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Zusammenfassung

Einleitung: In der Schweiz werden im Rahmen der Aktivitaten der Koordinierten Beobachtung
Oberflachengewasser (KBO) sowie des Vorgangerprojektes Modulstufenkonzept (MSK),
standardisierte Methoden fir die Untersuchung und Bewertung des Zustandes der
Fliessgewasser erarbeitet, um so strukturelle, hydrologische, biologische, chemische sowie
Okotoxikologische Aspekte der Wasserqualitat zu erfassen und gegebenenfalls Massnahmen
zur Verminderung dieser Belastung ergreifen zu kénnen.

Zielsetzung des Moduls Okotoxikologie innerhalb des MSK bzw. der KBO ist die Entwicklung
eines, auf 0©kotoxikologischen Biotests basierenden, Konzeptes zur routinemassigen
Beurteilung der Wasserqualitit anhand von Biotests, bestehend aus Probenahme,
Probenaufbereitung, Biotests und Beurteilung der Effekte. Die Biotests sollen sensitiv,
wirkungsbasiert, einfach durchfihrbar, kostengtinstig und gut interpretierbar sein.

In dem vorliegenden Bericht werden ausgewahlte Testsysteme zur Detektion und
Quantifizierung von Ostrogenitat in  Wasserproben fiur eine Anwendung durch
Vollzugsbehdrden und private Labore evaluiert.

Inhalt/ Durchfiihrung: Es wird aufgezeigt, welche Elemente ein Biotest-basiertes Erhebungs-
und Beurteilungskonzept beinhaltet. Neben einem Vergleich der betrachteten Testsysteme
werden die einzelnen Arbeitsschritte beschrieben. Dazu wird insbesondere die Anwendung,
Auswertung und Interpretation von Biotests zur Beurteilung von Abwasser- und
Oberflachengewasserproben am Beispiel dstrogener Effekte vorgestellt und evaluiert. Neben
den Resultaten einer Messkampagne an 14 Schweizerischen Abwasserreinigungsanlagen
(ARA) im Fruhjahr 2010 werden dabei auch Beispiele aus der Literatur betrachtet.

In der Messkampagne wurden zwei ausgewahlte in vitro Tests eingesetzt, die eine dstrogene
Wirkung Uber Rezeptoraktivierung messen:

1. ein Rezeptorbindungstest mit Hefen (Yeast Estrogen Screen, YES) und

2. ein Rezeptorbindungstest mit einer menschlichen Zellinie (Estrogen Receptor -
Chemical Activated Luciferase Gene Expression, ER-CALUX®).

Als erganzender Test wurde der Steroidhormontest H295R mit einer menschlichen Zelllinie
angewendet, mit dem das Gleichgewicht kdrpereigener Steroidhormone im Organismus
erfasst werden kann. Begleitend wurde die chemische Analytik der wichtigsten bekannten
Ostrogenen Stoffe aus kommunalem Abwasser (1783-Estradiol, 17a-Ethinylestradiol, Estron,
Bisphenol A und Nonylphenol) durchgeftihrt.

In Anlehnung an die Methoden des MSK bzw. der KBO wird zur Beurteilung der Messwerte
exemplarisch ein 3-skaliges Gutebeurteilungssystem verwendet, das verfigbare Vorschlage
fur chronische Umweltqualitatskriterien von Ostrogen aktiven Substanzen einbezieht.

Ergebnisse: Mit chemischer Analytik lasst sich die Wasserqualitat in Bezug auf eine Belastung
mit Ostrogenen nicht gesamthaft beurteilen, da die Bestimmungsgrenzen fir einige der
bekannten Substanzen hoher als deren Effektkonzentrationen liegen und nicht alle potentiell
relevanten Substanzen mit einer Einzelstoffanalytik erfasst werden kodnnen. Die
Gutebeurteilung mit den erhobenen Biotestdaten von 14 Schweizerischen ARA zeigt, dass die
Wasserqualitét bzgl. dstrogener Belastung im ER-CALUX® teilweise schlechter bewertet wird
als im YES. Je nach Biotest wurde das chronische Qualitatskriterium in 33% (ER-CALUX®) bis
67% (YES) der Oberflachengewasser vor der Abwassereinleitung der untersuchten ARA
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eingehalten. In den Oberflachengewassern unterhalb der ARA wurde es im YES noch in 20%
der Fliessgewasser eingehalten, in 50% der Félle trat eine Uberschreitung auf. Bei Bewertung
mit dem ER-CALUX® wurde in 80% der Félle eine Uberschreitung des Qualitatskriteriums
gemessen. Die Umrechnung der im ARA-Ablauf gemessenen Estradiolaquivalente mit der
entsprechenden Verdinnung durch das Fliessgewasser ergab eine gute Ubereinstimmung mit
den direkt im Oberflachengewésser gemessenen Werten.

Schlussfolgerungen:  Als  pragmatisches  Vorgehen  fur  die  Grobbeurteilung
abwasserbelasteteter Gewasser wird empfohlen, die Ostrogenitat im ARA-Ablauf mit dem
YES-Test zu messen und daraus die resultierende Gewasserbelastung tber die Verdinnung
im Fliessgewasser abzuschatzen. Eine solche Grobbeurteilungsmethode lasst sich auch auf
weitere Testsysteme zur Messung anderer Effekte anwenden und stellt eine wichtige
Ergénzung zu den géngigen im Vollzug verwendeten spurenanalytischen Methoden dar. Der
YES-Test ist zwar 10-fach weniger empfindlich als der ER-CALUX®, jedoch gut fir die
Bewertung starker belasteter Proben einsetzbar und geeignet, um die Einhaltung maoglicher
Qualitatskriterien zu Uberprifen. Der Hauptvorteil dieser Testmethode liegt aber in seiner
guten Eignung fur eine Anwendung in kantonalen und privaten Laboratorien. Der Test ist
relativ einfach durchzufihren und preiswert. Sind vertiefte oder erganzende Untersuchungen
gewinscht, kdnnen beispielweise in vivo-Tests gemacht werden oder auch der H295R
angewendet werden. Diese Tests sind aber momentan flr Routineuntersuchungen weniger
geeignet.

Aktuell lasst sich keine Biotest-basierte Methode zur direkten Beurteilung von
Oberflachengewasserproben vorschlagen, da diese weniger belastet sind als Proben aus
ARA-Abwasser. Dazu missen infrage kommende Testsysteme zun&chst noch besser validiert
werden. Die hier aufgezeigten Konzepte und Methoden sind jedoch vielversprechend und
zeigen auf, dass mit Biotests grundséatzlich die 6strogene Aktivitat in Fliessgewassern erfasst
werden kann.

Handlungsbedarf: Ein Konzept zur 6kotoxikologischen Grobbeurteilung der Wasserqualitat in
abwasserbelasteten Gewassern anhand von Biotests soll konkretisiert werden. Es soll geprift
werden, welche zusatzlichen Methoden dafiir geeignet sind. Bereits laufende Arbeiten mit dem
Ziel der internationalen Standardisierung von Biotests zur Messung 6strogener Effekte und
von Algentoxizitat sollen weiter vorangetrieben werden. Dazu werden unter anderem Arbeiten
zu Variabilitdt und Wiederfindung durchgefiihrt. Dabei sollen auch Verfahren identifiziert
werden, die fuir eine Anwendung in Oberflichengewassern infrage kommen, z.B. ein
optimiertes YES-Verfahren mit héherer Sensitivitét, oder der ER-CALUX®.
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El
E2
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EC,

EE2
EEF
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ELISA

EQS
ER-CALUX

ERa
FACEIT

FIRE

GSchv
H295R
HPLC

ISO

KBO

LLE
LC-MS/MS

Chronisches Umweltqualitatskriterium (annual average environmental quality
standard)

Analysing combination effects of mixtures of oestrogenic chemicals in marine
and freshwater organisms. EU research on environment and health, 5th
Framework Programme

Abwasserreinigungsanlage

Bisphenol A

Chronisches Qualitatskriterium (vergleichbar mit dem AA-EQS)
Estron

17B-Estradiol

Effektkonzentration oder Wirkkonzentration

Konzentration bei welcher ein x%-iger Effekt induziert wird, wobei der
Maximaleffekt des Standards 100% entspricht

17a-Ethinylestradiol
Estradiolaquivalenzfaktor
17B-Estradiol-Aquivalenzkonzentration (17p-estradiol equivalent concentration)

Antikorperbasiertes
Assay)

Nachweisverfahren (Enzyme Linked Immunosorbent

Umweltqualitatskriterium (environmental quality standard)

Estrogen LUciferase

eXpression

Receptor-mediated Chemically Activated gene

Estrogenrezeptor a

Fast Advanced Cellular and Ecosystems Information Technologies. Research
project supported by the 6th EU Framework Programme

Risk Assessment of Brominated Flame Retardants as Suspected Endocrine-
Disrupters for Human and Wildlife Health. EU research on environment and
health, 5th Framework Programme

Gewasserschutzverordnung

Steroidgenese Assay mit einer humanen Nebennierenkarzinom-Zelllinie
Flussigchromatographie (high-performance liquid chromatography)
Internationale Organisation fur Standardisierung

Koordinierte Beobachtung Oberflachengewésser

Flussig-flissig Extraktion (Liquid-liquid extraction)

Flissigchromatographie Massenspektrometrie (liquid chromatography tandem
mass spectrometry)
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MIP-SPE
MSK
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NOEC

NP
OECD

Q347
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SOP
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SPME
TEQ
YES

Detektionslimite oder Nachweisgrenze (limit of detection)

Niedrigste  beobachtete = Wirkkonzentration (lowest observed effect
concentration)

Quantifizierungslimite oder Bestimmungsgrenze (limit of quantification)
SPE mit molekular aufgedruckten Polymeren

Modulstufenkonzept

Zytotoxizitatstest

Konzentration bei der kein Effekt beobachtet wird (no observed effect
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Nonylphenol

Organisation  fur  wirtschaftiche = Zusammenarbeit und Entwicklung
(Organisation for Economic Co-operation and Development)
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Festphasen-Mikroextraktion (solid phase micro extraction)
Toxische Aquivalenzkonzentration (toxic equivalent concentration)

Yeast Estrogen Screen
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1 Einleitung

1.1 Das Modulstufenkonzept mit Folgeprojekt ,,Koordinierte Beobachtung
Oberflachengewasser*

Im Rahmen der Koordinierten Beobachtung Oberflachengewéasser (KBO) und dem
Vorgangerprojekt Modulstufenkonzept (MSK) werden fur die Schweiz standardisierte
Methoden fir die Untersuchung und Bewertung des Zustandes der Fliessgewasser erarbeitet.
Die Methoden dienen dazu, in verschiedenen Stufen mit unterschiedlicher
Bearbeitungsintensitat strukturelle und hydrologische, biologische, chemische sowie
Okotoxikologische Aspekte der Wasserqualitdt zu erfassen (Liechti et al., 1998). Ziel ist die
Einteilung der Gewasser in verschiedene Guteklassen (http://www.modul-stufen-konzept.ch).

Im Modulstufenkonzept wird zwischen drei Stufen (F, S, A) unterschieden, die auch
unterschiedliche Detaillierungsgrade der Untersuchung beinhalten, wobei der Aufwand fur die
Erhebung der Daten von Stufe F zu A zunimmt. Eine flachendeckende Untersuchung (F)
schliesst alle Fliessgewasser in einem Gebiet ein, systemhaft (S) werden ganze
Fliessgewasser (idealerweise mit allen wichtigen Zulaufen) und abschnittsweise (A)
ausgewahlte Gewasserbereiche untersucht.

Die erarbeiteten Methoden sollen den kantonalen Fachstellen als Vollzugshilfen dienen. Im
MSK-Folgeprojekt KBO sollen die Module nun verstarkt angewendet und weiter in der
Gewasserbeurteilung implementiert werden. In der Arbeitsgruppe (AG) Methoden, bestehend
aus Vertretern von Behorden, Kantonen, privaten Laboren und der Forschung, werden die
erarbeiteten Methoden diskutiert und bearbeitet. Zudem soll ein Gesamtkonzept entwickelt
werden, in dem die Daten aus den einzelnen Modulen integriert und eine Gesamtbewertung
des Gewasserzustandes vorgenommen wird (Bundi et al., 2008).

1.2 Gesetzliche Grundlagen

Der Zweck der Schweizerischen Gewasserschutzverordnung (GSchV, SR 814.201; Art. 1)
(Schweizerischer Bundesrat, 1998) ist der Schutz von ober- und unterirdischen Gewassern
vor nachteiligen Einwirkungen und die Ermoéglichung einer nachhaltigen Nutzung der
Gewasser. In Anhang 1 (Art. 1(3)) sind die 6kologischen Ziele definiert.

Darin ist u.a. festgehalten, dass Stoffe, die die Gewasser verunreinigen kénnen und die durch
menschliche Téatigkeit ins Wasser gelangen kdnnen, keine nachteiligen Einwirkungen auf die
Lebensgemeinschaften von Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen und auf die Nutzung der
Gewasser haben durfen. Die Ziele des Anhang 1 missen bei Massnahmen aufgrund der
GSchV beriicksichtigt werden. Das Modul Okotoxikologie soll dabei erganzend zu anderen
Methoden eine Beurteilung moglicher Einwirkungen auf die Lebensgemeinschaften von
Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen erlauben.

»
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1.3 Das Modul Okotoxikologie
Zielsetzung

Bisher existiert kein auf dkotoxikologischen Biotests basierendes Konzept fir die Beurteilung
der Wasserqualitat Schweizerischer Oberflachengewdésser. Die Zielsetzung des Moduls
Okotoxikologie innerhalb der KBO ist die Entwicklung eines belastbaren Konzeptes zur
routinemassigen Beurteilung der Wasserqualitdt anhand von Biotests. Dieses Konzept soll
Probenahme, Probenaufbereitung, Biotests und die Beurteilung der Effekte umfassen. Die
erarbeiteten Methoden fiir das Modul Okotoxikologie sollen abschnittsweise, d.h. an
ausgewdhlten Gewasserbereichen, angewendet werden und den Kkantonalen
Fachstellen als Beurteilungs- und Vollzugshilfen dienen.

Das Ziel dieser Arbeiten ist die Beantwortung der Fragen:
¢ Welche Biotests kénnen heute in der Praxis angewendet werden?
e Wie sollen die Biotest angewendet und interpretiert werden?

¢ Wo sind noch weitere Arbeiten nétig?

Erste Arbeiten und Schlussfolgerungen daraus

In der Vergangenheit wurden bereits Studien im Rahmen des Moduls Okotoxikologie
durchgefiihrt. Schweigert et al. (2001) schlugen eine zweistufige Vorgehensweise vor. In einer
ersten Stufe sollte mit verschiedenen in vitro Screeningtests ein mogliches toxisches Potential
evaluiert werden, um anschliessend im Rahmen einer zweiten Stufe mit ausgewahlten
Organismen zu Uberprifen, ob das toxische Potential auch dort zu negativen Effekten fuhrt.

Die vorgeschlagenen Screeningtests umfassen relevante toxische Endpunkte, vor allem DNA-
Schéden, Neurotoxizitdt, Photosynthesehemmung und Reproduktionsstérungen. Anhand
dieses Vorschlages wurde eine Testbatterie entwickelt, die in mehreren Studien sowohl an
Abwasser- als auch an Fliessgewasserproben erprobt wurde (Chévre und Eggen, 2006;
Escher und Cheévre, 2004). Dieses Konzept wurde im Jahr 2006 durch Experten evaluiert.
Hierbei wurden die verschiedenen Elemente der Beurteilungsmethode (Probenahme,
Probenaufbereitung und —testung, Interpretation der Daten) beurteilt. Die Verwendung
Okotoxikologischer Methoden zur Beurteilung der Wasserqualitat wurde grundsatzlich als sehr
sinnvoll erachtet. Die vorgeschlagenen Testsysteme decken nach Einschatzung der Experten
ein breites Spektrum von schadlichen Wirkungen auf das Gewasserdkosystem ab, allerdings
sollten die Methoden noch weiter validiert und evaluiert werden. Auch die Auswahl der Effekte
bzw. ihre Vollstandigkeit sollte kritisch hinterfragt werden. Zum Beispiel wurde daraufhin im
Rahmen des Projektes ,Strategie Micropoll“ die vorgeschlagene in vitro Testbatterie auf
kommunale Abwasser- und Fliessgewasserproben angewendet und verschiedene
Probenaufbereitungsmethoden evaluiert (Escher et al., 2007a; Escher et al., 2007b).
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Heutige Organisation

Aufbauend auf den Erkenntnissen bisheriger Arbeiten soll nun - in Zusammenarbeit mit dem
BAFU und einer Begleitgruppe (bestehend aus Vertretern von Behotrden, Kantonen,
Auftragslaboren und Forschungsinstituten) - ein Beurteilungskonzept zur routinemdassigen
Beurteilung der Wasserqualitat anhand von Biotests erarbeitet werden.

Der Fokus liegt zundchst auf spezifischen Problemstellen (Stufe A), wie zum Beispiel
Gewassern mit einer Beeinflussung durch:

e gereinigtes Abwasser (hoher Abwasseranteil)

e Mischwasser aus Kanalsystemen,

o Stoffeintrage aus der Landwirtschatt,

e Eintrag von Strassenabwassern.
Hierfir ist die Entwicklung einer einheitlichen Vorgehensweise zur Identifikation der
relevantesten Schadstoffquellen und -eintrage hilfreich, insbesondere um:

¢ eine Okotoxikologische Beurteilung der Gewasserverschmutzung zu ermdglichen,

¢ die dkotoxikologische Bedenklichkeit/lUnbedenklichkeit (bezlglich spezifischer Effekte)
von Stoffeintrégen zu beurteilen,

e Entscheidungshilfe bei komplexen Entscheidungen, z.B. einer Massnahmenplanung,
zu leisten,

e bestehende Beurteilungsmethoden zu ergdnzen (z.B. Spurenanalytik (Gotz et al.,
2011) oder Zusammensetzung des Makrozoobenthos (Stucki, 2010)) und ein
integrales Bild der Belastung zu zeigen,

und so mit Hilfe einer dafiir entwickelten Probenahme- und Beurteilungsstrategie bei Bedarf
die Wasserqualitat anhand von Biotests zu beurteilen.

Fir die Erarbeitung des Moduls sollen sowohl internationale Konzepte (z.B. aus Deutschland,
Osterreich, den Niederlanden, Frankreich und den USA) herangezogen werden, als auch
bisherige Erfahrungen in der Schweiz.

Die Arbeiten erfolgen unter Federfiihrung des BAFU am Oekotoxzentrum und werden durch
eine Arbeitsgruppe mit Experten aus privaten Labors, kantonalen Gewasserschutzfachstellen
und der Forschung gesteuert/begleitet.
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1.4 Zielsetzung des vorliegenden Berichts

In dieser Studie wurde ein erster Entwurf fiir eine Methode zur routinemassigen Beurteilung
der Wasserqualitat anhand von Biotests zur Messung der Ostrogenitat von kommunalem
Abwasser (stellvertretend fir andere wichtige Endpunkte) erarbeitet. Diese Methode soll als
Ergénzung bestehender Methoden zur Beurteilung von Fliessgewassern dienen. In Box 1 sind
die Griinde fiir den Fokus auf Ostrogen aktive Substanzen erlautert.

Box 1: Warum Ostrogene?

Die Stoffgruppe der Ostrogen aktiven Substanzen wurde durch die Begleitgruppe des Moduls
Okotoxikologie ausgewahlt, da ihr Risikopotential fiir empfindliche Gewéasser bereits vielfach
aufgezeigt wurde (z.B. NFP 50 ,2008) und zahlreiche nationale und internationale Studien
hierzu vorliegen.

In der Umwelt vorkommende natiirliche und synthetische Ostrogene weisen eine sehr hohe
biologische Aktivitdat auf, was sich in okotoxikologischen Qualitatskriterien von weniger als
1 Nanogramm pro Liter fir besonders aktive Stoffe wie das synthetische 17a-Ethinylestradiol
(EE2) aussert (siehe auch http://mww.oekotoxzentrum.ch/expertenservice/
qualitaetskriterien/vorschlaege). Solche Wirkkonzentrationen sind derzeit auch mit
aufwandiger chemischer Spurenanalytik nicht nachweisbar (G6tz et al., 2010a). Des Weiteren
sind unbekannte Wirkungen von Chemikalienmischungen bei der Einzelstoffbewertung nicht
berlcksichtigt. Daher sind Methoden zur Risikobewertung, die sich auf analytische Daten
stiitzen, nur bedingt auf Umweltproben anwendbar und Qualitatskriterien fiir Ostrogen aktive
Stoffe sind analytisch sehr schwer zu berwachen.

Die Beurteilung der Wasserqualitdt soll auf sensitiven, wirkungsbasierten, einfach
handhabbaren, kostengiinstigen und einfach interpretierbaren Biotests zur Messung
ostrogener Effekte in Oberflachengewassern basieren.

In einem ersten Schritt wurden verschiedene biologische Testsysteme zur Messung
Ostrogener Effekte in belasteten Wasser- und Abwasserproben auf ihre Eignung fur eine
Anwendung im Vollzug beurteilt. Die Evaluation geeigneter Testverfahren und die
Identifikation von Datenliicken und weiterem anwendungsorientiertem Forschungsbedarf
erfolgte anhand einer Messkampagne an Schweizerischen Klaranlagen und Fliessgewassern
und unter Einbeziehung der verfiigbaren Literatur. Basierend auf den gewonnenen
Erkenntnissen wird eine Beurteilungsmethode fir die praktische Anwendung vorgeschlagen.

Langerfristig soll eine umfassendere (d.h. auch andere Effekte beriicksichtigende) Methode
zur routinemassigen Beurteilung der Wasserqualitat anhand von Biotests entwickelt werden.
Dieser Bericht zeigt unter anderem den weiteren Handlungsbedarf auf.
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2 Uberblick uber verfiigbare (biotestbasierte) Erhebungs- und
Beurteilungsmethoden

2.1 Anwendung von Biotests zur Bewertung von Abwasser, Sedimenten und
Altlasten

Biotests werden in verschiedenen Landern (z.B. Deutschland, Osterreich, den USA und
teilweise auch der Schweiz) bereits jetzt zur Bewertung der Giftigkeit von Abwéssern oder
Sedimenten eingesetzt. Hierfir werden in der Regel Testorganismen verschiedener
trophischer Stufen/Erndhrungsebenen verwendet: Vertreter von Primarproduzenten (Algen,
Pflanzen), Konsumenten (z.B. Wasserflohe, Fische) und Destruenten (z.B. Leuchtbakterien).

In Deutschland sind in der Abwasserverordnung (AbwV) (Bundesministerium der Justiz, 1997)
eine Reihe von Biotests (mit Leuchtbakterien, Algen, Wasserflohen und Fischembryonen)
vorgeschrieben. Zur Untersuchung einer moglichen Gentoxizitat wird der umuC-Test mit dem
Bakterium Salmonella typhimurium (International Organization for Standardization, 2000)
eingesetzt. Mit diesen Biotests missen Industriebetriebe, Klaranlagenbetreiber und sonstige
Abwassereinleiter die Giftigkeit ihres Abwassers prifen. Fir das Gesamtabwasser sind
Anforderungen festgelegt, die von den Einleitern eingehalten werden missen. Die Toxizitat
des Abwassers geht, zusammen mit weiteren physikalisch-chemischen Parametern wie z.B.
Gesamtphosphor, Gesamtstickstoff, CSB-Wert und Gehalt an absetzbaren Stoffen, in die
Berechnung der Abwassergebihren ein, ggfs. werden Starkverschmutzerzuschlage erhoben
(Lesche et al., 2010). In Osterreich kommt ein &hnliches Konzept in der
Abwasseremissionsverordnung (AAEV) zum Einsatz (Bundesminister fur Land- und
Forstwirtschaft, 1996).

Bei der Beurteilung von Sedimenten nach der Handlungsanweisung fur den Umgang mit
Baggergut im Binnenland (HABAB) (Bundesanstalt fir Gewasserkunde, 2000) und in
Kustengewassern (HABAK) (Bundesanstalt fur Gewasserkunde, 1999) werden in Deutschland
Sedimente in einem 7-stufigen System von nicht belastet zu belastet eingeteilt (Bundesanstalt
fur Gewasserkunde, 2009). Zusatzlich zu den oben genannten Testorganismen werden hier
auch eine Reihe spezifischer Testsysteme eingesetzt wie der umuC-Test (International
Organization for Standardization, 2000) und der Comet-Assay (Braunbeck et al., 2009;
Kumaravel et al., 2009) zur Bewertung von Gentoxizitat, der Ames-Test (International
Organization for Standardization, 2005) zur Bewertung von Mutagenitdt und der E-Screen
(Koérner et al., 1999) zur Bewertung einer 6strogenen Wirkung.

Im deutschen Wasserhaushaltsgesetz (Bundesministerium der Justiz, 2009) werden in Bezug
auf toxische Wirkungen neben Kriterien wie  Giftigkeit, Langlebigkeit und
Anreicherungsfahigkeit auch sogenannte ,neuartige Wirkungen® bertcksichtigt. Hierzu z&hlen
z.B. krebserzeugende, fruchtschadigende und erbgutverandernde Wirkungen, aber auch
neurotoxische, endokrine und immuntoxische Wirkungen.

In der Schweiz sind ©kotoxikologische Testsysteme zur Bewertung von Abwasser oder
Sedimenten bisher nicht gesetzlich vorgeschrieben. Biotests werden aber zur Bewertung von
Sickerwasser und Eluaten von belasteten Standorten (z.B. Altlasten und Deponien) in einer
Vollzugshilfe vorgeschlagen (Becker van Sloten et al., 1999). Diese empfiehlt die Anwendung
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einer Basis-Testreihe (Leuchtbakterien, Algen, Krustentiere) und in bestimmten Fallen
ergédnzende Untersuchungen zur Genotoxizitat oder chronischen Toxizitat.

Allerdings sind diese breit verwendeten und standardisierten Biotests nicht geeignet fur die
spezifische Messung von Ostrogen aktiven Substanzen. Um gezielt die strogene Belastung
einer Umweltprobe zu ermitteln, mussen effektspezifische Biotests verwendet werden. Hier
kénnen in vitro Testsysteme (siehe auch Kapitel 3.4) als wertvolle Screening-Werkzeuge zur
Erhebung und Beurteilung mdglicher Ostrogen belasteter Oberflachengewdasser dienen. Eine
erfolgreiche Anwendung zur Erfolgskontrolle erweiterter Abwasserbehandlungsmassnahmen
konnte im nachfolgend beschriebenen Projekt ,Strategie Micropoll“ gezeigt werden.

2.2 Anwendung von Biotests zur Erfolgskontrolle erweiterter
Abwasserbehandlung

Im Projekt ,Strategie Micropoll® des BAFU wurde eine Strategie bezlglich
Mikroverunreinigungen aus kommunalem Abwasser erarbeitet. In einem Teilprojekt, in dem
verschiedene weitergehende Abwasserbehandlungsmassnahmen zur Entfernung von
Mikroverunreinigungen aus biologisch gereinigtem kommunalem Abwasser in Pilotstudien
untersucht wurden, kam eine Vielzahl verschiedener Biotests ebenso wie eine umfangreiche
chemische Analytik zum Einsatz (Abegglen et al., 2009; Margot et al., 2011). Hierbei konnten
die angewendeten in vitro Biotests zum Nachweis spezifischer Wirkungen, u.a. dstrogene
Aktivitdt im YES, ER-CALUX® und H295R, eine deutliche Verringerung spezifischer
Wirkungen durch die Behandlung des Abwassers mit Ozon oder Aktivkohle anzeigen. Die
Verringerung der Ostrogenitiat wurde auch auf Organismenebene deutlich: So wurde der in
biologisch gereinigtem Abwasser signifikant erhdhte Vitellogeningehalt, der ein Indikator fur
eine Belastung mit Ostrogen aktiven Substanzen ist (sieche auch Box 2), in jungen
Regenbogenforellen durch die weitergehende Abwasserbehandlung signifikant und auf
Kontrollniveau reduziert. Bei ,Strategie Micropoll“ zeigten die Ergebnisse der in vitro Biotests
eine gute Ubereinstimmung mit der in vivo Vitellogenin-Induktion bei Regenbogenforellen
(Kienle et al., 2011; Stalter et al., 2010).

Insgesamt ist eine Vielzahl von vielversprechenden Biotestmethoden vorhanden, allerdings
muss hoch verstarkt auf eine Validierung und Standardisierung dieser Methoden fur die
Bewertung von Umweltproben hingearbeitet werden.

