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Zusammenfassung

Zur Untersuchung der hormonellen Belastung durch ein
Regeniiberlaufbecken (RUB) wahrend eines Regenereig-
nisses wurde die Hochleistungsdiinnschichtchromatographie
(HPTLC) mit einem Reportergenassay zur gleichzeitigen
Bestimmung von estrogenen, androgenen und gestagenen
Wirkungen (yeast multi endocrine-effect screen, YMEES)
kombiniert. Relevante Estrogene wurden mittels GC-MS/MS
bestimmt. Es konnten verschiedene hormonelle Effekte sowie
Estron (E1), 17a-Estradiol (170-E2), 173-Estradiol (17B-E2),
17a-Ethinylestradiol (EE2) und Estriol (E3) im Ablauf des RUB
und teilweise im Gewasser nachgewiesen werden. Der
HPTLC-YMEES eignet sich durch Vergleiche von Effekt-
mustern zur Verursacheridentifizierung. In Kombination mit der
instrumentellen Analytik ist eine weitergehende Charakte-
risierung von hormonellen Belastungen mdoglich.

Einleitung

FlielRgewasser sind mehreren Stressoren anthropogenen Ur-
sprungs ausgesetzt. Klaranlagen sind eine bekannte Quelle
von Substanzen, die ohne weitergehende Behandlung nicht
ausreichend zurlickgehalten bzw. abgebaut werden kdnnen
[1]. Eine weit weniger untersuchter Eintrag von Stoffen findet
Uber den Regenwasserabfluss statt. Die extremen Hochwas-
sereignisse in NRW und Rheinland-Pfalz in diesem Jahr
verdeutlichen die Relevanz. Laut IPCC werden in Zukunft in
vielen Regionen Europas extreme Wetterereignisse wie Stark-
regen zunehmen und somit zu erhdhten kurzzeitigen Abfluss-
mengen fuhren [2, 3]. GroRe Abflussmengen kdnnen nicht
mehr vom Boden aufgenommen werden und gelangen in die
Gewasser. Diffuse Eintrage von Substanzen, die keiner Punkt-
quelle zugeordnet werden kénnen, da das Regenwasser nicht
in der Kanalisation gesammelt wird, kdbnnen so zunehmen.
Regenwasser, welches Uber versiegelte Flachen abflie3t und
in die Kanalisation gelangt, wird tGber das Misch- oder Trenn-
system abgeleitet und kann teilweise unbehandelt in die
Gewasser gelangen. Regenereignisse, die die hydraulische
Belastungsgrenze des Mischkanals Uberschreiten, filhren zu
einem Abschlag von unbehandeltem Abwasser (Regen- und
Schmutzwasser) in die Gewasser. Bei Trennsystemen gelangt
das Regenwasser haufig unbehandelt in die Gewéasser. Eine
steigende Flachenversiegelung erhtht Eintrage weiter, da
weniger Regenwasser vor Ort versickern kann. Wéhrend des
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Abflusses werden Substanzen aus unterschiedlichsten Stoff-
gruppen vom Regenwasser geldst bzw. ausgewaschen. Um
welche Stoffe es sich handelt hangt von Art, Nutzung und Lage
der Abflussflache ab [4].

Belastungen aus dem Regenwasser wurden bisher haupt-
sachlich per instrumenteller Einzelstoffanalytik untersucht [4,
5]. Beschreibungen von Wirkungen, wie z.B. in Neale et al. [6],
bilden eher Ausnahmen. Ziel dieser Arbeit war es deshalb
hormonelle Wirkungen zu bestimmen, die ihren Ursprung im
Regenwasserabfluss haben. Dabei wurden mdégliche effect-
verursachende Eintrdge aus dem Abfluss eines Regeniber-
laufs (RUB) untersucht. Die Hochleistungsdiinnschicht-
chromatographie (HPTLC) wurde mit einem transgenen Multi-
Effekt Reportergenassay (yeast multi endocrine-effect screen,
YMEES) zur gleichzeitigen Bestimmung von estrogenen,
androgenen und gestagenen Wirkungen gekoppelt. Mit einer
begleitenden Target-Analytik von Estrogenen wurden mdgliche
estrogene Effektverursacher bestimmt und eine weit-
reichendere Charakterisierung der festgestellten endokrinen
Belastungen erreicht.

