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Zusammenfassung

Die Erfassung der Schadstoffbelastung von Oberflachenge-
wassern wurden mit standardisierten in-vitro Biotests durch-
gefuhrt. Die Implementierung der in-vitro-Biotests in die
Routine-Gewasseruberwachung wurde gemeinsam mit dem
NLWKN (Betriebsstelle Hannover-Hildesheim) gepruft. Es
wurden an insgesamt 40 Oberflachengewéasser-Messstellen
Wasserproben enthnommen und mit 10 in-vitro Biotests auf eine
Belastung getestet. Einzig die Probenahmestelle Hasselbach
Holzminden war in keinem der angewandten Biotests auffallig,
wahrend 5 Probenahmestellen eine hohe Belastung mit endo-
krin wirksamen Substanzen, 17 Probenahmestellen ein Dioxin-
ahnliches und zwei Probenahmestellen gentoxische Potentiale
zeigten. Es konnte gezeigt werden, das In-vitro-Biotests auf-
grund der summarischen Erfassung der Belastung mit Sub-
stanzen bestimmte Wirkmechanismen eine sinnvolle Ergéan-
zung zur chemischen Analyse darstellen.

Einleitung

Biotests werden schon lange zur Prifung der Schadstoff-
belastung von Oberflachengewédssern und Abwéassern aus
Klaranlagen eingesetzt. Bei den standardisierten Biotests, die
im Labor durchgefiihrt werden, wird zwischen in-vivo und in-
vitro-Biotests unterschieden.

Die vorliegende Studie beschéftigt sich mit der Anwendung von
in-vitro-Biotests fur Oberflachengewasserproben, bei denen
Kulturen von einzelnen, teilweise modifizierten Zellen ein-
gesetzt werden. Mit diesen Tests lassen sich spezielle toxische
Mechanismen bestimmter Substanzklassen auf Zell/Rezeptor-
Ebene nachweisen. Als Beispiel ist hier der Nachweis 6stro-
genaktiver Substanzen mit dem hefezellbasierten Ostrogentest
(Yeast Estrogen Screen, YES) zu nennen.

Die Implementierung von in-vivo und in-vitro-Biotests in der
Gewasserliberwachung, die auch als effektbasierte Methoden
bezeichnet werden, wird u. a. im Rahmen der Novellierung der
Europaischen Wasserrahmenrichtlinie gefordert (Brack et al.,
2019; Water Framework Directive. Report Mandate 2016-
2018). Hintergrund ist unter anderem die Vielzahl umwelt-
relevanter Chemikalien sowie Stoffgemische, die die Wasser-
qualitat potentiell negativ beeinflussen und die durch die bis-
herigen chemischen Analysen nach WRRL in ihrer Komplexitat
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nicht erfasst werden. In-vitro-Biotests kdnnen, aufgrund der
summarischen Erfassung der Belastung von Gewassern mit
Substanzen mit bestimmten Wirkmechanismen, eine sinnvolle
Ergénzung zur chemischen Analyse darstellen.

Die Biotests ermdglichen die Untersuchung und Bewertung
von Stoffgemischen, deren Zusammensetzung unbekannt ist
und erfassen daruber hinaus auch additive, synergistische
oder antagonistische Effekte verschiedener Substanzen in
einer Probe. Weiterhin erfassen in-vitro-Biotests Effekte von
Substanzen, fur welche ein Nachweis durch chemische Ana-
Iytik besonders schwierig ist oder von unbekannten Trans-
formationsprodukten, die innerhalb eines Prozesses ent-
stehen. Ziel dieses Pilotprojektes war die Untersuchung der
Eignung von in-vitro-Biotests fur ein effektbasiertes Monitoring
als Erganzung der regularen Uberwachungsprogramme der
Oberflachengewasser nach WRRL. Die in-vitro-Biotests
wurden parallel zum Routinemonitoringprogramm des Nieder-
séchsischen Landesbetriebes fir Wasserwirtschaft, Kusten-
und Naturschutz (NLWKN) mit Extrakten von Wasserproben,
die aus Oberflachengewassern des Sudens bzw. der Mitte
Niedersachsens (Raum Hannover) stammen, durchgefuhrt.
Aus den Ergebnissen der Untersuchung sollten mdgliche
Belastungen der Oberflachengewasser mit Substanzen, die
eine hormonelle, mutagene oder gentoxische Wirkung haben,
identifiziert werden. Zudem sollte aus den Ergebnissen das
relative Belastungsniveau verglichen und eine Empfehlung von
Messstellen fiir eine weitere fokussierte chemische Analyse
abgeleitet werden.

Probenahme

Die untersuchten Gewasserproben wurden zweimalig an 40
Oberflachengewésser-Messstellen entnommen. Die Probe-
nahmen erfolgten im August 2020 (warme Jahreszeit) sowie im
Marz 2021 (kalte Jahreszeit). Fur die Probenahme wurden
Braunglasflaschen verwendet, die zuvor mehrfach mit tech-
nischem Aceton (analytical grade, > 99,8 %, Carl Roth GmbH)
gespllt und danach getrocknet wurden. Die Schopfproben
wurden von der Probenahme bis zur Weiterverarbeitung bei
max. 7°C in Kiihlboxen transportiert bzw. gelagert.
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Anreicherung der Wasserproben mittels Festphasen-
extraktion

Nach Eingang in das Labor wurden die Proben innerhalb von
24 Stunden weiterverarbeitet. Materialien, die wahrend der
Filtration und Extraktion in direktem Kontakt mit der Probe
standen, bestanden ausschlielRlich aus mit Losemittel und
Reinstwasser gesplltem Teflon™ (PTFE), Glas, Edelstahl
oder Keramik.