2.3 Biologische und chemische Erhebungs- und Beurteilungsmethoden im
Modulstufenkonzept

Im Rahmen des Modulstufenkonzeptes (Liechti et al., 1998) wurden bereits eine Reihe von
Erhebungs- und Beurteilungsmethoden fir Teilaspekte der Fliessgewassergite entwickelt.

Eine Beurteilung der biologischen Gewéssergiite kann anhand der Zusammensetzung der
Kieselalgen(Diatomeen)-Lebensgemeinschaft (Hurlimann und Niederhauser, 2007), des
Makrozoobenthos (Stucki, 2010), der Makrophyten (Kanel et al.,, 2009) und der Fische
(Schager und Peter, 2004) erfolgen. Der chemische (v.a. auf Nahrstoffe bezogene) Zustand
der Fliessgewasser wird mit Hilfe des Moduls ,Chemisch-physikalische Erhebungen,
Nahrstoffe” bestimmt (Liechti, 2010). Als Ergdnzung zu den gewasserchemischen
Untersuchungen ermdglicht die Zusammensetzung der Kieselalgen-Lebensgemeinschaft
ebenfalls Aussagen tber die chemische Wasserqualitéat (Hurlimann und Niederhauser, 2007).
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Im Modul ,Okotoxikologie* soll ein analoges auf Biotests basierendes Erhebungs- und
Beurteilungskonzept entwickelt werden, um mit den aus effektbasierten Biotests erhobenen
Resultaten eine routinemassige Beurteilung der Wasserqualitat zu ermdglichen.

2.4 Beurteilung der Wasserqualitat mit Umweltqualitatskriterien

Zur Beurteilung der Wasserqualitat werden in verschiedenen Landern Umweltqualitétskriterien
eingesetzt. Darunter versteht man wirkungsbasierte (d.h. auf o©kotoxikologischen oder
toxikologischen Effektdaten basierte) numerische Anforderungen an die Wasserqualitat fir
Einzelsubstanzen nach EU-Wasserrahmenrichtlinie (EG, 2000).

Gemass der EU-Wasserrahmenrichtlinie soll bis zum Jahr 2015 ein guter 6kologischer und
chemischer Zustand der Gewasser erreicht werden. Fir die Bewertung werden derzeit fir 33
prioritare Substanzen effektbasierte Umweltqualitétsstandards nach dem Technical Guidance
Document for EQS (EU, 2010) abgeleitet. Diese werden mit chemischen Monitoringdaten
verglichen um das Gefahrenpotential fir Wasserlebewesen abzuschéatzen.

Mit einem ahnlichen Ansatz wurde im Jahr 2010 in der Schweiz ein Vorschlag fir ein
Beurteilungskonzept fur organische Spurenstoffe aus kommunalem Abwasser entwickelt
(Gotz et al., 2011), in das neben chemischen Messdaten auch effektbasierte Qualitatskriterien
mit einflossen. Um die Basisbelastung zu beurteilen, werden hier die Umweltkonzentrationen
mit chronischen Qualitatskriterien verglichen, die Organismen vor den Auswirkungen
langfristiger Belastung mit Umweltchemikalien schitzen sollen. Angelehnt an das
Modulstufenkonzept des BAFU wird die chemische Wasserqualitat in finf Zustandsklassen
unterteilt: sehr gut / gut / massig / unbefriedigend / schlecht (G6tz et al., 2011).

Im Modul Okotoxikologie soll ein Erhebungs- und Beurteilungskonzept mit einer dhnlichen
Klassierung zunéchst fur dstrogene Effekte erarbeitet werden.
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3 Vorschlag eines biotestbasierten Erhebungs- und Beurteilungs-
konzeptes

Im Folgenden werden die einzelnen Elemente des Erhebungs- und Beurteilungskonzeptes
beschrieben und die Kriterien fir ihre Auswahl und Beurteilung vorgestellt. Der Fokus lag
hierbei auf der Auswahl und Evaluation geeigneter in vitro Biotests als Screening-Werkzeuge
zum Nachweis ostrogener Aktivitét.

3.1 Beschreibung der Elemente des Erhebungs- und Beurteilungskonzeptes

Fir das Erhebungskonzept wurden:

¢ die Probenahmestrategie (Auswahl der Gewasser und der Probenahmestellen),
e die Probenahme,
¢ die Probenaufbereitung,
e die Auswahl geeigneter Biotests und ihre Evaluation fir eine praxisnahe Anwendung,
¢ die Datenanalyse und Auswertung
und fur das Beurteilungskonzept
¢ die Beurteilung der Ergebnisse anhand von Umweltqualitétskriterien

einbezogen. Diese Elemente sind flir eine aussagekraftige, zuverldssige, belastbare und
vergleichbare Beurteilung der Wasserqualitéat anhand von Biotests von zentraler Bedeutung.

Abb. 1 gibt einen Uberblick tiber das Vorgehen fiir die Erhebung und Beurteilung potentiell mit
Ostrogen aktiven Substanzen belasteter Gewéasser.

Abschéatzung der Belastung durch - Abwasseranteil
kommunales Abwasser - Einzelne Stichproben

Unt h tentiell belastet - Durchfihrung von Biotests im Abwasser
LlEELLLLnliEl s dEas e - Abschéatzung der Belastung im

Gewasser Oberflachengewésser liber Verdiinnung

v

Bewertung der Belastung durch
6strogen aktive Substanzen

- Vergleich mit Qualitatskriterien
- Beurteilung der éstrogenen Wirkung
- gof. vertiefte Untersuchung direkt im Gewasser

Abb. 1: Uberblick (iber die einzelnen Elemente des Beurteilungskonzeptes fiir Ostrogen aktive Substanzen,
(verandert nach Goétz et al., 2011).

In Kapitel 3.2 - 3.7 werden die einzelnen Elemente des Erhebungs- und
Beurteilungskonzeptes der Messkampagne Ostrogene (Probenahme, Probenaufbereitung, in
vitro Biotests (mit Qualitatskontrolle), Datenanalyse und Auswertung, Beurteilungssystem) und
die dazu notwendigen Arbeitsschritte naher beschrieben. Die Kriterien, welche die einzelnen
Elemente erfiillen sollen, werden jeweils zu Beginn jedes Unterkapitels erlautert.
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3.2 Probenahmestrategie und Probenahme

Fir die Ausarbeitung der richtigen Probenahmestrategie und zur Identifikation von potentiell
mit Ostrogenen belasteten Gewéasserabschnitten sind Informationen Uber den Anteil an
gereinigtem Abwasser im betrachteten Fliessgewasser zentral. Gétz et al. (2011) schlagen
hierfir die Ermittlung des Abwasseranteils eines Gewassers bei Niedrigwasserabfluss (Qzs7)
vor. Hierbei kann das Abwasser entweder:

1. Aus der Uber die Siedlungsentwasserung an die Gewasser angeschlossenen
Bevolkerung abgeschatzt werden, oder

2. aus den gemessenen Abwassereinleitungen aus kommunalen ARA berechnet
werden.

Fur genauere Informationen zur Identifizierung potentiell belasteter Gewasserabschnitte tber
den Abwasseranteil und zur Auswahl geeigneter Probenahmestellen kann auf Goétz et al.
(2011) zurtickgegriffen werden.

Kriterien fur die Probenahme sind:

e Madglichst reprasentative Erfassung der Schadstoffkonzentrationen im Gewasser/
Abwasser,

e vertretbarer Aufwand.

Das Ziel einer Probenahme ist, einen reprasentativen Teil des zu untersuchenden
Wasserkorpers so zu entnehmen und die Probe anschliessend so zu konservieren und zu
lagern, dass die chemische Zusammensetzung und die Eigenschaften der gesammelten
Probe diejenigen des Wasserkorpers wiederspiegeln (Homazava, 2009). Bei der Probenahme
fur die Erfassung 6strogener Aktivitat sind spezielle Vorsichtsmassnahmen zu ergreifen, um
eine Kontamination der Probe mit Ostrogen aktiven Substanzen wahrend Probenahme und
Transport zu verhindern (fur Details siehe SOP Probenahme YES im Anhang).

Zur Bewertung der Belastung mit Ostrogen aktiven Substanzen koénnen, je nach
Fragestellung, Stichproben, aktive Sammelproben oder passive, Uber einen meist langeren
Zeitraum genommene, Proben entnommen werden.

Hierbei stellt die Entnahme von Stichproben die am wenigsten aufwandige Methode dar.
Stichproben sind jedoch lediglich Momentaufnahmen, welche die Situation im Gewasser zu
einem bestimmten Zeitpunkt wiederspiegeln. Fur die Erfassung von zeitlichen Veranderungen
kann eine Serie von Stichproben gewahlt werden, wobei fur die Erfassung eines Tagesganges
beispielsweise mindestens 6 Probenahmen nétig sind. Mit saisonalen Stichproben
(4 Stichproben pro Jahr) kann fur Stoffe, die kontinuierlich in die Gewasser gelangen und
keinen starken zeitlichen Schwankungen oder zusatzlichen ereignisbezogenen
Eintragspfaden unterworfen sind, eine Basisbelastung erfasst werden (Gétz et al., 2011).

In der vorliegenden Studie wurden fur die Beurteilung der Belastung im Gewasser Stichproben
entnommen, da Sammelproben vergleichsweise aufwandig sind, falls an den entsprechenden
Stellen keine fest installierten Probenahmevorrichtungen vorhanden sind. Damit kommen
Sammelproben auch fiir eine Anwendung im Modul Okotoxikologie fiir die meisten Standorte
kaum in Frage (Informationen zur Methodik fur die Wasserprobenentnahme siehe auch
Tab. 14 im Anhang).

»
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Mit Sammelproben (z.B. Uber 24 Stunden) kénnen die durchschnittlichen Konzentrationen im
Gewasser/Abwasser Uber einen bestimmten Zeitraum (von Stunden bis Tagen) erfasst
werden. Sammelproben geben einen guten Uberblick iiber die mittlere Gesamtbelastung,
liefern aber primar keine Information tber die Maximal- bzw. Minimalbelastung und deren
zeitliche Dynamik wahrend der Dauer einer einzelnen Sammelprobe (Go6tz et al.,, 2011).
Kurzfristig erhdhte Konzentrationen kénnen fir die Effekte auf Wasserlebewesen jedoch sehr
wichtig sein. Fur die Untersuchung von kurzfristigeren Konzentrationsschwankungen wahrend
Regenereignissen kénnen auch Probenehmer zum Einsatz kommen, welche
abflussproportional beproben. Dementsprechend werden wahrend erhohtem Abfluss im
Gewasser die Sammelproben in kiirzeren Zeitperioden/abstdnden entnommen und separat in
Probenahmegefasse abgefiillt.

Aktiv genommene Sammelproben werden generell mit automatischen Probenehmern
entnommen. Hierbei kénnen sowohl fest installierte Probennehmer (z.B. fiir eine Probenahme
auf der ARA) als auch mobile Probensammler (z.B. fir eine Probenahme im Gewasser)
verwendet werden. Der Aufwand fir eine solche Probenahme im Gewasser ist relativ hoch,
auf Abwasserreinigungsanlagen kann dies an fest installierten Probenehmern gut und relativ
einfach durchgefihrt werden.

Da die Belastung der Gewasser mit Ostrogenen in erster Linie kontinuierlich tiber den Auslauf
von kommunalen ARA erfolgt, wurden in der vorliegenden Studie 24 h Sammelproben im
ARA-Ablauf genommen. Bei bekanntem Abwasseranteil im Gewasser (z.B. tiber Modellierung
oder Messung) kann von diesen Proben iiber die Verdiinnung auf den Ostrogen-Gehalt im
Gewasser extrapoliert werden.

Die passive Probenahme ist eine alternative Methode zur klassischen aktiven Entnahme von
Proben (Stich- oder Sammelproben) und Probenaufbereitung. Diese Methode beruht auf einer
Verteilung von organischen Stoffen zwischen der Wasser- und einer Sammlerphase und ist
vor allem fur langere Zeitperioden geeignet (Madrid und Zayas, 2007). Passivsammler kdnnen
zeitlich gemittelte Konzentrationen der in der Sammlerphase aufkonzentrierten organischen
Schadstoffe liefern, d.h. die Konzentrationen einer Vielzahl von Stoffen werden Uber die
Probenahmezeit (meist einige Wochen) integriert (Vignati et al., 2009).
Gleichgewichtssammler  erreichen  relativ  schnell (Stunden oder Tage) ein
Verteilungsgleichgewicht ~ zwischen = Wasser  und Passivsammiler; aus den
Verteilungskoeffizienten und der Konzentration im Passivsammler kann man die
Konzentration im Wasser berechnen. Einige Passivsammler bieten den Vorteil, dass sie die
biologische Aufnahme (Biokonzentration) von (eher hydrophoben) Schadstoffen aus dem
Wasser simulieren. Zu beachten ist, dass ein Passivsammlerextrakt somit nicht das gleiche
Stoffgemisch enthalt wie es im Wasser vorhanden war (Vrana et al., 2010). Dies kann jedoch
auch bei der Aufkonzentrierung von Wasserproben (ber Festphasenextraktion (SPE) nicht
sichergestellt werden (siehe Abschnitt 3.3).

Die Kosten einer passiven Probenahme sind im Vergleich zur klassischen Probenahme und
Probenaufbereitung (z.B. Stichproben, Sammelproben mit anschliessender SPE) relativ gering
(Kot et al.,, 2000). Nachteile dieser Methode sind die fehlende Standardisierung und die
Abhangigkeit der Effizienz der Probenahme von Umweltfaktoren wie Temperatur,
Fliessgeschwindigkeit, Biofouling und den Materialeigenschaften der Passivsammler
(Greenwood et al., 2007). Da die Aufnahmerate von diesen verschiedenen Parametern
abhangig ist, kann man bei Passivsammlern oft nicht zuverlassig auf die Konzentration im
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Wasser rlckschliessen; die Substanzkonzentration wird i.d.R. pro g Passivsammler
angegeben. Zudem besteht die Gefahr, dass der Passivsammler wahrend der
Probenahmezeit verloren geht (beispielsweise durch Vandalismus oder Hochwasser).

Die passive Probenahme stellt somit eine kostengiinstige und prinzipiell gut geeignete
Mdglichkeit dar, die mittlere dstrogene Belastung in einem Gewasser zu erfassen. Aus oben
genannten Grinden muss diese Methodik jedoch noch genauer evaluiert werden, bevor eine
Anwendung im Modul Okotoxikologie in Frage kommt.

Nach der Probenahme missen die Proben gekihlt ins Labor transportiert werden. Die
Wasserproben sind unmittelbar nach der Probenahme zu untersuchen bzw. aufzubereiten. Ist
eine umgehende Probenaufbereitung nicht moglich, kann die Probe bei 4°C gekihlt im
Dunkeln, abhangig von den zu analysierenden Substanzen, von 24 h bis zu einer Woche
aufbewahrt werden. Fir eine langere Aufbewahrung missen die Proben bei -20°C tiefgefroren
im Dunkeln gelagert werden (Gotz et al., 2011). Weitere Informationen zur Aufbewahrungszeit
finden sich in der ISO-Richtlinie 5667-3:2003 (International Organization for Standardization,
2003), allerdings sind darin fiir Ostrogene im Speziellen keine Informationen vorhanden.

3.3 Probenaufbereitungsmethoden fir in vitro Biotests zur Messung
odstrogener Aktivitat

Fur die Probenaufbereitung wurden folgende Punkte beriicksichtigt:

¢ Gute quantitative Extraktion der gewiinschten Substanzen,
e gute Reproduzierbarkeit,

e geringe Variabilitat der gewahlten Methodik,

e geringer Aufwand.

Zur weiteren Aufbereitung mussen die Wasserproben filtriert werden um evtl. vorhandene
feste Partikel zu entfernen.

Fur die Filtration von Abwasser- und Oberflachenwasserproben zur Evaluation von
Ostrogenen Substanzen sind Glasfaserfilter (z.B. APFD 09050, 1 um) geeignet (siehe auch
Tab.9 im Anhang). Ausserdem haufig verwendete Filtermaterialien sind Polycarbonat-
Membranen oder Cellulose-Acetat-Filter mit einer Porengrdsse von 0.45 bis 1 um (Homazava,
2009). Auch bei der Auswahl des Filters und zusétzlich bendtigter Materialien, die mit der
Probe in Kontakt kommen, ist darauf zu achten, dass diese Materialien nicht zu einer
Ostrogenen Kontamination der Probe filhren (Glasfaserfilter und Hilfsmaterialien aus Teflon,
Glas und Edelstahl sind geeignet. Kunststoffschlauche sollten dagegen wegen dem mdglichen
Zusatz von Ostrogen aktiven Weichmachern nicht verwendet werden.). Fir die Bestimmung
der 6strogenen Aktivitat mittels in vitro Biotests muss auch bei der Wahl der Lésungsmittel
darauf geachtet werden, dass sie keine hormonaktiven Substanzen wie beispielsweise UV-
Filtersubstanzen beinhalten.

Die filtrierte Wasserprobe wird anschliessend mittels einer geeigneten Extraktionsmethode
aufkonzentriert. Fir die Extraktion von Ostrogen aktiven Substanzen kommen vor allem
Festphasenextraktion (SPE) (LiSka, 2000) und Flissig-Flissig-Extraktion (LLE) (Blumberg,
1988) in Betracht, welche auch generell die am haufigsten verwendeten Extraktionsmethoden
sind. Auch neuere Methoden wie Festphasen-Mikroextraktion (SPME) (Lord und Pawliszyn,
2000), ,Stir Bar Sorptive Extraction” (SBSE) (Baltussen et al., 1999) und SPE mit molekular

»
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aufgedruckten Polymeren (MIP-SPE) (Caro et al., 2006; He et al., 2007) wurden zur Extraktion
von organischen Substanzen aus Wasserproben entwickelt. In Tab. 8 im Anhang sind die Vor-
und Nachteile der verschiedenen Extraktionsmethoden flr Wasserproben einander
gegenubergestellt. Im Folgenden werden die beiden am haufigsten verwendeten Methoden
kurz vorgestellt.

Flussig-Flissig Extraktionen (LLE) basieren auf der Verteilung von organischen Substanzen
zwischen der Wasserphase und einer nicht mischbaren organischen Ldsungsmittelphase
(Pedersen-Bjergaard et al., 2000). Dabei muss das Lésungsmittel so ausgewahlt werden,
dass die zu analysierenden Substanzen mdglichst vollstandig in die Losungsmittelphase
Ubergehen. Je nach Eigenschaften der in der Wasserprobe vorhandenen Substanzen sind
unterschiedliche Losungsmittel hierfir geeignet (z.B. Hexan, Ethylacetat). Im Vergleich zu
anderen Extraktionsmethoden weist diese Extraktionsmethode fir apolare und schwach
polare organische Substanzen eine hohe Effizienz bei geringen Analyse- und Materialkosten
auf (Hyotylainen, 2009). Es werden sowohl partikelgebundene, als auch geléste Substanzen
extrahiert. Diese Methode wird beispielsweise vom Auftragslabor BDS fiir den ER-CALUX®
verwendet. Ein Nachteil hierbei ist der hohe Verbrauch an Lésungsmittel und die geringere
Effizienz fur polare Stoffe.

Fur die Messung der Belastung von Oberflachenwasser und Abwasser mit Ostrogen aktiven
Substanzen mittels in vitro Biotests wird eine Festphasenextraktion (SPE) empfohlen. Dies ist
die heutzutage vermutlich am haufigsten verwendete Methode zur Extraktion von organischen
Substanzen aus Wasserproben. Bei dieser Methode werden die Schadstoffe zwischen einer
wassrigen Phase und einem geeigneten festen Sorptionsmaterial aufgeteilt, das die
organischen Stoffe selektiv abféangt. Die Wahl des Sorptionsmaterials und die Wahl der zur
Elution verwendeten Loésungsmittel haben einen Einfluss auf die Wiederfindungsrate. Auch
verschiedene Wasserparameter, wie z.B. der Gehalt an geldésten Huminséuren, der Tongehalt
und die Salinitat der Wasserprobe, kénnen die Wiederfindungsrate und die Reproduzierbarkeit
der Extraktion beeinflussen und sollten bei der Analyse mehrerer verschiedener Arten von
Wasserproben berlcksichtigt (und ggf. mit Hilfe geeigneter Standardsubstanzen analytisch
bestimmt) werden (Homazava, 2009).

Tab. 9 im Anhang gibt einen Uberblick Uber die Arbeitsschritte der in der Messkampagne
Ostrogene verwendeten Probenaufbereitungsmethoden.
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3.4 Testsysteme zur Messung dstrogener Aktivitat

Fur die Auswahl der geeigneten Biotests wurden Kriterien berticksichtigt, die u.a. auch fir eine
potentielle Verwendung dieser Biotests in der Regulatorik von zentraler Bedeutung sind.

Fir die generelle Beurteilung:
e Robustheit
e Nachvollziehbarkeit
e Sensitivitat
e Grad der Validierung / Standardisierung

Fir die Eignung der Testverfahren fir den Vollzug:
e Interpretierbarkeit
¢ Kommunizierbarkeit und Bewertung der Resultate
¢ Eignung zur Erkennung von Schadstoff-Hotspots
e Geringe Kosten bei routinemassiger Anwendung
e Mdglichst einfache Anwendung

¢ Anwendbar in kantonalen Gewasserschutzlaboren / privaten Laboren

Zur Messung 6strogener Aktivitat konnen in vitro und in vivo Testsysteme eingesetzt werden.
Als in vitro (lateinisch, im Glas) werden Experimente bezeichnet, die in einer kontrollierten
kinstlichen Umgebung ausserhalb eines lebenden Organismus durchgefiihrt werden und
organische bzw. biologische Vorgange untersuchen (im Gegensatz zu in vivo, im lebenden
Organismus). Im Gegensatz zur chemischen Analytik, die die Konzentrationen einer Auswahl
von Substanzen messen kann, integrieren in vitro Biotests die Effekte aller Substanzen mit
einem bestimmten Wirkmechanismus, z.B. Wirkungen auf den menschlichen
Ostrogenrezeptor a (hERa).

Zur integrativen Untersuchung von Auswirkungen auf Organismenebene sind standardisierte
in vivo Tests vorhanden, wie beispielsweise der Fish Early Life Stage Test (FELST) mit
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss). Hier kann die Vitellogeninkonzentration als
Indikator fiir eine dstrogene Belastung gemessen werden (siehe auch Box 2).

Box 2: Relevanz von Vitellogenin-Induktion als Indikator flir dstrogene Belastung

Vitellogenin ist ein Vorlaufer des Eidotterproteins. Ein erhohter Vitellogeningehalt in
freilebenden mannlichen Fischen gilt als verlasslicher Indikator fur eine Stérung des
Hormonhaushaltes aufgrund von Ostrogen aktiven Substanzen in Gewéassern (Jobling et al.,
2006). Dies wurde immer wieder in freilebenden Fischen in der Nahe des Auslaufs von
Klaranlagenabwéassern beobachtet, u.a. in der Schweiz (Vermeirssen et al., 2005),
Deutschland (Schwaiger et al., 2002) und den Niederlanden (Houtman et al., 2007a). Hierbei
fuhrten Konzentrationen ab 1 ng Estradiol-Aquivalente (EEQ)/L bereits zu einer Induktion von
Vitellogenin bei Bachforellen (Salmo trutta) (Vermeirssen et al., 2005). Die Relevanz der
Vitellogenin-Induktion auf Populationsebene zeigte sich bei der Exposition eines ganzen Sees
mit 5-6 ng/L EE2 Uber eine Zeitdauer von 2 Jahren (Kidd et al., 2007). Dies flihrte zunachst zu
erhohten Vitellogenin-Werten und dann zum Kollaps der Fischpopulation einheimischer
Dickkopfelritzen (Pimephales promelas) aufgrund fehlender Reproduktion und Rekrutierung.

4
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Der FELST ist jedoch aus verschiedenen Grinden fir Routineuntersuchungen nur begrenzt
geeignet: Es sind grosse Wassermengen nétig bzw. es missen Durchflussaquarien installiert
werden. Zudem sind der Aufwand und die Kosten hoch, und nicht zuletzt spielen
Tierschutzaspekte eine grosse Rolle. Dieser Test ist daher fir Monitoringzwecke kaum
anwendbar. Eine weniger aufwéandige, kostenglnstigere Mdglichkeit ist die Nutzung von
geeigneten in vitro Biotests. Fir einen ausfihrlichen Vergleich verschiedener in vitro und in
vivo Testsysteme siehe auch (Kase et al., 2009).

Ein Screening mit in vitro Biotests als erster Stufe der Gewassergutebeurteilung ist aufgrund
folgender Punkte sinnvoll (nach Chévre und Eggen, 2006: Tabelle 1):

e Es besteht eine generelle Ubereinstimmung, dass in der Okotoxikologie u.a. bei
der Beurteilung von Umweltproben die Nutzung von Testorganismen, insbesondere
Fischen, vermieden werden sollte. In vitro Bioassays ermoglichen ein Screening
belasteter Gewasser, ohne Tierversuche durchfiihren zu mussen.

e Die Nutzung von in vitro Biotests ermoglicht es spezifische Wirkmechanismen zu
erfassen. Dies gestaltet sich mit in vivo Tests, die integrativ Effekte auf den ganzen
Organismus untersuchen, schwieriger.

Zur Evaluation von (meist in vitro) Methoden fir Ostrogen aktive Substanzen wurden vor allem
international bereits zahlreiche Messkampagnen durchgefuhrt, z.B. in Danemark (Stuer-
Lauridsen et al., 2005), den Niederlanden (Murk et al., 2002; Vethaak et al., 2002),
Deutschland (Kérner et al., 1999; Pfluger et al., 2001), Osterreich (Paumann und Vetter, 2003)
und Australien (Williams et al., 2007). In vielen Arbeiten wurden jeweils mehrere in vitro
Biotests zur Detektion von Ostrogen aktiven Substanzen verglichen (z.B. Leusch, 2008;
Leusch et al., 2010; Murk et al., 2002; NICEATM, 2002; O’Neill, 2008; Pfluger et al., 2001;
Rutishauser et al., 2004).

Fur die Messkampagne Ostrogene wurden zwei Rezeptorbindungstests ausgewahlt, die eine
Ostrogene Aktivitat durch Aktivierung des Ostrogenrezeptors anzeigen (der YES nach
Routledge und Sumpter (1996) und der ER-CALUX® (Van der Linden et al., 2008)), sowie als
erganzender Test der H295R Steroidgenese Assay (Hecker und Giesy, 2008), der die
Wirkung von Umweltproben auf die Bildung von Ostrogenen untersucht. Die Auswabhl erfolgte
aus folgenden Grinden:

e Der YES und der ER-CALUX® wurden bereits in mehreren Studien (teilweise
gemeinsam) angewendet und erwiesen sich als vielversprechende Screening-
Verfahren zur Beurteilung von Gewassern bzgl. ostrogener Aktivitat (Kienle et al.,
2011; Legler et al., 2002b; Leusch, 2008; Leusch et al., 2010; Murk et al., 2002). Des
Weiteren zeigen die Tests auch gute Ubereinstimmung mit in vivo Ergebnissen (z.B.
Kienle et al., 2011; Kunz et al., 2006; Rutishauser et al., 2004; Vermeirssen et al.,
2005).

o Der Rezeptorbindungstest mit Hefezellen (YES) nach Routledge und Sumpter (1996)
ist eine einfache Methode, die an der Eawag und dem Oekotoxzentrum bereits seit
mehr als 10 Jahren etabliert ist. Er zeichnet sich durch niedrige Unterhalts- und
Verbrauchskosten, Einfachheit der Einarbeitung, freie Verfugbarkeit und Verbreitung in
der Nutzung aus. Der Test wurde bereits in diversen Projekten zum Nachweis
Ostrogener Aktivitdten in Abwasser und Umweltproben angewandt (Kienle et al., 2011;
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Leusch et al., 2010; Murk et al., 2002; Stalter et al., 2011; Vermeirssen et al., 2005).
Eine ISO-Zertifizierung des YES wurde kirzlich in die Wege geleitet.

