N\ Ay
Niedersachsischer Landesbetrieb flr -
NLWKN Wasserwirtschaft, Kiisten- und Naturschutz Gw I . .
forschung+innovation

Pilotprojekt zur Eignung von
in vitro-Biotestverfahren flr
ein effektbasiertes Monitoring
in Oberflachengewassern

Abschlussbericht
2022

’FH‘ Niedersachsen




Dieser Bericht wurde im Auftrag des NLWKN und in Zusammenarbeit mit der GWT-
TUD GmbH erstellt:

GWT-TUD GmbH
Freiberger Stral3e 33
01067 Dresden

Niedersachsischer Landesbetrieb fir Wasserwirtschaft,
Klsten- und Naturschutz

Betriebsstelle Hannover-Hildesheim

An der Scharlake 39

31135 Hildesheim

Autoren:

Stephanie Graumnitz, GWT-TUD GmbH

Sara Schubert, GWT-TUD GmbH,

Jessica M. Rosolowski, GWT-TUD GmbH

Dr. Dirk Jungmann, GWT-TUD GmbH (Projektleitung)
Tanja Lieke, NLWKN Hannover-Hildesheim

Dr. Mario Schaffer, NLWKN Hannover-Hildesheim

Februar 2022

Titelbild: Sara Schubert, Jessica M. Rosolowski



Zusammenfassung

Im Hinblick auf die Entwicklungen und die Emp-
fehlung der Implementierung effektbasierter Me-
thoden in das Gewassermonitoring nach WRRL
durch verschiedene Wissenschaftler, sollte in die-
sem Pilotprojekt die generelle Eignung und prakti-
sche Umsetzung von in vitro-Biotestverfahren als
Ergdnzung zum regularen chemischen Schad-
stoffmonitoring untersucht werden.

Dazu wurden im Rahmen des Routinemonitorings
des Gewasseriiberwachungssystems Nieder-
sachsens (GUN) im August 2020 und Marz 2021
jeweils 40 Proben aus Oberflachengewdassern im
Bereich des Dienstbezirks der NLWKN Betriebs-
stelle Hannover-Hildesheim entnommen. Diese
Gewasserproben wurden mittels Festphasenex-
traktion angereichert und konserviert. Die gewon-

nenen Extrakte wurden am Institut fir Hydrobiolo-
gie der Technischen Universitat Dresden in insge-
samt acht in vitro-Biotests eingesetzt, um diese
auf endokrines, mutagenes und gentoxisches Po-
tential zu untersuchen. Die haufigsten Nachweise
wurden hierbei flr 6strogenes und dioxindhnliches
Potential festgestellt. Hinweise auf mutagenes Po-
tential und gentoxisches Potential wurde fiir die
Proben vom Frihjahr 2021 héaufiger festgestellt
als fur die Proben vom Sommer 2020.

Auf Grundlage der Ergebnisse aus den in vitro-Bi-
otests wurden insgesamt 23 Oberflachengewas-
sermessstellen identifiziert, fir welche ein fokus-
siertes chemisches Monitoring empfohlen wird,
um die jeweilige Belastungssituation detaillierter
zu erfassen.
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1 Hintergrund

Die Belastung von Oberflachengewassern kann
mit unterschiedlichen Methoden erfasst werden.
Biotests werden dabei schon lange zur Prifung
der Schadstoffbelastung von Oberflachengewas-
sern und Abwassern aus Klaranlagen eingesetzt.
Bei den standardisierten Biotests, die im Labor
durchgefiihrt werden, wird zwischen in vivo- und
in vitro-Biotests unterschieden.

Mit in vivo-Biotests kdnnen schéadliche Effekte ei-
ner Wasserprobe auf Organismen-Ebene erfasst
werden. Ein Beispiel fUr in vivo-Biotests ist der Fi-
scheitest.

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit in vitro-
Biotests, die mit Kulturen von einzelnen, teilweise
modifizierten Zellen durchgefihrt werden. Mit die-
sen Tests lassen sich spezielle toxische Mecha-
nismen bestimmter Substanzklassen nachweisen.
Als Beispiel ist hier der Nachweis dstrogenaktiver
Substanzen mit dem hefezellbasierten Ostrogen-
test (Yeast Estrogen Screen, YES) zu nennen.

