann und Schulte-Oehlmann 2003), womit phylo-
genetisch konservierte Mechanismen vorrangig untersucht 
werden sollten, da diese auf ein größeres Artenspektrum 
übertragbar sind. Neben der Arten- und Biomasse-bezoge-
nen Bedeutung der Invertebraten ist es wichtig zu erwäh-
nen, dass Vertebratentests in Zukunft stark eingeschränkt 
werden sollen. 

Allerdings sind die Mechanismen der endokrinen Disrup-
tion zwischen Invertebraten und Vertebraten derartig unter-
schiedlich, dass dadurch Schutzziele für Vertebratenpopu-
lationen insbesondere für Fische verfehlt werden könnten. 
Andere Testverfahren, die vertebratenrelevante Wirkme-
chanismen zuverlässig abdecken, sind ebenfalls notwendig. 
Es bleibt zu prüfen, inwieweit z. B. die zellulären Rezeptor-
bindungsassays oder der H295R Steroidgenesis Assay dies 
vermögen. 

Betrachtet man z. B. nur die Rezeptorbindungen an Ös-
trogen-und Androgenrezeptoren, so gehen unter Umstän-
den die Wirkmechanismen der Aromatasehemmung, der 
Beeinflussung des Thyroidstoffwechsels oder der Steroid-
genese verloren, welche sich auf die hormonelle Gleich-
gewichtslage von Organismen auswirken können. Ebenso 
werden mögliche Bioaktivierungen oder auch Inaktivierun-
gen durch Metabolisierungs- und Ausscheidungsreaktionen 
mit In-vitro-Ansätzen oftmals nicht berücksichtigt. Den-
noch ermöglichen In-vitro-Ansätze als Screeningverfahren 
im Bezug auf eine schnelle und valide Datengenerierung 
(siehe Tabelle 1 und Abb.  2) einen effizienten Weg um 
wirkmechanistische Betrachtungsweisen für potenzielle 
endokrine Disruptoren zu untersuchen. Eine Abschätzung, 
welche Mechanismen sich auch im neuroendokrinen Sys-
tem der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse ma-
nifestieren, ist jedoch nicht möglich. Das hier vorgeschla-
gene modulare System hat versucht, unterschiedlichen 
Wirkmechanismen und unterschiedliche In-vivo-Effekte zu 

berücksichtigen und in ihren Stärken zu kombinieren, die 
im Einzelnen diskutiert werden. 

5.1 In-vitro-Module

5.1.2 Molekulare Rezeptorbindungsassays/Biosensoren

Gerade die In-vitro-Verfahren erlauben eine stärkere Tren-
nung der spezifischen Antwort von allgemeintoxischen 
Effekten, da sie auf der zellulären Ebene die Möglichkeit 
besitzen entweder mit variablen Verdünnungsstufen oder 
sogar mit Extrakten zu arbeiten. Teilweise können zyto-
toxische Effekte, bzw. eine Wachstumshemmung getrennt 
von der spezifischen Antwort angezeigt werden. Misst man 
direkt auf der molekularen Ebene, z. B. mit Rezeptorbin-
dungsassays, so fallen zytotoxische Überlagerungen sogar 
gänzlich weg. Auf die unterschiedlichen Arbeitsweisen von 
Rezeptorbindungsassays und zellulären Systemen wurde 
im Ergebnisteil eingegangen. Insgesamt sind Rezeptorbin-
dungsassays zu bevorzugen, wenn starke zytotoxische Ef-
fekte oder mikrobielle Kontaminationen eine Anwendung 
der zellulären Assays behindern, da es dort zu Überlage-
rungen der Effekte kommen kann. Eine Probe muss dann 
in der Regel in einem zellulären Assay so stark verdünnt 
werden, bis das Wachstum der Zellen Validitätskriterien er-
füllt. Eine Probenverdünnung reduziert die Toxizität, aber 
ebenfalls die Möglichkeit östrogene Effekte zu detektieren 
(Kinnberg 2003). Rezeptorbindungsassays können als bio-
chemische Verfahren daher gute Alternativen sowohl für 
eine Erfassung der agonistischen, als auch der antagonisti-
schen Rezeptorbindung sein. Eigene Erfahrungen für Um-
weltprobenbewertungen liegen jedoch nur für den ELRA 
(Kase et al. 2007, 2008) vor, der mit dem humanen Östro-
genrezeptor-alpha arbeitet und in hohen Verdünnungsstufen 
Rezeptorbindungspotenziale in wässrigen Umweltproben 
nachweisen kann. Eine Erweiterung um einen Androgenre-
zeptor wäre möglich und anzuregen, doch werden vielleicht 
zukünftig Biosensoren integral Rezeptorbindungen erfassen 
können, wie es neuere Studien aufzeigen (Fechner et al. 
2008). Ebenfalls zu erwägen ist eine Kombination von ER/
AR-Rezeptorbindungsassays der EDTA-Task-Force (siehe 
Tabelle 4), da OECD-Verfahren die Vorzüge einer OECD-
Validierung mitbringen könnten. Inwieweit diese sich für 
Umweltprobentestungen eignen, müsste untersucht werden. 
Für eine Risikobewertung dürfen molekulare Rezeptorbin-
dungsassays nicht als alleinige Testverfahren eingesetzt 
werden, da sie erstens nur auf der biochemischen Ebene Re-
zeptorbindungen anzuzeigen vermögen und zweitens keine 
Wirkrichtungsunterscheidung zulassen. Sie sollten daher als 
ergänzende Verfahren bei (zyto)toxischen Überlagerungen 
eingesetzt werden oder ermöglichen ein umfangreiches und 
kostenschonendes Probenscreening, um innerhalb kurzer 
Zeit belastete Hot-Spots zu identifizieren. 
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5.1.3 Zelluläre Rezeptorbindungsassays 

Da zelluläre Biotests integrativ Rezeptorbindungen erfas-
sen, ist eine Bewertung der Sensitivität der Biotests für Um-
weltmatrizes komplexer als bei molekularen Rezeptorbin-
dungsassays und erfordert Ringtestungen von nativen und 
dotierten Proben mit unterschiedlichen Testverfahren. Für 
den ER-Calux und den YES bestehen Vergleichsstudien mit 
Einzelsubstanzen, Oberflächenwasser-, Abwasser- und Se-
dimentextrakten, die eine gute Korrelation der ermittelten 
Östrogenitätswerte zeigen (Murk et al. 2002). Aufgrund des 
tieferen Detektionslimits und der daraus resultierenenden 
geringeren benötigten Probenvolumina wurde der ER-Ca-
lux in dieser Studie für Umweltprobentestungen als vorteil-
haft dargestellt.

