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Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bedeutung 

(h)AR (humaner) Androgenrezeptor 

(h)ERα (humaner) Östrogenrezeptor α 

A-YAS Arxula adeninivorans yeast androgen screen 

A-YES Arxula adeninivorans yeast estrogen screen 

BG Bestimmungsgrenze 

BSTFA N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide 

CALUX chemical activated luciferase gene expression 

DHT Dihydrotestosteron 

DHTEQ Dihydrotestosteron Äquivalente 

DMSO Dimethylsulfoxid 

E2 17β-Estradiol 

EC50 Konzentration bei der ein halbmaximaler Effekt beobachtet werden kann 

ED endokrine Disruptoren 

EE2 17α-Ethinylestradiol 

EEQ 17β-Estradiol Äquivalente 

FA Formic acid / Ameisensäure 

GC-MS Gaschromatographie - Massensprektrometrie 

KA Kläranlage 

LC-MS/MS  Flüssigkeitschromatographie-Tandemmassensprektrometrie 

MBR Membranbioreaktor 

MHG Marienhospital Gelsenkirchen 

MTT Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid  

NWG Nachweisgrenze 

OHT Hydroxytamoxifen 

PAK Pulveraktivkohle 

PN Probenahme 

SPE solid phase extraction / Festphasenextraktion 

T Testosteron 

T47D Brustkrebszelllinie 

TMCS Chlortrimethylsilan 

U2OS Osteosarkom-Zelllinie 

US EPA US amerikanische Umweltschutzbehörde 

YAAS yeast anti androgen screen 

YAES yeast anti estrogen screen 

YAS yeast androgen screen 

YES yeast estrogen screen 
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Glossar 

Begriff Bedeutung 

östrogene Aktivität 

Summenparameter zur Beschreibung der Aktivie-

rung des humanen Östrogenrezeptors α durch 

eine natürliche oder synthetische Substanz 

androgene Aktivität 

Summenparameter zur Beschreibung der Aktivie-

rung des humanen Androgenrezeptors durch 

eine natürliche oder synthetische Substanz 

antiöstrogene Aktivität 

Summenparameter zur Beschreibung der Blo-

ckierung des humanen Östrogen-Rezeptors α 

durch eine natürliche oder synthetische Substanz 

antiandrogene Aktivität 

Summenparameter zur Beschreibung der Blo-

ckierung des humanen Androgenrezeptors 

durch eine natürliche oder synthetische Substanz 

Agonist 
Substanz, die durch Besetzung des Rezeptors 

die Signalweitergabe in der Zelle aktiviert  

Antagonist 

Substanz, die den Rezeptor besetzten, aber nicht 

aktivieren, so dass keine Signalweitergabe er-

folgt 

Native Probe Abwasserprobe ohne Anreicherung, ggf. filtriert 

Extrakt 
Mittels Festphasenextraktion (SPE, solid phase 

extraction) angereicherte Abwasserprobe 

Endokrines System/endokrine Wirkung 

Als endokrines System wird das Hormonsystem 

von Lebewesen bezeichnet. Es steuert Stoff-

wechselvorgänge, sowie den Energiehaushalt, 

Stressreaktionen und auch das Wachstum, die 

Entwicklung und die Reproduktion. Von einer 

endokrinen Wirkung spricht man, wenn eine 

Substanz das Hormonsystem beeinflussen kann. 

Induktion bzw. Inhibition im Rahmen der Tests 

Eine Induktion im Rahmen der hier eingesetzten 

Tests bedeutet, dass der jeweilige Rezeptor akti-

viert wird und eine Produktion des Reporte-

renzyms ausgelöst wird. Im Gegensatz dazu 

steht die Inhibition, bei der eine Probe den Re-

zeptor blockiert, so dass kein Reporterenzym 

gebildet werden kann. 
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Ozonung Aufbereitung eines Wassers mit Ozon.  
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1. Zusammenfassung 

Ziel dieses Projektes war die Untersuchung endokriner Aktivitäten in der Kläranlage am Marienhospi-

tal in Gelsenkirchen. Im Zuge dessen sollte die aus vorangegangenen Untersuchungen abgeleitete 

Hypothese, dass die selektive Elimination von Antiöstrogenen bei der Ozonung die Maskierung der 

Östrogene aufhebt und somit zu einer vermeintlich höheren östrogenen Aktivität nach der oxidativen 

Behandlung führen kann, näher beleuchtet werden. Dazu wurden Arxula adeninivorans, CALUX und 

Saccharomyces cerevisiae Testsysteme eingesetzt und diese auch hinsichtlich ihrer Eignung und 

Empfindlichkeit zur Untersuchung von Kläranlagenproben verglichen.  

Eine gute Elimination der östrogenen und androgenen Aktivität wurde im Membranbioreaktor der 

Krankenhaus-Kläranlage festgestellt. In den nachfolgenden Behandlungsstufen (Ozonung und Sand-

filtration) war eine weitere Reduzierung zu beobachten, so dass nach der Sandfiltration keine agonisti-

schen Effekte nachweisbar waren. Die Untersuchungen der antagonistischen Effekte (Antiöstrogenität 

und Antiandrogenität) zeigten höhere Aktivitäten als die agonistischen Effekte und eine schlechtere 

Eliminierung bei der Abwasserreinigung. Im Membranbioreaktor werden, wie auch bei den agonisti-

schen Effekten, ca. 50% der Aktivität eliminiert. Allerdings findet in den folgenden Behandlungsstufen 

keine weitere Verringerung statt. Dies führt dazu, dass auch im Ablauf des Sandfilters als abschlie-

ßende Behandlungsstufe weiterhin sowohl antiöstrogene als auch antiandrogene Aktivitäten nach-

weisbar sind. Der Effekt der Erhöhung der östrogenen Aktivität konnte nach Ozonung in den Untersu-

chungen im Rahmen dieses Projektes nicht erneut beobachtet werden. Die hohen antagonistischen 

Aktivitäten weisen trotzdem auf die hohe Relevanz dieser Substanzgruppe hin und untermauern die 

Möglichkeit maskierender Effekte. Außerdem wird durch diese Untersuchungen deutlich, dass die 

antagonistischen Substanzen nur unzureichend abgebaut werden, da weiterhin im Ablauf des Sandfil-

ters eine Aktivität nachweisbar ist.  