Material und Methoden

Probenahme

Proben wurden im Ablauf eines RUB mit angeschlossenem
Regenrickhaltebecken (RRB) mit einer Anschlussflache von
ca. 1,6 km? und unterhalb der Einleitungsstelle im Gewasser
wéhrend eines Regenereignisses genommen. Das RUB hat zu
diesem Zeitpunkt in die ,Anger® abgeschlagen.
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Abbildung 1: Probenahmestellen im Ablauf eines RUB mit
angeschlossenem RRB (schwarzes Kreuz und Pfeil) und
unterhalb des Ablaufs in die ,Anger* (schwarzes Kreuz).
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HPTLC und YMEES

Die Proben wurden innerhalb von 48 h nach der Probenahme
mittels Festphasenextraktion (SPE) angereichert. Die Kar-
tuschen (150 mg, Oasis HLB 6cc, Waters GmbH, Eschborn,
Deutschland) wurden mit Methanol (2 x 5 mL) konditioniert und
mit Wasser (2 x 5 mL) &quilibriert, bevor sie mit den Proben be-
laden wurden. Nach Trocknung der Kartuschen unter Vakuum
wurden diese mit Methanol (5 x 5 mL) eluiert und die Extrakte
anschlieRend bei 50 °C unter einem leichten Stickstoffstrom
vollstandig verdampft. Die trockenen Extrakte wurden in 1 mL
Methanol geldst. Als stationare Phase wurden SIL G-25 Platten
(Macherey-Nagel, Duren, Germany) verwendet. Die automa-
tische Probenauftragung und Entwicklung der HPTLC-Platten
erfolgte mit dem Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4) und dem
Automated Multiple Development 2 (AMD 2) von CAMAG
(Muttenz, Schweiz). Konkrete HPTLC Einstellungen, der Ent-
wicklungsprozess mit Cyclohexan, Dichlormethan und Aceton
und Angaben zum YMEES Prozess sind bereits in unserer vor-
herigen Studie beschrieben [7]. Der YMESS wurde mit einer
Mischung aus drei transgenen Arxula adeninivorans Hefe-
stammen (new_diagnostics GmbH, Dresden) durchgefiihrt, die
bei der Anwesenheit eines hormonell aktiven Stoffes entweder
das DsRed2 protein (estrogen), green fluorescent protein
(GFP, androgen) oder cyan fluorescent protein (CFP,
gestagen) bilden. Die Hefesuspension wurde mit einer Air-
brushpistole aufgetragen. Die Detektion der Fluoreszenz er-
folgte mit dem TLC Scanner 3 von CAMAG mit folgenden
Wellenlangen/Filtern: 405/K500 nm (CFP), 475/K500 nm
(GFP) und 542/K560 (DSRED2).

GC-MS/MS Estrogene

Zur Bestimmung von Estron (E1), 17a-Estradiol (a-E2), 173-
Estradiol (B-E2), 17a-Ethinylestradiol (EE2) und Estriol (E3)
wurde eine GC-MS/MS Methode verwendet, die es ermdglicht,
die geforderten Nachweisgrenzen der WRRL (0,4 ng/L fur 17f3-
E2 und 0,035 ng/L fur EE2) zu erreichen. Den Proben wurden
1 ng E1-D4, 3-E2-D3 and EE2-D4 als interne Standards zuge-
geben. Danach wurde je 1 Liter Probe auf BAKERBOND
Speeddisk (C18, 50mm, Avantor, Center Valley, USA) SPE-
Kartuschen gegeben, die zuvor mit 10 mL Methanol kondi-
tioniert und mit 10 mL LC-MS Wasser equilibriert wurden. Die
Kartuschen wurden fiir 20 min getrocknet. Zur Elution wurden
die Speeddisk Kartuschen zur weiteren Extraktaufreinigung auf
Silica-Kartuschen (SiOH, Macherey-Nagel GmbH, Diren,
Deutschland) gesteckt, die zuvor im Ofen bei 80°C aktiviert
wurden. Fir die Elution wurden jeweils 25 mL Ethyl-
acetat:Hexan (50:50, v:v) verwendet. Die Extrakte wurden
unter einem leichten Stickstoff-strom bei 60 °C abgedampft und
die Ruckstande mit 50 pL Pyridin und 50 pL BSTFA:TMF (99:1,
v:v) bei 70 °C fur 30 min derivatisiert. Die Kalibration wurde
ebenfalls in Ethylacetat:Hexan (50:50, v:v) angesetzt und in der
gleichen Weise derivatisiert. Die Analytik wurde mit einem
TQ8040 GC-MS/MS System (Shimadzu Deutschland GmbH,
Duisburg) durchgefihrt. Die Injektion von 3 uL erfolgte splitlos
bei 270 °C. Zur Trennung der Analyten wurde eine Zebron ZB-
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5MSi Capillary GC Column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm,
Phenomenex, Torrance, USA) und ein passendes Temperatur-
programm mit einer Maximaltemperatur von 315 °C verwendet.