Eine weitere Einschätzung der Stärken und Schwächen 
des ER-Calux und der bestimmten YES-Verfahren befindet 
sich in Tabelle 2. Als Grundlage wurden Einzelsubstanz-, 
Umweltproben- und dotierte Umweltprobentestungen 
durchgeführt. Doch wurden in dieser Studie (Leusch et al. 
2008) relativ unempfindliche YES-Varianten eingesetzt (mit 
Nachweisgrenzen von 3,5 und 5 ng/l 17-beta-Estradiol) und 
ebenfalls überwiegend mit Umweltprobenextrakten gear-
beitet. Beide Vergleichsstudien empfehlen den ER-Calux 
als besonders sensitives Verfahren. Calux-Systeme arbeiten 
mit gentechnisch veränderten humanen Brustkrebszellen 
oder mit genetisch veränderten Knochenmarkszellen, wobei 
diese Verfahren von der OECD derzeit validiert werden. Die 
Calux Verfahren zeigten auch unter den untersuchten In-vi-
tro-Systemen die höchste Sensitivität für Einzelsubstanzen 
(siehe Abb. 9) und relativ geringe Variationskoeffizenten für 
Intertest-Umweltprobentestungen (<  20 %). Nachteilig ist, 
dass diese Tests kommerziell angeboten werden und auf-
wendiger in der Handhabung sind, was einer Verbreitung 
dieser Testsysteme entgegensteht. Als nicht-kommerzielles 
Analogon zum ER-Calux wird eventuell der T47D-KbluC 
zukünftig von der OECD validiert, welcher von der US-EPA 
befürwortet wird; eine ähnlich empfindliche Variante und 
bereits fast validiert ist der TA-assay (siehe Tabellen 1 
und 4).

Bei der Wahl eines zellulären Assays sollte außerdem 
berücksichtigt werden, dass es z. B. bei einer Ozonung als 
Abwasserbehandlung zu einer Minimierung der östroge-
nen und einer Erhöhung der androgenen Rezeptorbindung 
kommen kann (Schwätter et al. 2007). Systeme, die parallel 
östrogene und androgene Rezeptorbindungen detektieren 
können, sollten daher bevorzugt werden, zumal es keinen 
großen zusätzlichen Arbeitsaufwand bedeutet, beide Ver-
fahren parallel zu nutzen. Auf der zellulären Ebene wird die 
Auswahl damit auf YES/YAS und ER/AR-Calux-Systeme 
begrenzt. 

Anwendungsgrenzen der hefebasierten Systeme Eine 
große Verbreitung weisen die YES-Systeme auf, allerdings 

werde viele unterschiedliche Verfahren angewendet, wobei 
mehrere relativ unsensitiv auf Einzelsubstanzen reagieren 
(siehe Tabelle 1), was die Auswahl eines geeigneten Ver-
fahrens erschwert. Ein YES/YAS-System nach McDonnell 
befand sich ebenfalls schon in Normierungen des DIN-Ar-
beitskreises „Endokrine Wirkungen“, doch unterliegt dort 
die YAS-Komponente stärker Wachstumsproblemen und 
zytotoxischen Effekten in Umweltproben (Kase 2004). Al-
lerdings ist die YES-Komponente ausreichend robust, um 
von der deutschen Bundesanstalt für Gewässerkunde zur 
ökotoxikologischen Bewertung von belasteten Sedimenten 
eingesetzt zu werden. Oberflächensedimente werden so als 
„Gedächtnis“ des partikulären Materials der Wasserpha-
se genutzt und zeigen bei belasteten Probenahmestellen 
kontinuierlich ähnlich erhöhte östrogene Aktivitäten an 
(in Porenwässern, wässrigen Eluaten und Extrakten). Auf 
die Gefahr von toxischen Maskierungen von estrogenen 
Effekten im YES wird in einer kürzlich erschienenen Pu-
blikation (Frische et al. 2009) eingegangen, diese zeigt die 
Notwendigkeit estrogene und zytotoxische Effekte parallel 
zu erfassen um falsch negative Ergebnisse ausschliessen 
zu können. Zu berücksichtigen ist auch, dass die Hefezell-
wand sich strukturell stark von pflanzlichen und tierischen 
Zellsystemen unterscheidet und damit auch eine veränderte 
Durchlässigkeit für EDC-aktive Substanzen besitzt. Eine 
Übersicht zu den ökotoxikologischen Bewertungsverfahren 
von Sedimenten befindet sich in Manz et al. (2007). Eine Li-
teraturrecherche und die Abfrage zeigten, dass einige YES/
YAS-Systeme ohne vorherige Probenaufkonzentration/Ex-
traktion Rezeptorbindungen in Abwasser, Sedimenteluate, 
Porenwasser und sogar belastete Oberflächenwasser unter-
halb von Kläranlagen nachzuweisen vermögen. Besonders 
vielversprechend aufgrund der geringen Variationskoeffi-
zienten bei Mehrfachmessungen für Einzelsubstanzen und 
Umweltproben und der angegebenen Sensitivität für Ein-
zelsubstanzen (LOEC von 0,49 ng/l 17-beta-Estradiol und 
90 ng/l Testosteron) scheint das YES/YAS-System nach 
Sumpter (Routledge und Sumpter 1996), modifiziert mit ei-
nem Lyticase-katalisierten Endverdau nach Schultis/Metz-
ger (Schultis und Metzger 2004) zu sein (zum Vergleich 
siehe Tabelle 1). 