Es wurde jeweils 1 L der Probe mittels Vakuumpumpe (Vacuu-
brand GmbH) uber einen Glasfaserfilter (< 0,7 pm; 90 mm
Durchmesser; Sartorius) mit Hilfe einer Witt"schen Unterdruck
Apparatur filtriert. Die filtrierte Probe wurde im Anschluss
mittels Festphasenextraktion (SPE, solid phase extraction)
angereichert. Die SPE-Kartuschen (HLB 200 mg; Waters
Oasis) wurden auf einen Unterdruck-Manifold (Macherey-
Nagel GmbH) fixiert und bei leichtem Unterdruck (max 800
mbar) mit jeweils 5 ml Aceton und Methanol (beide analytical
grade, > 99,8 %, Carl Roth GmbH) sowie Reinstwasser
(ultrapure water, autoklaviert) beschickt und dadurch konditio-
niert. Die SPE-Kartuschen wurden mit der filtrierten Gewésser-
probe aus Flaschen (2 L, Schott AG) mittels eines Verbin-
dungsschlauchs (PTFE, Macherey-Nagel GmbH) beladen (6 —
8 mL/min). Die beladenen Kartuschen wurden anschlieBend im
Luftstrom getrocknet und bei -20 °C gelagert.

Die Elution der SPE-Kartuschen erfolgte mit jeweils 2 ml
Aceton und Methanol in Auffanggefale aus Glas. An-
schlieRend wurden die Eluate im Stickstoffstrom (Reinheit 5.0)
auf 300 ul eingeengt, zur vollstdndigen Trocknung im Stick-
stoffstrom in Glasvials (1,5 mL, VWR) uberfiihrt und an-
schlieBend in 100 pl DMSO (analytical grade, > 99,8 %, Carl
Roth GmbH) wieder aufgenommen. Somit erfolgte eine
Anreicherung der Gewasserproben mit einem Faktor von
10.000. Die gewonnenen Extrakte wurden bei -20 °C in
Glasvials (1,5 mL, VWR) gelagert.

Angewendete in-vitro Biotests

In Tabelle 1 sind die in-vitro Biotests aufgelistet, die fur die
Analyse der Gewasserproben eingesetzt wurden, sowie die
jeweiligen Wirkpotentiale, die mit ihnen erfasst werden und
Beispiele fur Substanzen, welche diese Potentiale auslosen.
Die eingesetzten Hefereportergen-Tests wurden in Anlehnung
an die 1SO 19040-1 durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass
wéahrend der Exposition die Kulturen geschittelt wurden
(Heidolph Inkubator 1000, Schwabach, Deutschland). Sie
erfassen strogenes (YES, Yeast Estrogen Screen), anti-dstro-
genes (YAES, Yeast Anti Estrogen Screen), androgenes (YAS,
Yeast Androgen Screen), anti-androgenes (YAAS, Yeast Anti-
Androgen Screen) und dioxinahnliches (YDS, Yeast Dioxin-like
Screen) Potential. Weiterhin wurde der Ames-Test (Bacterial
Reverse Mutation Test; OECD 471, ISO/CD 11350:2012) zur
Erfassung von mutagenem Potential eingesetzt. Alle Zelllinien
wurden urspriinglich von der Goethe-Universitat Frankfurt,
Abteilung Aquatische Okotoxikologie, zur Verfiigung gestellt.
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Zur Erfassung mutagener Substanzen werden die in der Fest-
phasenextraktion aufgereinigten Extrakte der Oberflachen-
gewasserproben in den Ames-Tests eingesetzt. In diesem in
vitro-Biotest werden sogenannte Histidin-Mangelmutanten des
gentechnisch veranderten Bakteriums Salmonella typhimurium
verwendet. Zur Beurteilung der Mutagenitat wurde der Stamm
TA98 verwendet, welcher eine Rasterschubmutation nach-
weist, sowie der Stamm TA100, welcher eine Basenpaarsub-
stitution nachweist. Diese Mangelmutanten zeigen in An-
wesenheit mutagen wirkender Substanzen gehduft Rick-
mutationen, welche Uber einen Farbumschlag von lila zu gelb
und die Messung der optischen Dichte bei 420 nm nach 48
Stunden Inkubation angezeigt werden.

Im Mikrokern-Test (in-vitro Mammalian Cell Micronucleus Test;
OECD 487, ISO 21427-2:2006) wurden humane Leberkarzi-
nomzellen (HepG2 von der DSMZ-German Collection of Micro-
organisms and Cell Tissues; hier wird auch die Kultivierung
beschrieben) zur Erfassung von gentoxischem Potential ge-
nutzt, welches anhand einer Schadigung von Chromosomen
oder des Spindelapparates nachgewiesen wird. Der Mitose-
index bzw. die Zellteilung kann als Qualitatsparameter fur die
Durchfiihrung des Tests herangezogen werden. Wenn die
Ergebnisse des Tests nicht auswertbar waren (zu wenig zahl-
bare Zellen) oder die Validitatskriterien bei positiven Befunden
nicht erflllt wurden, wurde dies entsprechend kenntlich
gemacht.

Die Untersuchungen auf gentoxisches Potential mit dem Umu-
Test erfolgten nach DIN 38415-3:1996. Eingesetzt wurde der
Stamm TA 1535/pSK 1002 des Bakteriums Salmonella
typhimurium (DSMZ).

Validitatskriterien

Wichtiges Validitatskriterium fur alle in Tabelle 1 gelisteten Bio-
tests ist ein optimales Wachstum der Zellen im Test. Wird
dieses nicht erreicht, gilt die Probe als zytotoxisch bzw. wachs-
tumshemmend. Als zytotoxisch wurden Proben eingestuft,
wenn das Zellwachstum im Mittel deutlich unter 80% des Zell-
wachstums der Negativkontrolle lag. In solchen Féllen kann die
Probe nach Verdinnung erneut getestet werden. Dies flhrt
jedoch dazu, dass die in der Probe enthaltenen endokrin wirk-
samen, mutagenen oder gentoxischen Substanzen verdinnt
werden und damit mdglicherweise die Wirkschwelle des Tests
nicht mehr erreicht wird. Eine Vergleichbarkeit ist grundsétzlich
nur zwischen Proben der gleichen Verdiinnungsstufe moglich.
Die im Test erreichten finalen Verdinnungsstufen und Anrei-
cherungsfaktoren sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der fiir die Messkampagne angewendeten in vitro Biotests mit jeweiligem summarischen Wirkpotential zum
Nachweis von endokrinem, mutagenem und gentoxischem Potential sowie Beispiele flir Substanzen, deren Effekte mit den Tests

erfasst werden kdnnen

Summarisches

Biotest Wirkpotential

Organismus

Substanzbeispiele

Ostrogenes Potential (YES)

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

Hefereportergen-Test
ISO 19040-1 (YES)