Ausgehend vom YES nach Routledge und Sumpter wurden einige angepasste
Versionen entwickelt, um den Test schneller und sensitiver zu machen. Beispielsweise
bewirkt die Zugabe des Enzyms Lyticase eine Durchlécherung der Zellwand, so dass
das produzierte Enzym R-Galactosidase schneller in das Medium gelangt, um dort
einen Farbumschlag zu bewirken (z.B. Schultis und Metzger, 2004). Auch
Anpassungen fir eine Analyse von nicht-aufkonzentrierten Umweltproben existieren in
diesem Testsystem (z.B. Wagner und Oehlmann, 2009). Solche optimierten YES-
Varianten werden ebenfalls bei der ISO-Zertifizierung evaluiert und kénnten fur eine
Anwendung im Modulstufenkonzept geeignet sein.

e Als zweiter Rezeptorbindungstest wurde aufgrund seiner Sensitivitat der kommerzielle
ER-CALUX® gewahlt. Im Gegensatz zu Hefezell-Ostrogentests ist der ER-CALUX®,
wegen der Arbeit mit menschlichen Zelllinien, aufwéndiger und teurer in der
Durchfuhrung, aber auch deutlich sensitiver als verfugbare YES-Methoden. Der ER-
CALUX® ist eine etablierte Methode zum Nachweis von dstrogener Aktivitat in Umwelt-
und Trinkwasserproben (Van der Linden et al., 2008), und wurde bereits in
verschiedensten EU-Projekten (FIRE, ACE, FACEIT) sowie auch in Ringversuchen
(Leusch, 2008; Murk et al., 2002) eingesetzt. Eine mogliche 1SO-Zertifizierung wurde
hier ebenfalls kirzlich in die Wege geleitet.

¢ Um einen weiteren Mechanismus zu erfassen, der durch (Pseudo-)Hormone in einer
Umweltprobe hervorgerufen werden kann, wurden ergénzend Auswirkungen der
Proben auf die Bildung von Steroidhormonen im H295R Steroidgenese Test
untersucht (Gracia et al., 2006; Hecker et al., 2006). Neben der dstrogenen Aktivitat
einer Probe kann der H295R auch Hinweise auf antiéstrogene, (anti-)androgene und
aromatasehemmende Bestandteile einer Probe geben (Gracia et al., 2006; Grund et
al., 2011). Dieser Assay wurde auch wegen seiner Validierung fir die
Einzelstoffbewertung im Rahmen des OECD Testrichtlinienprogrammes und des
amerikanischen Endocrine Disrupter Testing and Assessment (EDTA) Programms
sowie wegen seiner Sensitivitat ausgewahlt.

e Tab.1 gibt einen Uberblick iber die Beurteilung der Testsysteme nach den oben
aufgefuhrten Auswahlkriterien. Hier wird im speziellen auf die Leistungsfahigkeit und
die Starken und Schwachen der Tests eingegangen. In Tab. 2 ist ein Uberblick tiber
die notigen Arbeitsschritte dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung der Testsysteme
findet sich im Anhang 1. Ein Uberblick iiber die angewendeten und weitere Methoden
zur Detektion hormonaktiver Substanzen findet sich in Kase et al. (2009).
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Tab. 1: Beurteilungskriterien der angewandten in vitro Biotests zum Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen.
Beurteilung: - unter Durchschnitt;+ mittelmassig; ++ gut; +++ exzellent

Yeast Estrogen Screen (YES)

ER-CALUX®

H295R Steroidgenese Test

Leistungsfahigkeit

Estradiol-Aquivalenz-Konz. (EEQ) von Umweltproben bestimmbar (Y, ++2 e Keine EEQ Auswertung

Ahnlichkeit mit vergleichbaren Testsystemen 410 g2 4410 Nicht vergleichbar da andere Endpunkte
Variations-Koeffizient 41 e 41 C 2

Bestimmungsgrenze der Methode ++2 441 d FE

Aus Analytik vorhergesagte vs. gemessene EEQs (—1), +42 e Nicht vergleichbar da andere Endpunkte
Starken und Schwéchen

Analyse von Einzelsubstanzen NRRE NRRE 2

Analyse von Umweltproben (H,++72 NRRE 445

Einfachheit der Nutzung ++1 +1 .

Einfachheit der Einarbeitung ++1 1 -

Niedrige Unterhalts- und Verbrauchskosten 41 A -

Freier Zugang zur Zelllinie fur nicht-kommerzielle Nutzung 4t A +++

Freier Zugang zur Zelllinie fur kommerzielle Nutzung +++ - +++

Sensitivitat (H,++72 ++t 445

Robustheit (_1),++2 a4l 43

Reproduzierbarkeit ++1 +++1 43

Verbreitung der Nutzung ! ++1 - (in den USA héufiger)
Hochdurchsatz-Screening 4+t NRRE ++

Schnelle Resultate ++! ++1 ++

! Nach Leusch et al. (2010y; 2Wegen geringer Sensitivitat, Resultate aus dem Projekt Micropoll; 3 aus Hecker et al. (2007b), OECD Validation des H295R; * Gracia et al. (2008): Untersuchung von Kustengewéassern

und ARA Ausfliissen, ®Grund et al. (2011): Untersuchung von Sedimenten; im Vergleich zum ER-CALUX® waren nur 10% der Proben tber der Nachweisgrenze falsch Negative; Leusch et al. (2010), Abb. 1); b
Genereller Vergleich unterschiedlicher Assays unabhangig von der Art der Probe (Leusch et al., 2010, Abb. 2);C Variationskoeffizient wurde anhand aller Daten berechnet (Leusch et al., 2010);
Methodengquatifizierungslimite aus Leusch et al. (2010); ® Genereller Vergleich von aus Analytik vorhergesagten zu gemessenen EEQs (Leusch et al., 2010, Abb. 3 YS1, YS2 und CX)

(-1): Die in Klammern dargestellten Werte aus Leusch et al. (2010) wurden der Vollstéandigkeit halber aufgefuihrt, sind aber unseres Erachtens nach nicht aussagekréaftig, da fur diese Studie nur wenig Probenmaterial

vorhanden war, was sich in zu hohen Nachweisgrenzen beim YES, daraus resultierenden falsch negativen Resultaten und so in einer schlechten Beurteilung niederschlug.
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Tab. 2: Arbeitsschritte fiir die angewendeten in vitro Biotests zum Nachweis von Ostrogen aktiven

Substanzen

YES

ER-CALUX®

H295R

Allgemeine Informationen

Reportergen-Testsystem
mit genetisch veranderten

Reportergen-Testsystem
mit genetisch veranderten

unveranderte menschliche
Zelllinie die fahig ist

Testsystem Hefezellen Saugerzellen Steroid-Hormone zu
produzieren
In vitro Testsystem zum In vitro Testsystem zum In vitro Testsystem zum
Nachweis der Aktivierung  Nachweis der Aktivierung  Nachweis von
. des menschl. des menschl. Veranderungen in der
Testprinzip

Ostrogenrezeptors a
durch 6strogene

Ostrogenrezeptors a
durch 6strogene

Bildung von
Steroidhormonen

Substanzen Substanzen
Béckerhefe menschliche Zelllinie menschliche
T . (Saccharomyces U20S-ERa Nebennierenrindenkrebs-
estorganismus cerevisiae) (Osteosarcom-Zelllinie) Zellinie NCI-H295R

(genetisch verandert)

(genetisch verandert)

(genetisch unverandert)

Lagerung der Zellen

Kryokultur in 15% Glycerol
(Glycerolstocke)

bei -20°C fur maximal 4
Monate bei -80°C fur
minimal 1 Jahr (stabil
transfiziert)

Kryokultur in 10% DMSO

in flissigem Stickstoff
mehrere Jahre (seit 2006
stabil transfiziert)

Kryokultur, in 5% DMSO
in flussigem Stickstoff

Testformat 96-Well-Platten 96-Well-Platten 24-Well-Platten
Vorkultur (ab mind. 1 d (vor jedem mind. 14 d (einmalig fiir mind. 14 d (einmalig fur
Cryostock) Testansatz) jede Testserie) jede Testserie)
Testdauer (ab 72 h 24 h 48 h
Exposition mit Probe)
Kosten

ca. 44°000 CHF (inkl. allg. ca. 47000 € (nach k.A.
Gerite Laborausriistung) Informationen von BDS)

(nach Oekotoxzentrum-
Aufstellung)

Kosten/Probe (ohne
Aufkonzentrierung)

ca. 350 /500 CHF
(Oekotoxzentrum)

Arbeits- und
Materialaufwand sind
hoher als bei YES

- ca. 600/800 CHF
(Oekotoxzentrum)

ca. 1'000 € (extern, wird
nicht am Oekotoxzentrum
gemacht)

In Tab 1. ist ersichtlich, dass die drei Biotests in vielen Punkten ahnlich beurteilt werden. Der
Hauptunterschied zwischen den verschiedenen Tests liegt in den Punkten: Einfachheit der
Nutzung, Einfachheit der Einarbeitung, Niedrige Unterhalts- und Verbrauchskosten. In diesen
Punkten schneidet der YES-Test deutlich am besten ab. Zudem ist ein freier Zugang zur
Zelllinie fur nicht-kommerzielle und kommerzielle Nutzung maglich.

Im Folgenden liegt der Fokus auf dem Vergleich der beiden Rezeptorbindungstests YES und
ER-CALUX®. Ist eine vertiefte oder ergéanzende Untersuchung gewiinscht, kann der H295R
oder auch weitere Biotests herangezogen werden. Informationen hierzu finden sich im

Anhang 1.
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3.5 Auswertungsmethoden fur Biotests

Kriterien fur die Datenanalyse und Auswertung waren:

¢ Einfache und mdglichst robuste Ermittlung der Beurteilungswerte,
¢ Vergleichbarkeit,
e Aussagekraft.

In der Vergangenheit (z.B. in Pilotstudien des Projektes ,Strategie Micropoll“) wurden die
durchgefuihrten Biotests anhand unterschiedlicher Methoden ausgewertet. Das folgende
Kapitel gibt einen Uberblick tiber fir Biotests haufig angewendete Methoden zur Auswertung
und Interpretation der Daten und diskutiert deren Eignung fiir Biotests zum Nachweis
Ostrogener Effekte.

Die in den Biotests gemessenen Parameter wie Rezeptoraktivitit, Zellzahl und Zellvitalitat
werden als Endpunkte bezeichnet. Toxizitatsparameter, die mit Hilfe statistischer oder
mathematischer Methoden berechnet werden, dienen dazu, die Toxizitat fir die jeweiligen
Endpunkte auszudrticken.

Folgende Toxizitatsparameter kdnnen fur Biotests mit gangigen Programmen wie Microsoft
Excel oder einem Statistikprogramm (z.B. GraphPad Prism) berechnet werden (Abb. 2):

ECx Die ECx ist die effektive Konzentration (oder % der Probe) bei der x%
(z.B. 10, 20 oder 50%) des maximal induzierbaren Effekts erreicht
werden (z.B. Bindung an den Ostrogenrezeptor). Die Berechnung erfolgt
mit Hilfe einer Regressionsanalyse und gibt, zusatzlich zum jeweils
abgeleiteten Toxizitatsparameter, ein Konfidenzintervall (i.d.R. 95%
Konfidenzintervall) an das den Konzentrationsbereich wiedergibt, in dem
die tatsachliche Konzentration mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% liegt.

Je niedriger der ECx-Wert, d.h. je niedriger die ermittelte Konzentration ist
bei der x% Effekt auftritt, desto toxischer ist die untersuchte Substanz

oder Probe.

NOEC No Observed Effect Concentration (hdchste getestete Konzentration die
noch keinen statistisch signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrolle
bewirkt).

LOEC Lowest Observed Effect Concentration (niedrigste getestete

Konzentration die einen statistisch signifikanten Effekt im Vergleich zur
Kontrolle hervorruft).

TEQ Die toxische Aquivalenzkonzentration (TEQ) ist definiert als jene
Konzentration einer Referenzsubstanz, die den gleichen Effekt haben
wirde wie die Umweltprobe (z.B. Escher et al. ,2008a). Die
Referenzsubstanzen variieren je nach gemessenem spezifischen
Endpunkt. Somit kann eine toxische Potenz (oder Toxizitdtsmenge) einer
Mischung als Konzentration einer Referenzsubstanz ausgedriickt
werden.

Je hoher der TEQ Wert, desto toxischer ist die untersuchte Probe.

18



Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

Kumulative Antwort

log (Konzentration)

100 %[ A
Referenzsubstanz Umweltprobe
+ 80 %[
Q
21
<< 60 %[
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S 0% 0 B
e a
X I |
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log (Konzentration) log (Verdunnung/Anreicherungsfaktor)

Abb. 2: Beispiel einer Dosis-Wirkungsbeziehung mit den Toxizitatsparametern NOEC, LOEC und ECx,.
¢ Kontrolle, ¢ Behandlung, * signifikante Unterschiede zur Kontrolle (Abb. oben). Die unteren
Abbildungen zeigen die Ableitung von TEQs durch den Vergleich der Effektkonzentrationen einer
Umweltprobe mit jenen einer Referenzsubstanz, z.B. E2

Details zu den Auswertungsmethoden fir die angewendeten Biotests finden sich im Anhang 2
(Abschnitt e).

Die Auswertung der Daten anhand der oben beschriebenen Toxizitdatsparameter wird im
Folgenden am Beispiel der ARA A durchgefuhrt und diskutiert, und ebenso die Grinde
erlautert, warum fiir die Auswertung der Daten aus der Messkampagne Ostrogene, TEQ und
EC, als geeignet erachtet werden.

In Abb. 3 und Abb. 4 werden bereits bei den Dosis-Wirkungsbeziehungen in ER-CALUX® und
YES die Vor- und Nachteile der verschiedenen Toxizitatsparameter deutlich, die detailliert in
Ratte und Ratte (2009) diskutiert wurden.
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Abb. 3: YES: Einfluss der Kurvenhéhen auf die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen dem 173-Estradiol-Standard
und den ARA- und Oberflachengewasserproben von Probenahmestelle A. Toxizitatsparameter: EC19, ECso, NOEC
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Waéahrend NOEC- und LOEC-Werte aus diversen Studien in die Festlegung von
Umweltqualitdtsstandards (EQS) einfliessen - z.B. wird der EQS fur E2 anhand von NOEC-
und LOEC-Werten aus Fischstudien festgelegt - braucht es zur Uberprifung dieser
Qualitatsstandards  in  Oberflachengewassern  ein  Verfahren, das  Estradiol-
Aquivalenzkonzentrationen (EEQs, also eine TEQ) ermitteln kann, z.B. YES oder ER-
CALUX®.

Des Weiteren haben TEQ und EC, gegentiber NOEC/LOEC folgende Vorteile:

= EC, integrieren Uber die gesamte getestete Konzentrationsreihe, d.h. der jeweils
abgeleitete EC,-Wert kann unabhangig von den konkret getesteten Konzentrationen
interpoliert werden. Im Gegensatz dazu entsprechen die ermittelten NOEC und LOEC
Werte immer zwei der getesteten Konzentrationen (siehe Zulauf in Abb. 3) und sind
dadurch abhangig von der Auswahl der Testkonzentrationen. Eine eindeutige Aussage
ist nur moglich, wenn mindestens noch eine hdhere bzw. niedrigere Konzentration
untersucht wurde.

= Fir die EC, kann ein Vertrauensbereich (95%-Vertrauensbereich) angegeben werden.
So kdénnen EC, aus verschiedenen Behandlungsstufen und/oder Biotests verglichen
werden. Uberlappen die Vertrauensbereiche zweier EC,-Werte nicht, besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen den EC,-Werten. Fir eine exakte Aussage kdnnen
hier auch statistische Tests herangezogen werden (Ratte und Ratte, 2009). Im
Gegensatz dazu ist der LOEC nur begrenzt ,vertrauenswurdig®, da zwischen LOEC als
niedrigste Konzentration mit signifikantem Effekt und dem NOEC als nachst niedrigere
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getestete Konzentration diverse Konzentrationen liegen kénnen, die noch immer zu
signifikanten Effekten fuhren kénnen. So entspricht der ermittelte LOEC nicht unbedingt
der tatsachlich niedrigsten beobachteten Effektkonzentration, zudem zeigt die nachst
hohere, getestete Konzentration nicht immer einen signifikanten Effekt (z.B. Abb. 4

Zulauf).
17p-Ostradiol Standard (ER-CALUX) ARA A (ER-CALUX)
0 4 ARA Zulauf
130 1307 i ARA Ablauf
1204 i 120+ * OG vor
] v 17B-Ostradiol 1
1104 1104 e OG nach
100+ 100 / Induktionsmaxima
J 1 1 / (17 -Ostradiol Standard)
90 90+ /
80 80- /
= | |
S 704 704 /
§ ] 4 I
& 60+ 60+ [
w 1 | /
504 ECSO: 4.97 ng/L 50j""""7”7”””””””;’”’”? 777777777777777777777 ECSO (17ﬂ-6stradio| Standard)
404 401 :’
304 304
20 20; A
104 ECyo: 1.04 ng/L 10]
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0 MR T T L 0 — ] M /i T T T T
0.01 0.1 1 10 100 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10
) Relativer Anreicherungsfaktor
Konzentration (ng/L) der Probe

Abb. 4: ER-CALUX®: Einfluss der Kurvensteigung auf die Dosis-Wirkungsbeziehung des 17B-Estradiol-
Standards und der Proben von ARA A und Oberflachengewéasser A. Toxizitatsparameter: ECy, ECs.
Gestrichelte Linien: Kurvensteigung der Proben, ausgezogene Linie: Kurvensteigung des E2-Standards.

TEQs, und damit die direkte Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Biotests und der
chemischen Analytik, kénnen nur mit Hilfe von gefitteten Dosis-Wirkungskurven bestimmt
werden, NOEC und LOEC-Werte sind dazu nicht geeignet.

Problematisch ist im EC/TEQ-Ansatz, wenn die Dosis-Wirkungs-Kurven der untersuchten
Proben sich in ihrer Héhe (Abb. 3) und Steigung (Abb. 4) vom E2-Standard unterscheiden. Im
ersten Fall erreicht die Dosis-Wirkungs-Kurve nicht die Hohe des Standards (= 100%) und die
berechneten EC,-Werte der Proben (ECso-Werte in Abb. 3) liegen nur zwischen 15-45% der
maximalen Hohe des Standards. Die 6strogenen Aktivtaten von beispielsweise ARA Zulauf
und Ablauf sind anhand ihrer ECso-Werte nicht miteinander vergleichbar. Im Falle
unterschiedlicher Kurvenhohen lasst sich jedoch der EC, als prozentuale Induktion von der
Basis errechnen (mit dem jeweiligen Standard als Mass), wie dies in Abb. 4 fur den EC,, und
den ECs (horizontal gestrichelte Linien) dargestellt ist (Kunz und Fent, 2009).

Im zweiten Fall, bei unterschiedlichen Steigungen von Standard- und Probenkurven (Nicht-
Parallelitat), ist die Berechnung der EEQ der untersuchten Probe aufgrund der Unterschiede in
der Kurvensteigung problematisch (Abb. 4, verdeutlicht durch gestrichelte und ausgezogene
Linien). So wird tendenziell mit zunehmender Aufkonzentrierung der Probe deren ermittelter
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EEQ unterschéatzt (siehe graue Pfeile in Abb. 4, z.B. ARA Ablauf: die grau gestrichelte Linien
reprasentiert die Kurvensteigung der Probe, die ausgezogene Linie die Kurvensteigung des
Standards) (Kunz und Fent, 2009; Villeneuve et al., 2000).

Fur die in Kapitel 4 vorgestellten Ergebnisse der Biotests wurde versucht, das Problem der
Nicht-Parallelitat zu verringern, indem fur die EEQ Berechnung nur die untersten 3
Konzentrationen (wo die Unterschiede in den Steigungen noch kleiner ausfallen als bei
héheren Konzentrationen) im linearen Bereich der Kurve (tblicherweise zwischen >5- und
<80%-Induktion) genommen wurden.

3.6 Methodenvalidierung

Elemente einer Methodenvalidierung (abgeleitet aus der Validierung der chemischen Analytik)
sind:

e Bestimmung der Wiederfindungen,
¢ Ermittlung der Bestimmungsgrenzen,
e Uberpriifung der Wiederholbarkeit.

Innerhalb dieses Projektes konnten die Methoden der Festphasenextraktion, YES, ER-
CALUX® und H295R nicht komplett validiert werden. Es wurden jedoch die
Bestimmungsgrenzen der Methoden berechnet und die Wiederfindungen bestimmt. Die
Wiederholbarkeit und die Unsicherheit bei der Untersuchung von komplexen Umweltproben
wurden fiir den YES- und den ER-CALUX® Test in diesem Projekt nicht bestimmt. Dies wird
fir den YES-Test und den ER-CALUX® im Rahmen der laufenden 1SO-Zertifizierung erfolgen.
Der ER-CALUX® ist bei BDS fir Probenvorbereitung, Extraktion, Aufkonzentrierung,
Aufreinigung und die Messung der 6strogenen Aktivitat gemass ISO/IEC 17025 akkreditiert.
Die erweiterte Messunsicherheit (Measurement Uncertainty, MU) der gesamten Analyse
wurde nach der ISO 5725 Norm ermittelt und bertcksichtigt unter anderem Reproduzierbarkeit
und Prézision des gesamten Verfahrens. Die MU liegt fiir die gesamte ER-CALUX® Analyse
bei 26%. Der H295R wurde im Rahmen der Einzelstoffoewertung des OECD
Testrichtlinienprogrammes wie auch des amerikanischen Endocrine Disrupter Testing and
Assessment (EDTA) validiert und es wurden bereits mehrere Ringtestungen durchgefiihrt
(Hecker et al., 2011; Hecker et al., 2007b).

Bestimmung der Wiederfindungen nach Festphasenextraktion und Biotest

Eine Bestimmung der Wiederfindung einer Substanz (z.B. nach Festphasenextraktion, SPE)
wird in der chemischen Analytik mit Hilfe der Addition einer definierten Konzentration einer
oder mehrerer Standardsubstanzen zu Reinstwasser und/oder einer Umweltprobe bestimmt.
In der Regel werden hier markierte (deuterierte) Standards verwendet. Die Standardsubstanz
wird vor Beginn der Festphasenextraktion zur Wasserprobe zugegeben und mit der
Wasserprobe aufkonzentriert. Anschliessend erfolgt die Messung der Konzentrationen. Da
von der Standardsubstanz genau bekannt ist, welche Menge zugegeben wurde, kann so
bestimmt werden, wie viel des Standards nach der Extraktion noch vorhanden war, d.h.
wiedergefunden wurde. Dadurch konnen Verluste wahrend der Extraktion wie auch
Matrixeffekte von Umweltproben berticksichtigt werden.

Fur Biotests ist eine solche Wiederfindungsbestimmung nicht Ublich. Der Effekt einer
Umweltprobe wird in der Regel mit dem einer Referenzsubstanz verglichen. Es handelt sich
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hier um biologische Systeme, in denen teilweise sehr komplexe Prozesse ablaufen. Daher
kann nicht davon ausgegangen werden, dass eine Standardsubstanz, die einer komplexen
Mischung aus Chemikalien in einer Umweltprobe zugegeben wird, sich gleich auf die
biologische Aktivitat auswirkt wie eine Einzelsubstanz. In einer Umweltprobe kénnen sich
verstarkende (synergistische), sich addierende (additive) oder auch sich abschwéachende
(antagonistische) Wirkungen auftreten, die sich je nach Verdinnung der Mischung
unterscheiden kénnen (Kunz und Fent, 2009).

Aus der Literatur sind nur wenige Informationen zur Anwendung von Rezeptorbindungstests
fur die Bestimmung der Wiederfindung nach dem Extraktionsschritt mittels Standardaddition
bekannt (z.B. Escher et al., 2008b; Zhao et al., 2009). In der Regel wird dies mittels
chemischer Analytik bestimmt (z.B. Céspedes et al., 2004; Houtman et al., 2007b). Erfolgt
eine Wiederfindungsbestimmung mit Biotests, ist es wichtig zu bertcksichtigen, dass sowohl
die Wiederfindungsrate der Extraktion selbst (z.B. 90%) als auch die Wiederfindungsrate und
Variabilitdt im Biotest eine Rolle spielen und die Gesamtwiederfindungsrate von SPE und
Biotest bestimmen.

Soll nur die Wiederfindung im Biotest betrachtet werden, wird normalerweise im Test (nach
der Probenaufbereitung) eine definierte Menge von Standardsubstanz zugegeben,
anschliessend wird die Wiederfindung durch den Vergleich der zugegebenen mit den
gemessenen EEQ-Werten bestimmt (z.B. Houtman et al., 2006; Li et al., 2004; Wozei und
Hermanowicz, 2006).

Zur Kontrolle der Wiederfindung nach SPE und Biotest wurde daher im Rahmen dieses
Projektes ein erster Versuch mit Standardadditionen durchgefiihrt, um abzuklaren, ob diese
Art der Qualitatskontrolle sinnvoll ist. Dieser Versuch wurde einmal mit einer Auswahl von
wenigen Proben durchgefiihrt, wodurch die Aussagekraft der Daten als niedrig einzustufen ist.
Fur Aussagen Uber die Wiederfindung von Standardsubstanzen in den beiden Testsystemen
sind unbedingt weitere Experimente notwendig, daher wird auch auf eine Diskussion der
Resultate in diesem Bericht verzichtet.

Ermittlung der Bestimmungsgrenzen

Fur alle Tests wird der Mittelwert der Kontrolle plus die 3-fache Standardabweichung der
Kontrolle als Nachweisgrenze (LOD) bestimmt. Die Bestimmungsgrenze (LOQ) ist der 3.3-
fache Wert der Nachweisgrenze. Ein Uberblick tiber die Ermittlung der Bestimmungsgrenzen
fur die Tests ist in Tab. 15 im Anhang gegeben.

Uberpriifung der Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der verschiedenen Testsysteme wurde im Rahmen dieser Studie nicht
evaluiert. Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Resultate in SPE und Biotests sollten
stark und schwach belastete kiinstlich zusammengesetzte und native Umweltproben mittels
SPE mehrmals extrahiert werden und in den Biotests mehrmals an unterschiedlichen Tagen
untersucht werden. Fir YES und ER-CALUX® wird im Rahmen der Vorarbeiten fiir die 1SO-
Zertifizierung die Reproduzierbarkeit mit Standardsubstanzen (E2, EE2 und BPA), Gemischen
und Umweltproben untersucht, so dass fir diese Tests in absehbarer Zeit Daten zur
Vergleichbarkeit von verschiedenen Laboren vorliegen. Fir die Interpretation der Ergebnisse
und das Erstellen eines Beurteilungsschemas ist die Reproduzierbarkeit der angewandten
Test essentiell.

»
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3.7 Beurteilung der Resultate anhand von Gilteklassen

Das Beurteilungssystem fiir die Ergebnisse soll:

o die Identifizierung von Gewassern oder Gewasserabschnitten ermdglichen, in denen
problematische Konzentrationen von Ostrogenen zu erwarten sind,

o eine differenzierte Beurteilung der Wasserqualitdt mit Einteilung in verschiedene
Guteklassen ermdglichen und

e aufzeigen, ob effektbasierte Qualitatskriterien Uberschritten werden und somit eine
mogliche Gefahrdung von Wasserlebewesen nicht ausgeschlossen werden kann.

Um die Belastung eines Fliessgewassers mit Ostrogenen beurteilen zu konnen, werden die
ermittelten EEQs aus Biotests und Analytik mit dem chronischen Qualitatskriterium fur 17(3-
Estradiol (E2) verglichen, das in beiden Tests auch als Referenzsubstanz dient.

Tab. 3 gibt einen Uberblick tber verschiedene Vorschlage fiir chronische Qualitéatskriterien
(CQK, internationale Bezeichnung: AA-EQS, annual average environmental quality standard)
der EU und der Schweiz.

Tab. 3: Vorschlage fir chronische Umweltqualitétskriterien (AA(Annual average)-EQS, CQK) der EU
Working Group E (WG E; Stand: 11.2011) und des Schweizerischen Oekotoxzentrums (Stand

11.2011).
Substanz AA-EQS Vorschlag WG E  AA-EQS Vorschlag Oektoxzentrum
Estron (E1) noch nicht verfiuigbar 3.6 ng/L
1783-Estradiol (E2) 0.4 ng/l 0.4 ng/l
17a-Ethinylestradiol (EE2) 0.035 ng/l 0.037 ng/l
Nonylphenol (NP) 300 ng/L 13 ng/L

Die gemessene ostrogene Belastung (als EEQs) eines Gewassers wird z.B. mit einem 3-
skaligen Beurteilungssystem eingeteilt (Tab. 4). Eine solche Guteklassierung ist aufgrund der
derzeitigen Datenlage als vorlaufig zu betrachten. Bei welchen Uber- bzw. Unterschreitungen
des Qualitatskriteriums ein Risiko fur die Wasserlebewesen besteht respektive mit Sicherheit
ausgeschlossen werden kann und ob die im Modulstufenkonzept Ubliche 5-stufige Bewertung
verwendet werden kann, muss in weiteren Untersuchungen zur Variabilitit und
Reproduzierbarkeit der Biotest-Ergebnisse noch erarbeitet werden.