Ebenfalls wurden empfindliche YES-Varianten nach 
Sumpter (Nachweisgrenzen: 0,1– 0,2 ng/l 17-beta-Estradiol) 
für Östrogenitätsstudien in der Schweiz verwendet (Ver-
meirssen et al. 2006). Der Fluss Lützelmurg wurde in der 
Nähe einer Kläranlage bei Aadorf untersucht. Oberhalb der 
Kläranlage wurden in 50 % der Fälle 17-beta-Estradioläquvi-
valente (EEQ) nahe der Detektionslimits gemessen. Die Ös-
trogenität im Auslauf der Kläranlage lag zwischen 0,2 und 
7,7 ng/l EEQ, mit Mittelwerten, die in den vier Probenah-
meintervallen zwischen 1,5 und 3,9 ng/l EEQ schwankten. 
Unterhalb der Kläranlage (0,5 km) lagen die Messwerte bei 
über 95 % der Proben über der Nachweisgrenze und erreich-
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ten im Mittel 0,82 ± 0,07 ng/l EEQ. Dieses Ergebnis zeigt, 
dass einige besonders empfindliche YES-Varianten sensitiv 
genug sind, um Östrogenität im Auslauf der Kläranlage und 
0,5 km flussabwärts anzuzeigen, für andere Anwendungen 
jedoch an ihre Detektionsgrenzen geraten können. Ebenfalls 
wurde im NFP50 die Östrogenität von Schweizer Flusssys-
temen und Abwässern mit dem YES-System nach Sumpter 
erfasst (Vermeirssen et al. 2008). Zusammenfassend konn-
ten bei diesen Untersuchungen hohe Variabilitäten der östro-
genen Aktivität gemessen werden, wobei diese vergleichbar 
zu anderen Ländern lag. Um integrativ östrogene Aktivitä-
ten in Flusssystemen zu erfassen, wurden im NFP50 Polar 
Organic Chemical Integrated Sampler (POCIS) als geeig-
nete passive Probennehmer identifiziert (Vermeirssen et al. 
2006; Vermeirssen et al. 2008). 

Einfluss verschiedener Rezeptortypen Für viele östroge-
ne und androgene rekombinante Verfahren (wie z. B. YES/
YAS, ER/AR-Calux) werden überwiegend humane Re-
zeptoren eingesetzt (siehe Tabelle 1), so dass eine direkte 
Übertragbarkeit der Ergebnisse auf aquatische Organismen 
eingeschränkt wird, aber einen höheren Stellenwert für die 
menschliche Gesundheit einnehmen könnte. Die Verbrei-
tung und die aktuelle Anwendbarkeit von auf Fischrezep-
toren basierenden Testverfahren, einerseits in zellulären 
Rezeptorbindungsassays (Ackermann et al. 2002a; Rutis-
hauser et al. 2003), andererseits als Hefeassay (Kunz et al. 
2006b; Petit et al. 1995), konnte trotz Bemühungen nicht 
abgefragt werden. Allerdings entsteht derzeitig für die 
OECD ein Review (OECD 2009, in Vorbereitung) für Test-
verfahren basierend auf Fischrezeptoren. Die YES/YAS und 
ER/AR-Calux-Systeme sind insgesamt besser als die Fisch-
rezeptoren-Tests untersucht und verbreitet (siehe Tabellen 1 
und 4), und zeigen so den aktuellen Stand der Technik und 
der Anwendbarkeit. Das Schutzziel sollte die Anwendungs-
entscheidung bestimmen. Allgemeiner Konsens besteht je-
doch, dass es praktisch unmöglich ist, mit gängigen Testver-
fahren Qualitätskriterien festzulegen, die alle Organismen 
vor nachteiligen Effekten schützen (FNSNF 2008b). Das 
beinhaltet sowohl Tests mit Säuger- und Fischrezeptoren als 
auch andere Testverfahren. 

Die vorgeschlagenen zellulären Rezeptorbindungsassays 
(YES/YAS und der ER/AR-Calux) vermögen aufgrund der 
geringen Versuchsdauer integrativ akute Veränderungen der 
Östrogenität und Androgenität in verschiedenen Umwelt-
matrizes anzuzeigen. Der YES oder der ER-Calux werden 
auch im Schlussbericht der Eawag zur Ableitung von toxi-
kologisch begründeten Qualitätskriterien für östrogenartig 
wirkende Stoffe (Escher und Vermeirssen 2008) als gut 
etablierte Verfahren für ein Umweltmonitoring empfohlen. 
Dennoch kann eine Proben-Extraktion zu einer Reduzierung 
der gemessenen Östrogenität von hormonaktiven Substan-
zen, wie z. B. 17-beta-Estradiol führen (Escher und Ver-
meirssen 2008). Durch Extraktionen können sich die Pro-

benmatrix und das Wirkgefüge der Inhaltsstoffe verändern, 
womit eine bioverfügbare Wirkung nicht erfasst, sondern le-
diglich Wirkungspotenziale abgebildet werden können. Eine 
emissionsbezogene Überwachung, z. B. für Abwasser mit 
einem validen, sensitiven und ausreichend robusten Testver-
fahren, wäre wünschenswert. Die Eignung der vorgeschla-
genen YES/YAS- und ER/AR-Calux-Testverfahren könnte 
im Rahmen von Normierungsverfahren auf unterschiedliche 
native und dotierte Umweltmatrizes geprüft werden, doch 
ist auch die Entwicklung von weiteren frei zugänglichen 
Testverfahren  anzuregen.