Saccharomyces

on (YAES)
cerevisiae

Anti-strogenes Potential

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

Androgenes Potential (YAS)

Testosteron, Trenbolon,
Hexachlorbenzol, TBT

Anti-androgenes Potential

(YAAS)

Flutamid, HCB, p,p’-DDE,
DDT, DEHP

Dioxinahnliches Potential

(YDS)

3-Naphthoflavon, B(a)P,
Hexachlorbenzol

PAKs wie 2-Nitrofluoren,

Rasterschubmutation (TA98) Phenole, Schwermetalle,

Ames-Test Salmonella enterica 2-Aminoanthracen
OECD 471, serovar PAKs, Phenole,
ISO/CD 11350:2012 Typhimurium Basenpaarsubstitution Schwermetalle,
(TA100) Natriumazid,
2-Aminoanthracen
Benzo(a)pyren, andere
Mikrokern-Test HepG2 (humane Gentoxiziat PAKs, Mitomycin C
OECD 487, Leberkarzinom- (Chromosomenschéaden, (Antibiotikum,
ISO 21427-2:2006 zellen) Schéaden am Spindelapparat)  Zytostatikum), andere
Zytostatika

Salmonella enterica Gentoxizitat (u.a.

Imu-Test serovar Punktmutation,
IIN 38415-3:1996 Typhimurium Rasterschubmutation,
Strangbruch)

2-Aminoanthracen,
Nitrochinolin-1-oxid,
Benzo(a)pyren, andere
PAKs

Die Ergebnisse der Biotests beziehen sich immer auf eine
Positiv- und Negativkontrolle. Die Ableitung der Aquivalent-
konzentrationen erfolgte durch die Verrechnung der in Tabelle
2 erwahnten Anreicherungsfaktoren mit den Werten aus den
sigmoidalen Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen, die mit
den jeweiligen Referenzsubstanzen der Positivkontrolle erstellt
wurden. Aus der Negativkontrolle (NK) wird das Limit of Quanti-
fication (LOQ) berechnet. Daflir wird in jedem Testansatz
testspezifisch die dreifache Standardabweichung ermittelt und
zum Mittelwert der Fluoreszenz der Negativkontrolle addiert
[LOQ = Mittelwert Fluoreszenz NK + (3 x Standardabweichung
der Fluoreszenz der NK)].

Tabelle 2: Berechnung des finalen Anreicherungsfaktors der
Proben in den Biotests unter Verrechnung der Anreicherung
mittels Festphasenextraktion mit der spezifischen test-
bedingten Verdiinnung der Extrakte. (V1 — V3: Verdlnnungs-
stufen)

Finale

Matrix Anreicherung SPE Biotest Verdiinnung im Test Al
nreicherung
Hefereportergen-Test 1:480 20,8-fach
Ames-Test 1:250 40,0-fach

Gewasser 10.000 1:1.000 (V1)
1:2.000 (V2) 5,0-fach
1:4.000 (V3) 2,5-fach

1:500 20,0-fach

1:1.000 10,0-fach

10,0-fach
Mikrokemn-Test

Umu-Test

Als Positivkontrolle fur diesen Hefereportergen-Test wurde die
Substanz 17B-Ostradiol (E2; CAS: 50-28-2; > 99% Reinheit;
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Sigma-Aldrich, Deutschland) verwendet. Im Ames-Test mit
dem Stamm TA100 wurde die Positivkontrolle Nitrofurantoin
(NF; Antibiotikum; CAS 67-20-9; Sigma Aldrich PHR1191)
verwendet. Fir den Stamm TA98 wurde als Positivkontrolle 4-
Nitro-Phenylendiamin (4-NOPD, CAS 99-56-9, Reinheit 98%,
Sigma Aldrich) verwendet. Als Positivkontrolle wurde Ethyl-
methansulfonat (EMS, CAS 62-50-0 Merck) verwendet.

Ergebnisse

Bestimmung der Aquivalentkonzentration in den Hefe-
Tests

Zur Erfassung endokrin wirksamer Substanzen werden die in
der Festphasenextraktion aufgereinigten Extrakte der Gewas-
serproben in die Hefereportergen-Tests eingesetzt.

Die Bestimmung der Aquivalentkonzentration wurde in jedem
Hefe-Test mit der jeweiligen Referenzsubstanz fur die Positiv-
kontrolle aus der Konzentrations-Wirkungs-Aktivitat erfasst. In
Abbildung 1 ist das Ergebnis fiir den YES-Test dargestellt. Mit
17B-Ostradiol (E2) als Positivkontrolle im YES-Test zeigt sich
ein sigmoidaler Kurvenverlauf, an den eine nicht-lineare
Regression (4-Parameter Hill Funktion) angepasst wurde. Mit
Hilfe dieser Funktion kann aus der Starke des Fluoreszenz-
signals einer Probe eine 17B-Ostradiol-aquivalente Konzen-
tration berechnet werden. Diese muss mit den in Tabelle 2 dar-
gestellten Verdiinnungsfaktoren dem Volumen der Original-
probe angepasst werden. Die Berechnung der Standardkurven
der Referenzsubstanzen erfolgte mittels nicht-linearer Regres-
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sion (4-Parameter Hill Funktion). Aus diesen Kurven wurden
anschlieRend die Aquivalentkonzentrationen abgeleitet.

Konzentrations-Wirkungs-Kurven E2
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Abb. 1: Sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Posi-
tivkontrolle 17B-Ostradiol (E2) zum Nachweis von éstrogenem
Potential im YES-Test; Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(SD).

Die Ableitung der Aquivalentkonzentrationen sowie die Ver-
rechnung des Anreicherungsfaktors der extrahierten Proben
wird auf internationaler Ebene kritisch diskutiert (Kbnemann et
al. 2018, Kunz et al. 2017, Volker et al. 2016). Ein entsprechen-
der ISO-Standard ist derzeit in Vorbereitung zur Veroffent-
lichung. Die Verrechnung der abgeleiteten Aquivalentkonzen-
trationen erfolgte fir die vorliegende Studie mittels Division
durch den finalen Anreicherungsfaktor von 20,8 (Tabelle 2).
Die ermittelten Aquivalentkonzentrationen wurden im vorlie-
genden Bericht als erhoht eingestuft, wenn die mittlere
Aquivalentkonzentration gréRer als das 3-fache des jeweiligen
LOQ-Wertes war.