Ergebnisse und Diskussion

Das im Abfluss des RUB detektierte Muster aus estrogenen,
androgenen und gestagenen Effekten mit Re-Werten zwischen
0,46 und 0,63 lasst sich auch in der Gewésserprobe unterhalb
des RUB in der Anger wiederfinden (Tab. 1). Die Peakflachen
sind dabei in etwa halb so groR wie in der RUB Probe. Dies
lasst sich durch Verdunnungseffekte im Gewasser und dem
hohen Durchfluss bei Regenwetter erklaren. Das sich wieder-
holende Effektmuster verdeutlicht den Einfluss des RUB auf
die hormonelle Belastung der Anger. Eine mégliche Zuordnung
der gemessenen Effekte zu den verwendeten Standards
konnte mit einer maximalen Abweichung der Rr -Werte von
0,05 gezeigt werden. Die Abweichung kann entweder auf un-
bekannte effektverursachende Stoffe oder eine matrixbedingte
Verschiebung hindeuten. In beiden Proben wurden Konzen-
trationen fir a- und B-E2 mit GC-MS/MS ermittelt (Tab. 2).
Aufgrund der hohen Affinitat zum Estrogenrezeptor ist es wahr-
scheinlich, dass auch von E2 verursachte Effekte mit dem
YMEES nachgewiesen und die in beiden Proben gemessenen
estrogenen Effekte (RF: 0,46 und 0,47) von a- oder B-E2
(Rr: 0,42 bzw. 0,44) verursacht wurden.

Zusétzlich wurden in der RUB Probe ein estrogener Effekt (Rr:
0,11) im Bereich von E3 (Rr: 0,13) und ein estrogener Effekt
(RF: 0,66) mit einer langeren Laufstrecke als E1 (Rr: 0,61) ge-
funden. Auch hier kénnte eine matrixbedingte Verschiebung
stattgefunden haben oder es kdnnten, insbesondere im Fall
des zweiten Effekts, unbekannte Substanzen verantwortlich
sein. Mit der GC-MS/MS Analytik wurden E1 und E3 in beiden
Proben identifiziert. Die Konzentrationen waren in der Fluss-
probe um mehr als 75% niedriger als im Ablauf des RUB, was
wie zuvor beschrieben auf Verdinnungseffekte wahrend des
Regenereignisses hindeutet. Aufgrund des im Vergleich zu E2
geringeren Potentials von E1 und E3 an den Estrogenrezeptor
zu binden, konnten in der Flussprobe keine Effekte im Bereich
dieser Hormone mit dem YMEES detektiert werden. EE2
wurde zwar in der RUB Probe mit der instrumentellen Methode
detektiert, es konnte aber kein Effekt abgeleitet werden. Die
detektierten androgenen Effekte in beiden Proben (Rr: 0,53
und 0,52) haben zwar eine identische Laufstrecke wie EE2 (Rr:
0,53), wurden aber aufgrund der unterschiedlichen Detek-
tionswellenlangen mit dem YMEES eindeutig einer andro-
genen Wirkung zugeordnet.
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Tab. 1: Mittels HPTLC-YMEES ermittelte endokrine Effekte im Ablauf eines Regeniiberlaufbeckens (RUB) und in der Anger
unterhalb des RUB. Angegeben ist die jeweilige endokrine Wirkung, der mittlere Retardationsfaktor (Rr) + Standardabweichung
(SA) der entsprechenden Bande auf der DC-Platte, die mittlere Intensitat der Effektpeaks (AU) £ SA (n = 4). Zusatzlich sind die
als Positivkontrolle verwendeten Referenzsubstanzen Estron (E1), 173-Estradiol (3-E2), 17a-Estradiol (a-E2), Dihydrotestosteron
(DHT), 17a-Ethinylestradiol (EE2), Progesteron (P4) und Estriol (E3) angegeben (n = 6; a-E2: n = 2). Das in beiden Proben

vergleichbare Effektmuster ist grau hinterlegt.