Der Vergleich der verwendeten Testsysteme zeigt Unterschiede, insbesondere hinsichtlich der zytoto-

xischen Matrixeffekte als auch der Nachweisempfindlichkeit. Während in den Arxula Assays keinerlei 

zytotoxische Matrixeffekte beobachtet werden konnten, zeigen die CALUX Systeme eine deutliche 

Beeinträchtigung, so dass die Proben nur stark verdünnt analysiert werden konnten. Die  

Saccharomyces Assays zeigten hauptsächlich zytotoxische Effekte und bakterielle Kontaminationen in 

den Zulaufproben.  

Die Fraktionierung der Proben einzelner Behandlungsstufen zeigt, dass keine östrogen oder androgen 

aktiven Substanzen durch die Ozonung gebildet werden. Dies untermauert die Hypothese, dass mas-

kierende Effekte für die in vorangegangenen Untersuchungen beobachteten erhöhten östrogenen 

Aktivitäten verantwortlich waren. 

Die Substanzanalytik mittels LC-MS/MS und GC-MS zeigt vergleichbare Ergebnisse wie die Bioas-

says. Wie zu erwarten, konnten die höchsten Konzentrationen und die meisten Substanzen in den 

Zulaufproben detektiert werden und bis auf einige Ausnahmen schon im MBR bis unterhalb der 

Nachweisgrenze der instrumentellen Methode reduziert werden. Die übrigen Substanzen zeigen in 

den zusätzlichen Behandlungsstufen sehr geringe Konzentrationen und es wird eine Elimination deut-
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lich. Antiöstrogene bzw. antiandrogene Arzneimittelwirkstoffe wie Tamoxifen oder Flutamid konnten 

nicht nachgewiesen werden. Da in den Assays jedoch hohe antagonistische Wirkungen beobachtet 

wurden, ist es wahrscheinlich, dass bisher noch nicht betrachtete Substanzen für die Wirkung verant-

wortlich sind.  

Die im Rahmen dieses Projektes erzielten Ergebnisse zeigen die Relevanz antagonistischer Substan-

zen bei der Abwasserreinigung. Allerdings besteht noch deutlicher Forschungsbedarf in Bezug auf die 

Aufklärung der effektverursachenden Substanzen und das Verständnis der Wechselwirkungen zwi-

schen Östrogenität, Androgeniät, Antiöstrogenität und Antiandrogenität.  

Abschließend wird deutlich, dass trotz unterschiedlicher Test-spezifischer Verdünnungen und Emp-

findlichkeiten die eigentliche Bewertung der Testergebnisse gleich ausfällt. Dies ist für die Wasserwirt-

schaft ein zentrales Projektergebniss, da bei zukünftigen Monitoringuntersuchungen die Ergebnisse 

unabhängig vom verwendeten Assay verglichen werden können.   
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2. Einleitung 

Organische Spurenstoffe werden hauptsächlich durch Kläranlagen in die Umwelt entlassen. Um die-

sen Eintrag zu verringern, ist das Land Nordrhein-Westfalen bestrebt, neben Vermeidungsmaßnah-

men an der Quelle, Spurenstoffe im Ablauf von Kläranlagen zu reduzieren. Zur Elimination von Spu-

renstoffen und zur Verminderung der Belastung der Gewässer durch ökologisch bedenkliche Sub-

stanzen, hat sich neben der Adsorption an Aktivkohle die Ozonung als vierte Reinigungsstufe einer 

Kläranlage als effektiv heraus gestellt. Allerdings kann durch diese Behandlung eine Vielzahl ver-

schiedener Abbauprodukte (Transformationsprodukte) entstehen, über deren Art und Wirkung wenig 

bekannt ist (Huber et al., 2004). 

Vor dem Hintergrund der Qualitätsziele, die aus der Wasserrahmenrichtlinie (EU, 2000) ableitbar sind, 

ist eine weitergehende Eliminierung für östrogen aktive Substanzen von Bedeutung. Natürliche Östro-

gene und auch Androgene gehören zur Gruppe der Hormone und können schon in sehr geringen 

Konzentrationen eine Wirkung in Lebewesen hervorrufen. Am Beispiel des 17α-Ethinylestradiols (EE2; 

synthetisches Östrogen) konnte in Reinstwasser gezeigt werden, dass bei der Ozonung ein Sub-

stanzabbau mit der Verringerung der östrogenen Wirkung einhergeht (Huber et al., 2004, Lee et al., 

2008, Richard, 2013). Dies bedeutet, dass keine östrogenaktiven Transformationsprodukte während 

der Ozonung gebildet werden. Eine Verringerung der endokrinen Aktivität (östrogene, antiöstrogene, 

androgene und antiandrogene Aktivität) durch Ozonung und Aktivkohlebehandlung konnten u.a. Stal-

ter et al. (2011) in Wasserproben auch in volltechnischen Kläranlagen nachweisen. 

Bei Voruntersuchungen von Krankenhausabwässern des Marienhospitals in Gelsenkirchen durch das 

IUTA und das IWW Mülheim a.d. Ruhr im Rahmen des PILLS Projektes (PILLS Project 2012) wurde, 

entgegen der Erwartung, ein Anstieg der östrogenen Aktivität nach der Ozonung beobachtet. Auch die 

Verwendung eines nachgeschalteten Sandfilters konnte diesen Effekt nicht vollständig reduzieren. Ein 

ähnlicher Anstieg der Östrogenität konnte am Kreiskrankenhaus in Waldbröl beobachtet werden  

(Maletz et al., 2013; Bieling, 2011). Da eine Bildung östrogen bzw. androgen aktiver Transformations-

produkte aufgrund der oben genannten Studien unwahrscheinlich ist, könnte dieser Effekt durch eine 

Maskierung östrogen und androgen wirksamer Substanzen vor der Ozonung, hervorgerufen werden. 