Ergebnisse aus den Hefe-Reporter-Assays

Ostrogene Wirkpotentiale (YES-Test)

Die Ergebnisse fur das 6strogene Potential in den Extrakten
der Gewasserproben sind in Abbildung 2 und Abbildung 3
detailliert dargestellt. In 9 der Gewasserproben der Probe-
nahme im Sommer 2020 (Abbildung 3) war das 6strogene
Potential unterhalb der LOQ. Fur 30 Gewdasserproben wurde
ein moderates Ostrogenes Potential von 0,07 bis 0,2 ng E-EQ/L
festgestellt. Ein erhthtes 6strogenes Potential von > 0,2 ng
E-EQ/L wurde in einer Gewasserprobe nachgewiesen.

Fir die Gewasserproben der Probenahme im Frihjahr 2021
(Abbildung 4) wurden im Vergleich zu den Gewé&sserproben
aus dem Sommer 2020 insgesamt jeweils ein héheres 6stro-
genes Potential nachgewiesen. Unterhalb des LOQ waren 8
Gewasserproben. Ein erhohtes dstrogenes Potential >0.8 ng
E-EQ/L wurde fir die 3 Gewasserproben nachgewiesen. Fur
die weiteren 29 Gewasserproben wurde ein moderates 6stro-
genes Potential festgestellt.
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Ostragenes Potential
Gewdsserproben Sommer 2020 (verrechnet)

- - LOQ-Linie Laborinternes LOQ mit testspezifischem Sicherheitsfaktor < NK E-EQ der Probe unterhalb der Negativkontrolle des Biotests

Abb. 2: Ostrogenes Potential der untersuchten Gewasser-
proben der Probenahmekampagne Sommer 2020 im YES-
Test, dargestellt als MW+SD der 17B-Ostradiol Aquivalente (E-
EQ) unter Verrechnung des Anreicherungsfaktors (20,8-fache
Anreicherung), n= 8. Ein roter Rahmen entspricht einer Probe
mit erhohter (> 3*LOQ) Aquivalentkonzentration

Ostrogenes Potential
Gewasserproben Frithjahr 2021 {verrechnet)

--LOQ:Linie L LOQ mit

< NK E-£Q der Probe unterhalb der Negativkontrolle des Biotests

Abb. 3: Ostrogenes Potential der untersuchten Gewasser-
proben der Probenahmekampagne Frihjahr 2021 im YES-
Test, dargestellt als MWSD der 17B-Ostradiol Aquivalente (E-
EQ) unter Verrechnung des Anreicherungsfaktors (20,8-fache
Anreicherung), n= 8. Ein roter Rahmen entspricht einer Probe
mit erhohter (> 3*LOQ) Aquivalentkonzentration

Weitere Hefereporte-Assays

Alle weitere Hefereporter-Assay — fur Anti-6strogene Wirk-
potentiale (YAES-Test), Androgene Wirkpotentiale (YAS-Test),
sowie Anti-androgene Wirkpotentiale (YAAS), wurden nach
dem gleichen Schema ausgewertet und sind in der zusammen-
fassenden Auswertung in Tabelle 5 zusammengefasst.

Dioxinahnliche Wirkpotentiale (YDS-Test)

Die Bestimmung des dioxindhnlichen Potentials (YDS — Yeast
Dioxin-like Screen) der angereicherten Gewasserproben ist in
Abbildung 4 und Abbildung 5 dargestellt. Die Analyse der
Gewasserproben der Probenahmekampagne im Sommer
2020 (Abbildung 4) ergab, dass das dioxinghnliche Potential
unterhalb des LOQ an den 5 Messstellen waren. In 20 der
untersuchten Gewdasserproben wurde ein moderates dioxin-
ahnliches Potential von 0,15 bis 0,44 ug 3-Naphthoflavon-EQ/L
nachgewiesen. In 15 der untersuchten Gewasserproben wurde
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ein erhohtes dioxinahnliches Potential von >0,44 ug 3-NF-EQ/L
festgestellt. Das hochste nachgewiesene dioxinahnliche
Potential in diesem Monitoring zeigte dabei die Gewéasserprobe
Bruchgraben (Borsumer PalR) mit 1,19 £+ 0,18 ug B-NF-EQ/L.

Diaxin-ghnliches Potential
Gewiisserproben Sommer 2020 {verrechnet)

- - LOQ:Linie L: Loq mit

< NK B-NF-EQ; der Probe unterhalb der Negativkontrolle des Biotests

Abb 4: Dioxindhnliches Potential der untersuchten Gewéasser-
proben der Probenahmekampagne Sommer 2020 im YDS-
Test, dargestellt als MWxSD der 3-Naphthoflavon-Aquivalente
(B-NF-EQ) unter Verrechnung des Anreicherungsfaktors (20,8-
fache Anreicherung), n= 8. Ein roter Rahmen entspricht einer
Probe mit erhohter (>3*LOQ) Aquivalentkonzentration

Dioxin-dhnliches Potential
Gewiisserproben Friihjahr 2021 (verrechnet)

LOQ-Linie Laborinternes LOQ mil Lestspezifi

Abb. 5: Dioxinéhnliches Potential der untersuchten Gewéasser-
proben der Probenahmekampagne Fruhjahr 2021 in YDS-Test
dargestellt als MW+SD der B-Naphthoflavon Aquivalente (B-
NF-EQ) unter Verrechnung des Anreicherungsfaktors (20,8-
fache Anreicherung), n= 8. Ein roter Rahmen entspricht einer
Probe mit erhohter (>3*LOQ) Aquivalentkonzentration

& Probe als zylotoxisch eingestult

Die Analyse der Gewasserproben der Probenahmekampagne
Fruhjahr 2021 (Abbildung 5) zeigten nur fiir zwei Messstellen
ein dioxinahnliches Potential unterhalb des LOQ. Fiir 28 Mess-
stellen konnte in den Gewaésserproben ein moderates dioxin-
ahnliches Potential zwischen 0,13 und 0,4 pg B-NF-EQ/L nach-
gewiesen werden. Ein erhohtes dioxinahnliches Potential von
>0,4 ug B-NF-EQ/L wurde in 8 Gewasserproben nach-
gewiesen. Zwei Gewdasserproben waren nach dem oben be-
schriebenen Kriterium im Test zytotoxisch. Das heil3t, das
optimale Wachstum der im Test verwendeten Hefezellen
wurde durch toxische Substanzen in den Proben gestért. Da
die Proben trotz verringertem Zellwachstum ein dioxindhn-
liches Potential von 0,40 bzw. 0,32 ug B-NF-EQ/L aufwiesen
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und in den Ubrigen Hefetests hinsichtlich der Zytotoxizitat nicht
auffallig waren, ist ein chemisches Monitoring hinsichtlich
Substanzen, die eine dioxindhnliche Wirkung haben, hier
empfehlenswert.