Far die Ermittlung der  Wasserqualitatsklassen werden die Estradiol-
Aquivalenzkonzentrationen mit dem Qualitatskriterium fiir 17B-Estradiol verglichen. Somit
konnen aus den gemessenen EEQ-Werten direkt die Gewassergiteklassen abgeleitet
werden.

Aus dem Verhaltnis der beiden Werte werden anschliessend Risikoquotienten berechnet.
Darunter versteht man das Verhaltnis zwischen der gemessenen Umweltkonzentration und
dem Qualitatskriterium. Gemessene Umweltkonzentrationen sind im Fall von spezifischen
Biotests Toxizitats-Aquivalenzkonzentrationen (TEQs) z.B. EEQ aus dem YES oder ER-
CALUX® und Diuron-Aquivalenzkonzentrationen (DEQ) aus dem Algentest.

Ist das Verhdaltnis von TEQ zu Qualitatskriterium grosser als 1, besteht ein intolerierbares
Risiko; ist es kleiner als 1, so ist das Risiko tolerierbar (Knacker, 2007).

24



Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

Tab. 4: Vorlaufiger Vorschlag fiir eine Evaluation der Wasserqualitat fir Ostrogen aktive Substanzen aus
kommunalem Abwasser (angepasst nach Goétz et al. (2010a) und dem Modul ,Chemisch-physikalische
Erhebungen, Nahrstoffe* (Liechti, 2010) des Modulstufenkonzepts).

EEQ = Estradiol-Aquivalenzkonzentration, CQK = chronisches Umweltqualitatskriterium, RQ =
Risikoquotient = Verhaltnis von EEQ zu CQK

Einhaltung d.

Evaluation Kriterium/Beschreibung Qualitatskriteriums

EEQ ist kleiner als das 0.5-fache
Gut chronische Qualitatskriterium fur RQ<0.5 Eingehalten
173-Estradiol

Im Bereich des | EEQ ist kleiner als das 2.5-fache
Qualitats- chronische Qualitatskriterium fir | 0.5 <RQ < 2.5 Im Grenzbereich
kriteriums 17B-Estradiol
- EEQ ist gleich oder grosser als das
Ugie;gi?é%ﬁ?d 2.5-fache chronische RQ>25 Uberschritten
Qualitatskriterium fir 17p-Estradiol

Das chronische Umweltqualitatskriterium fur E2 liegt zwischen dem Kriterium von E1 (3.6
ng/L) und EE2 (0.037 ng/L) und wurde aus folgenden Griinden als Qualitatskriterium gewabhilt:

= Die Hauptanteile der 6strogenen Aktivitat in Oberflachengewassern werden meist durch
E1l und E2 verursacht. Dies wird mit dem AA-EQS von E2 bericksichtigt, da E1 in vitro
weniger potent ist als E2.

= Bei einer Verwendung von EE2-Aquivalenten konnte das Risiko moglicherweise
Uberschatzt werden. E2 ist in vitro und in vivo ahnlich potent. EE2 hingegen hat in vitro
eine ahnliche Potenz wie E2, in vivo kann es aber, je nach betrachtetem Endpunkt, 10 —
25-mal potenter wirken als E2. Dies kdnnte zu falsch positiven Resultaten fuhren. E2-
Aquivalente sind aus diesem Grund geeigneter zur Interpolation von in vitro zu in vivo.

= Die Beurteilung ist leicht durchzufihren, da in den Biotests die 6strogene Wirkung
bereits in E2-Aquivalenten ermittelt wird.

Mit der Einteilung der Giteklassen nach dem chronischen Qualitatskriterium fur E2 wird daher
ein guter Schutz von aquatischen Organismen erreicht. Hiermit kénnen die Wirkungen aller
in einer Wasserprobe vorhandenen Substanzen auf die Bindung an den menschlichen
Ostrogenrezeptor erfasst werden, was dadurch auch eine Beurteilung der Mischung dieser
Substanzen ermdoglicht.

In Werten ausgedrickt ergibt sich die Aufteilung in folgende Klassen (Tab. 5):

Tab. 5: Vorlaufiger Vorschlag fur eine Einteilung in verschiedene Wasserqualitatsklassen anhand der
gemessenen Estradiol-Aquivalenzkonzentration (EEQ) Werte (ng/L). Als Qualitatskriterium dient das
chronische Umweltqualitatskriterium (AA-EQS) fur 173-Estradiol (0.4 ng/L).

Evaluation Kriterium Einhaltung d. Qualitatskriteriums
Gut EEQ < 0.2 Eingehalten

Im Bereich des _
Qualitétskriteriums 02 <EEQ< 1 Im Grenzbereich
Unbefriedigend bis - _

schlecht EEQ > 1 Uberschritten

Bis zu einer Konzentration von 0.4 ng/L sind, unter Beriicksichtigung der bekannten
Okotoxikologischen Daten und bestimmter Sicherheitsfaktoren (je Substanz unterschiedlich
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hoch, je nachdem wie viele Daten zu einem Stoff vorhanden sind), keine chronischen Effekte
auf Organismen zu erwarten. Treten hdhere Konzentrationen auf, kdnnen solche Effekte nicht
ausgeschlossen werden.

Da die im Biotest erhaltenen Werte allerdings eine gewisse Schwankungsbreite aufweisen, die
in weiteren Arbeiten noch genauer definiert werden soll, ist in die mittlere Klasse eine
Sicherheitsmarge von 50% (0.2 ng/L) nach oben bzw. 75% (1 ng/L) nach unten einberechnet.
Die untere Grenze von 1 ng/L wurde gewabhlt, da bei dieser Konzentration bereits biologische
Effekte (massig erhohte Vitellogeninwerte) in wildlebenden Forellen auftreten kdnnen
(Vermeirssen et al., 2005, siehe auch Box 2). Die vorgeschlagene Einteilung stellt daher eine
vorlaufige Einteilung dar, die gegebenenfalls noch angepasst werden wird.

Abb. 5 zeigt in welchem Bereich 17p-Estradiol-Aquivalenzkonzentrationen auf Basis von
Biotests und chemischer Analytik aufgrund der jeweiligen Bestimmungsgrenzen (LOQ)
zuverlassig bestimmt werden kdénnen.

Biotests L > ER-CALUX
® > VES

EE2
E2
El
BPA
NP

Chemische Analvtik o

®
VvVYVVY

02 04 1 4

EEQ (ng/L)

Abb.5: Verteilung der 17B-Estradiol-Aquivalenzkonzentrationen (EEQ) anhand der 3-skaligen
Glteklassenverteilung von grin (gut) nach orange (unbefriedigend bis schlecht). Pfeile deuten an, in
welchem Konzentrationsbereich EEQs aufgrund der Bestimmungsgrenzen (LOQ, e 0. ) der jeweiligen
Methodik zuverlassig bestimmt werden kdnnen, auf Basis von chemischer Analytik (Estron, E1; 1783-
Estradiol, E2; 17a-Ethinylestradiol, EE2; Bisphenol A, BPA; Nonylphenol, NP mit Aquivalenzfaktoren (vgl.
Tab. 17) auf EEQs umgerechnet) und biologischer Analytik (YES und ER-CALUX®).

Hier wird deutlich, dass die aktuellen Methoden der chemischen Analytik vor allem bei den
sehr potenten Ostrogenen EE2 und E2 die Konzentrationen, bei denen bereits biologische
Effekte zu erwarten sind, nicht bestimmen kénnen. Lediglich die weniger potenten Ostrogene
Bisphenol A und Nonylphenol haben ausreichend tiefe analytische Nachweisgrenzen, um
EEQs zu berechnen, die auf eine gute bis sehr gute Wasserqualitét hindeuten. Sowohl der
YES als auch der ER-CALUX® kénnen dagegen anzeigen, ob das Qualitétskriterium von
0.4 ng/L eingehalten ist oder nicht.
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4 Ergebnisse der Biotests und Diskussion

Im Folgenden werden die Resultate der Messkampagne Ostrogene vorgestellt und diskutiert.
Dabei ist die Wahl der geeigneten Auswertungsmethoden (wie in Kapitel 3.5 beschrieben)
entscheidend, um die Resultate der verschiedenen Testsysteme und der Analytik vergleichen
und eine verlassliche Beurteilung der dstrogenen Belastung eines Oberflichengewassers
durchfuhren zu kdnnen.

4.1 Vergleich und Diskussion der EEQ Werte aus YES und ER-CALUX®,

Die wichtigsten Ergebnisse der Messkampagne Ostrogene sind im Folgenden
zusammengefasst:

1. Beim Vergleich der Empfindlichkeiten von YES und ER-CALUX® konnten Daten aus
der Literatur bestatigt werden. Der YES hat sich als 10-mal weniger sensitiv als der
ER-CALUX® erwiesen (YES: ECs, des Standards: 42 ng/L; ECy (=LOD): 12 ng/L und
ER-CALUX®: ECs: 5.0 ng/L, ECy, (= LOD): 1.0 ng/L) (siehe auch Abb. 3 und Abb. 4).

2. Die EEQ-Werte im YES variierten zwischen 22 und 40 ng/L fur Zulaufproben.
Ostrogene wurden gemass YES zu 55% bis 95% durch die biologische Reinigung
entfernt, so dass im Ablauf noch 0.6 bis 11 ng/L EEQ (mit einer Ausnahme von 48
ng/L) gemessen wurden.

3. Die EEQ-Werte im ER-CALUX® variierten im ARA-Zulauf von 12 bis 69 ng/L, die
Elimination in der ARA lag gemass ER-CALUX® bei 22 bis 92%, was in
Ablaufkonzentrationen von 5.5 bis 29 ng/L resultierte.

4. Im OG nach Einleitung des ARA-Wassers waren die Konzentrationen bei allen
Probenahmestellen hoher als vor der ARA. Geméss ER-CALUX® lagen sie bei 0.4 bis
20 ng/L (OG nach) bzw. bei <LOQ bis 1.4 ng/L (OG vor); geméass YES lagen sie bei
0.1 bis 5.5 ng/L (OG nach) bzw. bei <LOQ bis 1.8 ng/L (OG vor).

5. Generell geben die jeweils ermittelten EEQ-Werte in YES und ER-CALUX® ein
Ubereinstimmendes Belastungshild ab, jedoch mit teilweise sehr unterschiedlichen
Induktionsmaxima.

Die Griinde fiir die Unterschiede in den EEQ-Werten aus YES und ER-CALUX® sind in den
Unterschieden der beiden Testsysteme zu suchen. YES- wie auch ER-CALUX® sind
Rezeptorbindungs-Tests, jedoch werden im YES Hefezellen und im ER-CALUX®
Saugerzellen verwendet. Bei der Interpretation der Daten missen daher folgende Test-
spezifische Faktoren berlcksichtigt werden (siehe auch Tab. 11 im Anhang):

e Estron und Bisphenol A zeigen im ER-CALUX® eine 20- bzw. 4-mal schwéchere
dstrogene Aktivitat als im YES, wohingegen Nonylphenol im ER-CALUX® 23-mal
starker wirkt als im YES (siehe auch EEQs in Tab. 17). Diese Unterschiede sind in den
unterschiedlichen biologischen Systemen (menschliche Zelle vs. Hefezelle) begriindet.
Dies fuhrt, je nach Zusammensetzung der Probe, zu Unterschieden in den
gemessenen EEQ-Werten.

o Die Durchlassigkeit der Hefezellwand, mit geringer passiver Diffusion und geringer
selektiver Aufnahme, unterscheidet sich stark von derjenigen der Saugerzellmembran

»
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(Earl Gray Jr et al., 1997; Legler et al.,, 2002b) Dies zeigt sich in der deutlich
geringeren Empfindlichkeit des YES, was vor allem bei wenig belasteten Proben zu
einer Unterschatzung der EEQ-Werte filhren kann (Legler et al., 2002b, Leusch,
2008).

e Es ist anzunehmen, dass es signifikante Unterschiede im (Steroidhormon-)
Metabolismus zwischen Hefe- und Saugerzellen gibt (Earl Gray Jr et al., 1997; Gaido
et al.,, 1997). Saugerzellen kdnnen Substanzen in dstrogenwirksame Metaboliten
umwandeln, dies kdnnen die im YES verwendeten Hefezellen nicht (Connolly et al.,
2011). Dadurch kann die tatsachliche dstrogene Aktivitéat durch den YES unterschétzt
werden.

Obige Unterschiede kdnnen bei Umweltproben mit dstrogen und anti-Ostrogen wirkenden
Substanzen zu Unterschieden in der Hemmung bzw. Stimulierung der 6strogenen Antwort im
YES und ER-CALUX® fiihren (Earl Gray Jr et al., 1997; Legler et al., 2002b). Trotzdem
korrelieren die EEQ-Werte von YES und ER-CALUX® signifikant (> = 0.71 (log Daten):
p<0.0001) (Abb. 6). Bei den ARA-Zulaufproben zeigte der YES meist hohere Werte an. Bei
den ARA-Ablauf- und Oberflachengewasserproben lagen die ER-CALUX® Werte teilweise
hoher. Dies wurde auch in anderen Studien beschrieben (Legler et al., 2002b; Leusch et al.,
2010), wo die Korrelation von YES und ER-CALUX® bei r? = 0.82 lag.
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Abb. 6: (A) Korrelation der im YES und ER-CALUX® ermittelten EEQ-Werte (ng/L) (= 0.71 (log Daten),
p<0.0001). (B) Vergleich der im YES und ER-CALUX® ermittelten EEQ-Werte mittels einer 1:1-Linie.

Die Korrelation zeigt, dass die Ergebnisse beider Tests gut miteinander in Verbindung
gebracht werden konnen. Die oben beschriebenen Unterschiede der Testsysteme, wie
geringere Zellwanddurchlassigkeit und fehlende Metabolisierung im YES und unterschiedliche
Sensitivitdten fir bestimmte Substanzen, kénnen die teilweise geringeren YES-EEQs im
Vergleich zu den ER-CALUX®-EEQs erklaren. Teilweise kénnen diese Defizite durch eine
Optimierung des YES-Verfahrens verbessert werden, z.B. kann ein Enzym (Lyticase)
eingesetzt werden, um die Zellwand der Hefezellen zu durchléchern, so dass das produzierte
Enzym R-Galactosidase schneller in das Medium gelangt, um dort einen Farbumschlag zu
bewirken, und/oder das Verfahren so modifiziert werden, dass Umweltproben direkt, ohne
Extraktion eingesetzt werden kdnnen (Colosi und Kney, 2011; Schultis und Metzger, 2004;
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Wagner und Oehlmann, 2009). Diese Methoden werden im Rahmen der laufenden 1SO-
Zertifizierung fur den YES-Test ebenfalls evaluiert.

4.2 Vergleich der EEQ aus Biotests und chemischer Analytik

Vergleicht man die EEQ-Werte aus YES, ER-CALUX® und chemischer Analytik (Umrechnung
der gemessenen Konzentrationen mit Hilfe der testspezifischen Estradiol-Aquivalenzfaktoren
(EEF) (siehe auch Tab. 17) auf EEQ-Werte) zeigt sich, dass die jeweils ermittelten EEQ-Werte
ein generell Ubereinstimmendes Belastungsbild abgeben, jedoch mit unterschiedlichen
Induktionsmaxima bzw. unterschiedlicher Hohe der ermittelten EEQs (siehe Abb. 7). Die
detaillierten Ergebnisse der Messungen sind in Tab. 19, Tab. 20 und Tab. 22 im Anhang
aufgelistet.
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Abb. 7: Vergleich von chemischer Analytik und Biotests fur verschiedene ARA-Zu- und ARA-Ablaufproben
und Oberflachengewéasserproben vor und nach Einleitung des ARA-Abwassers. Dargestellt sind die in den
Biotests gemessenen 17p-Estradiol-Aquivalenzkonzentrationen (EEQ) und die mittels Estradiol-
Aquivalenzfaktoren (EEF) (siehe auch Tab.17) aus den Ergebnissen der analytischen Messungen
berechneten testspezifischen EEQs fiir YES und ER-CALUX®. MW + 95% Konfidenzintervall.

Die gemessene Ostrogenitat im ARA-Ablauf und im OG nach der ARA konnten nur teilweise
durch die Summe der EEF-gewichteten Konzentrationen der analytisch gemessenen
Ostrogene erklart werden. Folgende Punkte tragen zu den Unterschieden zwischen den EEQ
der chemischen Analytik und der Biotests bei:

e Durch die Messung der funf relevantesten bekannten Ostrogen aktiven Substanzen
bildet die chemische Analytik nur einen Teil der Gesamtbelastung ab. Es ist
anzunehmen, dass sich weitere unbekannte éstrogene und antiostrogene Substanzen
in einer Wasserprobe befinden, die zum Gesamteffekt einer Probe beitragen.

e Analytische Bestimmungsgrenzen liegen teilweise lber den Effektkonzentrationen.
Insbesondere EE2, die potenteste der gemessenen Substanzen, konnte wegen der
Bestimmungsgrenze von 3 ng/L, die weit Gber den Effektkonzentrationen liegt, in
keiner der Proben quantifiziert werden. Begrindet ist dies in der niedrigeren
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Sensitivitdt des LC-MS/MS gegeniiber EE2, als beispielsweise E1 oder E2, wo die
gleiche untersuchte Konzentration zu einem hdheren Signal im Gerat fuhrt. 17p-
Estradiol, die zweitpotenteste Substanz, weist eine Bestimmungsgrenze von 1.1 ng/L
auf. In den meisten ARA-Ablauf-Proben und OG-Proben vor und nach der ARA wurde
E2 nicht nachgewiesen (siehe auch Tab. 22 im Anhang). Dies kann bei den meisten
ARA-Ablauf- und Oberflachengewasser-Proben die teils deutlich hoheren aus Biotests
ermittelten EEQ-Werte im Vergleich zur chemischen Analytik erklaren (Abb. 8).

e Bei allen untersuchten Proben handelt es sich um komplexe, unterschiedlich
zusammengesetzte Mischungen, deren Einzelsubstanzen additiv, antagonistisch oder
sogar synergistisch miteinander wirken kénnen. Solche Interaktionen kdnnen mit dem
Ansatz der chemischen Analytik nicht erfasst werden, zeigen sich aber bei den
ermittelten EEQs der Biotests.

Interessanterweise korrelieren jedoch die im YES ermittelten EEQ-Werte (vor allem fir ARA-
Zu-und Ablaufproben) insgesamt besser mit denjenigen aus der chemischen Analytik als die
im ER-CALUX® ermittelten EEQ-Werte (nur ein Teil der Zulaufproben) (Abb. 8).
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Abb. 8: (A) Korrelation der im YES und mit chemischer Analytik ermittelten EEQ Werte (ng/L) (r2:0.82 (log
Daten), p<0.0001) im Vergleich zu (B) Korrelation der im ER-CALUX® und mit chemischer Analytik
ermittelten EEQ-Werte (ng/L) (r2=0.55 (log Daten), p<0.0001). Die eingezeichneten Linien entsprechen der
1:1 Linie.

Oben erwadhnte YES-relevante Punkte sowie die Uber den Effektkonzentrationen liegenden
Bestimmungsgrenzen der EE2- und E2-Analytik spielen dabei moglicherweise eine Rolle.
Dies fihrt auch dazu, dass die analytisch bestimmten EEQ sehr stark auf dem dritt-
potentesten und in messbaren Konzentrationen vorkommenden Estron (E1) basieren. Im
Gegensatz dazu erfassen ER-CALUX® und YES vorhandenes E2 und EE2, wohingegen E1
nur eine untergeordnete Rolle spielt, da es in den Biotests 2.5- (YES) bzw. 50-mal (ER-
CALUX®) schwacher wirkt als E2. Da in den Proben verhéltnisméssig viel E1 vorhanden ist
(siehe Tab. 22 im Anhang) und der YES E1 besser detektieren kann als der ER-CALUX®
(EEF fir E1: 0.4 (YES), 0.02 (ER-CALUX®), siehe Tab. 17), koénnte dies ein Grund fiir die
bessere Korrelation des YES-Tests mit der Analytik sein.
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4.3 Umweltrelevanz der Testergebnisse

Nach der Diskussion der Testergebnisse stellt sich die Frage, wie relevant die in der aktuellen
Messkampagne ermittelten EEQ-Werte fur die in diesen Gewdassern lebenden Organismen
(im speziellen Fische) sind. Vergleiche mit verschiedenen Studien zeigen, dass die hier
gemessenen EEQ-Werte (z.B. 4.8 + 59ng EEQ/L im Oberflaichengewasser nach den
Klaranlagen) zu nachteiligen Effekten bei den betroffenen Fischpopulationen fiihren kénnten.
Beispielsweise flhrte die Exposition eines ganzen Sees mit 5 -6 ng/L Ethinylestradiol Uber
eine Zeitdauer von 2 Jahren zum Kollaps der Fischpopulation einheimischer Dickkopfelritzen
(Pimephales promelas) aufgrund fehlender Jungfische (Kidd et al., 2007). Vermeirssen et al.
(2005) detektierten leicht bis moderat erhéhte Vitellogeninwerte in mannlichen Forellen im
Bereich von Klaranlagen. Hierbei fihrten Konzentrationen von 1 ng EEQ/L bereits zu einer
Induktion von Vitellogenin bei Bachforellen.

In dieser Messkampagne wurden mit dem ER-CALUX® durchschnittich EEQ-Werte in
Oberflachengewéassern von 0.6 = 0.5 ng EEQ/L (Minimum: <LOQ und Maximum: 1.4 ng/L)
oberhalb und 4.8 £+ 5.9 ng EEQ/L (Minimum: 0.4 und Maximum: 20 ng/L) unterhalb der
Einleitungsstellen der untersuchten Klaranlagen gefunden. Mit dem YES-Test wurden EEQ-
Werte von durchschnittlich 0.4 =+ 0.7 ng EEQ/L (Minimum: <LOQ und Maximum: 1.8 ng/L)
oberhalb und 1.7 + 1.9 ng EEQ/L (Minimum: 0.1 und Maximum: 5.5 ng/L) unterhalb der
Abwassereinleitung festgestellt.

Die in der hier durchgefihrten Messkampagne detektierten Konzentrationen haben daher
wahrscheinlich, mindestens nach der Einleitung durch kommunale Klaranlagen, eine hohe
Umweltrelevanz.

Die Frage, ob der YES mdglicherweise zu einer Unterschatzung der Oberflachengewasser-
Belastung, bzw. der ER-CALUX® zu einer Uberschatzung filhrt, kann noch nicht
abschliessend beantwortet werden. Die Qualitat des Gewassers fir dessen Organismen kann
nur mit aufwandigen in vivo Versuchen oder Okosystemstudien ermittelt werden (z.B.
Messung von Vitellogenin in Fischen).

Zellen oder Testorganismen in in vitro Tests besitzen im Allgemeinen nur beschréankte
metabolische Fahigkeiten. Dies filhrt dazu, dass die Extrapolation von in vitro nach in vivo
fur Substanzen, die eine Bioaktivierung durchlaufen, zu falsch negativen Befunden fiihren
kann, wohingegen die Wirkung von Substanzen, die in vivo leicht abgebaut werden,
Uberschatzt wird. Zudem werden bei in vitro Biotests Bioverflugbarkeit, Interaktionen
zwischen biologischen Stoffwechselwegen und komplexe Prozesse wie Aufnahme,
Bindung an Transportproteine, Transport an Zielort und Ausscheidung nur begrenzt
beriicksichtigt. Sie messen einzig die Ostrogenitat einer Probe durch Bindung und
Aktivierung des Ostrogenrezeptors nach Aufnahme und Verteilung in der Zelle. Weitere
Ostrogene Aktivitaten, die durch andere Mechanismen als Rezeptorbindung hervorgerufen
werden (z.B. Wechselwirkung mit Hormonsynthese oder Metabolismus), werden von in
vitro Biotests ebenfalls nicht erkannt.

Der YES wie auch der ER-CALUX® kénnen jedoch einen ersten Hinweis auf eine mégliche
Ostrogene Aktivitdat der Probe bezlglich Rezeptoraktivierung geben (wobei die
menschliche Zellinie des ER-CALUX® beispielsweise einem Fisch dhnlicher ist als die
Hefezelle des YES).

»
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In ausgewahlten Fallen konnten Umweltproben mit hoher Ostrogenitét im in vitro Biotest in
einem folgenden Schritt auch in einem relevanten in vivo Test untersucht werden (z.B.
Vitellogenin-Konzentration in Fischen). Dies ware den Vollzugsbehdrden im Einzelfall im
Rahmen eines Einzugsgebietsmanagements zu Uberlassen.

4.4 Vergleich der Ergebnisse der Messkampagne mit anderen Studien in der
Schweiz und weiteren Landern

Biotestergebnisse - Vergleich mit Studien im In- und Ausland. YES und ER-CALUX®
detektierten EEQs von 12 bis 69 ng EEQ/L in ARA-Zulaufen. Ablaufe enthielten noch 0.6 bis
29 ng EEQ/L. Im OG nach der ARA-Einleitung waren die Konzentrationen mit 0.4 bis 20 ng
EEQ/L meist héher als vor der ARA-Einleitung mit <LOQ bis 1.4 ng EEQIL).

Diese Konzentrationen liegen im &hnlichen Bereich wie die in friheren Untersuchungen in
Klaranlagenablaufen und Schweizer Flissen gemessenen EEQ-Werte. Die im Jahr 2003 von
Vermeirssen et al. (2005) in 18 Schweizer Flissen ermittelten EEQ-Werte reichten von 0.3 bis
2 ng/L (Winter) und 0.4 bis 7 ng/L (Sommer). Im Schweizer Fluss Lutzelmurg wurden im Jahr
2004 im Mittel EEQs von 0.82 ng/L gemessen, der Maximalwert lag bei 2.1 ng/L. Im Ablauf
der angegliederten ARA Aadorf reichten die Werte von 0.2 bis 7.7 ng/L (Vermeirssen et al.,
2006). Im Projekt COMPREHEND (Community Programme of Research on Environmental
Hormones and Endocrine Disruptors) konnte gezeigt werden, dass in der Regel nattirliche und
synthetische Hormone aus hauslichen Abwassern fir die dstrogene Aktivitat in Wasserproben
verantwortlich sind (Aerni et al., 2004). Auch wurden die Konzentrationen éstrogener Stoffe in
Oberflachengewassern abgeschatzt und z.B. fir E2 Konzentrationen von 0 bis 5 ng/L ermittelt
(Legler et al., 2002a). Diese Belastung mit Ostrogen aktiven Substanzen kann vor allem an
Hot Spots problematisch sein, wenn eine ausreichende Verdinnung des gereinigten
Abwassers aus der ARA nicht gewahrleistet ist.

In Oberflachengewéssern im nahen Ausland wurden ebenfalls &hnliche Werte gemessen.
Beispielsweise wurden in den Niederlanden mit dem ER-CALUX® im Rhein 0.08 bis 0.36 ng
und in der Maas 3.6 bis 9.4 ng EEQ/L gemessen (Murk et al., 2002). Insgesamt ist die
Ostrogene Belastung in Schweizer Gewassern und Klaranlagenausfliissen leicht bis moderat
und vergleichbar mit jener in Deutschland und den Niederlanden.

Ein Vergleich der Ergebnisse der chemischen Analytik mit Studien aus In- und Ausland findet
sich im Anhang 3.
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5 Vorschlag fur das Vorgehen zur Beurteilung der dstrogenen
Belastung von Oberflachengewéssern

5.1 Uberblick Giber die einzelnen Schritte

Fur die Beurteilung der Wasserqualitat in Bezug auf eine Belastung mit Ostrogen aktiven
Substanzen wurde ein auf 17p-Estradiol-Aquivalenzkonzentrationen (EEQs) basierendes
Vorgehen verwendet.

Dieses Vorgehen wurde angelehnt an den Vorschlag fur ein Beurteilungskonzept fir
Mikroverunreinigungen aus kommunalem Abwasser von Go6tz et al. (2011) entwickelt.
Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Studie werden folgende Schritte
vorgeschlagen (Abb. 9).
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Abb.9: Elemente des Vorschlags fir ein Beurteilungskonzepts fir die Belastung von

Oberflachengewassern mit Ostrogen aktiven Substanzen (Grafik rechts: Eawag)

Der erste Schritt ist die Abschétzung der Belastung durch kommunales Abwasser. Zur
Bestimmung des Abwasseranteils kann, wie in Kapitel 3.2 beschrieben, analog zum
Beurteilungskonzept fur Mikroverunreinigungen aus kommunalem Abwasser von C. Gotz
(Gotz et al.,, 2011) vorgegangen werden. Der Abwasseranteil im Gewésser kann hierfir
entweder aus dem Minimal-Ablauf abgeschétzt oder aus der gemessenen Abwassermenge
und dem Ablauf im Fliessgewésser berechnet werden.