Da bei in vivo- und in vitro-Biotests das toxische
Potential einer Wasser-oder Abwasserprobe auf
Basis des Effekts auf den exponierten Organis-
mus/die exponierte Zelle bestimmt wird, wird hier
auch von effektbasierten Methoden gesprochen.
Die Implementierung effektbasierter Methoden in
das Gewassermonitoring nach WRRL wird von
verschieden Wissenschaftlern beflirwortet (Brack
et al., 2019, Kénemann et al., 2018) und fur die
Novellierung der Europaischen Wasserrahmen-
richtlinie geprift. Hintergrund ist unter anderem
die Vielzahl umweltrelevanter Chemikalien sowie
Chemikaliengemische, die die Wasserqualitat be-
einflussen koénnen, aber durch die chemische
Analyse nach WWRL in ihrer Komplexitét nicht er-
fasst werden.

In vitro-Biotests, kdnnen daher aufgrund der sum-
marischen Erfassung der Belastung von Gewas-

sern mit Substanzen mit bestimmten Wirkmecha-
nismen, eine sinnvolle Ergdnzung zur chemischen
Analyse darstellen.

So kénnen die Ergebnisse aus in vitro-Biotests als
Information fir eine fokussierte stoffspezifische
chemische Analyse dienen. Die Biotests ermdgli-
chen die Untersuchung und Bewertung von Stoff-
gemischen, deren Zusammensetzung unbekannt
ist und erfassen dariiber hinaus auch additive, sy-
nergistische oder antagonistische Effekte ver-
schiedener Substanzen in einer Probe. Weiterhin
erfassen in vitro-Biotests Effekte von Substanzen,
fur welche ein Nachweis durch chemische Analy-
tik besonders schwierig ist oder von unbekannten
Transformationsprodukten, die innerhalb eines
Prozesses entstehen. Wahrend die chemische
Analytik gezielt Einzelsubstanzen identifizieren
und quantifizieren kann, erlauben biolo-
gisch/6kotoxikologische Tests eine Einschatzung,
inwiefern ein Risiko durch Schadstoffe fur das be-
troffene Okosystem besteht. Beide Herangehens-
weisen erganzen sich und sollten stets in Kombi-
nation angewendet werden

Ziel dieses Pilotprojektes war die Untersuchung
der Eignung von in vitro-Biotests fur ein effektba-
siertes Monitoring als Ergdnzung zum Schadstof-
fuberwachungsprogramm der Oberflachengewas-
ser des NLWKN. Dazu wurden mit Extrakten von
Wasserproben aus niedersachsischen Oberfla-
chengewassern verschiedene in vitro-Biotests
durchgefihrt.

Aus den Ergebnissen der Untersuchung sollten
maogliche Belastungen der Oberflachengewasser
mit Subtanzen, die eine hormonelle, mutagene
oder gentoxische Wirkung haben, identifiziert wer-
den. Zudem sollte aus den Ergebnissen eine
Empfehlung von Messstellen fur eine fokussier-
tere chemische Analyse abgeleitet werden.



2 Monitoringkonzept und ver-
wendete Methoden

2.1 Probenahme

Die untersuchten Gewasserproben sind im Rah-
men des Gewasseriberwachungssystems Nie-
dersachsens (GUN) aus Oberflaichengewéssern
des Dienstbezirks der NLWKN Betriebsstelle Han-
nover-Hildesheim an insgesamt 40 Messstellen
entnommen worden (Tab. A-1). Die Probenahme
und Anreicherung erfolgte im Zeitraum vom
06.08.2020 bis 01.09.2020 und vom 04.03.2021
bis 30.03.2021 durch Mitarbeiter des NLWKN in
enger Abstimmung mit der GWT-TUD GmbH.