Östrogene und Androgene wirken über die Bindung an den Östrogen- (ER) bzw. Androgenrezeptor 

(AR), welcher anschließend unterschiedliche Mechanismen in der Zelle auslöst (agonistische Wir-

kung), z. B. die Regulation der Genexpression eines Zielgens. Bei Substanzen, die zwar an den Re-

zeptor binden, ihn aber nicht aktivieren können, spricht man von Rezeptorantagonisten bzw. von anti-

östrogenen und antiandrogenen Substanzen. Im Falle der höheren Aktivität nach Ozonung ist es mög-

lich, dass durch entsprechende Rezeptorantagonisten die östrogene bzw. androgene Aktivität vor der 

Ozonung überdeckt wurden. Die Krebsmedikamente Tamoxifen (antiöstrogen) und Flutamid (antiand-

rogen) werden speziell als antagonistische Substanzen für den Östrogen- bzw. den Androgenrezeptor 

eingesetzte und könnten speziell im Krankenhausabwasser für die beobachteten Effekte verantwort-

lich sein. Hinzu kommt noch eine Vielzahl weiterer Medikamente, die ebenfalls eine antiöstrogene 

(Bazedoxifen, Clomifen, Fulvestrant, Raloxifen etc.) oder antiandrogene (Cyproteronacetat etc.) Wir-

kung besitzen. 
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Um diesen maskierenden Effekte zu untersuchen, wurden in dem folgenden Projekt drei verschiedene 

Rezeptor-Gen-Assays eingesetzt. Diese basieren auf der Bindung von Substanzen an den jeweiligen 

Rezeptor, welcher dadurch aktiviert (Agonist) oder blockiert (Antagonist) wird. Bindet eine Substanz 

an den Rezeptor und aktiviert diesen, wird ein Enzym gebildet, welches anschließend über eine che-

mische Enzym-Substrat-Reaktion nachgewiesen wird. Die östrogene bzw. androgene Aktivität einer 

komplex zusammengesetzten Probe wird als Summenparameter bestimmt und es kann nicht zwi-

schen Einzelsubstanzen unterschieden werden. Antagonistische Substanzen werden dabei über die 

Verringerung der Aktivität einer mit dem Agonisten dotierten Probe bestimmt. 
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3. Ziel der Untersuchung  

Im Rahmen der Untersuchungen sollten mit Hilfe wirkungsbezogener Analysemethoden zytotoxische 

und endokrine Effekte im Krankenhausabwasser der Kläranlage am Marienhospital Gelsenkirchen 

untersucht werden. Für die Untersuchungen sollten zellbasierte Testsysteme (humane Zellen und 

Hefezellen) eingesetzt werden, die aufgrund der verschiedenen Organismen für den gleichen End-

punkt unterschiedlich sensitiv auf maskierende Effekte reagieren. Daher wurden vergleichende Mes-

sungen mit Arxula adeninivorans, CALUX (Chemical Activated LUciferase gene eXpression) und  

Saccharomyces cerevisiae Testsystemen durchgeführt, welche abschließend miteinander verglichen 

wurden. Hieraus können zusätzlich zur genauen Effektbeschreibung der einzelnen Proben am Bei-

spiel Krankenhausabwasser auch Informationen zur Störanfälligkeit und Vergleichbarkeit der biologi-

schen Assays für die Anwendung in hoch belasteten Abwässern erhoben werden. Zum Untersu-

chungsumfang gehörten sowohl die nativen Proben der verschiedenen Probenahmestellen der Klär-

anlage des Marienhospitals, wie auch durch Festphasenextraktion (SPE) angereicherte Extrakte.  

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden zellbasierte Testsysteme eingesetzt, die immer den 

Gesamteffekt der Probe und somit einer komplexen Substanzmischung darstellen, weswegen ein 

Verfahren zur Fraktionierung der Proben entwickelt und angewandt werden musste. Es sollten hierfür 

Extrakte nach Festphasenanreicherung der Krankenhausabwässer mittels Flüssigkeitschromatogra-

phie (HPLC) in Fraktionen aufgetrennt und im YES und Yeast Antiestrogen Screen (YAES), auf östro-

gene und antiöstrogene Wirkungen untersucht werden. Gleichermaßen wurden die androgenen und 

antiandrogenen Effekte im Yeast Androgen Screen (YAS) und Yeast Antiandrogen Screen (YAAS) 

charakterisiert. Für jede Probe sollte ein Fraktionierungsprofil der endokrinen Aktivität erstellt werden, 

mit dem sich agonistische Fraktionen von antagonistischen Fraktionen unterscheiden lassen. Der 

Vergleich dieser Profile vor und nach der Ozonung ermöglicht Rückschlüsse auf eine selektive Entfer-

nung bestimmter endokrin aktiver Substanzen sowie auf die Entstehung potentiell aktiver Transforma-

tionsprodukte. Die Arbeitshypothese war, dass die selektive Elimination von Antiöstrogenen bei der 

Ozonung die Maskierung der Östrogene aufhebt und somit zu einer vermeintlich höheren östrogenen 

Aktivität nach der oxidativen Behandlung führt. In Kombination mit der instrumentellen Analytik 

(GC-MS und LC-MS/MS) wurde eine Aufklärung der verantwortlichen Substanzen angestrebt, wobei 

auch Verbrauchsdaten von Arzneimitteln des Marienhospitals mit einbezogen werden sollten.  

Nach Aufklärung der Effekte sollte der Anlagenbetrieb dahingehend optimiert werden, dass eine 

Emission von (anti)androgenen und (anti)östrogenen Substanzen in das angeschlossene Gewässer 

verringert werden kann. 