Ubersteigt der Abwasseranteil eine bestimmte Schwelle (z.B. 10%), sollte eine Untersuchung
potentiell belasteter Gewasser mit Biotests erfolgen. Aufgrund der Ergebnisse der
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vorliegenden Studie wird ein pragmatisches Vorgehen hierfiir vorgeschlagen. Fir eine
Grobbeurteilung kann beispielsweise die dstrogene Wirkung im YES im Abwasser ermittelt
werden und anschliessend Uber die Verdinnung eine Abschatzung der Belastung im
Fliessgewasser erfolgen.

Wurde eine 6strogene Belastung im Gewdasser ermittelt, sollte sie anschliessend bewertet
werden. Dies kann wie in Kapitel 3.7 beschrieben mit einem 3-stufigen Bewertungssystem
vorgenommen werden. Damit kann eine grobe Beurteilung der Belastung der Gewasser mit
Ostrogenen vorgenommen werden.

Im Einzelfall kbnnen auch Gewasserproben analysiert werden. Mit dem YES-Test kann dabei
Uberprift werden, ob das Qualitatskriterium von 0.4 ng/L Estradiolaquivalente eingehalten
wird. Es kdnnen hierfir auch andere Biotests verwendet werden wie z.B. sensitivere YES-
Varianten oder der ER-CALUX®. Aktuell Iasst sich jedoch keine breit abgestiitzte Methode zur
Beurteilung der dstrogenen Effekte anhand von Gewéasserproben empfehlen.

5.2 Risikobeurteilung der Ergebnisse aus der Messkampagne Ostrogene

Die in Kapitel 3.7 vorgeschlagene Einteilung der Guteklassen wurden auf die EEQ-Werte aus
YES und ER-CALUX® der Messkampagne Ostrogene angewendet. Tab. 6 zeigt den Vergleich
der so ermittelten Wassergiteklassen fur alle Probenahmestellen. Da die Beurteilung auf
Gewasser fokussiert ist, wird die Wasserqualitat der Oberflachengewasser oberhalb und
unterhalb der Einleitstelle der ARA Dbeurteilt. Zusatzlich wird die Belastung im
Oberflachengewasser Uber die Verdinnung abgeschatzt und mit den im Gewasser
gemessenen Werten verglichen. Die Messergebnisse fur ARA-Zu- und Ablaufe finden sich im
Anhang in Tab. 19 (ER-CALUX®) und Tab. 20 (YES).

Im YES wurde das chronische Qualitatskriterium in Bezug auf Ostrogen aktive Substanzen bei
67% der Oberflachengewéasser vor ARA eingehalten und im ER-CALUX® bei 33% der Proben.
Die Wasserproben aus dem Fliessgewasser unterhalb der Einleitstelle der ARA zeigen in fast
allen Féllen eine Verschlechterung der Wasserqualitat in Bezug auf Ostrogen aktive
Substanzen im Vergleich zum entsprechenden Fliessgewasser oberhalb der Einleitstelle der
ARA an. Im YES wurde das chronische Qualitatskriterium noch bei 20% der
Oberflachengewasser eingehalten, in 50% der Falle wurde es iiberschritten. Im ER-CALUX®
wurde das Qualitatskriterium in 80% der Proben tberschritten.

Tab. 6 zeigt den Vergleich der nach dem vorlaufigen Vorschlag aus Biotests ermittelten
Wasserglteklassen bzgl. 6strogener Belastung.
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Tab. 6: Vergleich der aus Biotests ermittelten Wasserqualitdtsklassen an 13 Probenahmestellen fiir
Ostrogen aktive Substanzen im Oberflachengewésser ober- und unterhalb der Einleitstelle der ARA.
Wasserguteklassen: grin: Qualitatskriterium eingehalten, gelb: im Bereich des Qualitétskriteriums, orange:
Qualitatskriterium Uberschritten. Die Oberflachengewéasser unterhalb der Einleitstelle der ARA werden
zusatzlich tUber die EEQ-Werte der Ablaufe sowie die jeweiligen Verdinnungsfaktoren beurteilt.

EEQ YES * EEQ ER CALUX®
EEQ YES Verdinnung EEQ ER CALUX® | * Verdlinnung

Oberflachengewasser vor ARA

0.69

Z—TITwWw>»

0.70

Oberflachengewasser nach ARA

OZZIrX—ITOmTmmOwW>»

Vergleicht man die aus den jeweiligen Verdinnungen berechneten EEQ-Werte mit den
gemessenen Werten zeigt sich eine relativ gute Ubereinstimmung. So ergibt sich beim YES
bei Berechnung und Messung in 6 von 10 Fallen die gleiche Wasserqualitatsklasse, in den
Ubrigen Fallen ergibt die Berechnung eine schlechtere Wasserqualitatsklasse als die Messung
(Ausnahme ARA B). In Anbetracht dessen, dass die Verdiunnungen aus einer Modellierung
des Abwasseranteils bezogen auf Niedrigwasser (Qss;) stammen (sozusagen das ,worst
case“-Szenario) und im Gewasser Stichproben, also lediglich eine Momentaufnahme,
genommen wurden, sind die Ergebnisse schlissig. Mit einer Abschatzung des
Abwasseranteils ware man auf jeden Fall auf der sicheren Seite und kommt nicht in Gefahr
aufgrund einer wenig reprasentativen Stichprobe die dstrogene Belastung zu unterschatzen
oder evtl. auch zu lberschatzen. Auch beim ER-CALUX® ergibt die Berechnung iber den
Abwasseranteil meist die gleiche oder schlechtere Wasserqualitatsklassen. In einem von 10
Fallen fallt die Gewasserqualitat bei beiden Tests allerdings bei der Abschatzung auch besser
aus als bei der Messung. Eine abschliessende Erklarung, warum die Wasserqualitat im ER-
CALUX® teilweise schlechter als im YES-Test eingestuft wird, lasst sich mit dem vorliegenden
Wissen nur teilweise geben (siehe testspezifische Unterschiede in Kapitel 4.1), hierfir sind
weitere Studien noétig. Auch die Erkenntnisse aus der ISO-Zertifizierung kénnen hier zum
weiteren Verstandnis beitragen.

Insgesamt sollten diese ersten Ergebnisse anhand weiterer Messungen Uberprift und
prazisiert werden.
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6 Gesamtdiskussion der Biotests und des Vorschlags fir ein
Beurteilungskonzept

In diesem Kapitel soll der in der Messkampagne Ostrogene exemplarisch angewendete
vorlaufige Vorschlag fir ein Erhebungs- und Beurteilungskonzept und dessen Methoden
diskutiert werden und Empfehlungen fur die Erfassung &strogener Effekte in
abwasserbelasteten Gewassern gegeben werden.

Beim Vergleich von YES und ER-CALUX® haben sich Unterschiede in der
Glteklasseneinteilung gezeigt, die mit abnehmender dstrogener Belastung (ARA Ablauf > OG
nach ARA > OG vor ARA) zunehmen. Generell wird die Wasserqualitdt bzgl. dstrogener
Belastung im ER-CALUX® schlechter bewertet als im YES, dennoch zeigen die Ergebnisse
der beiden Testsysteme eine gute Korrelation (Abb. 6).

Grunde fir diese Unterschiede lassen sich, wie in Kapitel 4.1 diskutiert, in den Unterschieden
zwischen ER-CALUX® und YES finden. Zusammenfassend zeigt die hier vorgestellte Studie,
dass:

= der YES und der ER-CALUX® fiir das Screening und die Beurteilung von ARA-
Ablaufproben grundsétzlich geeignet sind, jedoch der YES die Belastung in den meisten
Fallen niedriger einstuft als der ER-CALUX®. Aufgrund der besseren Praktikabilitét des
YES und der Korrelation beider Methoden, kann als pragmatisches Vorgehen eine
Grobbeurteilung anhand des YES im gereinigten Abwasser vorgenommen werden. Eine
Extrapolation auf den Ostrogengehalt im Gewasser kann tber Umrechnung der EEQs
anhand des Abwasseranteils im Gewasser erfolgen. Allerdings sollte hierfir die
Methodenvalidierung, insbesondere die Wiederfindung, des Verfahrens noch genauer
evaluiert werden. Ebenso sollten die unterschiedlichen YES-Varianten auf ihre Eignung
untersucht werden.

» eine Beurteilung der Ostrogenitat von Oberflaichengewésserproben nach dem
vorgestellten Vorgehen noch nicht praxisreif ist, da die Variabilitit und
Reproduzierbarkeit der Methodik noch genauer evaluiert werden muss. Fir die
praxisorientierte Umsetzung soll ein breit abgestitztes VVorgehen entwickelt werden und
auch die Arbeiten im Rahmen des ISO-Arbeitskreises abgewartet werden. Ebenso
mussen mehr Erfahrungen mit der Anwendung dieser Testsysteme in belasteten
Oberflachengewdassern gesammelt werden.

= Es mussen verschiedene Fragen geklart werden (z.B. Wiederfindung,
Reproduzierbarkeit, Interpretation, Praktikabilitdt), bevor eine Auswahl des
bestgeeigneten Testsystems getroffen, sowie eine Empfehlung fur die Beurteilung von
Oberflachengewasserproben fiir den Umweltvollzug gegeben werden kann. Eine
Ubersicht der in dieser Studie betrachteten Testsysteme ist in Tab. 7 zusammen gefasst.
Hier wird erganzend auch noch der H295R aufgefiihrt, der im Rahmen des hier
vorgeschlagenen Beurteilungskonzeptes aktuell nicht in Frage kommt, u.a. auch
deshalb, weil dieser Test keine EEQ-Werte liefern kann.

= Im Einzelfall, beispielsweise fur besonders 6kologisch wertvolle Gewésserabschnitte,
bei potentiell hohen dstrogenen Belastungen oder aus anderen besonderen Interessen,
kénnen vertiefte Untersuchungen im Gewasser durchgefuhrt werden. Dafir kommt
grundsatzlich ein breites Spektrum an Untersuchungen infrage (Untersuchung an
freilebenden Fischen, Fish-Early-Life Stage-Untersuchungen, ER-CALUX® etc.).
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Tab. 7: Eignung verschiedener in vitro Biotests zum Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen fiir den Vollzug.
Beurteilung: - unter Durchschnitt;+ mittelmassig; ++ gut; +++ exzellent

Yeast Estrogen Screen (YES)

ER-CALUX®

H295R Steroidgenese Test

- wissenschaftlich fundiert /akzeptiert
- vielfach angewendet

- wissenschatftlich fundiert /akzeptiert
- vielfach angewendet

- wissenschatftlich fundiert/akzeptiert
- praktikabel

- sehr praktikabel - praktikabel - erganzender Endpunkt zu
- kostengiinstig - sehr sensitiv Rezeptorbindungstests
Pro - frei verfugbar fur (nicht-) kommerzielle - Metabolisierung der Probe - frei verflgbar
Nutzung - nicht-kommerzielle Version frei - validiert/standardisiert im Rahmen der
- Kandidat fiir ISO Zertifizierung fiir verfiigbar (T47D-KBIUC) US EPA und der OECD
Umweltproben - 2008 durch die EC/ECVAM validiert - Bestandteil des US EPA EDTA
- Aufwand vertretbar - Kandidat fiir ISO Zertifizierung fiir Programms
Umweltproben
- nicht validiert - Bewilligung fur GVO nétig - steriles Arbeiten
- Bewilligung fur GVO nétig - aufwandig und teuer (u.a. - Zellkulturlabor-Ausstattung notwendig
- steriles Arbeiten Lizenzkosten) - in Europa noch kaum genutzt
- relativ unsensitiv (hohe LOQ, schlechte | -  steriles Arbeiten - Interpretation, Extrapolation der Daten
Contra Permeabilitét durch Zellwand) - Zellkulturlabor-Ausstattung notwendig noch schwierig

- nur kommerziell verfiigbar (Lizenz)

- aufwandig und teuer (u.a. wegen
geringer Verbreitung)

- im Wesentlichen fur
Einzelstoffbestimmung validiert

Interpretierbarkeit, +++ +++ ++

Kommunizierbarkeit und

Bewertung der Resultate

Generelle Eignung zur Erkennung Abwasser: +++ Abwasser: +++ Abwasser: ++
von Schadstoff-Hotspots in Oberflachengewéasser:  + Oberflachengewéasser:  +++ Oberflachengewasser:  +++

Oberflachengewassern

Niedrige Kosten (Investition in +++ - -
Laborgerate, Materialkosten) (++ wenn durch BDS durchgefihrt)
Generelle Eignung fur den +++ - -

Vollzug (Durchfiihrbarkeit durch
kantonale/private Labors, etc.)

(+++ bei externem Auftrag an BDS )
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der YES preisgtinstiger, aber auch deutlich weniger
sensitiv ist als der ER-CALUX® und so mehr Probenvolumen braucht (Legler et al., 2002b).

Im Hinblick auf eine Anwendung der Testsysteme in der Routineanalytik ist der YES jedoch im
Vergleich zu ER-CALUX® und H295R deutlich anwenderfreundlicher und hinsichtlich Material-
und Geratekosten in der Anschaffung weniger kostenintensiv. Aufgrund seiner generell
einfacheren Durchflihrbarkeit ist der YES, im Gegensatz zum ER-CALUX®, auch eher fiir ein
erstes Screening von Umweltproben auf das Vorhandensein einer Ostrogenitét geeignet,
unter Berticksichtigung seiner methodischen Schwéachen.

Bei der ausschliesslichen Anwendung von Rezeptorbindungstests wie dem YES oder ER-
CALUX® besteht jedoch die Gefahr, wichtige, nicht-rezeptorvermittelte Effekte, die
beispielsweise im H295R gemessen werden kdnnen, nicht zu erfassen.

Eignung der untersuchten Testsysteme fiir die Bestimmung von Ostrogen aktiven
Substanzen in Umweltproben:

e Chemische Analytik ist zur Gutebewertung von Oberflachengewéssern hinsichtlich
einer Belastung mit Ostrogen aktiven Substanzen nicht ausreichend, da die
Bestimmungsgrenzen der wichtigsten steroidalen Ostrogene (E2, EE2, E1) liber dem
AA-EQS von E2 (0.4 ng/L) liegen.

¢ Die betrachteten Testsysteme haben ihre Vor- und Nachteile, es lasst sich aktuell
keine definitive Empfehlung fur eine Beurteilungsmethode fiir Oberflachengewéasser
machen.

e Der YES eignet sich in einer ersten Beurteilung potentiell fur eine Verwendung im
Vollzug und zur Etablierung und Anwendung in kantonalen und privaten Laboren. Es
sollen aber noch weitere, insbesondere empfindlichere YES-Varianten evaluiert
werden. Ebenso miussen fiir die Einfihrung die wichtigsten methodischen Eckdaten
(Wiederfindung, Bestimmungsgrenzen, etc., sieche oben) noch ausfihrlicher validiert
werden.

e Eine vorlaufige erste Beurteilung belasteter Proben soll anhand des praktikablen,
jedoch weniger empfindlichen YES-Test vorgenommen werden. Dabei empfiehlt sich
eine Anwendung des YES in Proben des ARA-Ablaufes und eine Abschatzung der
Gewasserkonzentration anhand des Abwasseranteils im Oberflachengewasser. Diese
Methode zur groben Beurteilung abwasserbelasteter Gewésser sollte um weitere
Biotests zum Nachweis anderer Wirkungen (z.B. Algentoxizitat) erganzt werden.

e YES, ER-CALUX®, wie auch weitere Testsysteme, werden voraussichtlich im Rahmen
der ISO-Zertifizierung validiert werden. Aus dieser Validierung entstehende
Verbesserungen der Methodik sollen kontinuierlich tbernommen werden.

¢ Der aufwandige und teure H295R ist derzeit aufgrund seiner geringen Verbreitung in
Europa und der relativ schwierigen Interpretierbarkeit der Daten fur praktische
Anwendungen im Rahmen der vorgeschlagenen Gewasserbeurteilung noch nicht zu
empfehlen. Er kann allenfalls in ausgewahlten Fallen, bei denen eine weitergehende
Untersuchung erforderlich ist, zur Erfassung der Belastungssituation in Bezug auf
Wirkungen auf die Steroidgenese sinnvoll sein.
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Es soll langerfristig eine breit abgestiitzte Methode zur Beurteilung belasteter
Fliessgewdsser anhand von Gewasserproben erarbeitet werden. Es missen
verschiedene Fragen geklart werden (siehe oben, z.B. Methodenvalidierung,
Interpretierbarkeit der Daten, etc.), bevor eine Auswahl des bestgeeigneten
Testsystems  getroffen, sowie Empfehlungen fir die Beurteilung von
Oberflachengewéasserproben fir den Umweltvollzug gegeben werden kdnnen. Dabei
soll eine internationale Zusammenarbeit angestrebt werden.

Trotz der hier erwéhnten Einschrénkungen und offenen Punkte zur Anwendung von Biotests
zur Beurteilung der Wasserqualitdt kénnen aufgrund der bisherigen Erfahrungen einige
konkrete Empfehlungen zur Durchfiihrung dieser Tests und der Untersuchung von Gewassern
gemacht werden.

Empfehlungen fir eine Grobbeurteilung der Belastung von Ostrogen aktiven
Substanzen in Fliessgewdassern und ARA Auslaufen:

Fir die Erfassung Ostrogener Aktivitat in Wasserproben sind 24 Stunden-Mischproben
zu empfehlen, was in ARA-Ablaufproben gut praktikabel ist, da dort automatische
Probenehmer vorhanden sind. Daher empfiehlt sich eine Beprobung der ARA-Auslaufe.

Die Belastung der Gewasser soll aus den gemessenen Abwasserproben, anhand der
Verdiinnung des Abwassers im Gewasser (Abwasseranteil), extrapoliert werden.

Es empfiehlt sich eine Probenaufbereitungsmethode zu wahlen, die die Extraktion und
Aufkonzentration von moglichst vielen, chemisch unterschiedlichen 6strogen und
antiéstrogen aktiven Substanzen erlaubt. (z.B. Festphasenanreicherung mit LiChrolut
EN RP-18 Kartuschen).

Die Datenauswertung mit EC, und EEQs ist zu empfehlen, da so die Vergleichbarkeit
der Resultate garantiert ist.

Eine Grobbeurteilung anhand des chronischen Qualitatskriteriums von 0.4 ng/L und
allenfalls mit Hilfe des 3-stufigen Beurteilungskonzeptes unter Verwendung des AA-EQS
fur 17B-Estradiol (0.4 ng EEQ/L) soll weiter gepriift werden.

4
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7 Schlussfolgerungen und Ausblick

In diesem Bericht wurde ein erster Vorschlag fur die Beurteilung der Wasserqualitat mit
Methoden fir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen in
Abwasserreinigungsanlagen und Fliessgewassern erarbeitet. Die hier vorgestellten Methoden
und das vorgeschlagene Vorgehen fiir die Beurteilung der durch kommunales Abwasser
verursachten dstrogenen Aktivitat sind vielversprechend. Erste Messkampagnen haben
gezeigt, dass mit den hier angewendeten in vitro Biotests eine Ostrogene Aktivitdt im
Abwasser und belasteten Oberflachengewéssern erfasst werden kann. In vitro Biotests
scheinen u.a. auch als Ergénzung zu spurenanalytischen Untersuchungen der Wasserqualitat
geeignet und decken dabei zusatzliche Aspekte ab, welche mit einer rein spurenanalytischen
Messung nicht erfasst werden kénnen. Es gibt jedoch noch einige Unsicherheiten betreffend
der Beurteilung der Wasserqualitat und die eingesetzten Methoden sind noch nicht
abschliessend validiert. Die Einsetzbarkeit als Ergénzung zu spurenanalytischen Methoden in
der Praxis und fur den Umweltvollzug ist mit dem vorhandenen Wissen noch nicht gegeben.
Dazu mussen (i) die eingesetzten in vitro Biotests fur die Untersuchung von Umweltproben
noch vollstandig validiert werden (z.B. im Rahmen des ISO-Zertifizierungs-Verfahrens), (i) die
Unterschiede zwischen den Tests bei der Interpretation der Ergebnisse besser verstanden
und integriert werden, und (iii) der Vorschlag fur die Einstufung der Wasserqualitdt nach den
Gewassergiteklassen des MSK unter Einbezug einer breiteren Datenbasis tberprift und
gegebenenfalls Uberarbeitet werden.

Als pragmatisches Vorgehen fir die Grobbeurteilung abwasserbelasteteter Gewasser wird
empfohlen, die Ostrogenitat im ARA-Ablauf mit dem YES-Test zu messen und daraus die
resultierende Gewasserbelastung Uber die Verdinnung im Fliessgewasser abzuschatzen.
Eine solche Grobbeurteilungsmethode lasst sich auch auf weitere Testsysteme zur Messung
anderer Effekte anwenden und stellt eine wichtige Erganzung zu den géngigen im Vollzug
verwendeten spurenanalytischen Methoden dar.

Um die Validierung und Standardisierung von in vitro Biotests zur Detektion 6strogen und
androgen aktiver Substanzen voranzubringen, ist das Oekotoxzentrum derzeit aktiv an der
ISO-Zertifizierung eines solchen Testes beteiligt. Im Moment stehen im DIN Arbeitskreis
,Hormonelle Wirkungen® der hier angewendete YES nach Routledge Sumpter sowie andere
YES Varianten zu Diskussion ebenso wie der ER-CALUX® und der E-Screen. Im ISO
Arbeitskreis sollen auch die Resultate dieser Messkampagne einen Beitrag zur Erarbeitung
eines internationalen zertifizierten Standardprotokolls (ISO/CEN) leisten. Das Oekotoxzentrum
wird die Validierung und Implementierung dieser Tests in der Schweiz betreuen, weiterhin
selbst an Ringversuchen mit ER-CALUX® und YES beteiligt sein und interessierte Labore bei
der Implementierung dieser Tests unterstiitzen.

Die Erkenntnisse aus der Messkampagne Ostrogene werden in die weitere Entwicklung eines
praktikablen, von den Vollzugsbehérden anwendbaren Moduls Okotoxikologie einfliessen, d.h.
einer breit abgestitzten Biotest-basierten Methode zur Beurteilung der Wasserqualitat.
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Abb. 15: Relative Induktion der Produktion von Testosteron in H295R-Zellen nach Exposition
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Details zu den Elementen des Beurteilungskonzeptes
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Tab. 9: Uberblick (iber die Arbeitsschritte der fiir die chemische und biologische Analytik von Ostrogen

aktiven Substanzen verwendeten Probenaufbereitungsmethoden.

Festphasenextraktion fir
chemische Analytik (nach Suter
und Schdnenberger)

Festphasenextraktion fir
Biotests (nach Escher et al.,
2008b)

Allgemeine Informationen

Probentyp

Wasserproben

Wasserproben

Probenvolumina

1000 ml Fliessgewasserproben
500 ml Abwasserablauf
250 ml Abwasserzulauf

1000 ml Fliessgewasserproben
500 ml Abwasserablauf
200 ml Abwasserzulauf

Leerprobe

1000 ml Reinstwasser

1000 ml Reinstwasser

Probenvorbereitung

Filtration

Ja, z.B. mit Glasfaserfiltern Typ
APFD 09050 (1 pum)

Ja, z.B. mit Glasfaserfiltern Typ
APFD 09050 (1 pm)

Anséuerung

ja, mit HCIl auf pH 3

ja, mit HCI auf pH 3

Addierung von Isotopen-
markierter interner
Mischstandardldsung (IS)

30 ng von EE2-D4, E2-13C2, E1-
D4, BPA-D16 und NP-13C6 zu
jeder Probe

Nein, zur Kontrolle der
Wiederfindung in der SPE
Standardadditionen madglich

Probenaufbereitung

Anreicherung

Festphasenextraktion (SPE)

Festphasenextraktion (SPE)

SPE Kartuschen

LiChrolut EN RP-18 (100 mg
LiChrolut EN unten, 200 mg
LiChrolut RP 18 oben)

LiChrolut EN RP-18 (100 mg
LiChrolut EN unten, 200 mg
LiChrolut RP 18 oben)

Konditionierung

6 ml Hexan

2 ml Aceton

6 ml Methanol

10 ml Wasser (pH 3.0)

2 ml Hexan

2 ml Aceton

6 ml Methanol

6 ml Wasser (pH 3.0)

Waschen 8 ml Methanol/Wasser (70:30, v/v) . .
6 ml Acetonitril/\Wasser (30-70 Nein, nur Auffullen der Kartusche
i (30:70, mit Wasser (pH 3.0)
vIv)
Elution 4 ml Aceton
4 ml Aceton 1 ml Methanol
Einengen mit N, auf ca. 500 ul einengen,

mit N, auf ca. 100 ul einengen

dann auf 1000 pl mit Ethanol
auffillen

Aufkonzentrierungsfaktor

5000-fach Fliessgewasserproben
2500-fach Abwasserablauf
1250-fach Abwasserzulauf

1000-fach Fliessgewésserproben
500-fach Abwasserablauf
200-fach Abwasserzulauf

Reinigung und Lagerung des Probenextraktes

Sorbent

Mini-Kieselgel-Saulen (1.00 +
0.019)

Nein

Auftragen der Probe

100 ul der Probe + 2x 0.2ml
Hexan/Aceton (60:40, v/v)

Elution 7.1 ml Hexan/Aceton (60:40, v/v)
Abdampfen bis zur Trockene, mit 200 ul
Ethanol aufgefullt
Lagerung Dunkel, bei -20°C Dunkel, bei -20°C
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Beschreibung der ausgewahlten Biotests

Rezeptorbindungstests

Rezeptorbindungstests kénnen beispielsweise mit SAugerzellen oder Hefezellen durchgefihrt
werden. Entweder besitzt die Zelle bereits natiirlicherweise einen Ostrogenrezeptor (ER;
einige Sauger-Zelllinien), oder die DNA-Sequenz des menschlichen Ostrogenrezeptors o
(hERa) wurde in das Genom der Hefe- oder Saugerzelle integriert, so dass diese Zellen den
Rezeptor selbst produzieren kdnnen. Substanzen, aus beispielsweise einer Wasserprobe, die
die Zellwand bzw. Zellmembran passieren kénnen, binden an den ER, sofern sie eine
Ostrogene Aktivitat besitzen. So entsteht ein aktivierter Komplex, der die Ablesung eines
Reporter-Gens auslost. Dieses Gen bewirkt die Herstellung des Enzyms, welches ins
umgebende Medium ausgeschieden wird und bei dstrogener Aktivitdt zu einem messbaren
Farbumschlag bzw. erhéhter Lumineszenz des Mediums fiihrt.

Rezeptorbindungstest mit Hefezellen

Der YES ist ein genetisch
verandertes Reportergen-Test-
system mit Hefezellen
(Saccharo-myces  cerevisiae),
das durch die  Bindung
Ostrogener Substanzen an den
hERa  mdgliche  Gstrogene
Aktivitaten einer Probe
detektieren kann (Routledge und
Sumpter, 1996). Die Bindung
einer Substanz an den hERa
aktiviert den Rezeptor, der
aktivierte Komplex flihrt zur  Abb. 10: Schematische Darstellung des YES (nach Routledge
Ablesung des Reporter-Gens und Sumpter (1996).

(Lac-Z), dies fuhrt zur Bildung

des Enzyms B-Galactosidase. Das Enzym wird ins umgebende Medium ausgeschieden und
wandelt das gelbe Substrat CPRG (Chlorophenol-rot-B-D-galactopyranosid) zu einem roten
Produkt (CPR) um. Der Farbumschlag kann mit einem Spektrophotometer gemessen werden
(Routledge und Sumpter, 1996). Abb. 10 verdeutlicht das Prinzip des Tests.