Fur die Probenahme wurden Braunglasflaschen
verwendet, die zuvor mehrfach mit technischem
Aceton gespllt und danach getrocknet wurden.
Die Schopfproben wurden von der Probenahme
bis zur Weiterverarbeitung bei max. 7°C im Dun-
keln transportiert bzw. gelagert.

2.2 Probenvorbereitung und Anreiche-
rung Uber Festphasenextraktion

Nach Probeneingang wurde innerhalb von 24 h
eine Anreicherung der Proben durchgefuhrt. Hier-
bei wurden die potenziell in der Probe enthaltenen
Schadstoffe aufkonzentriert, so dass deren Wirk-
schwelle im jeweiligen Biotest erreicht wird, ohne
die testspezifische Zytotoxizitat zu Uberschreiten.

Um die Gewasserproben anzureichern, wurde je-
weils 1 L der Probe mittels Vakuumpumpe Uber
einen Glasfaserfilter (< 0,7 um; 90 mm Durch-
messer; Sartorius) filtriert. Die filtrierte Probe
wurde im Anschluss mittels Festphasenextraktion
(SPE, solid phase extraction) angereichert. Fur
die SPE wurden mit Aceton und Methanol sowie
Reinstwasser konditionierte HLB Kartuschen
(200 mg; Waters Oasis) verwendet, die mit der
vorbereiteten Gewasserprobe beladen
(67 8 mL/min) wurden. Die beladenen Kartu-
schen wurden anschlieRend bei Raumluft getrock-
net und bis zur Versendung an das Institut fir Hyd-
robiologie, Technischen Universitdt Dresden
bei -20 °C gelagert.

Die Elution (Abb. 1) wurde mit Aceton und Metha-
nol fir alle Proben durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden die Eluate unter Stickstoff vollstandig ge-

trocknet und in 100 yl DMSO wieder aufgenom-
men. Somit wurde das Probenvolumen um das
10.000-fache angereichert.

Die gewonnenen Extrakte wurden bei -20 °C in
Glasvials (1,5 mL, VWR) gelagert. Fur die hefeba-
sierten Biotests wurden die 40 Gewasserproben
jeweils zusammen untersucht, um Schwankungen
zwischen verschiedenen Anséatzen z.B. hinsicht-
lich Bestimmungsgrenze und Zytotoxizitat zu mi-
nimieren. Materialien, die wahrend der Filtration
und Extraktion in direktem Kontakt mit der Probe
standen, bestanden ausschlie3lich aus mit L6-
sungsmittelund Rei nstwasser

(PTFE), Glas, Edelstahl oder Keramik, um maogli-

Abb. 1: Elution der beladenen Kartuschen im Zug der

Festphasenextraktion

che Verunreinigungen aus beispielsweise Kunst-
stoffmaterialien auszuschliel3en. Es wurden Ace-
ton, Methanol und DMSO (jeweils analytical
grade, > 99,8 %, Carl Roth GmbH) sowie Reinst-
wasser (ultrapure water, steril filtriert, autoklaviert)
fur die Probenvorbereitung genutzt.

2.3

In Tab. 1 sind die in vitro-Biotests aufgelistet, in
die die Gewasserextrakte eingesetzt wurden, so-
wie die jeweiligen Wirkpotentiale, die mit ihnen er-
fasst werden und Beispiele fir Substanzen, wel-
che diese Potentiale ausldsen.

In vitro-Biotests

Die eingesetzten Hefereportergen-Tests erfassen
Ostrogenes (YES, Yeast Estrogen Screen),
anti-ostrogenes (YAES, Yeast Anti-Estrogen

gesp¢lt



Screen), androgenes (YAS, Yeast Androgen
Screen), anti-androgenes (YAAS, Yeast Anti-And-
rogen Screen) und dioxindhnliches (YDS, Yeast
Dioxin-like Screen) Potential. Hierbei werden en-
dokrin aktive Substanzen wie Hormone, Weich-
macher, Insektizide oder andere chemisch véllig
unterschiedliche Substanzen bzw. Substanzgrup-
pen erfasst.