  



Abschlussbericht zum ResA Projekt „östrogene Effekte“ 

18 
 

4. Anlagenbeschreibung 

Die dezentrale Kläranlage Marienhospital (KA MHG) reinigt das Abwasser des Marienhospitals Gel-

senkirchen. Sie wird weitestgehend regenwasserfrei mit konzentriertem Krankenhausabwasser be-

schickt und besteht aus einer mechanisch-biologischen Behandlungsstufe, einem Membranbioreaktor 

(MBR) sowie einer nachgeschalteten weitergehenden Behandlung mit Ozon und Pulveraktivkohle 

sowie anschließender Sandfiltration. Das behandelte Krankenhausabwasser wird anschließend direkt 

in den nahen Schwarzbach eingeleitet. Die KA MHG wurde im Rahmen des INTERREG IV 

B-Projektes PILLS (Pharmaceutical Inputs and Elimination from Local Sources) von der  

EMSCHERGENOSSENSCHAFT am Standort des Krankenhauses für die Behandlung der anfallenden 

Abwässer von rund 580 Planbetten, 1.200 Mitarbeitern und rund 75.000 Patienten pro Jahr direkt vor 

Ort gebaut. Sie wurde für die Behandlung von 200 m³ Krankenhausabwasser pro Tag ausgelegt. Im 

Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurde die Pulveraktivkohlestufe (PAK) umfahren und die in 

Abbildung 1 dargestellte Prozesskette betrieben (in Klammern ist die Kurzbezeichnung der Probe-

nahmestellen aufgeführt): Feinsieb (I)  MBR (F)  Ozonung (O)  Sandfiltration (OS). 

 

 

Abbildung 1: Schema der Versuchsanlage inkl. Probenahmestellen. I: Feinsieb, F: MBR, O: Ozonung, OS: Sand-
filtration. 

 

Die Probenahmen erfolgten jeweils im Ablauf der einzelnen Aufbereitungsstufen (Feinsieb, MBR, 

Ozonung und Sandfilter). Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu beachten, dass auf der KA MHG 

seit der Inbetriebnahme im April 2011 unterschiedliche Kombinationen der weitergehenden Stufen 

großtechnisch betrieben wurden. Dies beinhaltete auch den Betrieb der PAK-Stufe. Für das vorliegen-

de Forschungsvorhaben kann dies von Bedeutung sein, da die beladene PAK in die Belebungsstufe 

des MBR zurückgeführt wird. Die PAK wird ausschließlich über den Überschussschlammabzug aus 

dem System ausgeschleust. Der Einfluss der beladenen PAK-Anteile im Belebtschlamm auf die hor-

monellen Wirkungen der Abwasserproben dieses Forschungsvorhabens wird als gering eingeschätzt. 

Dennoch besteht die Möglichkeit, dass insbesondere der Vergleich mit früheren Probenahmen durch 

die unterschiedlichen PAK-Anteile im Belebtschlamm beeinflusst wird. In Tabelle 1 wurden die unter-

schiedlichen Dosiermengen an Pulveraktivkohle für die aktuelle Untersuchungsreihe (Oktober 2014) 

und die erste Untersuchungsreihe (Oktober 2011) zusammengestellt. Es wird klar ersichtlich, dass der 

Kläranlage seit der ersten Untersuchungsreihe eine erhebliche Menge an PAK zugegeben wurde. 

Zum Vergleich wurde in Tabelle 1 zusätzlich die bis zum jeweiligen Untersuchungszeitraum abgezo-

gene, kumulierte Überschussschlammmenge angegeben. Daran erkennt man, dass infolge der gerin-

gen Schlammproduktion und des sich daraus ergebenden Schlammalters von etwa 250 Tagen noch 



Abschlussbericht zum ResA Projekt „östrogene Effekte“ 

19 
 

erhebliche Anteile an PAK im Belebtschlamm der Anlage verbleiben. Mit Hilfe einer Massenbilanz 

konnte der im Belebtschlamm verbleibende PAK-Anteil zum jeweiligen Versuchszeitraum berechnet 

werden. Dabei zeigt sich, dass im Vergleich zur ersten Untersuchungsreihe die etwa dreifache Menge 

an PAK im Belebtschlamm vorlag (Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Mögliche PAK-Anteile im Belebtschlamm der Kläranlage Marienhospital 

Zeitraum Kumulierte Zuga-

bemenge PAK (kg) 

Kumulierte abgezogene Men-

ge Überschussschlamm (kg) 

PAK-Anteil am 

Belebtschlamm 

(kg) 

Oktober 2011 39 1.065 34,0 

Oktober 2014 891 12.933 91,3 

 

Für die Untersuchung im vorliegenden Projekt wurden drei verschiedene Ozondosen eingestellt: 

- Niedrige Dosis:  0,20 mg O3/mg DOC 

- Mittlere Dosis:  0,45 mg O3/mg DOC 

- Hohe Dosis:   0,70 mg O3/mg DOC 
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5. Material und Methoden 

5.1.  Probenahme, Probenvorbereitung und Probenverteilung 

Die Probenahmen erfolgten als zeitproportionale 24 h Mischproben durch automatische Probenehmer 

im Zulauf zur KA (Zu), nach Membranbioreaktor (MBR), nach Ozonung (O3) und nach Sandfiltration 

(SF). Anschließend wurden die Proben bis zur Aufarbeitung gekühlt (4 - 8 °C) gelagert und in der Re-

gel innerhalb von 24 h aufgearbeitet (siehe Tabelle 2). Insgesamt erfolgten in diesem Projekt acht 

Probenahmen (PN 1 – 8, Tabelle 2).  

Tabelle 2: Übersicht der durchgeführten Probenahmen mit jeweiligem Datum, dem Datum der Aufarbeitung, der 
eingesetzten Ozondosis und der beprobten Behandlungsstufen. 

Probe-

nahme 

Probenahme-

datum 

Datum Aufar-

beitung 

Ozondosis 

zspez = mg O3/mg DOC 

Beprobte Behandlungsstu-

fen 

PN 1 16.10.2014 17.10.2014 0,45 Zulauf, MBR, O3 

PN 2 23.10.2014 24.10.2014 0,45 Zulauf, MBR, O3 

PN 3 13.01.2015 14.01.2015 0,45 Zulauf, MBR, O3, Sandfilter 

PN 4 14.01.2015 15.01.2015 0,45 Zulauf, MBR, O3, Sandfilter 

PN 5 15.01.2015 16.01.2015 0,20 Zulauf, MBR, O3, Sandfilter 

PN 6 19.01.2015 23.01.2015 0,20 Zulauf, MBR, O3, Sandfilter 

PN 7 21.01.2015 23.01.2015 0,70 Zulauf, MBR, O3, Sandfilter 

PN 8 22.01.2015 23.01.2015 0,70 Zulauf, MBR, O3, Sandfilter 

 