W Estrogen

M Estrogenrezeptor
m Aktivierter Rezeptor
@ 0 -Galaktosidase

hER: Gensequenz des menschl.
Estrogenrezeptors

ERE: estrogen responsive
element

lac-Z: Reportergen

CPRG: Chlorphenolrot-
3 -D-Galaktopyranosid

|
Nucleus/
\\/5

Hefé’zelle Cytoplasma, Medium

Es existieren verschiedene andere hefebasierte Testsysteme, die auch nach diesem Prinzip
arbeiten und sich geringfigig bzgl. ihrer Sensitivitdét und Robustheit unterscheiden. Diese
Unterschiede kdnnen einerseits auf die verschiedenen benutzten Hefestamme zuriickgefuhrt
werden, andererseits auf Unterschiede in den Protokollen. Es kénnen zusatzliche Schritte
eingebaut werden um den Test schneller und sensitiver zu machen. Beispielsweise bewirkt
die Zugabe des Enzyms Lyticase eine Durchlécherung der Zellwand, so dass das produzierte
Enzym R-Galactosidase schneller in das Medium gelangt, um dort einen Farbumschlag zu
bewirken (z.B. Schultis und Metzger, 2004). Auch Anpassungen fur eine Analyse von nicht
aufkonzentrierten/nativen Umweltproben existieren in diesem Testsystem (z.B. Wagner und
Oehlmann, 2009).
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Rezeptorbindungstest mit menschlichen Zelllinien

Bei den ER-CALUX® Zellen handelt es sich um eine genetisch veranderte, menschliche
Osteosarcom-Zelllinie (U20S). Gemessen wird auch hier die Bindung Ostrogen aktiver
Substanzen an den hERa. Hier

dient das Gen fir das Enzym

o Luziferase als Reportergen. Die

] resultierende Luziferase-Aktivitat,
///—\ und damit das Ausmass an

° o - e ,
4 . ) Ostrogenitat, kann anschliessend
0 O nach Zugabe des Substrats
[ o Luciferin mittels eines

LUCIFERASE protein

Lumineszenz-Messgerates

48\6/—#\ (Luminometer) quantifiziert werden
8 [6 = 6 l—’ LUCIFERASE mRNA (S|Ehe Abb 11)

i T i 1

LUCIFERASE

Receptor binding elements . . .
. 688 . e . Auch hier existieren verschiedene

ENDOGENOUS GENE Ze”llnlen Neben der h|er

) verwendeten kommerziellen ER-
Abb. 11: Mechanismus der Ostrogen-Rezeptor (ER)- CALUX®-Zelllinie (U20S-Zellen

vermittelten Antwort im ER-CALUX® (Schema von BDS zur . .
Verfuigung gestellt). Bio Detection Systems, Holland;

(Van der Linden et al., 2008) gibt
es auch frei verfligbare Zelllinien (T47D, Legler et al., 1999; T47D-KBluc, Wilson et al. ,2004).

Tests zur Untersuchung der Steroidgenese (Bildung von Steroidhormonen)

H295R Steroidgenese Assay

Der H295R kann Auswirkungen von im Wasser vorhandenen hormonaktiven Substanzen auf
die Bildung von Hormonen im Organismus nachweisen und somit Auswirkungen auf den
Hormonstoffwechsel in  einer genetisch  unveranderten  menschlichen  Zelllinie
(Nebennierenrindenkrebszellen NCI-H295R) aufzeigen (Hecker und Giesy, 2008). Im Test
werden Auswirkungen auf die Bildung verschiedener Hormone gemessen (z.B. Testosteron,
17B-Estradiol; Abb. 12). Die verwendete Zelllinie kann diese Hormone herstellen und besitzt
auch alle relevanten Stoffwechselwege, die zur Bildung der Hormone nétig sind (Gracia et al.,
2006). Dadurch kénnen auch Wirkungen von Substanzen erfasst werden, die nicht tber die
Bindung an den Hormonrezeptor erfolgen.

Abb. 12: Steroidogenese-Pfad im

CYPIIA CYPI7 CYPI17

H295R. Hormone (fett), Pfeile zeigen ——> Pregnenolone ——> 17u.0HPregnenolone ——> DHEA

in Syntheserichtung. Die i HSDL v ﬂjﬁ P cvpir Um e
Geschlechts-hormonbildung ist Progesterone  ——> 170-0HProgesterone >~ Androstenedione
schwarz eingerahmt (aus Hecker crea I Jl CYp21 17B-HSD C}’PIQL
und Giesy, 2008). Rote Pfeile zeigen 11-Deoxycorticosterone Deoxycortisol Testosterone  Estrone
Orte der Aromatasehemmung bzw. CYPIIB? L ﬂcw’nm cvpig ﬂ m.Hsplj
-induktion. Corticosterone Cortisol 17B-estradiol

CYPI1RB2

Aldosterone
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Tab. 10 gibt einen detaillierten Uberblick (ber die notigen Arbeitsschritte der verwendeten in vitro-Biotests. In Tab. 11 werden die Unterschiede zwischen
Biotests und chemischer Analytik von Ostrogenen naher beleuchtet.

Tab. 10: Arbeitsschritte fiir die angewendeten in vitro Biotests zum Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

Yeast Estrogen Screen (YES)

ER-CALUX®

H295R

Kontrollen und Proben

Positivkontrolle 178-Estradiol: 1.25*10° bis

9.77*10"*M (8 Konz.)

Postivkontrolle 173-Estradiol: 0; 0,1; 0,3; 0,6; 1; 2; 3; 10;

30; 100 pM

Qualitatskontrolle: Prochloraz/Forskolin
Negativkontrolle: Hormonkonzentration in

Kontrollen Negativkontrolle: Farbinduktion der Hefezellen Negativkontrolle: Lumineszenz der Zellen Kontrollzellen
Lésungsmittelkontrolle: EtOH Losungsmittelkontrolle: DMSO Ldsungsmittelkontrolle: DMSO
Zytotoxiztatskontrolle: Hefezellwachstum Zytotoxiztatskontrolle: Zellwachstum in Medium (MTT) Zytotoxiztatskontrolle: Zellwachstum (MTT)
jeweils 8 Konz., 1:2 Verdiinnungsreihe: jeweils 6 Konz, 1:3 Verdiinnungsreihe: jeweils 5 Konz., 1:2 Verdinnungsreihe:
Klaranlagen-Zulauf: 4- bis 0.03-fach aufkonzentriert ~ Kléranlagen-Zulauf, -Ablauf und Oberflachengewasser: Klaranlagen-Ablauf:
Proben Klaranlagen-Ablauf: 20- bis 0.16-fach, 40- bis 0.31- 1; 3; 10; 30; 100; 300 und 1000-fach verdiinnt 10, 5, 2.5, 1.25 und 0.625-fach aufkonzentriert
fach, oder 80- bis 0.63-fach Oberflachengewisser:
Oberflachengewasser: 200- bis 1.56-fach 20, 10, 5, 2.5 und 1.25-fach aufkonzentriert
3 Replikate der Proben, 6 Replikate von Kontrollen; 3 Replikate der Proben, 3 Replikate der Kontrollen Bestimmung der Hormonkonzentration: 6 Replikate
Replikate (jeweils 1 biologisches und 3 technische/ (jeweils 1 biologisches und 3 technische Replikate) der Proben und Kontrollen (jeweils 2 biologische und
unabhangige Replikate) 6 technische Replikate)
Testdurchfuhrung
- Animpfen von 50 mL Wachstumsmedium mit - Animpfen von x mL DMEM F12 Medium mit 1.5 mL - in Zellkulturflaschen mit ,supplemented medium*
vorkultur 125 uL Hefe aus Glycerolstock Zellen aus Kryokultur in Zellkulturflasche DMEM Hams/F12

- 24h Inkubation bei 30°C auf Schittelinkubator
(220 rpm)

- min. 20 h Inkubation bei 37°C im CO,-Schrank (95%

Luftfeuchtigkeit und 5% CO5)

- bei 37°C und 5% CO2
- Kultivierung der Zellen fur mind. 5 Passagen

Animpfen der
Testkultur

Zelldichte: 4*10’ Zellen pro 50 mL

(1) Bestimmung der Zelldichte der Vorkultur mit Hilfe
einer Zellzahlkammer (z.B. Neubauer
Z&hlkammer)

(2) Volumen-Berechnung der benétigten fur 4+10’
Zellen/ 50 mL

(3) Animpfen von 50 mL des Minimalmediums fiir die
Testkultur mit diesem Volumen und Zugabe von
Farbstoff CPRG

Zelldichte: 1*10* Zellen/ 100 puL Medium pro Well
(1) Bestimmung der Zelldichte der Vorkultur

(2) Berechnung des bendtigten Volumens fur 1*10" Zellen/

100 pL Medium

(3) Zugabe der entsprechenden Menge an Zellen in jedes Well

Zelldichte: 10*10* Zellen/ Well (3*10° Zellen/ mL)
(1) Bestimmung der Zelldichte der Vorkultur
(2) Berechnung des bendtigten Volumens fur 10%10*
Zellen/ 1 mL Medium
(3) Zugabe der entsprechenden Menge an Zellen in
jedes Well
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Auf jeder Testplatte: Positivkontrolle (8 Konz.),
Negativ-, Lésungsmittelkontrolle und Umweltproben

Umweltproben: 1:2 Verdiinnungsreihen mit EtOH

Auf jeder Testplatte: Positivkontrolle (9 Konz.),
Lésungsmittelkontrolle und Umweltproben

Umweltproben: 1:3 Verdiinnungsreihen mit DMSO (3 Konz.)

Auf jeder Testplatte: Negativkontrolle und
Umweltproben, separate Platte mit
Qualitatskontrollen

Belegen der direkt auf 96-well Testplatte (8 Konz.) Standard: 1:2 Verdiinnungsreihe mit DMSO (separat) (Konz. Umweltproben: 1:2 Verdunnungsreihen mit DMSO
Testplatte Standard: 1:2 Verdunnungsreihe mit EtOH auf m Transfer von je 1 pL auf separate Platte + 1 mL (5 Konz.)
separater Platte (Konz. 1.25*10'9) --> Transfervon  Medium - davon je 200 uL auf Testplatte Qualitatskontrollen: je 2 Konzentrationen in DMSO
je 10 pL auf Testplatte, vollstandiges Abdampfen
des Lésungsmittels
nach vollstandigem Abdampfen des Ldsungsmittels: 24h vor Testbeginn: Besiedlung der Testplatte mit Zellen und 24 h vor Testbeginn: Besiedlung der Testplatte mit
Transfer von ZOOMLderTestku[tur in jedes Well Inkubation bei 37°C und 5% CO, Zellen und Inkubation bei 37°C und 5% CO,
Zugabe der (mit 12-er Mehrkanal-Pipette) --> Verschliessen der nach 24 h: Austausch von Wachstumsmedium (DMEM F12) nach 24 h: Austausch von Wachstumsmedium

Testorganismen

Platte mit Klebefolie (Plate Sealer)

mit Expositions-Medium (DMEM F12 ohne Phenolrot) mit
Extrakten (0.1% DMSO; 1 pL Probe in 1 mL Medium >
davon je 200 pL auf Testplatte)

(DMEM F12) mit Expositions-Medium (DMEM F12)
mit Extrakten (0.1% DMSO)

Proben-Riicklésung

2 min bei 120 rpm auf Schuttelinkubator schiitteln

nicht nétig, da direkte Zugabe des Extrakts ins Medium

nicht nétig, da direkte Zugabe des Extrakts ins
Medium

Inkubation

3 Tage bei 30°C (mit Schutteln nach 24 h)

24 h bei 37°C und 5% CO-

48 h bei 37°C und 5% CO;

Messungen am
Testende

1h vor Testende:

Schitteln der Testplatte fiir 2 min auf
Schittelinkubator (120 rpm) --> Stehen lassen

Nach 72h:

Messung der Absorption bei 620 nm (Zellwachstum)
und bei 540 nm (Farbinduktion) mit
Spektrophotometer

nach 24 h Inkubation:

(1) Entfernung des Expositions-Mediums

(2) Lysierung der Zellen in 30 pL Triton-Lyse-Puffer
(3) Zugabe von 100 L GlowMix

(4) Messung der Luciferase-Aktivitat mit Luminometer

nach 48 h Inkubation:

Bestimmung der Hormonkonzentration im ELISA

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

(1) Transfer von 450 pL Testmedium (Uberstand) in
Eppendorf Tubes und Aufbewahrung bei -80°C
(zur Messung von 17-Estradiol und
Testosteron)

(2) Rickldsen der Extrakte in 250 pL Elisa-Puffer

(3) Auftragen auf 17p-Estradiol - bzw. Testosteron-
Platten

Bendtigte Materialien

Mikrotiterplatten-Schiittler, Schittelinkubator
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer zur

CO2-Inkubationsschrank
Mikrotiterplatten-Luminometer zur Lumineszenzmessung

CO2-Inkubationsschrank
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer zur

Gerdte Absorptionsmessung -80°C Schrank Absorptionsmessung
-80°C Schrank -80°C Schrank
Ein- (10-100 pL) und Mehrkanalpipetten (20- Ein- und Mehrkanalpipetten, 96Well Mikrotiterplatten mit Ein- und Mehrkanalpipetten, 24 Well
200 pL), 96Well-Mikrotiterplatten mit Deckel Deckel (durchsichtig) und Verschlussfolie (Plate sealer), Mikrotiterplatten mit Deckel (durchsichtig) und
Materiali (durchsichtig) und Verschlussfolie (Plate sealer), Gewebekulturflaschen, verschiedene Schottflaschen zur Verschlussfolie (Plate sealer),
ateriafien Erlenmeyerkolben (250 mL), verschiedene Medienherstellung (von 20 mL bis 2 L) Elisa-Kits (Cayman Chemicals),
Schottflaschen zur Medienherstellung (von 20 mL Gewebekulturflaschen, verschiedene Schottflaschen
bis 2 L) zur Medienherstellung (20 mL - 2 L).
Referenzen

Testguideline

SOP nach Routledge & Sumpter

Richtlinie EC/70/2002

OECD Guideline 456 (OECD, 2011)
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Relevante Literatur

Routledge & Sumpter, 1996

Van der Linden et al., 2008

Hecker et al. 2007a und b; Hecker et al. 2011

Bemerkungen

Ahnlich auch fiir anti-6strogene und (anti)-
androgene Endpunkte ((anti-)YES, (anti-) YAS)

durchfihrbar

Ahnlich auch fiir anti-6strogene, (anti)-androgene und
weitere Endpunkte durchfuhrbar

(z.B. AR-, GR-, PR- und PPar-CALUX®)

zahlreiche weitere Parameter messbar, z.B.
Hemmung der Aromatase, Veranderung der
Genexpression, Messung weiterer Hormone wie
Progesterone, Glukocorticoide...

Tab. 11: Unterschiede verschiedener in vitro Biotests zum Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

Yeast Estrogen Screen (YES)

ER-CALUX®

H295R Steroidgenese Test

Analytik

Methode Reportergen-Testsystem Reportergen-Testsystem Steroidgenese (Hormonstoffwechsel) in Mittels LC/MS MS wird die Konzentration
Genetisch veranderte Hefezelle mit stabil - menschliche U20S Osteosacroma menschlicher, genetisch nicht modifizierter von 5 bekannten Ostrogen aktiven
transfiziertem exogenem hERa und ERE-  Zelllinie mit stabil transfiziertem Nebennierenrindenkrebs-Zelliinie. Substanzen gemessen, die in einer
LacZ-Plasmid. exogenem hERa- und ERE-Luc- Endogene Produktion samtlicher fetaler und Umweltprobe zu erwarten sind.

Plasmid adulter Steroidhormone der Nebennierenrinde.

Probenart Extrakt (SPE) der Umweltprobe Extrakt (SPE) der Umweltprobe Extrakt (SPE) der Umweltprobe Extrakt (SPE) der Umweltprobe

Referenzsubstanz 17B-Estradiol (E2) — Bindung an den 17B-Estradiol (E2) — Bindung an den : Prochloraz: Aromatase- und CYP-Hemmer.— Isotopenmarkierte Substanzen:

bzw. Interner hERa — Farbumschlag hERa — Luciferaseaktivitat. |Estradiol (E2), | Testosteron (T) E1-Dg4, E2-13C,, EE2-D4, NP13Cs, BPA-

Standard Forskolin: Genereller Steroidogenese-Induzierer = Dig

durch cAMP-Pfad Aktivierung — 1 E2,1 T
Endpunkt 17B-Estradiol Aquivalenzkonzentration 17B-Estradiol Veranderungen in der nicht-rezeptorvermittelten Konzentrationen von :

(EEQ).

Bindung an den hERa (6strogen- und
antidstrogen-wirkende Substanzen),
sichtbar durch Farbumschlag im Medium.

Aquivalenzkonzentration (EEQ),
Bindung an den hERa (6strogen- und
antidstrogen- wirkenden Substanzen)
sichtbar durch Luciferaseaktivitat.

Hormonhoméostase (X-fache Induktion des E2-
bzw. T-Levels im Medium)

z.B. durch Beeinflussung der Modulation von
Enzymen die wichtig fir Produktion,
Transformation/Umwandlung und Elimination von
Steroidhormonen im Blut sind.

- Estron (E1)

- 17B-Estradiol (E2)

- 17a-Ethinylestradiol (EE2)
- Nonylphenol (NP)

- Bisphenol A (BPA)

- EEQ-Aquivalente: diese
bertcksichtigen keine Interaktionen
u/o Antagonismus zwischen den
gemessenen Substanzen

Nachweisgrenzen

Referenzsubstanz: ca. 6 ng/L E2

Proben**: LOD: 0.03 - 0.3 ng/L E2

Referenzsubstanz:
ca. 0.03-0.34 ng/L E2

Proben**: LOD: 0.03 - 27 ng/L E2

Methode*: LOD: 7.8 pg/mL E2
LOD: 3.9 pg/mL T

** LOQEL 0.6ng/lL
LOQE2: 1.1ng/L,2.8ng/L
(Zulauf)

LOQ EE2: 6.1 ng/L (Zulauf), 3.2
ng/L (Ablauf), 3 ng/L (Vor/Nach)
LOQ BPA: 4.9 ng/L

LOQ NP: 22.9 ng/L

Agonisten in der
Probe

Bindung von (Xeno-)Ostrogenen an den
hERa fihrt zu B-Galactosidase-Aktivitét

Bindung von (Xeno-)Ostrogenen an
den hERa fuhrt zu Luciferaseaktivitat

Erhéhung der gemessenen E2- und T-
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle

E1, E2, EE2, NP und BPA messbar

Antagonisten in der
Probe

Antiostrogene alleine flihren zu keinem
Effekt. Sind Ostrogene und Antidstrogene

Antiostrogene alleine flihren zu
keinem Effekt. Sind Ostrogene und

Verringerung der gemessenen E2- und T-
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle

Werden nicht gemessen.
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vorhanden vermindert die Bindung von
Antiéstrogenen an den ER die
Gesamtdstrogenitat.

Antidstrogene vorhanden, vermindert
die Bindung von Antidstrogenen an
den ER die Gesamtdstrogenitat.

Mischungseffekte

Messbar

Messbar

Messbar

Nicht messbar

Zellwand
Verfugbarkeits-
unterschiede

Transport grosser oder lipophiler
Molekile durch die Zellmembran ist
beeintrachtigt.

Hydrophile und lipophile Molekile
kénnen Zellmembran passieren.

Hydrophile und lipophile Molekiile kénnen
Zellmembran passieren.

Andere endogene
Rezeptoren

Ostrogen-bindende Hefeproteine6

Kaum vorhanden

Vorhanden und Teil der Methode

Cytotoxizitat

Messbar (Hefe Wachstum)

Messbar (MTT Vitalitatstest)

Messbar (MTT Vitalitétstest)

Vorteile - Rezeptoraktivierung ist messbar - Rezeptoraktivierung ist messbar - Zelllinie die zur vollen Steroidogenese befahigt | Konzentrationsmessungen ausgewahiter
- Robuster als H295R und ER-CALUX®® - Sensitiver als YES' Ist, . . Ostrogen aktiver Substanzen
- Agonismus und Antagonismus - Agonismus und Antagonismus - Zeigt Veranderungen in der nicht-
bestimmbar bestimmbar rezeptorvermittelten Hormonhomaoostase an,
) . - Ost kiive Metabolit h beispielsweise verursacht durch
- Gute Rgsultate bei stark dstrogenen mS nge:l a BIVEZ € aE? flen auc Enzymmodulation (z.B. CYP),
Proben ?SS "a (B. H ] __) - Erweiterbar auf Progesteronkonzentration,
- keine dstrogene Aktivitat durch Genexpression, Enzymatische Aktivitét (z.B.
endogene Rezeptoren (kein Aromatase).
Crosstalk)
Nachteile - falsch negative Befunde durch - Weniger robust als YES® - reagiert nicht auf naturliche - Mischungseffekte sind nicht messbar
g
geringere passive Diffusion, geringere - Teurer als YES Adenocorticotrophe Hormone' - Unbekannte Substanzen werden
selektive Aufnahme durch die Zellwand Aufwéndiger als YES - optimale Resultate nur wihrend einer nicht berticksichtigt

als ER-CALUX® und H295R**
Ostrogen aktive Metaboliten nicht
messbar'

Weniger sensitiv als ER-CALUX®™

Schwierigkeiten mit dem Nachweis
schwach dstrogener Proben*

Méogliche 6strogene Aktivitat des

Farbstoffes bei hohen Konzentrationen®

niedrige intrazellulare Steroid-
hormonkonzentrationen durch
Zellwand und Transportsysteme5
Hinweise auf keine klare
Unterscheidung zwischen hER
Agonisten und Antagonisten5

- Weniger praktikabel wie YES

limitierten Anzahl von ZeIIpassagen1

- Nur sehr bedingt Aussage tber
mogliche Effekte machbar

- Effektkonzentrationen liegen oft unter
den Nachweisgrenzen

* Hecker et al. (2006);

** Diese Werte hangen vom Aufkonzentrations- bzw. Verdiinnungsfaktor der Probe ab

! (Connolly et al., 2011), 2 (ICCVAM, 2003), % (De Boever et al., 2001), * (Leusch et al., 2010), ® (Earl Gray Jr et al., 1997), ® (Burshell et al., 1984)
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SOP fir Probenahme zum YES-Test

cekotoxzentrum 4
centre ecotox

Probenahme fiir den YES-Test Seite 1/1

Probenahme fiir den YES-Test

Waihrend der Probenahme

Verwenden Sie wenn maglich Nitril-Handschuhe.

Vermeiden Sie die Verwendung von Kosmietika (z.B Handcreme) vor der Probenahme.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit dem beprobten Wasser.

Bitte verwenden Sie kein Plastikmaterial: Schlduche, Trichter etr., sondem ausschliesslich Material aus
Teflon, Edelstahl oder Glas, falls dies fiir die Probenahme nitig ist.

Flaschen fiir Probenahme

Geeignet sind saubere Glasflaschen (Duran oder Schott) mit PP- oder teflonbeschichteten Verschlissen,
Bitte teilem Sie uns mit, falls Sie andere Verschliisse verwenden.
Verwenden Sie wenn miglich Braunglas-Faschen.

Vorbehandlung der Probenflaschen und Material

Fabrikneues Material vor der Reinigung gut mit Wasser spdilen.

Nach der Routinereinigung sollten die Probenflaschen zusaizlich wie folgt gereinigh werden:

Die gewaschenen Flaschen sollten spitestens einen Tag vor der Probenahme dreimal mit Aceton (p.a.)

gesplilt werdan, wobei kleine Volumina ausreichen. Das Aceton muss liber Nacht in einer Kapelle

abgedampft werden.

Spiilen sie bitte die Haschen unmittelbar vor der Probenahme mit etwas Probenmaterial,

Material, weldhes mit der Probe in Kontakt kommt (Glasmaterial, Spatel etr.) sollte vor der Probenahme dreimal
mit Aceton (p.a.) gespllk werden,

Probenahme und Lagerung

Umi das Zerbrechen der Glasgefasse beim Einfrieren zu verhindern, fiillen Sie sie bithe nur bis zur Halfte
(z.B. 1L Probeflissigkeit in einer 2L Flasche).

Verschliessen Sie die Flasche unmittelbar nach der Probenzhme.

Die Proben soliten mit einem Aufldeber (Proben Nr./Info) eindeutig markiert sein.

Falls Sie durchsichtige Probeflaschen verwenden, umhiillen Sie sie bitte in Ahufolie.

Bis zum Feitpunkt des Transports sollten die Proben liegend bei -20°C gelagert oder geliihl: aufbewahrt
werden.

Transport

Fiillen Sie bitte das Aufragaformulr aus.
Transportieren Sie die Proben gekihlt (Kihlelemente oder Trockeneis) baldmdglichst an das
Oekotoxzentrum.
Falls Sie sich fiir einen Transport auf Trockeneis entscheiden, umhiillen Sie bitte die Flaschen mit Papier
oder Lufipolsterfolie um einen direkten Kontakt der Flaschen mit dem Trockeneis zu vermeiden.
DB.12.2010
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Tab. 12: Gerételiste zur Durchfilhrung des ER-CALUX®-Tests (zur Verfiigung gestellt von BDS)

Item ER-CALUX Extraction/Clean-
no CALUX Specific Laboratory Equipment analysis up Costs in EURO Supplier
1 Luminometer with 2 injectors and software X 16500 Berthold
2 Laminar flow cabinet X 8000 Heraeus
3 CO2 incubator X 5295 Heraeus
4 Shaker for samples X 2580 IKA
5 Liquid nitrogen container X 2000 Bio-Cane
6 Relief phase contrast culture microscope X 2000 Olympus
7 Shaker for 96 well plates (optional) X 840 IKA
8 Pipette pump X 250 BRAND
Sum CALUX specific laboratory equipment 37465
General laboratory equipment
9 Evaporation device for vials 3000 Pierce
10 Waterbath X 2000 GFL
Prestige
11 Steriliser (autoclave) X 1500 Medical
12 Analytical balance X 1110 Sartorius
13 Freezer for sample storage X 1000 Liebherr
14 Cooler/freezer combination X 500 Bosch
15 Orbital shaker for vials/tubes X X 300 IKA
16 pH meter X 300 SHOTT
Sum CALUX specific laboratory equipment 9710
SUM Equipment for ER-CALUX 47'175
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Tab. 13: Gerételiste zur Durchfihrung des YES -Tests (Oekotoxzentrum)

’ Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

Name of equipment Minimum requirements or description on website Approx. Price* (CHF)/ upper price range Distributor
(Manufacturer) lower price range

Instrumentation to conduct the assay

Plate Reader OD measurement at 540 and 620 nm from 9 000 CHF (only up to 54 000 CHF (for Manufacturer

(Absorbance)
(e.g. Biotek, BMG
Labtech, Tecan)

absorbance)

absorbance, fluorescence

and luminescence
measurement)

Sterile bench

(Microbiological Safety

Work Bench)

(e.g. Heraeus, Airstream)

Lamlnar ﬂow ........................

from 8 600 CHF

up to 20 000 CHF

Huber or Faust AG

Centrifuge Minimum requirements: Centrifugation at 2000g and 6000.00 Manufacturer,
(e.g. Eppendorf, 4°C; including rotor for 1.5/2 ml vials; cooling, e.g. Huber or Faust AG
Heraeus) Eppendorf Zentrifuge 5415 R
Vortex Schittler IKA - VORTEX Genius 3 Schuttler 451.00 Huber or Faust AG
(IKA)
Orbital Kleinschittler IKA-Kleinschiittler MS 3 digital, mit Kreisbewegung, 831.00 Huber & Co. AG
(IKA) Orbit von 4.5 mm
Orbital shaker Plattformschdttler Unimax 1010, temparature- 2181.00 Huber & Co. AG
(Heidolph) controlled,;

Minimal specifications: Shake at 120 rpm at 30°C
Inkubator Minimum requirements: Keep temperature constant at Faust Laborbedarf AG
(e.g. Heidolph) 30°C(x1°C)
Heizmodul Incubator 1000, Heizmodul 1546.00 Faust Laborbedarf AG
(Heidolph)
Inkubationshaube Inkubationshaube, hoch 981.00 Faust Laborbedarf AG
(Heidolph)

Sum instrumentation to conduct the assay

ca. 29’600 CHF

Microscopy

Light microscope
(e.g. Leica, Nikon,
Olympus, Zeiss)

Minimum requirements: 200 x Magnification

prices vary widely
from around 1000 CHF

up to 20 000 CHF and
more

Manufacturer

Sample Storage

Fridge and Freezer

Minimum requirements: Keep temperature constant at

4°C or -20°C

Huber or Faust AG




’ Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

67

Gefrierschrank 1570.65 Huber & Co. AG
(Liebherr)

Kiuhlschrank Kuhlgerat LIEBHERR FKEX mit explosions- 1'960.95 Huber & Co. AG
(Liebherr) geschitztem Innenraum

Weighing and media preparation

Analytical balance

(e.g. Mettler, Sartorius)

Minimum requirements: Measurements from 20 mg to
13.61 g

from 5 400 CHF (Range
0.1mg-61g,e.0.
Mettler XS64)

up to 8 500 CHF (Range:
0,01mg-0,1mg0..81¢g

- 220 g, e.g. Mettler
XS205 DualRange)

Manufacturer,
Huber or Faust AG

pH-Meter
(e.g. Mettler, WTW)

Minimum requirements: High precision around 900 CHF

Manufacturer,
Huber or Faust AG

Magnetic stirrer HEIDOLPH - Magnetriihrer Hei-Standard, mit Heizung, 805.00 Huber & Co. AG
(Heidolph) mit Messfiihleranschluss

Pipetting

8-channel-pipette SOCOREX-ACURA variable 8-Kanal-Pipette Typ 855, 658.00 Huber & Co. AG
0.5-10 L 0.5 - 10 ul, Digital-Display

(Socorex)

12-channel-pipette SOCOREX-CALIBRA 12-Kanalpipette Typ 852 digital, 835.00 Huber & Co. AG
20-200 pL 20 - 200 ul, voll montiert

(Socorex)

Micropipette SOCOREX-CALIBRA variable Mikropipette Typ 822, 279.00 Huber & Co. AG
10- 100 pL digital, 10 - 100 ul

(Socorex)

Micropipette SOCOREX-CALIBRA variable Mikropiette Typ 822, 279.00 Huber & Co. AG
20- 200 pL digital, 20 - 200 ul

(Socorex)

Micropipette SOCOREX-CALIBRA variable Mikropipette Typ 822, 279.00 Huber & Co. AG
100- 1000 pL digital, 100 - 1000 ul

(Socorex)

Pipettenstand SOCOREX-Pipettenstander fiir 7 Pipetten Typ 337 89.00 Huber & Co. AG
(Socorex)

Pipette boy Pipettierhelfer accu-jet® pro 643.00 Faust Laborbedarf AG

(Brandaccu-Jet)

Sum general lab instrumentation

ca. 14’700 CHF
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Anhang 2: Beschreibung des Vorgehens fir die Messkampagne

Im Folgenden werden die Methoden fir die einzelnen Elemente der Erhebungs- und
Beurteilungsmethode vorgestellt, die aus den in Kapitel 3 vorgestellten Moglichkeiten flr die
durchgefiihrte Messkampagne ausgewahlt wurden.

a) Auswahl der Probestellen

Im Rahmen der Messkampagne wurden 14 schweizerische Abwasserreinigungsanlagen
(ARA) aus 5 verschiedenen biogeografischen Regionen (Mittelland, Alpennordflanke,
Alpensudflanke, West-Mittelland und Nordostschweiz) untersucht, wobei auf eine
reprasentative Auswahl und gute Verteilung Uber die Schweiz geachtet wurde. Es wurden
ARA mit sowohl geringen als auch hohen Abwasseranteilen im Fliessgewasser miteinbezogen
und insgesamt 20 Abwasserproben (6 ARA-Zuldufe, 14 ARA Ablaufe) und 18
Gewasserproben (6 Oberflachengewasser vor ARA und 12 Oberflaichengewasser nach ARA)
untersucht. Da zur Elimination von Substanzen in kommunalen ARA bereits viele Daten
vorliegen (z.B. Gotz et al., 2011; Ort et al., 2007; Vermeirssen et al., 2008) wurde die Zahl der
beprobten Zuldufe auf 6 beschrénkt. Bei den Oberflachengewéssern wurden nur dort vor und
nach dem Zulauf des ARA-Wassers Proben genommen, wo ein hoher Abwasseranteil zu
erwarten war.

b) Probenahme und Probentransport

Fur die Messkampagne Ostrogene wurde, wie in Kapitel 3.2 beschrieben eine Beprobung mit
Stichproben in Oberflachengewassern und 24 h-Mischproben von Klaranlagen-Zu- und
Ablaufen durchgefihrt.