Proben Wirkung Re Intensitat (AU)
E3 Estrogen 0,13 £ 0,02 9400 + 1500
B-E2 Estrogen 0,42 £ 0,03 8000 £ 900
a-E2 Estrogen 0,44 + 0,02 1600 + 42
DHT Androgen 0,47 £ 0,03 4100 + 280
EE2 Estrogen 0,53+0,02 6200 £ 1400
P4 Gestagen 0,60 £ 0,02 3300 + 530
E1l Estrogen 0,61 £ 0,02 5100 £ 1200
Estrogen 0,11 £ 0,01 4700 = 480
Estrogen 0,36 £ 0,03 1200 £ 290
. Estrogen 0,46 £ 0,02 9700 + 1200
Ablauf RUB Androgen 0,53 + 0,02 2900 + 730
Gestagen 0,63 £ 0,01 3200 + 270
Estrogen 0,66 + 0,01 1600 + 290
Estrogen 0,47 £ 0,02 5300 + 760
Anger Androgen 0,52 £ 0,02 1300 + 95
Gestagen 0,63 £0,01 1600 £ 500

Tab. 2: Mit GC-MS/MS ermittelte Konzentrationen in ng/L + Vertrauensbereich (P = 95%) von Estron (E1), 17a-Estradiol (17a-
E2), 17B-Estradiol (17B-E2), 17a-Ethinylestradiol (EE2) und Estriol (E3) in der Probe aus dem Ablauf des RUB und unterhalb des
Ablaufs in der Anger. Die Nachweis- (NWG) und Bestimmungsgrenzen (BG) der Methode sind ebenfalls angegeben.

Proben El 17a-E2 178-E2 EE2 E3
RUB 2,0+0,2 0,41 + 0,06 11+0,1 0,56 + 0,24 2,7+0,2
Anger 0,47 £0,17 0,09 + 0,06 0,16 £ 0,07 <0,3* 0,57 +0,15
NWG 0,002 0,003 0,002 0,002 0,001
BG 0,006 0,009 0,005 0,006 0,003

*Probenspezifische NWG (3-faches Rauschen). Aufgrund von Matrixstérungen konnte die NWG der Methode fur EE2 in der
Probe nicht erreicht und keine Konzentrationen ermittelt werden.

Die hormonellen Belastungen aus dem RUB haben ihren
Ursprung wahrscheinlich zu einem Uberwiegenden Teil im
Schmutzwasseranteil des Abwassers. Studien haben gezeigt,
dass die Behandlung in einer Kléranlage, sei es mit oder ohne
erweiterter Behandlungsstufe, eine Reduktion von Hormonen
und hormonellen Aktivitaten zur Folge hat [8-10]. Da es sich im
Mischkanal und letztlich im Ablauf des RUB um rohes unbe-
handeltes Abwasser handelt, sind auch hoéhere Hormon-
konzentrationen und dementsprechend starkere Effekte als im
Ablauf einer Klaranlage zu erwarten. Phillips et al. [11] haben
bereits gezeigt, dass ein RUB einen groRen Anteil an der
Hormonbelastung auch im Vergleich zu einer Klaranlage
haben kann. Die hier gezeigte Kombination von HPTLC-
YMEES mit einer GC-MS/MS Target-Analytik ermdglicht eine
umfassendere Charakterisierung hormoneller Belastungen in
Wasserproben als eine reine Einzelstoff- oder wirkungs-
bezogene Analytik. Die Methoden liefern Daten zu mehreren
Wirkungen und Einzelsubstanzen, wobei eine eindeutigere
Zuordnung detektierter Wirkungen zu bekannten Hormonen
durch die Extraktion aktiver Banden von der HPTLC-Platte und
einer anschlieenden instrumentellen Target-Analytik erreicht
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werden koénnte. Neben einer meist sehr aufwendigen Effekt-
dirigierten Analytik (EDA) mit hochauflésenden Methoden zur
Bestimmung von unbekannten Effektverursachern, kann auch
die Verwendung von WBA in Verbindung mit HPTLC und einer
begleitenden instrumentellen Analytik zur Identifizierung von
Belastungsquellen und dem Monitoring in FlieRgewéssern ein-
gesetzt werden.
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