Aufgrund der erwarteten niedrigen Aktivität der Proben nach den einzelnen Behandlungsstufen (MBR, 

O3, SF) wurden die Proben sowohl nativ als auch nach Anreicherung mittels Festphasenextraktion 

(SPE)  untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit der Proben erfolgte die Probenvorbereitung zentral 

im IUTA und die Proben wurden anschließend an die Projektpartner verteilt (Abbildung 2). Aufgrund 

der hohen Partikelbelastung wurden die Zulaufproben vor der SPE über einen 1 µm Glasfaserfilter 

filtriert (keine Sterilfiltration). Die Anreicherung erfolgte mit jeweils 1 L Probe und Strata XL Kartuschen 

(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). Die unter Stickstoff getrockneten Kartuschen wurden an 

die Projektpartner verschickt und dort unter gleichen Bedingungen eluiert. Anschließend wurde das 

Lösemittel abgedampft und mit dem für den jeweiligen Test erforderlichen Volumen Lösungsmittel 

resuspendiert. Um eine 20x Konzentration der Probe in jedem Bioassay zu erreichen, wurden die 

Extrakte in Abhängigkeit vom jeweiligen Verdünnungsfaktor im Bioassay angereichert. Deshalb wur-

den die Proben von IUTA und IWW 1.000x angereichert (50x Verdünnung im Test), die Proben der 

GU wurden 10.000x in DMSO angereichert (500x Verdünnung im Test). Native Proben wurden ohne 

vorherige Verdünnung (nur Verdünnung durch Medium) in den Testsystemen untersucht. Um falsch-

negative Ergebnisse auszuschließen, die durch eine allgemeine Zellschädigung suggeriert werden 

könnten, wurde die Zytotoxizität der Proben untersucht. Bei einer Verringerung des Zellwachstums 

bzw. der Vitalität, wurden die Proben erneut in Verdünnungen untersucht (siehe Versuchsschema in 

Abbildung 3). 
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Abbildung 2: Verteilungsschema der Proben einer Probennahme an die Projektpartner zur Untersuchung mit den 
unterschiedlichen Assays als native und angereicherte Probe. 
 

 

 

Abbildung 3: Versuchsschema zur Ermittlung von Verdünnungen der SPE Extrakte ohne Zytotoxizität, die zur 
Bestimmung der endokrinen Aktivität geeignet sind.   

 

Die Verteilung der einzelnen Proben einer Probenahme an die jeweiligen Projektpartner zur Untersu-

chung mit den unterschiedlichen Assays als native und angereicherte Probe zeigt Abbildung 2. Insge-

samt wurden acht Probennahmen mit insgesamt 30 Proben untersucht (Tabelle 2). Durch die Auftei-

lung in „filtriert“ und „unfiltriert“ (Zulauf), sowie „nativ“ und „Extrakt“ entstanden 76 Teilproben, die in 

jeweils 14 unterschiedlichen Assays untersucht wurden. Zu den sich ergebenden Einzelanalysen 

(1.064) kommen noch die Mehrfachbestimmungen, weitere Verdünnungsstufen, sowie Nachmessun-

gen. Zusätzlich erfolgten von den 30 Proben sowohl GC-MS als auch LC-MS/MS Messungen, sowie 

Analyse in 14 Assays:

IWW: GU: IUTA:
MTT (T47D + U2OS Zellen) YES A-YES
ER-CALUX YAS A-YAS
AR-CALUX YAES Anti-A-YES
Anti-ER-CALUX YAAS Anti-A-YAS
Anti-AR-CALUX, 

Probenserie

Zulauf MBR O3 Sandfilter

Nativ Extrakt

unfiltriert filtriert unfiltriert unfiltriert unfiltriert

Nativ Extrakt Nativ Extrakt Nativ Extrakt Nativ Extrakt
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die Fraktionierung von vier Proben, die in der Untersuchung von 240 Fraktionen in je vier Bioassays 

resultierte (zusätzliche 960 Einzelanalysen). 

 

 

5.2.  Übersicht über die verwendeten Testverfahren 

Die verwendeten Testverfahren sind alle Reporter-Gen Assays, basierend auf dem Nachweis der 

Bindung endokrin aktiver Substanzen an den Östrogen- bzw. Androgenrezeptor. Durch die Bindung 

an den jeweiligen Rezeptor wird ein Reportergen aktiviert, welches für die Produktion eines Enzyms 

verantwortlich ist. Durch Umsetzung eines Substrates durch dieses gebildete Enzym und Quantifizie-

rung des gebildeten Produktes kann auf die Summe der endokrin aktiven Substanzen geschlossen 

werden. In den jeweiligen Assaysystemen wurden vier Endpunkte (Östrogenität, Androgenität, Antiöst-

rogenität und Antiandrogenität) betrachtet, die durch unterschiedliche Hormonrezeptoren sowie Refe-

renzsubstanzen ermittelt werden. Eine Übersicht der verwendeten Referenzsubstanzen, der Nach-

weisgrenzen (NWG) sowie der unteren und oberen Bestimmungsgrenzen (BG) sind in Tabelle 3 und  

Tabelle 4 dargestellt. Die Berechnung der relativen Rezeptorinduktion bzw. –inhibition erfolgte in allen 

Testsystemen relativ zur Kalibration der jeweiligen Referenzsubstanz. Dabei wurde in den hefe-

basierten Testsystemen die Negativkontrolle (native Proben) bzw. die Lösemittelkontrolle (Extrakte) 

als 0% und das Maximum der Dosis-Wirkungsbeziehung als 100% definiert. In den CALUX-Systemen 

war nur letzteres der Fall. Die Kalibrationskurven der einzelnen Testsysteme sind im Anhang (Kapitel 

10.1) in Abbildung 36, Abbildung 37 und Abbildung 38 dargestellt. 
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Tabelle 3: Übersicht über die Eckdaten und Referenzsubstanzen der jeweiligen Testsysteme für die östrogene und androgene Wirkung einer nativen Probe.  