5.1.4 Steroidgenese/Aromatasemodulation

Eine Störung des hormonellen Gleichgewichts kann auch 
durch Modulationen der Steroidgenese oder der Aromata-
seaktivität auftreten. Beide Mechanismen sind im Tierreich 
sowohl bei Invertebraten als auch bei Vertebraten verbreitet 
und bieten eine Angriffsfläche für endokrine Disruptoren. 
Im Rahmen des EDSP und eines OECD-Validierungspro-
gramms wurde ein Screeningverfahren untersucht und va-
lidiert, welches Einfüsse auf die Steroidgenese an humanen 
Adenokarzinomzellen nachweisen kann. Dabei können Ef-
fekte entlang der gesamten Steroidsynthese-Kaskade ein-
schließlich Metabolismus erfasst werden. Da die Steroid-
synthese-Kaskade in den meisten Vertebraten identisch ist, 
können teilweise Effekte angezeigt werden, die direkt mit 
denen in Organsimen vergleichbar sind. Der H295R Stero-
idgenesis Assay wurde bereits in Inter-Labor-Ringversuchen 
mit sechs Laboratorien aus fünf Nationen erfolgreich als ro-
bust, übertragbar und reproduzierbar validiert (Hecker et al. 
2007a) und wird derzeitig als OECD-Draft-Testguideline 
eingereicht. Als Referenzsubstanzen werden Induktoren 
und Inhibitoren der Steroidgenese (Forskolin, Prochloraz) 
in einem 24-Well-Mikrotiterplattenformat verwendet und 
die Produktion von Testosteron und 17-beta-Estradiol wird 
mittels ELISA, Radioimmunoassays oder LC-MS-Analyse 
durchgeführt. Zusätzlich kann eine Zellvitalität ermittelt 
werden. Nicht validiert, aber dennoch möglich ist es, das 
Verfahren in einer veränderten Variante parallel durchzu-
führen und Einflüsse auf die Aromataseaktivität nachzu-
weisen (Hecker et al. 2007b). Dreißig Verbindungen, von 
denen teilweise ein Einfluss auf die Steroidgenese bekannt 
ist, wurden mit diesem Verfahren erfolgreich getestet und es 
laufen weitere Experimente für aquatische Umweltproben-
testungen. 2005 wurden bereits 24 marine Küstengewässer-
proben und Abwässer von zwei Abwasserkläranlagen mit 
dem H295R Steroidgenesis Assay untersucht (Gracia et al. 
2008), doch mussten hohe Aufkonzentrierungen der Proben 
durch Extraktionen durchgeführt werden um überhaupt Ef-
fekte auf die Steroidgenese nachzuweisen. Hingegen konn-
ten ohne hohe Aufkonzentrierungen bei der Untersuchung 
von Sedimentproben aus der Donau sowohl stimulierende 
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als auch inhibitorische Effekte auf die Synthese von 17-be-
ta-Estradiol und Testosteron erfasst werden (Grund et al., 
in Vorbereitung; Higley et al., in Vorbereitung). Für den 
Wirkmechanismus der Steroidgenese gibt es in vitro keine 
Alternativerfahren. Für die Aromatasemodulation sind die 
Möglichkeiten ebenfalls sehr begrenzt und funktionieren 
entweder mit menschlichen placentalen Mikrosomen (An-
dersen et al. 2002) oder mit der menschlichen Tumorzellli-
nie KGN (Nishi et al. 2001). Sollte sich der H295R Stero-
idgenesis Assay in anderen Umweltprobentestungen, z. B. 
direkten Abwassertests, als ausreichend sensitiv erweisen, 
würde er die Möglichkeit bieten die Wirkmechanismen der 
Steroidgenesemodulation, und bei ausreichender Validität 
auch der Aromatasemodulation, mit einem Testverfahren als 
potenzielle Angriffsflächen für endokrine Disruptoren ab-
zudecken. Als valides und OECD-genormtes Testverfahren 
wäre es trotz der Verwendung von Extrakten ein besonders 
interessantes Testverfahren für eine modulare Testpalette, 
da es als In-vitro-Verfahren die vielfältigen Detektionsmög-
lichkeiten der rezeptorvermittelten Wirkungen sinnvoll er-
gänzen kann.

5.2 In-vivo-Module

5.2.1 Problematik der Fischtests

Der in OECD-Validation befindliche FSA beinhaltet meh-
rere Endpunkte, wie Vitellogenin-Induktion, sekundäre 
Geschlechtsmerkmale, Reproduktion (Eizahl) und optional 
Gonadenhistologie (OECD 2008a). Danio rerio reagiert mit 
mehreren dieser Endpunkte auf umweltrelevante 17-beta-
Estradiol-Konzentrationen (im unteren ng/l Bereich) (Seg-
ner et al. 2003) und kann Effekte differenziert aufzeigen. 
Thyroidale Effekte vermag der FSA jedoch nicht anzuzei-
gen, und es handelt sich um einen aufwändigen und bewil-
ligungspflichtigen Vertebratentest. Die unterschiedlichen, 
teilweise artspezifische Empfindlichkeiten (Danio rerio, 
Pimephales promelas, oder Oryzias latipes) für bestimmte 
Wirkmechanismen und Endpunkte werfen zusätzliche Fra-
gen auf, die nur bei ausreichender Kenntnis des Testverfah-
rens zu beantworten sind. Die diversen Endpunkte im FSA 
könnten sich aus regulatorischer Sicht als problematisch 
erweisen, da geklärt werden muss, welche dieser Parame-
ter in eine gesetzliche Umweltrisikobewertung einbezogen 
werden sollte (Knacker et al. 2007). Der Biomarker Vitel-
logenin beispielsweise kann als wertvoller mechanistischer 
Warnhinweisgeber verstanden werden, um Entscheidungen 
für chronische Testungen zu treffen (Hutchinson et al. 2006). 
Man sollte ihn jedoch nicht isoliert für Risikobewertungen 
heranziehen. Zum jetzigen Zeitpunkt existiert auf regulato-
rischer Ebene kein national oder international hinreichend 
etabliertes Verfahren, das zwingend zum Nachweis eines 
begründeten Verdachtes auf endokrine Wirksamkeit einer 

Substanz bei Fischen angewendet werden muss (Schäfers 
et al. 2008) und auch keine dafür akzeptierte Prüfstrategie. 
Das deutsche Umweltbundesamt hält jedoch die verfügba-
re Datenlage zum FSA für ER-Agonisten und Aromatase-
hemmer für ausreichend, um falsch negative Ergebnisse 
mit der erforderlichen Sicherheit auszuschließen (Schäfers 
et al. 2008). Ebenfalls ist anzunehmen, dass die gewählten 
In-vitro-Module bereits einen Teil der vertebratenrelevan-
ten östrogenen und androgenen Effekte erkennen können, 
daher ist der FSA nicht in der modularen Testpalette vertre-
ten. Trotz der Sensitivität des FSA in mehreren Endpunkten 
können wir ihn aufgrund der internationalen Bestrebungen 
Vertebratentests zu minimieren und aufgrund des großen Ar-
beitsaufwands nicht für ein Umweltmonitoring empfehlen. 