Weiterhin wurden Ames-T e s tBactefiafReverse
Mut at i o nzur Edassunf )von mutagenem
Potential durchgefuhrt. In Abhangigkeit des ver-
wendeten Stammes des Bakteriums Salmonella
typhimurium wird entweder die Auslésung von
Rasterschubmutationen (Stamm TA98) oder von
Basenpaarsubstitutionen (Stamm TA100) nach-
gewiesen. Als Beispiel mutagener Substanzen
sind hier die Stoffgruppen der polyzyklischen aro-
matischen Kohlenwasserstoffe (PAKs) und der
Schwermetalle zu nennen. Zuséatzlich wurde fir
alle Proben im 0©kotoxikologischen Labor des
NLWKN der im Abwasserbereich etablierte und
ebenfalls mit dem Bakterium Salmonella typhimu-
rium (Stamm TA 1535/pSK1002) durchgefiihrte
umu-Test komplementér eingesetzt, um weitere
Hinweise auf potenziell gentoxische Effekte zu er-
halten.

Im Mikrokern-Test (il vitro Mammalian Cell
Mi cr onuc | everden Aumane Beperkarzi-
nomzellen (HepG2) zur Erfassung von gentoxi-
schem Potential genutzt, welches anhand einer
Schadigung von Chromosomen oder des Spindel-
apparates nachgewiesen wird. Solche gentoxi-
schen Effekte konnen beispielsweise durch Sub-
stanzen wie PAKs oder Zytostatika verursacht
werden.

Wichtiges Validitatskriterium fur alle in Tab. 1 ge-
listeten Biotests ist ein optimales Wachstum der
Zellen im Test. Wird dieses nicht erreicht, gilt die
Probe als zytotoxisch bzw. wachstumshemmend.
In solchen Féllen kann die Probe nach Verdin-
nung erneut getestet werden. Dies fiihrt jedoch
auch dazu, dass die moglicherweise in der Probe
enthaltenen endokrin wirksamen, mutagenen oder
gentoxischen Substanzen verdiinnt werden und
damit moglicherweise die Wirkschwelle des Tests
nicht mehr erreicht wird. Hieraus ergibt sich, dass
eine Vergleichbarkeit grundsatzlich nur zwischen
Proben der gleichen Anreicherungsstufe méglich
ist.

Im Zuge der Testdurchfihrung wird zu den
10.000-fach angereicherten Gewasserprobenex-
trakten unter anderem Medium oder Zellkultur hin-
zugegeben und dadurch verdinnt. Die finale An-
reicherung der Probe im Biotest ergibt sich
schlief3lich aus der Verrechnung der Anreicherung
Uber SPE mit der testspezifischen Verdinnung
der Extrakte und ist fur alle Biotests in Tab. 2 an-
gegeben.

Die Ergebnisse der Biotests beziehen sich immer
auf eine Negativkontrolle und eine Positivkon-
trolle. Die Negativkontrolle gibt unter Berlicksichti-
gung eines testspezifischen Sicherheitsfaktors
auch die laborinterne Bestimmungsgrenze (LOQ,
limit of quantification) vor.

Weitergehende Informationen zu den Biotests ent-
halt der jeweils entsprechende Abschnitt im nach-
folgenden Kapitel 3, welches die Auswertung der
Ergebnisse fir alle Gewasserproben erlautert.



Tab. 1: Ubersicht der fiir die Messkampagne angewendeten in vitro-Biotests mit jeweiligem summarischen Wirk-
potential zum Nachweis von endokrinem, mutagenem und gentoxischem Potential sowie Beispiele fiir Sub-
stanzen, deren Effekte mit den Tests erfasst werden kénnen

Biotest

Organismus

Summarisches Wirkpotential

Substanzbeispiele

Hefereportergen-
Test

ISO 19040-1 (YES)

gentechnisch ver-
anderte Saccharo-
myces cerevisiae

Ostrogenes Potential (YES)

E2, EE2, E1, E3, BPA,
DEHP, 4-NP, OP, HCH,
2,3,7,8-TCDD, DDT, Isof-
lavone, Phthalate, PCBs

Anti-6strogenes Potential (YAES)