 
Östrogene Wirkung 

ng/L 
Androgene Wirkung 

ng/L 

Testsystem ER-CALUX A-YES YES AR-CALUX A-YAS YAS 
Referenzsubstanz E2 E2 E2 DHT DHT T 
EC50 16 21 44 870 137 1.400 
NWG 2,1 3 4,5 16 25 302 
BG 6,9 4,5 9,4 53 29 619 
E2 = 17β-Estradiol, DHT = Dihydrotestosteron, T = Testosteron 

 

Tabelle 4: Übersicht über die Eckdaten und Referenzsubstanzen der jeweiligen Testsysteme für die antiöstrogene und antiandrogene Wirkung einer nativen Probe.  

 
Antiöstrogene Wirkung 

µg/L 
Antiandrogene Wirkung 

ng/L 

Testsystem Anti-ER-CALUX Anti-A-YES YES Anti-AR-CALUX Anti-A-YAS YAS 
Referenzsubstanz Tamoxifen Hydroxytamoxifen Hydroxytamoxifen Flutamid Flutamid Flutamid 
EC50 0,037 800 5.300 13,8 800 1.100 
NWG 0,0011 10 400 0,028 5 740 
BG 0,0037 30 keine Angabe 0,083 15 keine Angabe 
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5.3. CALUX Systeme ((Anti-)ER-CALUX, (Anti-)AR-CALUX) 

Bevor die Gesamtwasserproben auf ihre (anti)östrogene bzw. (anti)androgene Wirkung im 

CALUX-Assay untersucht werden konnten, wurde der MTT-Test zur Bestimmung der allgemeinen 

Zelltoxizität angewandt. Diese Untersuchung ist notwendig, um falsch negative Ergebnisse in den 

CALUX-Testsystemen ausschließen zu können. Tote Zellen besitzen keine Enzymaktivität, so dass 

sie folglich immer ein negatives Ergebnis im CALUX anzeigen würden. Daher werden die Zellen in 

Verbindung mit der zu untersuchenden Probe zunächst auf ihre Vitalität hin untersucht, um sicher zu 

gehen, dass die eingesetzten Proben nicht toxisch auf den Organismus selbst wirken. 

Zytotoxizität  

Alle Proben wurden zuvor sterilfiltriert (0,2 µm) (native Proben und Extrakte). Die Extrakte wurden im 

Zytotoxizitätstest in drei Konzentrationsstufen (20x, 2x und 0,2x) untersucht. Die genaue Vorgehens-

weise ist dem Anhang (Kapitel 10.1.2) zu entnehmen. Die höchste nicht zytotoxische Konzentration 

der Extrakte sowie die nicht toxischen, nativen Wasserproben wurden dann im CALUX-Test auf ihre 

endokrine Aktivität hin untersucht. 

Der MTT-Test (Mosmann, 1983) beruht auf der enzymatischen Reduktion des löslichen, gelben Tetra-

zoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blau-violetten 

unlöslichen Formazan. Nur in lebenden Zellen können die im Mitochondrium lokalisierten Dehydro-

genasen Tetrazolium-Salze reduzieren. Nach einer Zelllyse wird das Formazan freigesetzt und bei 

einer Wellenlänge von 595 nm photometrisch quantifiziert, wobei die Menge des Formazans proporti-

onal zur Anzahl metabolisch aktiver eukaryotischer Zellen ist (Details zur Durchführung siehe Anhang 

Kapitel 10.1.2). 

Bestimmung der (Anti)Östrogenität und (Anti)Androgenität 

Nach Prüfung auf allgemeine Zellschädigung wurden die Proben mittels Rezeptor-gebundenem Assay 

(ER- und AR-CALUX, sowie anti-ER- und anti-AR-CALUX) untersucht. Der ER-CALUX (Legler et al., 

1999) wird durchgeführt, um eine mögliche östrogene Aktivität von Substanzen nachzuweisen. Der 

AR-CALUX (Sonneveld et al., 2005) hingegen ist in der Lage, mögliche androgene Aktivitäten von 

Substanzen und Proben nachzuweisen. CALUX steht hierbei für chemical activated luciferase gene 

expression. Chemikalien (oder Substanzgemische) können eine hormonähnliche Wirkung haben und 

in das endokrine System von Organismen eingreifen. Daher werden solche Stoffe auch endokrine 

Disruptoren (ED) genannt. In den CALUX Testsystemen werden menschliche Zelllinien verwendet, die 

das Gen für den menschlichen Östrogen-/Androgen-Rezeptor gekoppelt mit einem sogenannten Re-

portergen (Gen für das Enzym Luziferase) beinhalten. ED sind in der Lage, an diese Rezeptoren zu 

binden oder diese zu blockieren und damit das Hormonsystem von Organismen zu beeinflussen. Bin-

det eine östrogen/androgen-aktive Substanz an den entsprechenden Rezeptor in der Zelle, so wird 

daraufhin das entsprechende Reportergen abgelesen. Dieses Gen kodiert für das Enzym Luziferase, 

welches Luziferin unter Erzeugung von Licht umsetzt. Da die Leuchtintensität direkt mit der Menge der 

Substanz, die an den Rezeptor gebunden ist, korreliert, ist der CALUX in der Lage, solche Stoffe zu 
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identifizieren. Zum Nachweis werden die Zellen zunächst für 24 h gegenüber den nativen Proben und 

Extrakten exponiert. Das gleiche Testprinzip gilt auch für den Nachweis von antiöstroge-

nen/antiandrogenen Substanzen im anti-ER-CALUX bzw. anti-AR-CALUX. Die genaue Vorgehens-

weise ist dem Anhang (10.1.2) zu entnehmen.  

Zur Untersuchung der (anti)östrogenen Wirkung im (anti-)ER-CALUX wurden humane Brustkrebszel-

len (T47Dluc) verwendet. Die (anti)androgene Wirkung im (anti-)AR-CALUX wurde an Osteosarkom-

Zellen (U2OS-AR) getestet. Dabei wurden die eingesetzten eukaryotischen Zellen mit den nativen 

Abwasserproben, den Extrakten sowie den daraus ggf. erstellten Verdünnungen im Verhältnis 1:10 für 

24 h exponiert. Die detaillierte Methodenbeschreibung ist dem Anhang (Kapitel 10.1) zu entnehmen. 