Möchte man Vitellogenin bei In-situ-Untersuchungen an 
heimischen freilebenden Arten für eine Expositionsabschät-
zung nutzen, so sollten bestimmte Faktoren berücksichtigt 
werden (verändert nach Segner 2009):
•	 Die Vitellogenin-Antwort kann neben den EDC-Wirkun-

gen auch durch andere physiologische Zustände der Ver-
suchstiere (Saisonalitäten, Umweltfaktoren) beeinflusst 
werden.

•	 Der zeitliche Verlauf der Biomarker-Antwort sollte be-
kannt sein (z. B. Dauer der Induktion und Adaptation).

•	 Um Migrationseffekte und Variabilitäten zu minimieren, 
sind die Versuchstiere standortstreu zu hältern.

•	 Eine Kombination der Biomarker-Messungen mit In-
vitro-Verfahren und einer chemischen Analytik ist 
vorzuziehen.

5.2.2 Thyroidale Modulation

Obwohl viel Forschung an Amphibien über endokrine Dis-
ruption, hauptsächlich durch östrogene Substanzen an Ef-
fekten auf die Reproduktion durchgeführt wurde, wird ein 
Einfluss auf das Thyroid-System, welches den Metamor-
phoseablauf steuert, als stärkerer Faktor in deren Popula-
tionsökologie eingeschätzt als eine mittlere Verschiebung 
des Geschlechterverhältnisses (Kloas 2002). Amphibien 
werden als beste Modelle unter den Vertebraten einge-
schätzt um eine endokrine Disruption des Thyroidsystems 
mit einfach messbaren Endpunkten zu bewerten. Da die 
Einflüsse auf das Thyroid-System sehr unterschiedlich und 
komplex sein können, werden In-vivo-Tests als geeignetere 
Testansätze verstanden um thyroidale Modulationen über 
eine beschleunigte oder verlangsamte Metamorphose anzu-
zeigen. Der südafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis 
wird als Modellorganismus für Amphibien verwendet und 
reagiert z. B. erst bei relativ hohen Konzentrationen an Ös-
trogenen und Androgenen mit einer Verschiebung seines 
Geschlechterverhältnisses (10 –8 mol/l E2; 10 –8 mol/l EE2, 
10 –8 mol/l DHT) (Kloas 2002). Ebenfalls wird das Überle-
ben der Embryonen auch bei relativ hohen Konzentrationen 
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(10 –5 mol/l E2, > 10 –5 mol/l EE2, 10 –5 mol/l Diethylstilbis-
trol) an östrogenen und auch androgenen Substanzen, wie 
Dihydrotestosteron (DHT) beeinflusst (Nishimura et al. 
1997). Hingegen vermag der Assay Beeinflussungen des 
Thyroidstoffwechsels sensitiv über einen veränderten Me-
tamorphoseablauf anzuzeigen (Kloas 2002). Der Amphibi-
en-Metamorphose-Assay mit Xenopus laevis, auch XEMA, 
steht kurz vor der offiziellen Verabschiedung als OECD-
Richtlinie (siehe Tabelle 4). Da das Testverfahren erst bei 
relativ hohen Konzentrationen auf östrogene und androge-
ne Steroidhormone anspricht, stellt es eine gute Ergänzung 
zu den östrogenen und androgenen Wirkmechanismen in 
der modularen Testpalette dar, da Überlagerungseffekte 
vermieden werden können. Die Versuchsdauer des XEMA 
beträgt drei Wochen, doch sind Vortestungen und Auswer-
tungen relativ arbeits- und zeitaufwändig. Eine vielfältige 
Anwendbarkeit für Umweltmatrizes wurde angegeben (sie-
he Abb.  10). Neben morphologischen Parametern für den 
Metamorphoseablauf besteht die Möglichkeit den XEMA 
um eine Schilddrüsenhistologie oder Genexpressionsanaly-
sen (z. B. auch Vitellogenininduktion (Kloas et al. 1999) zu 
erweitern. Es ist derzeit nicht möglich den Stellenwert einer 
thyroidalen Modulation im Bezug auf andere Mechanismen 
der endokrinen Disruption anzugeben. Um diesen Wirkme-
chanismus erfassen zu können, wäre ein Nachweis in einer 
modularen Testpalette möglich, obwohl zu bedenken ist, 
dass Vertebratentests generell minimiert werden sollen. 

Neuere Entwicklungen von Testverfahren an Echinoder-
maten (Heart-Urchin-ELS) zeigen, dass es ebenfalls mög-
lich ist, thyroidale Modulationen schon in Invertebratensys-
temen nachzuweisen. Der Heart-Urchin-ELS betrachtet die 
Embryonalentwicklung der Versuchstiere in 24 Well-Mik-
rotiterplatten über eine Versuchsdauer von 10 Tagen. Die 
technischen Möglichkeiten zur Verfolgung der Embryonal-
entwicklung und deren Auswertung werden derzeitig unter-
sucht (Murk 2009). Ebenfalls zu erwähnen ist, dass es auf 
zellulärer Ebene kommerzielle Calux-Rezeptorbindungs
assays für die Thyroidrezeptoren alpha und beta gibt. Da 
die thyroidale Antwort jedoch komplex ist, können somit 
wahrscheinlich nur Wirkpotenziale abgebildet werden, was 
einen Einsatz für Screening Anwendungen ermöglicht.