4-Hydroxytamoxifen
(4-OHT), HCH,
2,3,7,8-TCDD, Isoflavone

Androgenes Potential (YAS)

Testosteron, Trenbolon, He-
xachlorbenol, TBT

Anti-androgenes Potential (YAAS)

Flutamid, HCB, p,p"-DDE,
DDT, DEHP

Dioxindhnliches Potential (YDS)

3-Naphthoflavon, B(a)P, He-
xachlorbenzen

Ames-Test

OECD 471,
ISO/CD 11350:2012

gentechnisch ver-
anderte Salmo-
nella enterica se-
rovar Typhimu-
rium

Rasterschubmutation (TA98)

PAKs wie 2-Nitrofluoren,
Phenole, Schwermetalle,
2-Aminoanthracen

Basenpaarsubstitution (TA100)

PAKs, Phenole, Schwerme-
talle, Natriumazid, 2-Amino-
anthracen

Umu-Test

DIN 38415-3:1996

Gentechnisch ver-
anderte Salmo-
nella enterica se-
rovar Typhimu-
rium

Erbgutveranderndes Potential
(u.a. Punktmutation, Rasterschub-
mutation, Strangbruch)

2-Aminoanthracen, 4-Nitro-
quinolin-1-oxid,
Benzo(a)pyren, andere
PAKs

Mikrokern-Test

OECD 487,
ISO 21427-2:2006

HepG2 (humane
Leberkarzinom-
zellen)

Gentoxiziat (Chromosomensché-
den, Schaden am Spindelapparat)

Benzo(a)pyren, andere
PAKs, Mitomycin C (Antibio-
tikum, Zytostatikum), andere
Zytostatika

Tab. 2: Berechnung des finalen Anreicherungsfaktors der Proben in den Biotests unter Verrechnung der Anreiche-
rung mittels Festphasenextraktion mit der spezifischen testbedingten Verdiinnung der Extrakte.

Matrix Anreicherung SPE Biotest Verdinnung im Test Finale Anreicherung
Hefereportergen-Test  1:480 20,8-fach
Ames-Test 1:250 40,0-fach
Gewaésser  10.000-fach 1:1000 (VS1) 10,0-fach
Mikrokern-Test 1:2000 (VS2) 5,0-fach
1:4000 (VS3) 2,5-fach




3 Ergebnisse der in vitro-Biotests des Gewassermonitorings Som-

mer 2020 und Frihjahr 2021

3.1 Hefereportergen-Tests zur Erfas-
sung endokrin wirksamer Substan-
zen

Zur Erfassung endokrin wirksamer Substanzen
werden genetisch veranderte Zellen der Hefe Sac-
charomyces cerevisiae gegeniber den, in der
Festphasenextraktion 10.000-fach angereicherten
Extrakten der Gewéasserproben exponiert. Je nach
Tests enthalten die genetisch veranderte Hefezel-
len den humane Ostrogenrezeptor U (h E R Gur
Erfassung ostrogener und anti-dstrogener Sub-
stanzen (YES und YAES), den humanen Andro-
genrezeptor (hAR) zur Erfassung androgener und
anti-androgener Substanzen (YAS und YAAS)
oder den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (aHR, veral-
tet Dioxinrezeptor) zur Erfassung von dioxinahnli-
chen Substanzen bzw. Substanzen mit Affinitat
zur Bindung an den aHR. Seit August 2018 ist fur
den Yeast Estrogen Screen (YES-Test) eine ISO-
Norm verfligbar (1ISO19040-1).

Die jeweiligen Agquivalentkonzentrationen (EQ)
der untersuchten Wasserproben wurde aus den
sigmoidalen Standardkurven (Abb. 2) der jeweili-
gen Referenzsubstanzen ermittelt. Die Berech-
nung der Standardkurven der Referenzsubstan-
zen erfolgte mittels nicht-linearer Regression (4-
Parameter Hill Funktion). Aus diesen Kurven wur-
den anschlieRend die Aquivalentkonzentrationen
abgeleitet.