Die Probenahme fir die Messkampagne wurde von der BMG Engineering AG zwischen dem
02. und 16.02.2010 an 14 Klaranlagen und angrenzenden Oberflachengewéassern
durchgefuhrt.

Zur Vorbereitung der Probengefasse wurden alle Flaschen nacheinander mit Aceton, Ethanol
und Wasser ausgespult und mit der Offnung nach unten aufgestellt und stehen gelassen.

Die Beprobungen aus den Oberflichengewassern erfolgten als Schépfproben. Die Gewasser
wurden vom Ufer aus beprobt; nach Mdglichkeit immer im fliessenden Teil des Gewassers.
Die Probenflaschen wurden 2-3-mal mit dem Probewasser gespult. Anschliessend wurden die
Behalter randvoll gefillt. Der Transport erfolgte in Kiihlboxen mit Kiihlelementen. Die Proben
wurden bis zur Filtration (in der Regel am nachsten Tag) bei 4°C aufbewahrt.

Bei der Probenahme wurden die Feldparameter: pH-Wert, elektrische Leitfahigkeit,
Temperatur und Sauerstoffgehalt bestimmt.

Zur Beprobung der ARA-Zu- und Ablaufe wurden die benétigten Probenflaschen den
beteiligten Anlagen vorgangig per Post zugestellt. Die Entnahmen der 24 h-Mischproben
erfolgten durch das Anlagenpersonal mittels automatischer Probennehmer. Die Proben
wurden (bis auf eine Probe) noch am Tag der Beendigung der 24 h Sammelperiode von BMG
Engineering abgeholt und zusammen mit den Proben der entsprechenden Fliessgewésser ins
Labor transportiert (Tab. 14).
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Tab. 14: Wasserprobenahme und Probenlagerung fur in vitro Biotests und chemische Analytik zum
Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen.

Probentyp 24 h Mischprobe oder Stichprobe

1000 ml Flusswasser
Probenvolumina 500 ml Abwasserablauf

200 ml Abwasserzulauf
Field Blank 1000 ml Reinstwasser
Probenahmegefdsse Nur Glasflaschen, 3x Aceton (p.a.) gereinigt
Filtration Glasfaserfiltern Typ APFD 09050 (1 pm)
Aufbewahrung bei -20°C im Dunkeln, in gereinigten Glassflaschen

Im Labor wurden die Proben baldmdglichst filtriert, die Filtration erfolgte im Lauf der n&chsten
24 h nach der Probenahme. Es wurde eine Vakuum-Filtrationseinheit von Milipore AG mit
Glasfaserfiltern Typ APFD 09050 (1 pum) verwendet. Das Filtrat wurde in 2L-Duranflaschen
abgefllt. Die 2L-Flaschen wurden nur zu ca. 50% gefillt. Bis zum Transport der Proben zur
Eawag wurden die Proben bei 4°C aufbewahrt. Der Transport erfolgte, wie oben beschrieben,
in Kihlboxen mit Kiihlelementen.

Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Proben bei -20°C im Dunkeln aufbewahrt.

c) Probenvorbereitung und Aufkonzentrierung fur Analytik und Biotests

Im Labor wurden die Wasserproben filtriert und mittels Festphasenextraktion aufkonzentriert.
Die ausgewdahlte Methode mit LiChrolut EN RP-18-Kartuschen wurde bereits in friiheren
Arbeiten mit weiteren Extraktionsmethoden verglichen und hat sich als geeignet erwiesen, um
ein moglichst breites Spektrum von verschiedenen Substanzen mit einer hohen
Wiederfindungsrate aus dem Wasser zu extrahieren (z.B. Escher et al., 2008b). Eine
alternative Methoden hierzu ist die Fliissig-Fliissig-Extraktion, die teilweise fiir Ostrogen aktive
Substanzen angewendet wird (z.B. Van der Linden et al., 2008).

Die Probenaufbereitung mittels Festphasenextraktion fiir Analytik und Biotests wurde wie in
Tab. 9 beschrieben durchgefiihrt. Fir alle Biotests wurden jeweils die gleichen Extrakte
verwendet.

d) Anwendung der Biotests
YES

Der YES mit Saccharomyces cerevisiae wurde nach der Methode von Routledge und
Sumpter (1996) mit Hefezellen von John Sumpter (Brunel University, Uxbridge, UK) am
Oekotoxzentrum (Dubendorf, CH) durchgeftihrt.

Hierfur wurden 1:2 Verdunnungsreihen des Standards (von 1.25*10° bis 9.77*10% M 17p-
Estradiol (E2), 8 Konzentrationen, 3 Replikate), Verdinnungsreihen der Probenextrakte (8
Konzentrationen, 3 Replikate), ein Losungsmittel- und Hefe-Blanks (je 8 Replikate) auf 96-Well
Mikrotiterplatten pipettiert.

Die Hefe wurde vor dem Test Uber 24 h bei 30°C vorkultiviert, danach mit Testmedium auf
eine Dichte von 1.45*10° Zellen/ml verdiinnt und anschliessend mit dem Farbstoff CPRG
versetzt.

Nach vollstandigem Abdampfen des Losungsmittels in der Mikrotiterplatte wurden je 200 uL
dieser Hefesuspension jedem Well zugegeben. Um Verdunstungsverluste zu vermeiden,

69



’ Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

70

wurde die Platte anschliessend mit einem ,Plate sealer” luftdicht verschlossen und zum
Rucklosen der Proben fir 2 min bei 120 rpm auf einem Plattenschittler geschiittelt.
Anschliessend wurde die Platte flr 3 d bei 30°C inkubiert und jeweils nach 24 h und 71 h
geschittelt. Nach 72 h wurde die Absorption der Hefezellen bei 540 nm (zur Messung der
Farbung) und bei 620 nm (zur Messung des Hefewachstums) bestimmt.

Fiur die Berechnung der 17p-Estradiol Aquivalenzkonzentration (EEQ) wird die korrigierte
Absorption AOD = ODs40nm — ODs20nm Verwendet, um maogliche Unterschiede im Wachstum der
Hefezellen in den einzelnen Wells zu beriicksichtigen. Da die Daten der Proben-
Verdiinnungsreihe eine andere Steigung aufwiesen als die Daten fiir den Estradiolstandard,
wurden fur die Berechnung der EEQs nur jeweils die Verdinnungsstufen der Proben
verwendet, bei denen eine anndhernd gleiche Steigung (im linearen Bereich) im Vergleich zur
Standardkurve gegeben war (Vermeirssen et al., 2005).

ER-CALUX®

Der ER-CALUX® wurde durch ein Auftragslabor (Bio Detection Systems, BDS, Amsterdam)
mit der menschlichen Zelllinie U20S-ERa (Osteosarcom-Zelllinie) durchgefuhrt (Van der
Linden et al., 2008). Zur Gewahrleistung der Qualitatssicherheit und -kontrolle fihrt BDS den
ER-CALUX® geméss der EC/70/2002 Richtlinie durch. Dabei wurden 96-Well-Platten mit
U20S-ERa Zellen und DF Medium (ohne Phenolrot und erganzt mit E2-freiem Serum)
besiedelt.

Nach 24-stiindiger Inkubation (37°C, 7.5% CO;) wurde das Medium durch Probe-Medium mit
den Wasserextrakten (0.1% DMSO) ersetzt, um sie auf dstrogene Aktivitat zu untersuchen (in
Triplikaten).

Die ER-CALUX® Aktivitat der Wasserproben-Extrakte wurde in folgenden Verdiinnungen
untersucht: 1; 3; 10; 30; 100; 300; 1000. Zur Qualitatskontrolle wurden zusatzlich auf jeder
Platte E2 als Standard (0; 0,1; 0,3; 0,6; 1; 2; 3; 10; 30; 100 pM, 8 Konzentrationen) sowie ein
Blindwert (< 1 pM EEQ, sonst Wiederholung der Analyse) mituntersucht (in Triplikaten).

Nach weiteren 24 Stunden Inkubation wurde das Probe-Medium entfernt und die Zellen in 30
ML Triton-Lyse-Puffer lysiert. Die Luciferase-Aktivitat wurde mittels eines Luminometers
quantifiziert (Lucy 2, Anthos, Osterreich). Auf allen Platten wurde eine Dosis-
Wirkungsbeziehung der Referenzsubstanz (E2) miteinbezogen, um die Reaktion zu
quantifizieren und die detektierte Luciferase-Aktivitdit der getesteten Proben in EEQ
darzustellen. Eine detaillierte Methodenbeschreibung findet sich in Van der Linden et al.
(2008).

H295R

Der H295R Steroidgenese Assay wurde durch ein Auftragslabor (Institut fir Umweltforschung,
RWTH Aachen, Aachen, D) durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte gemafR des
Standardprotokolls “Culturing of the H295R human adrenocortical carcinoma cell line (ATCC
CLR-2128)” des Aquatic Toxicology Laboratory, University Research Containment Facility,
Michigan State University, USA (Version 3; May 30, 2007) (Hecker et al., 2007a). Die
Exposition der Zellen, Hormonextraktion und -messung, sowie MTT-Zytoxizitatstest
(Vitalitatstest) wurden gemaf des Standardprotokolls “(ATCC CLR-2128) (Version 2; April 23,
2007; Hecker et al.,, 2007c)’” des Aquatic Toxicology Laboratory, University Research
Containment Facility der Michigan State University, USA durchgefihrt.
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Jede Probe wurde in jeweils 5 Verdiinnungsstufen im Test eingesetzt (ARA: 10x, 5%, 2.5x,
1.25x%, 0.625x; Oberflachengewéasser OG: 20x, 10x, 5x, 2.5%, 1.25x). Héhere bzw. niedrigere
Verdinnungsstufen als die angegebenen wurden aufgrund toxischer Effekte und zu hohem
Verdinnungsfaktor als ungeeignet betrachtet. Durch Vortests wurden die héochsten
Konzentrationen im MTT Vitalitatstest auf ihr cytotoxisches Potential hin untersucht, um
untaugliche Héchstkonzentrationen auszuschlief3en.

Die Zellen wurden pro Probe im Triplikat exponiert. Jedes dieser 3 Replikate wurde
nachfolgend im Duplikat im ELISA auf seine 17B-Estradiol- und Testosteronkonzentrationen
hin getestet. Die Exposition und die nachfolgende Hormonquantifizierung fur E2 und
Testosteron wurden noch einmal unabhéngig vom ersten Durchlauf wiederholt. Daraus
ergeben sich 2 biologische Replikate mit jeweils 6 technischen Replikaten.

Der MTT Vitalitatstest wurde in einfacher Ausfihrung vorgenommen um cytotoxische Effekte
der Proben zu erfassen. Jedes der exponierten Triplikate wurde einzeln auf die Zellvitalitat hin
getestet. Damit ergibt sich 1 biologisches Replikat mit jeweils 3 technischen Replikaten.

In Tab. 10 und Tab. 15 ist die Durchftihrung der Biotests ausfiihrlicher beschrieben.

e) Datenauswertung
YES

Die EEQ-Werte der gemessenen Wasserproben wurden im YES mit Hilfe der E2-
Standardkurve bestimmt. Hierzu wurde die Standardkurve zundchst mittels nichtlinearer
Regression (4-Parameter Hill Funktion, GraphPad Prism) gefittet, um die mittlere effektive
Konzentration (ECsp) zu erhalten. Das Detektionslimit (LOD) wurde als obere Grenze des 95%
Konfidenzintervalls des ECqys definiert (Escher et al.,, 2008b) bzw. aus dem Mittelwert der
Negativkontrolle mit 3facher Standardabweichung berechnet (siehe unten). Die Messwerte der
Proben waren quantifizierbar, wenn sie im linearen Bereich zwischen dem ECys und dem ECgg
lagen. Verdiinnungen der Proben, die in diesem Bereich lagen, wurden quantifiziert. Die so im
YES ermittelten EEQ-Werte wurden unter Einbeziehung der jeweiligen Verdiinnung in ng
EEQ/L Wasser umgerechnet. Nur Verdinnungen, die keine Zytotoxizitat besassen, wurden
zur Quantifizierung der dstrogenen Aktivitaten verwendet.

ER-CALUX®

Die EEQ-Werte der gemessenen Proben wurden im ER-CALUX® mit Hilfe der E2-
Standardkurve wie folgt bestimmt. Zunachst wurde die Standardkurve mittels nichtlinearer
Regression (4-Parameter Hill Funktion, GraphPad Prism) gefittet, um die mittlere effektive
Konzentration  (ECs), Nachweisgrenze (LOD = Mittelwertynergrundsignar + 3 *
Standardabweichunguntergrundsignar) UNd Bestimmungsgrenze (LOQ = 3.3 * LOD) in Pikomol E2
zu bestimmen. Die Messwerte der Proben sind quantifizierbar, wenn sie im linearen Bereich
der E2-Standardkurve zwischen der LOQ und dem ECg liegen. Verdinnungen der Proben,
die in diesem Bereich liegen, wurden quantifiziert. Nur Verdiinnungen die keine Zytotoxizitat
besassen, wurden zur Quantifizierung der 6strogenen Aktivitdten benutzt. Die so bestimmten
ER-CALUX® EEQ-Werte im Well (pM) wurden dann wie folgt in pg EEQ/L Wasser
umgerechnet.

EEQProbe (bg EEQ/L Wasser) = EEQWeII (M) *10-12 (ergibt mollL) *1000 (Verdiinnungsfaktor der Probe im Assay) *40x10€ L (DMSO-Volumen des Extrakts) *
272 g/Mol woteruiargewicrt £2) | Probevolumen fiir Extraktion (2s0.1000my)
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H295R

Im H295R Steroidogenesis Assay wurden die relativen Induktionen (fold inductions) der 17f3-
Estradiolproduktion nach dem folgenden Verfahren ermittelt.

Berechnung der Hormonkonzentrationen (E2 und Testosteron) in jeder Probe (pg/ml Medium)
durch Fitten der Standardkurve (logarithmierte Konzentrationen versus gemessene optische
Dichte) mittels eines Polynoms 3. Grades (Excel 2007, Microsoft). Anhand der
Standardkurven-Funktion

y = lo((a*x3)+(b*x2)+(c*x)+d)

und der Verdinnungsfaktoren wurden die delogarithmierten Hormonkonzentrationen (pg/mi
Medium) der Proben berechnet (n=6, Mittelwert+ Standardabweichung).

Um die relativen Induktionen zu erhalten, wurden die Mittelwerte + Standardabweichung in
Bezug zur jeweiligen Negativkontrolle (= 1) gesetzt. Die relative Induktion pro Probe ist der
Mittelwert (und Standardfehler) der insgesamt 2 biologischen Replikate (mit je 6 technischen
Replikaten).  Um  signifikante  Unterschiede  zwischen  verschiedenen  Proben
(Klaranlagenablauf und dem entsprechenden Oberflachengewéasser) sowie zwischen den
getesteten Verdiinnungen derselben Probe festzustellen, wurde eine One Way ANOVA mit
Holm-Sidak Post-hoc Test, Signifikanzniveau p < 0.05 (SigmaStat 3.5, Systat Software, Inc.)
durchgeftihrt.

Far Ermittlung der Zellvitalitét (% lebende Zellen) wurde in einem biologischen Replikat aus
den 3 technischen Replikaten der Mittelwert, die Standardabweichung und der
Variabilitatskoeffizient berechnet und auf den Mittelwert der Negativkontrolle (100% lebende
Zellen) bezogen um die relative Zellvitalitat zu erhalten.

Weitere Informationen zur Datenauswertung der Biotests finden sich in Tab. 15.




: ’ Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

Tab. 15: Datenauswertung der angewendeten in vitro Biotests zum Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen

YES

ER-CALUX®

H295R

Auswertung und Dateninterpretation

Berechnung der 17B-Estradiol-Aquivalenz-
Konzentrationen (EEQs)

Berechnung der 17B-Estradiol-Aquivalenz-
Konzentrationen (EEQS)

Berechnung der x-fachen Induktion der
Umweltproben relativ zur Kontrolle

Auswerteparameter ~ AOD = ODs4gnm— ODgz0nm (UM mdgliche Quantifizierung der Lumineszenz
Unterschiede im Wachstum der Hefezellen zu
berlicksichtigen)
Bestimmung der EEQ-Werte mit Hilfe der E2- Bestimmung der EEQ-Werte mit Hilfe der E2- Bestimmung der Hormonkonzentrationen
Standardkurve: Standardkurve: (pg/ml Medium) der Proben
Auswertung Fitten der Standardkurve mit nichtlinearer Fitten der Standardkurve mit nichtlinearer Berechnung der relativen Induktionen durch

Regression (GraphPad Prism)

Ermittlung der mittleren effektiven Konzentration
(ECs0)

Regression (GraphPad Prism)

Ermittlung der mittleren effektiven Konzentration
(ECs0)

Vergleich mit der jeweiligen Negativkontrolle (=
1 gesetzt).

Nachweisgrenze

Mittelwertuntergrundsignal +

Mittelwertuntergrundsignal +

Mittelwertuntergrundsignal +

(LOD) 3*Standardabweichunguntergrundsignal 3*Standardabweichunguntergrundsignal 3*Standardabweichunguntergrundsignal
Bestimmungsgrenze 3.3*LOD 3.3*LOD 3.3*LOD
(LOQ)

Quantifizierbarkeit

wenn im linearen Bereich zw. LOQ und ECsg
liegend > Verdiinnungen der Proben in diesem
Bereich quantifiziert

wenn im linearen Bereich zw. LOQ und ECsp
liegend - Verdiinnungen der Proben in diesem
Bereich quantifiziert

bei 22-facher Induktion relativ zur
Lésungsmittelkontrolle

Es werden nur Verdiinnungen ohne

der Proben I . —_ . e
nur Verdinnungen ohne Zytotoxizitat zur nur Verdinnungen ohne Zytotoxizitat zur Zytotoxizitat zur Quantifizierung verwendet.
Quantifizierung verwendet. Quantifizierung verwendet.
ermittelte EEQ-Werte wurden unter Einbeziehung ermittelte EEQ-Werte wurden unter Einbeziehung x-fache Induktion relativ zur Kontrolle
Berechnung der jeweiligen Verdinnung in ng EEQ/L Wasser  der jeweiligen Verdiinnung in ng EEQ/L Wasser

umgerechnet

umgerechnet
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f) Chemische Analytik von Ostrogenen

Begleitend wurde eine umfangreiche chemische Analytik der wichtigsten Ostrogene (Estron
(E1), E2, EE2, Bisphenol A (BPA) und Nonylphenol (NP)) durchgefiihrt, wobei zusétzlich zehn
Wasserproben in einem Screening auf das Vorkommen von 123 Spurenstoffen untersucht
wurden. Die Auswahl der Ostrogene erfolgte u.a. aufgrund der Ergebnisse der Glattstudie, die
El, E2, EE2, Alkylphenole (z.B. NP) und BPA als die relevantesten Ostrogene identifiziert hat
(Gélli et al., 2009). Die chemische Analytik wurde wie in Tab. 16 beschrieben durchgefihrt.

Tab. 16: Spezifikationen zur chemischen Analytik von Ostrogen aktiven Substanzen

LC-MS/MS Analyse

LC-MS/MS Gerat API 4000 LC-MS/MS
Gradientenelution
HPLC Trennung Eluent A = Wasser/Acetonitril (90:10, v/v)

Eluent B = Acetonitril/Wasser (90:10, v/v)

HPLC Saule MS C18 HPLC Saule (2.1 mm x 100 mm, Partikelgrosse 3.5

Hm)

lonisierung Negative Elektrospray-lonisierung (ESI )

Kalibration 0 - 200 ng/ml E1, E2 und EE2 Mischstandards
0 - 2500 ng/ml NP+BPA Standards

Replikate 2

LOQ E1 0.6 ng/L; E2 1.1 ng/L; EE2 3.0 ng/L; BPA 4.9 ng/L; NP
22.9 ng/L

Um einen Vergleich der Ergebnisse der Ostrogenanalytik mit den Ergebnissen der Biotests zu
ermdglichen, wurden EEQs wie folgt berechnet:

EC50
EEQ (ng/L) = > EEF, -¢, (ng/L), EEF, = — =%

EC50,

In dieser Gleichung ist EEF; der 17B-Estradiol-Aquivalenzfaktor. Aquivalenzfaktoren fiir E1,
E2, EE2, BPA und NP fir den YES sind in Tab. 17 aufgelistet. Lagen die Konzentrationen
einzelner Ostrogen aktiver Substanzen unterhalb der Quantifizierungslimite, so wurden sie
nicht in die EEQ-Berechnung miteinbezogen.

Tab. 17: 17B-Estradiol-Aquivalenzfaktoren (EEF) fur E1, E2, EE2, BPA und NP

Substanz Log Kow" EEF fur YES? EEF fur ER-CALUX®®*
Estron (E1) 3.1 0.4 0.02
17B-Estradiol (E2) 4.0 1.0 1.0
170-Ethinylestradiol 4.2 12 12
(EE2)

Nonylphenol (NP) 5.8 25x10° 5.9x10*
Bisphenol A (BPA) 3.3 1.1x10* 2.7x10°

!(Arditsoglou und Voutsa, 2008), %(Rutishauser et al., 2004), *(Houtman et al., 2009), “(Sonneveld et al., 2005)
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Anhang 3: Weitere Ergebnisse der Messkampagne

Ergebnisse des H295R Steroidgenese Assays und Vergleich mit YES, ER-CALUX® und
Analytik

Der H295R zeigte in allen der 6 untersuchten Oberflachengewésserproben nach ARA eine
signifikante 17p-Estradiolproduktion bei 10 bis 20-facher Aufkonzentration (Details dazu in
Abb. 13, Abb. 14 und Abb. 15).

Diese Proben wurden auch in YES und ER-CALUX®, sowie bei der chemischen Analytik
positiv getestet (sieche Tab. 18). Die dazugehdrigen ARA-Ablaufproben konnten wegen
Zytotoxizitat gegeniiber den H295R Zellen nicht untersucht werden, so dass fur diese Proben
kein Vergleich mit YES, ER-CALUX® und Analytik méglich ist. Vergleichbare Studien haben
aber gezeigt, dass auch dort dstrogene Aktivitat zu erwarten ist (Gracia et al., 2006; Gracia et
al., 2008; Grund et al., 2011).

Interessanterweise zeigte ein Teil der im H295R untersuchten Proben auch eine tendenziell
verringerte Testosteronbildung, was auf das Vorhandensein von
Testosteronsyntheseinhibitoren hinweist (Abb. 15). Hierzu gehodren beispielsweise die nicht-
rezeptorvermittelte Hemmung des Enzymes 173-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (173-HSD)
bei der Umwandlung des Hormons Androstenedion in Testosteron. In Kombination mit den
erhohten Ostrogen-Gehalten dieser Proben kann dies auch ein Hinweis auf eine erhohte
Aromataseaktivitat (CYP19, Abb. 12) sein (Grund et al., 2011). Auch BPA fluhrt bei niedrigen
Konzentrationen zur Stimulierung der Aromatase-Aktivitat (Nativelle-Serpentini et al., 2003).
Da bei den rezeptorvermittelten Tests keine (anti-)androgenen Aktivitdten untersucht wurden
(z.B. mit YAS oder AR-CALUX®), kénnen die im H295R gefundenen Effekte nicht mit diesen
verglichen werden.

Es gibt wenige andere Studien, die diesen Test auf Umweltproben anwenden (Gracia et al.,
2008; Grund et al., 2011), aber sie zeigen ein ahnliches Bild. Vergleichbar mit den Resultaten
dieser Studie zeigten Sedimentextrakte der oberen Donau (Deutschland) in den H295R Zellen
signifikant erhdhte E2-Konzentrationen, sowie eine leichte Hemmung der Testosteron-
Synthese (Grund et al., 2011).

Zudem zeigte der H295R endokrine Aktivitat in Sedimenten an, die im YES nicht detektiert
werden konnten. Gracia et al. (2008) analysierten ebenfalls Umweltproben im H295R
(Wasserproben aus Kistengewéssern in Hongkong ebenso wie aus ARA-Zuldaufen und
Ablaufen). Sie konnten in den Zulaufproben der ARA eine Induktion von E2 detektieren, in den
jeweiligen ARA-Ablaufen wie auch den Oberflachengewassern war diese Induktion
verschwunden. Diese Ergebnisse zeigen, dass der H295R als Erganzung zum Nachweis
nicht-rezeptorvermittelter endokriner Wirkungen zusammen mit rezeptor-aktivierenden
Biotests, wie dem YES oder dem ER-CALUX®, sinnvoll eingesetzt werden kodnnte, um
Wirkungen auf die Steroidgenese nicht zu verpassen.