5.2.3 Embryo- und Entwicklungstoxizität 

Sollten in Umweltproben starke unspezifische toxische Ef-
fekte zu erwarten sein, die eine Anwendung der anderen In-
vivo-Module verhindert, so wäre ein valides Testverfahren 
notwendig, welches diese Toxizität frühzeitig anzeigt. Hier-
bei kann der umfassend OECD-, DIN- und ISO- normierte 
Fischeitest (ISO FDIS 15088 2007; siehe auch Tabelle 4) 
als schnell durchzuführender In-vivo-Test eingesetzt wer-
den ohne adulte Fische einsetzen zu müssen. Er erlaubt 
embryotoxische Effekte nachzuweisen, die ebenfalls fort-

pflanzungsrelevant sein können, und wird in der deutschen 
Abwasserverordnung nach DIN 38415-T6 eingesetzt.

Es werden Fischeier des Zebrabärblings Danio rerio 
eingesetzt und deren Überleben nach 48 h bestimmt. Die 
Verdünnungsstufe der Probe, bei der mehr als 90 % der 
Fischeier überleben, wird als nichteffektive Verdünnungs-
stufe angegeben. Als Referenzsubstanz für den Test dient 
3,4-Dichloranilin. Mit 48 h wird nur ein relativ kurzes Ex-
positionsfenster erfasst, was dazu führen könnte, dass spä-
ter auftretende toxische Effekte wie z. B. Deformationen bei 
der Entwicklung nicht erfasst werden. Hierzu wäre die Ein-
beziehung von weiteren, sensitiveren, entwicklungsrelevan-
ten Parametern, ohne den Test zu verlängern, zu empfehlen. 
Hohe Konzentrationen an EDCs und deren Metabolite, wie 
z. B. Nonylphenol können im akuten Fischeitest subletale 
und letale Effekte verursachen (Kammann et al. 2009). 

Theoretisch könnten der Fish Early Life Stage Test 
(ELST) nach OECD 210 oder der Fish Juvenile Growth Test 
nach OECD 215 alternativ angewendet werden, um Einflüs-
se auf die (Embryonal- und Larval-) Entwicklung von Fi-
schen nachzuweisen, doch würde sich bei beiden Verfahren 
der Zeit- und Arbeitsaufwand deutlich steigern (siehe Tabel-
le 4). Um zukünftig ethisch umstrittene, bewilligungspflich-
tige Vertebraten-Tests zu minimieren und gleichzeitig hei-
mische aquatische Schlüsselarten zu verwenden, sollte nach 
möglichen alternativen Invertebratentests zum Nachweis 
von endokrinen und fortpflanzungsrelevanten Wirkungen 
Ausschau gehalten werden und deren Entwicklung geför-
dert werden. Die OECD (OECD 2006b) hat ein detailliertes 
Reviewpaper veröffentlicht, das sich mit der Eignung von 
Invertebraten zum Nachweis von Entwicklungs-, Reproduk-
tions- und endokrinen Effekten befasst. Da immer mehr ver-
tebratenähnliche Steroidhormone in einigen Invertebraten 
gefunden werden, wurden nicht akute (subchronische oder 
chronische) Invertebratentests als Alternativen angegeben, 
auch wenn diese kein Ersatz für einen Vertebratentest sind. 
Ein Vertreter der Crustaceen, wie z. B. der Amphipode Gam-
marus pulex, könnte zu einem vielversprechenden Modell-
Organismus werden, insbesondere auch wegen ihrer ökologi-
schen Relevanz in europäischen Gewässern (OECD 2006b). 
Erste Resultate aus Feld- und Laborstudien mit Gammari-
den weisen darauf hin, dass Endpunkte wie die Induktion 
des Heat Shock Proteins 90 und Vitellogenin, sowie auch 
das Geschlechter-Verhältnis und die Gonaden-Histologie, 
als Anzeiger für endokrine Effekte genutzt werden könnten 
(Kunz et al. 2009; Watts et al. 2002; Gross et al. 2001).

5.2.4 Reproduktions- und Invertebratentest

Invertebraten stellen einen Großteil der bekannten Arten. 
Die Gruppe der Mollusken beträgt mehr als 130 000 rezen-
te Arten, wovon ungefähr 85 % zu den Gastropoden zählen 
(Oehlmann et al. 2007). Auch wenn die genauen Mechanis-
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men der endokrinen Disruption in Gastropoden noch disku-
tiert werden (Oehlmann et al. 2007), so stellt wahrschein-
lich die Aromatasehemmung eine wichtige Angriffsfläche 
dar. Bei Mollusken, die über generell schwächere Metabo-
lisierungsreaktionen verfügen als Vertebraten, können auch 
stärkere Bioakkumulationseffekte auftreten. Mit Potamo-
pyrgus antipodarum konnte bereits ein Effektmonitoring an 
Sedimenten durchgeführt werden (Schulte-Oehlmann et al. 
2001). Der Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipoda-
rum befindet sich in einer frühen Prävalidierungsphase der 
OECD. Eine Zählung der Embryonen in der Bruttasche der 
Schnecken dient als einfach zu bestimmender Endpunkt und 
bietet die Möglichkeit stimulierende und hemmende repro-
duktionsrelevante Effekte nachzuweisen. Jedoch kann es zu 
Überlagerungen mit allgemeintoxischen Effekten oder sai-
sonalen Rhythmen kommen (Duft et al. 2007). Entgegen der 
verbreiteten Meinung reagieren Schnecken (Potamopyrgus 
antipodarum, Marisa cornuarietis, Nassarius reticulatus) 
nicht nur auf Organozinnverbindungen, sondern auch viel-
fältig auf nachgewiesene östrogene und androgene aktuelle 
Belastungspotenziale in umweltrelevanten Konzentrationen 
(Duft et al. 2007). So belegen neuere Studien, dass Potamo-
pyrgus antipodarum auch in der Lage ist, das östrogene Po-
tenzial von UV-Filtern über Erhöhungen der Embryonenzahl 
anzuzeigen (Schmitt et al. 2008). Eine östrogene Aktivität 
von UV-Filtern konnte auch im Rahmen des NFP50 in vitro 
und in vivo an Fischen nachgewiesen werden (Kunz et al. 
2006b). Es handelt sich also um ein Invertebratensystem, 
welches eine hohe Empfindlichkeit für vertebratenrelevante 
geschlechtshormonaktive Substanzen (z. B. Methyltestote-
ron, Fenamirol, Bisphenol A, Octylphenol, Ethinylestradi-
ol) besitzt; damit ergänzt es sich gut mit dem XEMA, der 
vorwiegend thyroidale Modulationen anzeigt. 