Ames-Tests zur Erfassung mutagener Substanzen

Mutagenitat durch Rasterschubmutationen (Ames TA98)
Die Extrakte wurden generell bei 40-facher Anreicherung ge-
testet und auf Mutagenitét gepriift. Sowohl fir die Probenahme
im Sommer 2020 als auch fir die Probenahme im Frihjahr
2021 konnte im Ames-Test mit dem Stamm TA98 keine Muta-
genitat in den untersuchten Gewasserproben der verschie-
denen Standorte festgestellt werden (Ergebnisse nicht darge-
stellt, zusammengefasst in Tabelle 5).

Dabei ist anzumerken, dass fiir einzelne Proben das Validitats-
kriterium von mindestens 25 von 48 Wells mit Revertanten-
wachstum bei der Positivkontrolle auch bei wiederholter Test-
durchfiihrung nicht eingehalten wurde. Aus Erfahrungswerten
deuten die Ergebnisse dieser Gewasserproben aber ebenfalls
nicht auf Mutagenitat hin.

Mutagenitat durch
TA100)

Die Extrakte fir den Ames-Test mit dem Stamm TA100 wurden
ebenfalls generell bei 40-facher Anreicherung getestet und auf
Mutagenitat geprift. Die untersuchten Gewasserproben der
Probenahme Sommer 2020 der verschiedenen Standorte
zeigten in den hdchsten Anreicherungsstufen keine Muta-
genitat. Drei Gewasserproben zeigten eine erhéhte Anzahl an
Revertanten und wurden deshalb nochmals in 10-facher und 5-
facher Verdunnungsstufe wiederholt gemessen. Hier zeigte
sich wiederum eine erhdhte Anzahl an Revertanten fir die
Gewasserproben Exter (Rinteln) und Leine (Poppenburg),
welche laut der OECD 471 jedoch noch nicht als mutagen
eingestuft wird (Tabelle 3). Beide Proben wurden im Ames
TA100 als kritisch eingeschéatzt. (Ergebnisse nicht dargestellt,
zusammengefasst in Tabelle 5).

Basenpaarsubstitutionen (Ames

Auch fur die Gewasserproben der Probenahme Frihjahr 2021
zeigen die Ergebnisse des Ames TA100 keine Mutagenitét an.
Aber auch fur diese Probenahmekampagne wurden Gewas-
serproben, aufgrund ihrer erhéhten Anzahl an Revertanten im
Vergleich zur Negativkontrolle und den Ubrigen Gewas-
serproben, als kritisch eingestuft. Dabei handelt es sich um die
Gewasserproben der Messstellen Ihme (Oberricklingen), Leine
(Herrenhausen), Leine (Poppenburg) und Neue Aue
(Ehlershausen). Die Messstelle Leine (Poppenburg) wurde
bereits fur die Probenahme Sommer 2020 als kritisch
eingestuft, die Ubrigen Messstellen waren 2020 hingegen nicht
auffallig. (Ergebnisse nicht dargestellt, zusammengefasst in
Tabelle 5).
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Tabelle 3: Mutagenitdt entsprechend den Resultaten der
Ames-Tests mit den Salmonella-Stammen TA98 und TA100 fur
die je 40 Gewasserproben der Probenahmen Sommer 2020
und Friihjahr 2021 bei 40-facher Anreicherung.

Mutagenitit [Ames)
Sommer 2020 Frihjahr 2021
TASE TAIDD mutagen TASE TALDD mutagen

Gewdsser, Messstelle

Auter, Basse - - .. .
Brevorder Bach, unterhalb Glesse - . - -
Bruchgraben, Barsumer Pall - . - -
Bickeburger Aue, Eveien = - - =
Burgdorfer Aue, Burgdorf - . . ;
Emmer, Emmern - . - -
Exter, Rinteln - kritisch ? o -
Fluthamel, Afferde Il - . . .
Forstbach, Forst . - - .
Fuhse, Wathlingen . . a B
Haller, Hallerburg - . o -
Hasselbach, Holzminden = . - -
Hollenbach, unterhalb Zerse - . .- .
Hiilse, Lauenhagen - R . N

. . . ?

= R - 2

-
?

Thmie, Oberricklingen

Innerite, Heinde * . -
Innerste, Sarstedt

Kalte Beuster, Hammersteins Hitt
Lamme, Wesseln

Leine, Alfeld

Leine, Herrenhausen

Leine, Neustadt

Leine, Poppenburg

Leine, Schloss Ricklingen

Lenne, Bodenwerder
Mittellandkanal, Lehnde

Mette, Derneburg - . -* -
Heue Aue, Ehlershauien kritisch
Rodenberger Aue, Rehren - . - .
Saale, Elze

Steinhuder Meer, Seemitte

Shdave, Diendorf

Waltershagener Bach, Klein Ameril -
Weser, Boffzen

Weser, Hajen

Weser, Hessisch Oldendorf

‘Westaue, Liethe

Westaue, Wunstorf

Wietze, Meitze/Mohmdhle

Wispe, Wispenitein

* Validitatskriterium der Positivkontrolle mit mind. 25 von 48
wells mit Revertantenwachstum nicht erfullt.

Mikrokern-Test zur Erfassung gentoxischer Substanzen
Zur Erfassung gentoxischer Substanzen werden die in der
Festphasenextraktion aufgereinigten  Extrakte der Ober-
flachengewasserproben in den Mikrokern-Test eingesetzt. Der
Mikrokern-Test erfasst Chromosomenschaden und andere
Stdrungen wahrend der Mitose, die durch Substanzen wie bei-
spielsweise Benzo(a)pyren ausgeldst werden.