4
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Tab. 18: Vergleich der angewendeten in vitro Biotests und der chemischen Analytik zum Nachweis Ostrogen aktiver Substanzen. ARA:
Abwasserreinigungsanlage, OG-N: OG nach ARA, E2: 173-Estradiol, T: Testosteron

"ARA OG-N

"ARA OG-N

"ARA OG-N

"ARA OG-N

"ARA OG-N

ARA OG-N

H295R E2 Induktion ZT 1 ZT 1 1 1% 0 1% 1 1% ZT 1

E2 Hemmung (1) () (1) (1) (1)
H295R T Induktion

T Hemmung l* 1 1 1 1* 1*
ER-CALUX®  Ostrogenitat ++ + ++ F+  +++ + ++ + + + + ¥
YES Ostrogenitat + + + + + + + + ++ + F++ +
Analytik EDCs + + + + + + + + ++ + + +

ZT zelltoxisch

1*  Signifikante Induktion von 17(3-Estradiol
Induktion von 17(-Estradiol
(1) Hemmung von 173-Estradiol bei niedriger Aufkonzentrierung
1* Signifikante Hemmung von Testosteron (T)
+ bis 5 ng/L 17B-Estradiol-Aquivalenzkonzentration (EEQ)
++ 6-10 ng/L EEQ
+++11-20 ng/L EEQ
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Ergebnisse der chemischen Analytik - Umweltrelevanz

Chemische Analytik: Vergleich mit Studien im In- und Ausland. Die Konzentrationen der
ausgewahlten Ostrogenaktiven Substanzen, die in diesem Projekt analytisch gemessen
wurden, sind mit friiheren Messungen aus der Schweiz und mit Konzentrationen, die in
anderen Landern ermittelt wurden, vergleichbar (Jonkers et al., 2009; Lai et al., 2002; Voutsa
et al.,, 2006; Ying et al., 2002). Aufgrund der hohen Nachweisgrenzen von >3 ng/L konnte
jedoch das synthetische Hormon 17a-Ethinylestradiol (EE2), die potenteste der analytisch
gemessenen Ostrogenen Substanzen, in keiner der Proben nachgewiesen werden, obwohl
EE2 schon weit unter dieser Nachweisgrenze dstrogene Aktivitdt gegenliber Organismen
besitzt. Dies macht auch das vorgeschlagene EU Umweltqualitétskriterium (EQS) von 35 pg/L
deutlich (Tab. 3), das sich mittels chemischer Analytik nicht priifen lasst.

Das etwas weniger potente natirliche Hormon 17B-Estradiol (E2) wurde in 3 von 16
Ablaufproben in Konzentrationen bis maximal 2.6 ng/L nachgewiesen und ist so vergleichbar
mit Werten aus anderen Landern wie Italien (bis 3.3 ng/L), Deutschland (bis 5.2 ng/L) und den
Niederlanden (bis 5.0 ng/L). In Grossbritannien und Kanada wurde im Gegensatz dazu
Maximalwerte bis zu 64 ng/L gemessen (Lai et al., 2002; Ying et al., 2002). Die E2
Konzentrationen in Schweizer Oberflichengewassern lagen bei allen Proben unter der
Nachweisgrenze von 1.1 ng/L. Auch im Falle von E2 ist der vorgeschlagene EQS von 400
pg/L mittels chemischer Analytik nicht zu kontrollieren. In Deutschland, Italien und den
Niederlanden wurden Konzentrationen von <0.3 bis 5.5 ng/L gemessen (Lai et al., 2002; Ying
et al., 2002).

Estron (E1), das von der Ostrogenen Potenz ein wenig schwéacher als E2 und dessen
Abbauprodukt ist, wurde im Ablauf in Konzentrationen von 1.7 bis 21 ng/L nachgewiesen.
Diese Werte sind vergleichbar mit Messungen aus Deutschland (<0.1 bis 18 ng/L), und in
begrenztem Masse auch mit Werten aus Italien, den Niederlanden, Grossbritannien und
Kanada. Dort wurden jedoch weit hohere Maximalwerte von 47 bis zu 82ng/L E1 in
Ablaufproben gemessen (Lai et al., 2002; Ying et al., 2002). Die E1 Konzentrationen von <0.6
bis 4.4 ng/L in Schweizer Fliessgewasser (hier gemessene Konzentrationen) sind vergleichbar
mit Werten aus Deutschland (bis 4.1 ng/L) und den Niederlanden (bis 3.4 ng/L) (Lai et al.,
2002; Ying et al., 2002).

Die deutlich weniger potenten Xenodstrogene BPA und NP wurden in diesem Projekt in
Oberflachengewassern nach den ARA im Bereich von 26 bis 320 ng/L (BPA) und 25 bis 395
ng/L (NP) detektiert. Im Fluss Glatt wurden zwischen 2004 und 2006 bereits vergleichbare
Konzentrationen gemessen (Jonkers et al., 2009; Voutsa et al., 2006).
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Tabellen und/oder Abbildungen mit den Ergebnissen der Biotests

ER-CALUX®

Tab. 19: Estradiol-Aquivalenzkonzentrationen (EEQ) (ng/L) im ER-CALUX®. MW, n = 3.

Parameter (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (modelliert)

A MW 15 8 0.69 2.6 68
B MW 6.3 14 8.8 51
C MW 20 0.39 13
D MW 14

E MW 16 4
F MW 7.5 60
G MW 36 14 1.4 5
H MW 12 9.4 0.8 0.84 40
I MW 24 5.5 0.11 25 100
K MW 13 20 100
L MW 19 5.7 7
M MW 25 17 0.042 45 73
N MW 69 5.7 0.7 1.2 100
O MW 29 8

YES

Tab. 20: Estradiol-Aquivalenzkonzentrationen (EEQ) (ng/L) im Yeast Estrogen Screen. MW + SD, n = 3.

ARA Parameter (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (modelliert)

A MW 32.07 151 0.16 0.35 68
SD 0.89 0.19 0.01 0.05

B MW 0.56 0.21 2.79 51
SD 0.10 0.02 0.41

C MW 48.15 0.11 13
SD 2.54 0.02

D MW 4.81
SD 0.62

E MW 8.78 4
SD 0.41

F MW 1.79 60
SD 0.26

G MW 21.84 1.33 0.13 5
SD 1.72 0.30 0.02

H MW 25.60 7.57 1.80 1.29 40
SD 2.19 0.87 0.25 0.19

I MW 23.70 10.68 0.12 5.52 100
SD 2.12 0.44 0.02 0.63

K MW 4.00 4.36 100
SD 0.94 0.55

L MW 8.89 0.32 7
SD 0.70 0.07

M MW 40.06 2.55 0.05 151 73
SD 5.93 0.36 0.02 0.15

N MW 26.87 1.50 0.15 0.35 100
SD 2.98 0.20 0.02 0.06

(@] MW 2.70 8
SD 0.59
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Abb. 13: Zellvitalitdt der H295R Zellen nach Exposition mit aufkonzentrierten Proben aus ARA-
Ablaufen und angrenzenden Oberflachengewassern (OG); Werte reprasentieren Mittelwerte aus drei
technischen Replikaten (ein biologisches Replikat); NK = Negativkontrolle = 100%; n/a = nicht

getestet (aus Floehr et al., 2011).
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H295R — Induktion/Hemmung der Bildung von Estradiol
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Abb. 14: Relative Induktion der Produktion von Estradiol in H295R-Zellen nach Exposition mit
aufkonzentrierten Proben aus ARA-Ablaufen und angrenzenden Oberflichengewassern (OG);
Werte reprasentieren Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten + SEM (sechs technische
Replikate); Negativkontrolle = 1; n/a = nicht getestet; Statistische Analyse: One Way ANOVA, Holm-
Sidak Post-hoc Test, a = Signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle, b = Signifikanter
Unterschied zwischen ARA und OG; p < 0.05 (aus Floehr et al., 2011).




Evaluation von Methoden fiir den effektbasierten Nachweis von Ostrogen aktiven Substanzen ’

H295R — Induktion/Hemmung der Bildung von Testosteron
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Abb. 15: Relative Induktion der Produktion von Testosteron in H295R-Zellen nach Exposition mit
aufkonzentrierten Proben aus ARA-Ablaufen und angrenzenden Oberflachengewassern (OG); Werte
reprasentieren Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten + SEM (sechs technische Replikate);
Negativkontrolle = 1; n/a = nicht getestet; Statistische Analyse: One Way ANOVA, Holm-Sidak Post-
hoc Test, a = Signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle, b = Signifikanter Unterschied zwischen

ARA und OG; p < 0.05 (aus Floehr et al., 2011).
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Tabellen mit den Ergebnissen der Ostrogenanlytik

Tab. 21: Wiederfindungsraten fur die in der chemischen Analytik (mit LC-MS/MS)
gemessenen Ostrogene.

El E2 EE2 BPA
Zugespikte Konzentration, ng/L 10 10 10 50
Wiedergefundene Konzentration,
ng/L 9.6 104 9.5 49.4
Wiederfindungsrate in % 96.0 104.0 95.0 98.8

Tab. 22: Konzentrationen verschiedener Ostrogene (ng/L). Die Substanzen wurden mit LC-MS/MS gemessen. MW + SD,

n=2.
EEQ f.
Nonylphenol Bisphenol- Estron Estradiol Ethinylestradiol EEQ f. ER-
Substanz (NP) A (BPA) (E1) (E2) (EE2) YES CALUX®
(ng/L) (ng/L) (ng/L)  (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
ARA LOQ, ng/L 22.9 4.9 0.6 1.1 6.1
ARA-Zulaufe
A MW 558.9 879.0 334 18.8 <6.1 32.24 20.66
SD 62.0 56.9 0.9 9.2 -
G MW 464.6 902.3 38.8 11.4 <6.1 27.00 13.55
SD 95.8 10.8 14 1.0 -
H MW 824.2 759.2 44.0 10.3 <6.1 28.00 12.78
SD 260.5 28.7 1.2 1.8 -
I MW 566.1 552.5 42.7 8.2 <6.1 25.36 10.63
SD 33.2 26.2 1.0 0.4 -
M MW 698.1 415.7 72.7 <2.8 <6.1 29.14 4.09
SD 1354 51 4.3 - -
N MW 376.5 >500 38.5 9.1 <6.1 24.55 11.26
SD 61.2 - 0.9 0.9 -
ARA-Ablaufe
A MW 353.5 >500 2.4 <11 <3.2 1.03 0.15
SD 46.3 - 0.1 - -
B MW 288.5 132.7 1.7 <1l.1 <3.2 0.69 0.10
SD 447 10.0 0.2 - -
C MW 555.7 236.0 20.5 <11 <3.2 8.23 1.16
SD 395 8.7 0.3 - -
D MW 410.9 140.6 5.7 <1.1 <3.2 2.32 0.33
SD 18.9 11.6 0.3 - -
E MW 264.3 280.6 16.3 2.4 <3.2 8.90 0.92
SD 146.0 132.1 0.4 0.6 -
F MW 438.6 81.9 4.9 <1l.1 <3.2 1.97 0.28
SD 98.7 2.4 0.2 - -
G MW 222.3 229.3 2.5 <11 <3.2 1.01 0.14
SD 10.5 12.1 0.3 - -
H MW >500 292.7 15.8 2.6 <3.2 8.93 3.45
SD - 30.2 0.5 0.9 -
I MW 176.1 271.5 5.9 1.7 <3.2 4.12 2.05
SD 36.3 19.5 0.5 0.3 -
K MW 556.3 102.6 7.3 <1l.1 <3.2 2.95 0.42
SD 425 4.4 0.3 - -
L MW 179.4 861.2 16.4 <1.1 <3.2 6.67 0.93
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SD 5.9 88.9 0.2 - -

M MW >500 55.6 3.9 <1.1 <3.2 1.57 0.23
SD - 2.5 0.2 - -

N MW 155.3 585.8 3.8 <1.1 <3.2 1.61 0.22
SD 46.8 34.6 0.2 - -

(0] MW 381.0 407.0 3.6 <1.1 <3.2 1.51 0.22
SD 53.7 3.6 0.1 - -

Oberflachengewasser vor ARA

A MW 52.1 129.8 0.7 <1.1 <3.0 0.29 0.04
SD - 108.3 0.0 - -

B MW 117.6 70.6 <0.6 <1.1 <3.0 0.01 0.00
SD 26.2 44.8 - - -

H MW <22.9 5.7 <0.6 <1.1 <3.0 0.00 0.00
SD - 0.5 - - -

H MW <229 106.8 <0.6 <1.1 <3.0 0.01 0.00
SD - 2.1 - - -

H MW <22.9 28.8 4.4 <1.1 <3.0 1.74 0.24
SD - 9.1 0.2 - -

[ MW <22.9 38.3 <0.6 <1.1 <3.0 0.00 0.00
SD - 7.3 - - -

M MW 46.2 16.8 <0.6 <1.1 <3.0 0.00 0.00
SD - - - - -

N MW 32.1 19.1 0.8 <1.1 <3.0 0.31 0.04
SD 13.0 4.1 0.2 - -

Oberflachengewasser nach ARA

A MW 203.7 232.0 0.9 <1.1 <3.0 0.40 0.06
SD 124.1 35 0.1 - -

B MW 395.1 131.1 2.3 <1.1 <3.0 0.95 0.14
SD 148.3 2.8 0.2 - -

C MW 25.2 26.2 <0.6 <1.1 <3.0 0.00 0.00
SD - 3.5 - - -

H MW <22.9 103.7 3.2 <1.1 <3.0 1.28 0.18
SD - 10.6 0.2 - -

I MW 92.8 165.5 2.7 <1.1 <3.0 1.08 0.15
SD 54.3 2.6 0.2 - -

K MW <22.9 53.2 4.2 1.6 <3.0 3.29 1.84
SD - 2.6 0.2 0.0 -

L MW <22.9 41.6 1.0 <1.1 <3.0 0.41 0.06
SD - 1.5 0.1 - -

M MW 293.9 25.9 1.8 <1.1 <3.0 0.74 0.11
SD 53.4 4.6 0.1 - -

N MW <22.9 70.3 1.3 <1.1 <3.0 0.51 0.07
SD - 5.8 0.2 - -
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Tabellen mit Ergebnissen des Screenings auf 80 Mikroverunreinigungen im Rahmen des
Projektes Strategie Micropoll

Tab. 23: Positivbefunde der analysierten Substanzen in den untersuchten Klaranlagenproben (aus Gétz et al., 2010b).

ARA-Ablaufe: Konzentration (ngi/L)
o o
g 2 5
S o \ - £c
22lA B ¢ D E F G H 1 T |3
2 |Wirkstoff =2 <o 2o
Atenolol* 5.0 570 710 1500 670 1500 800 900 1700 860 970 10 1700
Azithromycin® 5.0 (82) (210) (150) (150) (240) (140) (260) (260) (45) (180) 10 (260)
Bezafibrat* 5.0 49 59 160 53 320 470 270 1500 190 33 10 1500
Carbamazepin® 10 340 500 360 400 640 360 200 380 350 460 10 640
Cetrizin 10 34 64 7 40 72 37 52 90 57 30 10 90
Clarithromycin* 15 390 360 310 150 470 250 580 1200 360 410 10 1200
Clindamycin 35 (150) (160) (150) (160) (98) (110) (140) (130) (140) 9 (160)
Codein 25 33 58 250 58 350 110 160 370 160 140 10 370
Diazepam* 15 20 1 20
Diclofenac* 5.0 1000 1300 1200 790 2100 830 380 810 1500 1000 10 2100
Eprosartan* 15 19 460 100 570 150 300 750 770 8 770
Furosemid %0 (180) (100) (260) (170) (140) (220) (110) (130) (360) 9 (360)
Gabapentin® 1000 1800 1900 2500 1100 2400 2400 2300 1500 1300 9 2500
Hydrochlorot 70 1100 1900 1400 1000 2300 1000 1000 1300 1200 1200 10 2300
Ibuprofen* 1600 (2200) 1 (2200)
Indomethacin* 10 120 66 93 52 140 95 90 120 46 43 10 140
lohexol* 500 (3000) >4000 (940) 3 >4000
lomeprol*” + lopamidol** 3000 >8000 >8000 >8000 >8000 4 >8000
lopramid 250 >4000 >4000 >4000 >4000 3600 >4000 (1400) 7 >4000
Irbesartan*! 1000 | (1400)*7 (2600)*" | (2700)*" | (2400)*" 4 (2700)*"
Ketoprofen 50 110 56 240 110 250 150 160 200 140 79 10 250
Lamotrigin 10 410 760 390 170 450 120 280 140 400 630 10 760
« |Levetiracetam* 100 210 150 540 160 190 350 600 1200 9280 120 10 1200
fé Lidocain* 10 290 310 290 94 250 230 170 120 110 220 10 310
¥ [Losartan 600 (750) (850) 2 (850)
E Mefenaminsaure® 10 42 96 260 210 400 330 660 1400 1200 85 10 1400
g Metformin® 10 >4000 3400 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 1900 10 >4000
Metoclopramid 50 74 1 74
Metoprolol* 20 240 510 390 110 810 300 300 370 860 330 10 860
Metronidazol 50 110 200 100 110 160 310 110 150 54 9 310
Moclobemid 10 18 34 27 13 26 5 34
Morphin 30 a1 760 91 120 200 210 110 58 (31) 9 760
Naproxen 100 290 170 500 200 320 110 280 300 900 9 900
Oxazepam 10 360 250 470 180 180 270 380 430 190 120 10 470
Paracetamol” 450 1800 1 1800
Phenazon (Antipyrin}* 10 20 35 23 39 160 24 6 160
Primidon* 150 340 200 2 340
Propranolol* 10 90 130 97 69 230 59 93 150 65 61 10 230
Ranitidin* 5.0 72 110 220 78 150 170 190 80 50 79 10 220
Ritonavir* 30 (39) (35) 95 (31) 40 47 6 95
Roxithromycin 50 1100 (21) 2 1100
Sotalol* 5.0 140 480 300 140 640 410 330 330 550 210 10 640
Sulfadiazin® 10 (12) (12) 2 (12)
Sulfamethoxazol* 10 180 300 560 110 250 240 380 7 190 390 10 560
Sulfapyridin® 20 160 120 170 61 140 75 130 50 70 200 10 200
Tramadol*+*%+ O-Desvenlafaxin*+*2 10 990 1700 1300 720 1500 780 1200 1000 850 940 10 1700
Trimethoprim 50 240 110 240 50 240 69 120 58 150 160 10 240
Valsartan* 500 2200 620 1700 2100 1600 2900 1600 7 2900
Venlafaxin® 50 280 500 370 150 350 200 290 260 210 240 10 500
Verapamil® 15 16 24 19 28 200 23 47 7 200
4 Reetamidoanty 10 1900 2400 2900 1600 | >4000 670 290 270 920 1300 10 >4000
(=N-Acetyl-4-Aminoantipyrin)
4-Aminopyrin (=4-Aminoantipyrine) 1400 (2000) (3400) (2500) (1400) (>4000) 5 (>4000)
4-Formyl-aminoantipyrin 10 870 820 1200 690 1900 270 180 190 310 610 10 1900
£ |Atenololsiiure (Metoprololséure) 20 1200 450 2000 660 2300 510 1900 2500 3400 810 10 3400
3 Carbamazepin-10,11-dihydro-10,11-dihydroxy 25 1100 1200 1000 1100 1300 790 610 870 1200 1300 10 1300
E Carbamazepin-10,11-epoxid* 45 79 100 94 72 130 77 46 85 110 89 10 130
& |Clofibrinséure” 10 35 1500 12 3 1500
fg D617 50 36 110 66 58 150 89 51 73 160 a7 10 160
& |Fenofibrinsaure 50 17 31 98 38 77 190 240 330 34 9.1 10 330
E |N,0-Didesvenlafaxin® 150 230 290 230 230 150 180 150 7 290
5 N4-Acetyl-Sulfamethoxazol* 8 400 44 (22) (24) (14) 29 (17) 46 & 400
N-Desvenlafaxin® 25 58 92 58 51 35 39 46 33 8 92
Ranitidin-N-oxid 50 10 21 6.1 12 17 26 6 26
Ranitidin-S-oxid 25 (68) (46) (42) 140 (67) (30) 6 140
Valsartansaure” 80 340 950 130 87 950 140 87 1000 8 1000
Carbendazim* 15 35 38 41 33 50 34 22 36 35 49 10 50
& |Diuren* 10 (13) 52 (26) 33 4 52
§ |N.N-diethyl-3-methylbenzamide (DEET)* 10 63 110 290 >4000 8g 48 140 110 250 100 10 >4000
@ |Terbutryn® 5.0 14 29 19 3 29
Triclosan® 30 (37) (43) (190) (110) (160) (47) (150) (82) (230) (38) 10 (230)
2,7-Naphthalir nsaure 400 520 2900 1100 400 680 5 2900
2-Naphthalinsulfonsdure 50 110 89 370 86 72 230 160 100 100 9 370
5-Methyl-Benzotriazol*+*! 500 (>4000) nq* (>4000) | (>4000) na. na* (>4000) | (>4000) | (>4000) nq. 6 (>4000)
Benzotriazol*+*! 1000 (>4000) | (=4000) ng*' (>4000) nq*' naq*' (>4000) | (>4000) | (>4000) ng* 6 (>4000)
& |Acesulfam* 50 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 10 >4000
E [sucralose* 50 2800 3500 3300 3100 >4000 2400 2600 3500 1800 2800 10 >4000
@ Benzophenon 3 50 140 230 100 3 230
{=2-Hydroxy-4-methoxybenzophenon)
Climbazol 150 230 160 240 3 240
Galaxolidon 500 770 790 600 550 930 1500 990 840 610 1000 10 1500
Coffein" 250 250 >4000 750 3 >4000

BG = Bestimmungsgrenze; 0 = Befunde mit 5.5 IP; (0) = Befunde mit 2 IP; * = eigener isotopenmarkierter Standard vorhanden; *1 = exakte Quantifizierung durch Probenmatrix
behindert; *2= Substanzen kénnen nur als Summe quantifiziert werden; n.b. = nicht bestimmbar; n.q.= nicht quantifizierbar
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Tab. 24: Auflistung aller analysierten Substanzen in den untersuchten Klaranlagenproben (inkl. Substanzen, die nicht
gefunden wurden) (aus Gotz et al., 2010b).

Pharmazeutika

ARA-AbIauTe | Konzentrazionen (ngiL)

o

g s Al

2/ A B C D E F G H 1 J
Wirkstoff CAS-Nr Wirkstoff-Untergruppe o g
4-Dimethylaminoantipyrin 56151 Analgetikum 60
Atenolol* 29122-68-7  |Betablocker 5.0 570 710 1500 670 1500 800 900 1700 860 970
[Azithromycin™ 83905-01-5 Antibiotikum 50 (82) (210) (150) (150) (240) (140) (260) (260) (45) (180)

|Bezafibrat 41859-67-0  |Lipidsenker 50 49 59 160 53 320 470 270 1500 190 33
Carbamazepin® 298464 Antiepileptikum 10 340 500 360 400 640 360 200 380 350 460
Cetrizin 83881-52-1 Antihistaminikum 10 34 64 77 40 72 37 52 90 57 30
Clarithromycin® 81103-11-9 Antibiotikum 15 390 360 310 150 470 250 580 1200 360 410
Clindamycin 18323-44-9  |Antibiotikum 35 (150) (160) (150) (160) (98) (110) (140) (130) (140)
Codein 76-57-3 Antitussivum, Opiat 25 33 58 250 58 350 110 160 370 160 140
[Cyclophosphamid™ 50-18-0 Zytostatikum 10
Cytarabin 147-84-4 Zytostatikum 75
Dexamethason* 50-02-2 Glucocorticoid 10
Diazepam™ 439-14-5 Antikonvulsivum 15 20
Diclofenac™ 15307-86-5  |Analgetikum 50 1000 1300 1200 790 2100 830 380 810 1500 1000
Eprosartan® 133040-01-4  |Antihypertensivum 15 19 460 100 570 150 300 750 770
Ethambutol 1070-11-7 Antibiotikum 1000
Exemestan 107868-30-4  |Aromatasehemmer 20
Fenofibrat 49562-28-9 Lipidsenker 100
Fluconazol* 86386-73-4 Antifungal 50
Fluoxetin® 54910-89-3 Antidepressivum 20
Furosemid 54-31-9 Schieifendiuretikum 90 (180) (100) (260) (170) (140) (220) (110) (130) (360)
Gabapentin® 60142-96-3  |Antiepileptikum 1000 1800 1900 2500 1100 2400 2400 2300 1500 1300
Gemcitabin® 95058-814 Zytostatikum 50
Gentamicin 1403-66-3 Antibiotikum 1600
Hydrochlorothiazid* 58-93-5 Schieifendiuretikum 70 1100 1900 1400 1000 2300 1000 1000 1300 1200 1200
Ibuprofen* 15687-27-1  |Analgetikum 1600 (2200)
ifosfamid 3778-73-2 Zytostatikum 10
Indomethacin® 53-86-1 Analgetikum 10 120 66 93 52 140 95 90 120 46 43
lohexol* 66108-95-0  |Kontrastmittel 500 (3000) >4000 (940)
\omeprol*? + lopamidol 2 Ty |kontrastmitel 3000 >8000 | >so00 | >soo0 | >s000
lopromid 73334.07-3  |Kontrastmitiel 250 >4000 >4000 >4000 >4000 3600 >4000 (1400)
Irbesartan*! 138402-11-6  |Antihypertensivum 1000 | (1400)*" (2600)*" | (2700)*" | (2400)*"
Ketoprofen 22071-154  |Analgetikum 50 110 56 240 110 250 150 160 200 140 79
Lamotrigin 84057-84-1  |Antiepileptikum 10 410 760 390 170 450 120 280 140 400 630
Levetiracetam* 102767-28-2  |Antiepileptikum 100 210 150 540 160 190 350 600 1200 980 120
Lidocain® 137-58-6 Lokalanasthetikum 10 290 310 290 94 250 230 170 120 110 220
Losartan 114798-26-4  |Antihypertensivum 600 (750) (850)
Mefenaminsaure™ 61-68-7 Analgetikum 10 42 96 260 210 400 330 660 1400 1200 85
Metformin® 657-24-9 Antidiabetikum 10 >4000 3400 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 >4000 1900
Methylprednisolon 83-43-2 Glucocorticoid 25
Metoclopramid 7232215 Antiemetikum 50 74
Metoprolol 37350-58-6  |Betablocker 20 240 510 390 110 810 300 300 370 860 330
Metronidazol 443-48-1 Antibiotikum 50 110 200 100 110 160 310 110 150 54
Moclobemid 71320-77-9  |Antidepressivum 10 18 34 27 13 26
Morphin 57-27-2 Narkotikum 30 a4 760 91 120 200 210 110 58 (31)
[Naproxen 22204-53-1 Analgetikum 100 290 170 500 200 320 110 280 300 9200
Oseltamivir 196618-13-0  |Anitviral 10
(Oxazepam 604-75-1 Seditativum 10 360 250 470 180 180 270 380 430 190 120
Paracetamol” 103-90-2 Analgetikum 450 1800
Phenazon (Antipyrin)* 60-80-0 Analgetikum 10 20 35 23 39 160 24
Prednisolon 50-24-8 Glucocorticoid 50
Primiden* 125-33-7 Antiepileptikum 150 340 200
Propranolol* 525-66-6 Betablocker 10 90 130 97 69 230 59 93 150 65 61
Ranitidin® 66357-35-5 Ulkustherapeutika 5.0 72 110 220 78 150 170 190 80 50 79
Ritonavir* 155213-67-5  |Anitviral 30 (35) (35) 95 (31) 40 47
Roxithromycin 80214-83-1 Antibiotikum 5.0 1100 (21)
Sotalol” 3930-209 Betablocker 5.0 140 480 300 140 640 410 330 330 550 210
Sulfadiazin* 68-35-9 Antibiotikum 10 (12) (12)
Sulfadimethoxin® 122-11-2 Antibiotikum 10
Sulfamethazin® 57-68-1 Antibiotikum 20
723-46-6 Antibiotikum 10 180 300 560 110 250 240 380 77 190 390

Sulfapyridin® 144-83-2 Antibiotikum 20 160 120 170 61 140 75 130 50 70 200
Sulfathiazol® 72-14-0 Antibiotikum 50
Thiopental 76-75-5 Antikonvulsivum 500
Tramadel*#-? (+ O-Desvenlafaxin™+) 27203-92-5  |Analgetikum 10 990 1700 1300 720 1500 780 1200 1000 850 9240
Trimethoprim 738-70-5 Analgetikum 5.0 240 110 240 50 240 69 120 58 150 160
Tylosin 1401-69-0 Analgetikum 30
Valsartan® 137862-534  |Analgetikum 500 2200 620 1700 2100 1600 2900 1600
Venlafaxin® 93413-69-5  |Antidepressivum 5.0 280 500 370 150 350 200 290 260 210 240
\Verapamil* 152-11-4 Calciumantagonist 15 16 24 19 28 200 23 47
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