Ebenfalls in der OECD-Validierung befinden sich zwei 
Copepoden-Life-Cycle-Tests (Kusk und Wollenberger 
2007; siehe auch Tabelle 4). Copepoden (Ruderfußkrebse) 
bilden mit ca. 14 000 Arten die artenreichste Gruppe der 
Crustaceen. Aufgrund der geringen Größe und der gerin-
gen Generationszeit (17−18 Tage von Ei zu Ei) kann Am-
phiascus tenuiremis im 96 Well-Mikrotiterplattenformat für 
Untersuchungen eingesetzt werden. Sofern beide Tests die 
erforderlichen Eigenschaften für ein Umweltmonitoring be-
sitzen, könnten diese eventuell für marine Umweltproben 
mit mittlerer und hoher Salinität eingesetzt werden. 

Der OECD-genormte Daphnien-Reproduktionstest (der 
derzeit um endokrine Endpunkte erweitert wird) und der 
Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum sind im 
Vergleich zu dem bereits OECD-genormten und in der Er-
weiterung befindlichen Chironomidentest variabel für Sedi-
ment-, Abwasser und Oberflächenwasser anwendbar (siehe 
Abb.  10). Weitere Vorteile des Daphnien-Reproduktions-
tests liegen in seiner weiten Verbreitung, da dieser bereits 
für die europäische Pflanzenschutzmittelrichtlinie zum Ein-

satz kommt. Außerdem ist der Daphnien-Reproduktionstest 
mit einer dreiwöchigen Versuchszeit schneller als der Re-
produktionstest mit Potamopyrgus antipodarum (4 –8 Wo-
chen). Derzeitig wird eine Erweiterung für den Endpunkt 
Geschlechterverhältnis der Nachkommen validiert (OECD 
2008c). In einem Interlaborvergleich wurden als Referenz-
substanzen 3,5-Dichlorophenol und Pyriproxifen eingesetzt, 
wovon nur in 5 von 10 Laboratorien die Validitätskriterien 
für Pyriproxifen und in 7 von 8 Laboratorien die Validitäts-
krtiterien für 3,5-Dichlorophenol erreicht wurden. Insgesamt 
kann aufgrund der vorhandenen Information noch nicht aus-
gesagt werden, ob die Erweiterung um das Geschlechter-
verhältnis der Nachkommen sich als empfindlicher erwei-
sen wird (OECD 2008c). Allerdings liegt der angegebene 
Arbeitsaufwand für den Daphnia-magna-Reproduktionstest 
auch ohne Erweiterung schon höher als der Reproduktions-
test mit Potamopyrgus antipodarum (siehe Abb. 6). Im Ge-
gensatz zum Daphnien-Reproduktionstest reagieren Schne-
cken auf vielfältige östrogene und androgene Substanzen 
sensitiv, die auch in Vertebraten ein endokrines Potenzial 
besitzen (Duft et al. 2007; siehe auch Abb. 9). Es ist abhän-
gig von der Wahl des Schutzzieles, welches Testverfahren 
bevorzugt werden sollte. Da es sich bei Potamopyrgus anti-
podarum (neuseeländische Zwergdeckelschnecke) um einen 
nichtheimischen Vertreter der Schnecken handelt, sollten 
Laborexperimente gegenüber Feldexperimenten bevorzugt 
werden, um mögliche Faunenverfälschungen zu vermei-
den. Bei der langen Versuchszeit und den Überlagerungs-
möglichkeiten mit dem Reproduktionszyklus (Frühjahr und 
Herbst) könnten wahrscheinlich auch nur wenige Proben 
im Jahr untersucht werden. Aufgrund des Artenreichtums, 
der breiten Sensitivität und der nachgewiesenen vielseitigen 
Anwendbarkeit für ein Umweltmonitoring wären Schne-
ckentests aus ökotoxikologischer Sicht zu empfehlen, so-
fern sich diese Verfahren auch als ausreichend valide und 
übertragbar erweisen.

5.3 Funktionsprinzip der modularen Testpalette

Durch Schadstoffe in Umweltproben können vielfältig ge-
richtete Wirkungen auftreten, die einander überlagern und 
berücksichtigt werden müssen. Die modulare Testpalette 
versucht dabei, die unterschiedlichen Wirkmechanismen 
der endokrinen Disruption und reproduktionstoxische, bzw. 
embryotoxische Effekte in verschiedenen In-vitro- und 
In-vivo-Modulen gemeinsam zu erfassen. Durch die kom-
binierte Anwendung der Module (siehe Abb. 12) sollte es 
möglich sein, von den elementaren biochemischen Wirkme-
chanismen bis zu organismischen Effekten auch populati-
onsrelevante Wirkpotenziale nachzuweisen. 

Auf der In-vitro-Seite können einige empfindliche YES/
YAS-Systeme und die verschiedenen Calux-Systeme als 
zelluläre Verfahren eine agonistische und antagonistische 
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Rezeptorbindung an verschiedenen Hormonrezeptoren erfas-
sen. Ebenfalls kann der H295R-Steroidgenesis-Assay Modu-
lationen der Steroidgenese und eventuell auch der Aromata-
seaktivität nachweisen und ergänzt damit gut die vielfältigen 
Detektionsmöglichkeiten für rezeptorvermittelte Wirkungen.