Entsprechend der Anreicherungsfaktoren in Tabelle 2 wurden
die Gewasserproben 10-fach, 5-fach und 2,5-fach angereichert
analysiert und bewertet. Die Anzahl an Mikrokernen/1000
Zellen wurde als erhdht eingestuft, wenn der Mittelwert pro
Verdinnungsstufe signifikant héher im Vergleich zur
Negativkontrolle (Fisher-Test, p<0,05) war und der Mittelwert
grolRer als die Spannbreite der institutsinternen historischen
Negativkontrollen war. Proben wurden als gentoxisch einge-
stuft, wenn sich auch in der héchsten Verdiinnungsstufe noch
eine signifikante Erhéhung der Anzahl an Mikrokernen fest-
stellen liel3. Proben wurden als kritisch eingestuft, wenn in den
Verdinnungsstufen VS1 und VS2 eine erhdhte Anzahl an
Mikrokernen festzustellen war, nicht aber in der héchsten Ver-
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dinnungsstufe VS3 oder eine erhdhte Anzahl an Mikrokernen
festgestellt wurde, die Bewertung aber schwierig war (z.B.
aufgrund eines zu niedrigen Mitoseindex).

Die Ergebnisse des Mikrokern-Tests fir die untersuchten
Proben aus den Probenahmekampagnen Sommer 2020 und
Fruhjahr 2021 sind in Tabelle 4 dargestellt. Fur die Proben vom
Sommer 2020, konnte, abgesehen von der Probe der Mess-
stelle Leine (Poppenburg), keine signifikante Erhéhung mikro-
kernhaltiger Zellen festgestellt werden. Bei den Proben der
Probenahme 2021 zeigte sich bei 10 von 40 Proben eine Erho6-
hung der Anzahl von Mikrokernen im Vergleich zur Negativ-
kontrolle. Zwei dieser 10 Proben wurden als gentoxisch einge-
stuft: Burgdorfer Aue (Burgdorf) und Leine (Poppenburg).
Auffallig ist die Messstelle Leine (Poppenburg) zudem, da hier
sowohl fiir die Probe vom Sommer 2020 als auch fur die Probe
vom Frihjahr 2021 eine Erhéhung des Anteils mikrokern-
haltiger Zellen festgestellt wurde.

Tabelle 4: Mikrokernrate und Bewertung der Gentoxizitat (GT)
mittels Mikrokern-Test in 3 Verdiinnungsstufen (VS1-3) fir die
Gewasserproben (1-40); Anreicherungsstufe: 10-fach (VS1), 5-
fach (VS2) und 2,5-fach (VS3). n.a.=Proben nicht auswertbar,
*Proben mit erhéhter Anzahl von Mikrokernen, aber geringem
Mitoseindex im Testansatz

Sommer 2020 Frithjahr 2021

Gewadsser, . _
Messstelle Mikrokeme / 1.000 Zelien 6T Mikrokeme / 1.000 Zellen oT

Vs1 vs2 VS3 Vs1 Vs2 VSs3
Auter, Basse - - - - na -
Brevorder Bach, u. Glesse - - - - -
Bruchgraben, Borsumer Palk - - - - - -
Biickeburger Aue, Evesen - - - n.a. n.a. n.a.
Burgdorfer Aue, Burgdorf - - - n.a. erhoht erhoht -
Emmer, Emmem - - - - - -
Exer, Rinteln - - - - - -
Fluthamel, Afierde 11 - - - na na na
Forstbach, Forst - - - - erhaht*
Fuhse, Wathlingen - - - - -
Haller, Hallerburg - - - - -
Hasselbach, Holzminden - - - - - -
Hollenbach, unterhalb Zerse - - - na na na
Hiilse, Lauenhagen - - - n.a. n.a. n.a.
Ihme, O bemicklingen - - - erhoht™ - " erhoht*
Innerste, Heinde - - - ototoxisch oytotoxisch  cytotoxisch
Innerste, Sarstedt - - - erhaht ermoht -
Kalte Beuster, Hamm. H Gtte - - - erhdht - erhoht
Lamme, Wesseln - - - - -
Leine, Alfeld - - - na - na
Leine, Herrenhausen - - - erhoht* erhoht* erhaht*
Leine, Neustadt - - - - - -
Leine, Poppenburg embht erhiht erhiht -+ eméht emont [
Leine, Schloss Ricklingen - - - erhoht* — _ e
Lenne, Bodenwerder - - - - - -
Mittellandkanal, Lohnde - - - erhoht* erhoht* erhaht*
Nette, Demeburg - - - - - -
Weue Aug, Ehlershausen - - - - -
Rodenberger Aue, Rehren - - - n.a. n.a. n.a.
Saale, Elze - - - - -
Steinhuder Meer, Seemitte - - - - -
Sudaue, Duendorf - - - - -
‘Waltershagener Bach, KL.Am - - - - - -
Weser, Bofizen - - - erhaht - -
Weser, Hajen - - - emht* emdht* emdht*
Weser, Hessisch Oldendorf - - - - - -
Westaue, Liethe - - - - -
‘Westaue, Wunstorf - - - - - -
Wietze, Meitze/Mohmuhle - - - erhoht™ erhoht -
‘Wispe, Wispenstein - - - n.a. n.a. n.a.

Gentoxizitat im Umu-Test

Die Extrakte wurden in den Umu-Tests bei 20-facher und 10-
facher Anreicherung getestet und auf erbgutverédnderndes
Potential geprift. Die Tests wurden sowohl unter Zugabe einer
S9-Fraktion zur metabolischen Aktivierung von Gentoxinen als
auch ohne durchgefuhrt. Als Positivkontrollen kamen
Aminoanthracen (CAS: 613-13-8) und 4-Nitrochinolin-1-oxid
(CAS: 56-57-5) zum Einsatz.
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Es wurden ausschlief3lich die angereicherten Gewéasserproben
der Probenahme Sommer 2020 untersucht. Keine der unter-
suchten Proben erwies sich in der hochsten getesteten
Anreicherungsstufe als potenziell erbgutverédndernd.