Die Ableitung der Aquivalentkonzentrationen so-
wie die Verrechnung des in Kapitel 2.3 erwahnten
Anreicherungsfaktors (Tab. 2) der extrahierten
Proben wird auf internationaler Ebene kritisch dis-
kutiert (Kbnemann et al. 2018, Kunz et al. 2017,
Volker et al. 2016). Ein entsprechender ISO-Stan-
dard ist derzeit in Vorbereitung zur Veroffentli-
chung (Vermeirssen, 2021). Die Verrechnung der
abgeleiteten Aquivalentkonzentrationen erfolgte
fur die vorliegende Pilotstudie mittels Division
durch den Anreicherungsfaktor von 20,8.

Die Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde fir jeden
Testansatz durch Addition der 3fachen Stan-
dardabweichung der mittleren Aktivitat der Nega-
tivkontrolle zur mittleren Aktivitat der Negativkon-
trolle berechnet. Die ermittelten Aquivalentkon-
zentrationen wurden im vorliegenden Bericht als

erhoht eingestuft, wenn die mittlere Aquivalent-
konzentration gréRer als das 3fache des jeweili-
gen LOQ-Wertes war.

Als zytotoxisch wurden Proben eingestuft, wenn
das Zellwachstum im Mittel deutlich unter der 80%
Linie des Zellwachstums der Negativkontrolle lag.

Konzentrations-Wirkungs-Kurven E2
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10000 1

Fluoreszenz (360 nm), MW ® SD

0

101 10'* 10 1012 1071t 10°1° 10°° 10°® 107

Konzentration E2 [M]

Abb. 2: Sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Kurve

der Posi ti v-Estradiolr(B2) tum
Nachweis von dstrogenem Potential im YES-
Test; Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(SD).

3.1.1 Ostrogene Wirkpotentiale (YES-Test)

Die Ergebnisse fiir das dstrogene Potential (YES
T Yeast Estrogen Screen; 1ISO19040-1) in den Ex-
trakten der Gewasserproben sind in Abb. 3 und
Abb. 4 dargestellt. Als Positivkontrolle fir diesen
Hefereportergen-T e s t wurde di e-
Estradiol (E2; CAS: 50-28-2; > 99% Reinheit;
Sigma-Aldrich, Deutschland) verwendet.

In den Gewasserproben der Probenahme im
Sommer 2020 (Abb. 3) lag das dstrogene Poten-
tial fir den Brevorder Bach (unterhalb Glesse), die
Emmer (Emmern), die Fluthamel (Afferde II), den
Hasselbach (Holzminden), den Hollenbach (unter-
halb Zerse), die Innerste (Heinde), die Lenne (Bo-
denwerder), den Mittellandkanal (Lohnde) und
den Waltershagener Bach (Klein Amerika) unter-
halb der Bestimmungsgrenze. Fir einen Grof3teil
der anderen Gewasserproben wurde ein modera-
tes Ostrogenes Potential von 0,07 bis
0,2 ng E-EQ/L festgestellt. Ein erhdhtes dstroge-
nes Potential von > 0,2 ng E-EQ/L wurde in der
Gewasserprobe Hilse (Lauenhagen) nachgewie-
sen.
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Ostrogenes Potential der untersuchten Gewasserproben der Probenahmekampagne Sommer 2020 im
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Abb. 3:

dargest el | t-Esmadia-AguiVilerBeE-BQ unterlVérfechnung des Anrei-

YES-Test

8. Ein roter Rahmen entspricht einer Probe mit erhdhter

cherungsfaktors (20,8-fache Anreicherung), n

(> 3*LOQ) Aquivalentkonzentration.

Abb. 4: Ostrogenes Potential der untersuchten Gewasserproben der Probenahmekampagne Frithjahr 2021 im

dar gest el | t-Eswrddisl-AduivaiémeD(E-EQ@) unted Vefechnung des Anrei-

YES-Te st

8. Ein roter Rahmen entspricht einer Probe mit erhdhter

cherungsfaktors (20,8-fache Anreicherung), n

(> 3*LOQ) Aquivalentkonzentration.


































