 

5.4.  Arxula-Systeme ((Anti-)A-YES, (Anti-)A-YAS) 

Die Arxula Assays (Arxula adeninivorans yeast estrogen/androgen screen) sind Rezeptor-Gen-

Assays, die die Hefezelle Arxula adeninivorans nutzen. Dazu wurden das Gen für den humanen  

Östrogenrezeptor α (hER) bzw. humanen Androgenrezeptor (hAR) sowie das Reportergen für das 

Enzym Phytase in die Zelle integriert (Hahn et al., 2006; Kaiser et al., 2010; Gerlach et al., 2014). 

Durch Bindung von östrogen- bzw. androgenaktiven Substanzen wird das Reportergen aktiviert,  

Phytase gebildet und aus der Zelle heraustransportiert. In einer Enzym-Substrat-Reaktion setzt die 

Phytase anschließend p-Nitrophenylphosphat in p-Nitrophenolat um, welches bei einer Wellenlänge 

von 405 nm detektiert werden kann. Für die Durchführung der Untersuchungen wurden A-YES_aqua 

1.1 und A-YAS_aqua Kits der Firma new diagnostic (Freising, Germany) verwendet. Aufgrund der 

Verdünnung der Proben mit dem Hefemedium wurden die nativen Wasserproben 1,25-fach verdünnt 

untersucht und die SPE Extrakte in einer 20-fachen Endkonzentration. Wenn notwendig (Konzentrati-

on außerhalb der Kalibration, zytotoxische Effekte), wurden die Proben (nativ und Extrakt) vor der 

Anwendung im Testsystem mit Reinstwasser verdünnt. Als Referenzsubstanzen werden im A-YES 

17β-Estradiol (Östrogenität) und Hydroxytamoxifen (Antiöstrogenität) und im A-YAS Dihydrotestoste-

ron (Androgenität) und Flutamid (Antiandrogenität) genutzt. Als Ergebnis wird die Probe jeweils als 

prozentuale Induktion im Verhältnis zur maximalen Induktion der Referenzsubstanz angegeben und 

bei der Ergebnisbeschreibung als relative Aktivität bezeichnet. 

 

5.5.  Saccharomyces-Systeme (YES, YAES, YAS, YAAS) 

Die verwendeten Bioassays sind hefebasierte Reporter-Gen-Assays mit Hefezellen der Art  

Saccharomyces cerevisiae, bei denen die Aktivierung des humanen Östrogenrezeptors  (hER), 

bzw. des Androgenrezeptors (hAR) mittels eines Lac-Z/-Galactosidase-Reporters untersucht wird. 

Die Rezeptoraktivierung (durch endokrin wirksame Substanzen in der Probe) wird hierbei mittels einer 

Farbreaktion detektiert, die von der -Galactosidase katalysiert wird. 
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Die verwendeten Assays sind der Yeast Estrogen Screen (YES) und der Yeast Androgen Screen 

(YAS) zur Untersuchung agonistischer Effekte (Aktivierung hER/hAR), die von Routledge & Sumpter 

(1996) und Sohoni & Sumpter (1998) beschrieben wurden. Um antagonistische Effekte (Inhibition der 

beiden Hormonrezeptoren) zu detektieren, wurden der Yeast Antiestrogen und der Antiandrogen 

Screen (YAES/YAAS) angewendet. Die Durchführung und Auswertung der Bioassays wird ausführlich 

in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben (Wagner & Oehlmann, 2009; Stalter et al., 2011; Wag-

ner et al., 2013a; Berger et al., 2015). Im vorliegenden Projekt wurden native Wasserproben (1,6-fach 

verdünnt durch Zugabe des Zellmediums) und SPE Extrakte (20-fache Endkonzentration) untersucht.  

Wurde Zytotoxizität beobachtet, wurden die 20-fach-Extrakte mit DMSO auf eine 10-fache bzw. 

2-fache Endkonzentration verdünnt. Eine Verdünnung der Proben führt zu einer Verringerung der 

Zytotoxizität, so dass deren endokrine Wirkung sicher detektiert werden kann. 

 

5.6.  Fraktionierung 

Die Fraktionierung der Proben wurde nach der von Berger et al. (2015) beschriebenen Methode 

durchgeführt. Hierzu wurde eine reverse-phase HPLC (Dionex) mit einer C18-Säule (Aclaim, 

4,3 × 150 mm) und einer Flußrate von 1 ml min–1 verwendet. Nach Injektion von 20 µL SPE Extrakt 

wurde die Probe mit einem Gradientenprogramm fraktioniert (20% Acetonitrile (0–2 min), 20%100% 

Acetonitrile (2–25 min) und 100% Acetonitrile (25–30 min)). Die Fraktionen wurden automatisch in 30-

Sekunden-Intervallen mit einem Fraktionssammler (Thermo-Fisher ACF-3000) genommen, anschlie-

ßend zur Trockene bei 40 °C eingeengt und in je 20 µL DMSO rückgelöst. Diese Fraktionen wurden 

im YES, YAS, YAES und YAAS untersucht. 

 

5.7.  Substanzanalytik mittels LC-MS/MS und GC-MS 

Nach SPE wurde die Probe in 1 mL Wasser (HPLC grade; Th. Geyer) für die LC-MS/MS Analyse bzw. 

1 mL Methanol für die GC-MS Analyse aufgenommen. Die Substanzanalytik erfolgte mittels LC-

MS/MS mit einer Agilent 1100 HPLC Pumpe und einem SCIEX QTRAP 6500 Tandemmassenspekt-

rometer. Als Trennsäule wurde eine Chromolith Fast Gradient RP-18 (50 x 2 mm; Merck Millipore, 

Darmstadt, Deutschland) Säule mit einem linearen Gradienten (3070% B in 10 min) der beiden mo-

bilen Phasen H2O + 0,1% (v/v) Ameisensäure (FA) (Eluent A) und MeOH + 0,1% FA (v/v) (Eluent B) 

verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 30 µL, die Ofentemperatur 40 °C und die Flussrate 

500 µL min-1. 