Auf der In-vivo-Seite kann eine populationsrelevante 
Reproduktionstoxizität sowohl durch hormonaktive Wir-
kungen als auch durch allgemeintoxische Wirkungen ver-
ursacht werden. Daher wurden die Reproduktionstests mit 
Potampyrgus antipodarum und Daphnia magna empfohlen, 
da diese derzeit verfügbar sind.

Sollten zu starke toxische Effekte eine Anwendung der 
empfohlenen Module behindern (hier muss dann in der 
Regel in Verdünnungen getestet werden, die unterhalb der 
(Zyto)toxizität liegen), so kann in vitro ein biochemischer 
Rezeptorbindungassay integrativ agonistische und antago-
nistische Rezeptorbindungen erfassen. Starke toxische bzw. 
embryotoxische Wirkungen können z. B. relativ schnell 
durch den Fischeitest identifiziert werden, oder man benutzt 
einen nicht akuten Invertebratentest, der auch verzögerte 
und Langzeit-Effekte anzeigen kann. Da der Stellenwert 
der thyroidalen Modulation an einer endokrinen Disruption 
nicht zu bestimmen ist, könnte man optional den XEMA 
zum Nachweis thyroidaler Effekte oder Calux-Verfahren als 
Screeningtests benutzen. Durch die internationalen Bestre-
bungen Vertebratentests zu minimieren ist die Entwicklung 
sensitiver Invertebratentests zu fördern und anzuregen.

In-vitro-Tests können eingesetzt werden um akute Quali-
tätsziele zu überprüfen, hingegen können die In-vivo-Tests 
dazu dienen, auch chronische Qualitätsziele zu überprüfen, 
beispielsweise wenn an bestimmten Einleitungsstellen hohe 
Belastungen organischer Mikroverunreinigungen gefunden 
werden. 

6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Forschungsbericht zur Gewässerrelevanz endokriner 
Stoffe und Arzneimittel (Moltmann et al. 2007) konnte 
anhand aquatisch relevanter Schadstoffe mit In-vivo-Tests 
gezeigt werden, dass endokrine Endpunkte (bei 31 von 71 
untersuchten Stoffen) empfindlicher sein können als all-
gemeine ökotoxikologische Endpunkte (z. B. Mortalität, 
Wachstum usw.). Eine Einschätzung, für welche Substan-
zen und in welchem Ausmaß dies in der Umwelt zutrifft, 
ist bei der Vielfalt der Umweltchemikalien und derer ge-
genseitigen Beeinflussungsmöglichkeiten nicht möglich. 
Daher sollten hormonaktive und allgemeintoxische Effekte 
integrativ durch ökotoxikologische Biotestpaletten erfasst 
und differenziert werden. 

Bei der Vielfältigkeit der endokrinen Wirkmechanismen 
bedarf es einer modularen Kombination von In-vivo- und In-
vitro-Verfahren in einer modularen Testpalette, um auch die 

fließenden Übergänge von hormonaktiven Wirkungen bis 
zu einer endokrinen Disruption und reproduktionstoxischen 
Effekten erfassen und differenzieren zu können. Geforderte 
Kriterien wie Nachvollziehbarkeit, Relevanz, Reproduzier-
barkeit und Plausibilität müssen bei einem geeigneten öko-
toxikologischen Verfahren nicht ausgeschlossen werden, 
doch bedarf es valider und übertragbarer Methoden für eine 
Bewertung. Daher war neben einer Umweltprobentauglich-
keit die Validierung und die Verbreitung der Testverfahren, 
zumindest aber eine gute Möglichkeit zur Standardisierbar-
keit, ein wichtiges Kriterium bei deren Auswahl. 

Der Fischeitest ist mehrfach genormt, XEMA und H295R 
Steroidgenesis Assay sind sehr weit im OECD-Validierungs-
prozess fortgeschritten. Der Reproduktionstest mit Pota-
mopyrgus antipodarum hat sich bereits für ein Umwelt-
monitoring bewährt (Schulte-Oehlmann et al. 2001) und 
wird wahrscheinlich von der OECD validiert werden. Für 
verschiedene YES/YAS-Systeme bestehen jahrelange Erfah-
rungswerte für Umweltprobenbewertungen, die ER/AR-Ca-
lux-Systeme sind ebenfalls in einer frühen Validierungsphase 
der OECD, auch bei den molekularen Rezeptorbindungsas-
says laufen derzeitig mehrere Validierungen der OECD (sie-
he Tabelle 4). Das vorgestellte modulare System erlaubt ei-
nen Austausch der Testmodule nach dem sich kontinuierlich 
entwickelnden Stand der Technik, ohne Neuentwicklungen 
oder Gegegebenheiten zu einer veränderten Gesetzeslage 
(z. B. Vermeidung von Vertebratentests) auszuschließen.

Die Testpalette ermöglicht eine umfassende wirkungsbe-
zogene Risikobewertung für die aquatische Umwelt, wobei 
der Testumfang auf die Ansprüche der Anwender angepasst 
werden kann. Es können fortpflanzungsrelevante Wirkungen 
an Invertebraten, Amphibien und Fischen, ebenso wie wirk-
mechanistische Ansätze der östrogenen und androgenen Re-
zeptorbindung, der Steroidgenese, eventuell sogar der Aro-
matasemodulation erfasst werden. Es stellt einen möglichen 
wirkungsbezogenen Lösungsweg für eine Risikobewertung 
der endokrinen Disruption und hormonaktiven Substanzen 
in der Umwelt dar. Sollte ein Teil aus dieser Testpalette für 
Umweltanwendungen genormt und anschließend flächen-
deckend für ein Umweltmonitoring eingesetzt werden, so 
wäre eine Grundlage gegeben eine Risikobeurteilung und ein 
Risikomanagement für die endokrine Disruption einzuleiten.
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