Tabelle 5: Ubersicht der Ergebnisse des effektbasierten
Monitorings fiir 2020 und 2021 fur endokrines Potential (YES,
YAES, YAS, YAAS, YDS; 20,8-fache Anreicherung), Muta-
genitat (TA98, TA100; 40-fache Anreicherung) und Gentoxi-
zitét (MN-Test; 10-fache, 5-fache und 2,5-fache Anreicherung);
n.a. nicht auswertbar

Hefereportergen-Tests | Ames-Tests MK-Tes|
YES YAES YAS YAAS YDS | TA98 TA100
20 21 20 21 20 21 20 21 20 21|20 21 20 21|20 21

Gewasser, Messstelle

Auter, Basse

Brevorder Bach, unterhalb Glesse
Bruchgraben, Borsumer Pal
Buckeburger Aue, Evesen
Burgdorfer Aue, Burgdorf
Emmer, Emmern

Exter, Rinteln

Fluthamel, Afferde 11
Forstbach, Forst

Fuhse, Wathlingen

Haller, Hallerburg
Hasselbach, Holzminden
Hollenbach, unterhalb Zerse
Hulse, Lauenhagen

lhme, Oberricklingen
Innerste, Heinde

Innerste, Sarstedt

Kalte Beuster, Hammersteins Hitte
Lamme, Wesseln

Leine, Alfeld

Leine, Herrenhausen

Leine, Neustadt

Leine, Poppenburg

Leine, Schloss Ricklingen
Lenne, Bodenwerder
Mittellandkanal, Lohnde
Nette, Derneburg

Neue Aue, Ehlershausen
Rodenberger Aue, Rehren
Saale, Elze

Steinhuder Meer, Seemitte
Sidaue, Duendorf
Waltershagener Bach, Klein Amerik:
Weser, Boffzen

Weser, Hajen

Weser, Hessisch Oldendorf
Westaue, Liethe

Westaue, Wunstorf

Wietze, Meitze/Mohmihle
Wispe, Wispenstein

Zusammenfassung und Diskussion

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der untersuchten Ge-
wasserproben der 40 Messstellen der Probenahmen Sommer
2020 und Frihjahr 2021 ist in Tabelle 5 dargestellt und kann
als Unterstltzung fiir ein weiteres fokussiertes (chemisches)
Monitoring dienen. Die Untersuchungen verfolgten zwei Uber-
geordnete Ziele. Zum einen sollten fur die Ergebnisse aus den
in-vitro-Tests Bewertungsmal3stabe angewandt werden, die
einen qualitativen Vergleich der Probenahmestellen sowie
verschiedener Probenahmekampagnen ermdglichen. Darliber
hinaus sollte die in vorangegangenen Monitoringkampagnen
des NLWKN gesammelten Erfahrungen genutzt werden, um
die erhaltenen Ergebnisse umfassender interpretieren zu
kénnen. Zunéchst handelt es sich bei den Ergebnissen um
effectbasierte Nachweise, das heift beispielsweise, dass
dstrogene Substanzen in den Proben mit dem humanen Ostro-
genrezeptor in einem genetisch modifizierten Organismus
interagieren und eine nachgeschaltete Reaktionskaskade
auslésen. Die dadurch erhaltene Menge an Reaktionsprodukt,
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in diesem Fall ein Farbstoff, ist direkt proportional zur Intensitat
der Rezeptoraktivitdt (Routledge und Sumpter, 1996). Es ist
eine summarische Reaktion, ausgeldst durch alle in der Probe
vorhandenen 0&strogen wirksamen Substanzen. Mit der
Berechnung der Bio-Aquivalent-Konzentration (BEQ) ist ein
Vergleich unterschiedlicher Wasserproben moglich. Dies ist
detailliert im internationalen Standardverfahren 1SO 23196
(2022) dargestellt.

Das effektbasierte Monitoring mit in-vitro-Test kann die
Belastung von Probenahmestellen integral und semi-quan-
titativ erfassen und Substanzklassen eingrenzen. Es erlaubt
jedoch keine Ruckschlusse auf die verursachenden Einzel-
substanzen. Dies muss durch ein chemisches Monitoring er-
folgen. Der Vorteil des chemischen Monitorings ist die qualita-
tive und quantitative Auswertung der Probe; ein Nachteil, dass
man i. d. R. nur findet, was im Rahmen der analytischen Metho-
de erfasst wird. Ein Effektmonitoring erfasst hingegen alle in
einer Probe vorhandenen Schadstoffe mit Hilfe ihrer korres-
pondierenden Wirkung. Somit ist es generell sinnvoll, beide
Methoden zu kombinieren und Hinweise aus dem Effekt-
monitoring in die Auswahl der zu untersuchenden Substanzen
eines chemischen Monitorings zu integrieren.

Des Weiteren muss beriicksichtigt werden, dass der Vergleich
der Ergebnisse der Hefezell-basierten Tests in dieser Arbeit
nur mit Auswertungen gleicher Verdunnungsstufe erfolgte. Die
Berechnung des Limit of Quantification (LOQ) erfolgte aus der
Negativkontrolle (NK) tber die 3 -fache Standardabweichung,
wie es in vielen Analyseverfahren etabliert ist. Das LOQ wird
fur jeden Testansatz neu berechnet; es gilt also nicht fur die
Methode allgemein, sondern fiir alle innerhalb einer Probe-
nahmekampagne durchgefihrten Analysen. Wie bereits bei
den Angaben zu den Validitatskriterien erwahnt, wird die drei-
fache Standardabweichung ermittelt und zum Mittelwert der
Fluoreszenz der Negativkontrolle addiert.

Mit diesen etablierten Werkzeugen zur Analyse der Ergebnisse
ist ein wichtiger Schritt fur die Vergleichbarkeit verschiedener
Probenahmestellen und verschiedener Probenahmekampag-
nen gegeben. Damit kann nachfolgend diskutiert werden, wie
die Belastungssituation der unterschiedlichen Probenahme-
stellen ist und welche Handlungsanweisungen daraus abge-
leitet werden konnen. Die Durchfiihrung der Probenahme-
kampagne an 40 Gewassern und die anschlielende Extraktion
sowie Durchfiihrung der Biotests mit den Gewasserproben war
erfolgreich. Die Proben konnten im Hinblick auf endokrine,
mutagene und grof3tenteils auch gentoxische Potentiale unter-
sucht und eingeschétzt werden.

Einzig die Probenahmestelle Hasselbach Holzminden war in
keinem der angewandten Biotests aufféllig. Somit kann diese
Probenahmestelle als unbelastet eingestuft werden. Dies ist
auch plausibel, da das Bacheinzugsgebiet sich komplett im
Naturpark Solling-Vogler (Weserbergland) befindet und fast
ausschlieBlich (nhachhaltig) forstlich genutzt wird. Dieser
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Befund entspricht somit den Erwartungen (keine bekannten
Abwassereintrdge an dieser Probenahmestelle) und der bis-
herigen Befundlage aus anderen Monitoringprojekten. An allen
anderen Probenahmestellen gab es bei mindestens einem Bio-
test einen Nachweis einer entsprechenden Aktivitat. Die Aus-
wertung der Analyseergebnisse ergab, dass an insgesamt 5
Probenahmestellen eine hohe Belastung mit endokrin wirk-
samen Substanzen gefunden werden konnte. An 17 Probe-
nahmestellen war ein Dioxin-&hnliches und an 2 Probenahme-
stellen waren gentoxische Potentiale nachweisbar. Dabei
konzentrieren sich die endokrinen Potentiale hauptsachlich auf
die Ostrogenen Potentiale. Die deutlichsten gentoxischen
Potenziale zeigten sich dabei im Mikrokerntest. Es gab nur 4
Probenahmestellen, an denen keine dstrogenen Potentiale
nachgewiesen werden konnten. Fir die dstrogenen Potentiale
ergaben sich beim Vergleich der Probenahmen 2020 und 2021
an 7 Probenahmestellen unterschiedliche Analysenergeb-
nisse. Diese Unterschiede konnen mehrere Ursachen haben.
Zum einen kann es sein, dass potentielle Einleitungen mit
entsprechenden Stoffen, z.B. Gber das Abwasser, zu dem ent-
sprechenden Probenahmezeitpunkt nicht stattgefunden
haben. Zum anderen, dass Abbauprozesse saisonal unter-
schiedlich ablaufen und damit die Ergebnisse u.a. in Abhéngig-
keit zur Wassertemperatur stehen. Die Herkunft endokrin
wirksamer, speziell éstrogen wirkender Substanzen ist viel-
faltig. Einleitungen Uber Klaranlagen aus hduslichen Abwas-
sern beispielsweise Ethinylestradiol als Kontrazeptiva der
LPille* aber auch industrielle Einleitungen wie beispielsweise
aus Kunststoffrecycling oder der Farbstoffindustrie kénnen
genauso wie diffuse Eintrage aus der Landwirtschaft dafur ver-
antwortlich sein. Mdgliche MafRnahmen in Bezug auf die
Reduzierung des Eintrags mussten Uiber eine genaue Analyse
des Einzugsgebietes, der Abwasseranteile im Gewasser und
einem Abgleich mit der chemischen Analytik erfolgen.

Dioxinahnliche Potentiale konnten an fast allen Probe-
nahmestellen nachgewiesen werden. Auch hier zeigen sich
Unterschiede im Vergleich der Probenahmejahre 2020 und
2021, die in diesem Fall mdglicherweise uUber die Eintragspfade
besser zu erklaren sind als Uber die Temperaturunterschiede.
Substanzen mit dioxindhnlichem Potential, wie beispielsweise
3-Naphthoflavon, B(a)P oder Hexachlorbenzol stammen
haufig aus Eintragen aus dem Verkehr, wie beispielsweise
Abrieb von Reifen oder von Abgasen. Bei Regenereignissen
kénnen diese Substanzen auch von Dachern und Straf3en ab-
gewaschen werden, auf denen sie sich im Laufe der voran-
gegangenen trockenen Zeiten akkumuliert haben. In Unter-
suchungen sachsischer Gewasser mit Klaranlageneinfluss
zeigte sich, dass dioxindhnliche Effekte teilweise bereits vor
Klaranlagenablaufen in Gewdassern nachgewiesen werden
konnten (Schubert et al. 2020). Weitere Quellen von Dioxinen
und dioxindhnlichen Substanzen sind Industriezweige wie
papier- und metallverarbeitende Industrie, Betriebe fir
Abfallentsorgung und Abwasserbehandlung sowie diesel-,
kohle- und holzverbrennende Betriebe (Kurwadkar et al. 2020).
Auch Waldbrdnde oder natirliche photolytische Prozesse
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kénnen Quellen fiir den Eintrag an dioxinahnlichen Substanzen
in Gewasser sein (Kurwadkar et al. 2020). Mit dem Umu- Test
sowie dem AMES-Test kdnnen Mutationen an der DNA
festgestellt werden. Weder im Umu-Test noch im AMES-Test
mit dem Stamm TA 98 konnten Mutationen festgestellt werden;
lediglich mit dem AMES-Test und dem Stamm TA 100 wurden
an 5 Probenahmestellen Mutationen erfasst. Dabei gab es
auch Unterschiede zwischen den Probenahmejahren 2020 und
2021. Neben PAKs und Phenolen gibt es zahlreiche andere
Substanzen, die fur Mutationen verantwortlich sein kdnnen wie
beispielsweise Schwermetalle, aber auch Azide und Anthra-
cene.

Die Proben konnten in Hinblick auf endokrine Potentiale, muta-
gene Potentiale und gentoxisches Potential untersucht und
eingeschatzt werden. Hierbei wurden insgesamt 12 Proben
bzw. Gewasser identifiziert, auf welche sich weitere Effekt-
basierte Untersuchungen fokussieren sollten. Die Proben 1
(Poppenburg) und 13 (Rinteln) wurden ausgewahlt, da hier
Hinweise auf mutagenes Potential festgestellt wurden. Probe
16 (Rehren) wurde aufgrund von anti-6strogenem Potential,
Proben 19 (Hammersteins Hutte) und 30 (Wathlingen) auf-
grund von androgenem Potential und Probe 31 (Borsumer
PaR) aufgrund von dioxindhnlichem Potential ausgewahlt. Die
Proben 2 (Oberricklingen), 7 (Duendorf), 10 (Steinhuder Meer,
Seemitte), 15 (Lauenhagen), 17 (Wunstorf) und 18 (Basse)
wurden schlieBlich ausgewahlt, da hier mindestens jeweils 3
Nachweise erfolgten.
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