Für die GC-MS Analytik wurde das Methanol erneut abgedampft, der Rückstand in 100 µL Derivatisie-

rungsreagenz (BSTFA + 1 % TMCS) aufgenommen und bei 70 °C für 30 min derivatisiert. Anschlie-

ßend erfolgte die Analyse mit einem Thermo Trace Gaschromatographen und einem Thermo ISQ 

Massenspektrometer auf einer Restek RXi-5-Sil-MS Trennsäule und Helium 5.0 als Trägergas. Der 
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GC-Ofen startete bei einer Temperatur von 100 °C und heizte um 20 °C min-1 auf 260 °C und an-

schließend um 4 °C min-1 auf 310 °C um eine optimale Trennung der Analyten zu gewährleisten. 
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6. Ergebnisse und Diskussion  

Die Extrakte der in diesem Projekt untersuchten Abwasserproben sind in allen Testsystemen in der 

gleichen Konzentration (20 fache Anreicherung) gemessen worden. Auch Test spezifische Verdün-

nungen durch das Medium wurden hierbei berücksichtigt. Waren Proben zytotoxisch und konnten in 

der 20-fachen Anreicherung nicht analysiert werden, wurden sie nach dem beschriebenen Schema 

verdünnt (Abbildung 3) bis keine zytotoxischen Effekte mehr auftraten. Bei diesen Proben ist somit 

kein direkter Vergleich zu nicht verdünnten Proben möglich. Die nativen Abwasserproben konnten nur 

in den unterschiedlichen Test-spezifischen Verdünnungen untersucht werden, da in jedem Test eine 

andere Menge an Zellmedium eingesetzt wird.  

 

6.1.  Zytotoxizität 

Um falsch-negative Aussagen in den angewendeten Testsystemen auszuschließen, die durch eine 

allgemeine Zellschädigung suggeriert werden könnten, wurde eine Testung der allgemeinen Zellschä-

digung durch die eingesetzten Proben (CALUX Systeme) bzw. eine Wachstumskontrolle (Hefezellen 

Systeme) der Zellen durchgeführt. Diese Untersuchungen dienen der methodischen Absicherung und 

sind im Folgenden für die CALUX Systeme als Zusammenfassung dargestellt. Die detaillierten Ergeb-

nisse der CALUX Systeme sind im Anhang aufgeführt und die Ergebnisse der Wachstumskontrolle der 

Saccharomyces und Arxula Systeme in den jeweiligen Ergebniskapiteln. 

Aufgrund der verbleibenden Zellschädigung der T47D-Zelllinie konnten nur die nativen unfiltrierten 

Zuläufe der PN 1 und 2, sowie die nativen, filtrierten Zulaufproben der Probenahmen 3, 5 und 6 im 

(anti-)ER-CALUX untersucht werden. Die zytotoxische Wirkung des nativen Abwassers konnte bei PN 

3 und 4 auch nicht durch den Membranbioreaktor entfernt werden. Zudem zeigten in zwei Fällen (PN 

4 und 8) die nativen Abläufe der Sandfiltration erneut eine zytotoxische Wirkung auf die T47D-Zellen.  

Auch die Extrakte wirkten toxisch auf die T47D-Zellen. Lediglich die filtrierten Zuläufe der PN 2 und 4 

wiesen bei einer 0,2-fachen Anreicherung keine allgemeine Zellschädigung auf, so dass sie im  

(anti-)ER-CALUX eingesetzt werden konnten. In 20-facher Anreicherung konnten der Ablauf MBR der 

PN 5 und 8, der Ablauf Ozonung der PN 2, 3, 5 und 8 und der Ablauf Sandfiltration der PN 3-5, 7 und 

8 im (anti-)ER-CALUX getestet werden. Der Ablauf MBR der PN 1-3, 6 und 7, sowie der Ablauf Ozo-

nung der PN 1, 4 und 6 und der Ablauf Sandfilter der PN 6 konnten hingegen erst ab einer 2-fachen 

Anreicherung eingesetzt werden. 

Lediglich bei PN 2 wirkt der native Zulauf im MTT-Test zytotoxisch auf die AR-Zellen. Durch eine Filt-

ration im Labor dieser Probe konnte dieser Effekt jedoch aufgehoben werden. Die Extrakte der Zuläu-

fe zeigen wie erwartet eine stärkere Schädigung der Zellen, im Vergleich zu den nativen Proben. Alle 

filtrierten Zuläufe der PN 1-4, 7 und 8 konnten erst ab einer 0,2-fachen Anreicherung im  

(anti-)AR-CALUX eingesetzt werden. Die filtrierten Zuläufe der PN 5 und 6 konnten nicht im  

(anti-)A- CALUX getestet werden, da sie bei 0,2-facher Anreicherung weiterhin zytotoxisch wirken. 
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6.2. Östrogene und Androgene Aktivität 

6.2.1.  ER- und AR-CALUX  

Wie bereits in Kapitel 6.1 beschrieben, wurden nur Konzentrationsstufen in den CALUX-Assays 

eingesetzt, die nicht zytotoxisch auf die Zellen wirken. Zur Bestimmung der Östrogenität wurde eine 

17β-Estradiol (E2) Standardreihe (0-27,2 ng/L im Well) verwendet. Die Konzentrationen der 

17ß-Estradiol-Standardreihe decken den Bereich von keiner Induktion bis zur Überexpression 

(verhindert die Überproduktion des codierten Enzyms) des Östrogen-Rezeptors ab. 

Zur Bewertung der ermittelten Induktionen wurde eine Veröffentlichung der U.S. 

Umweltschutzbehörde EPA (2011) herangezogen, aus der hervorgeht, dass eine Probe als 

östrogenaktiv eingestuft werden kann, wenn bei einer Dreifachbestimmung mindestens zwei dieser 

drei Messungen mehr als 10% der maximalen Estradiol-Antwort (8,16 ng/L) aufweisen. 

Die Ergebnisse (gewichteter Mittelwert mit externer Konsistenz aus 2-3 Replikaten) sind als 

prozentuale Induktion zur maximalen 17ß-Estradiol Konzentration von 8,16 ng/L dargestellt (Abbildung 

4 und Abbildung 5). Die Darstellung der Östrogenität ist an die Fließrichtung der Anlage angepasst: 

Von links nach rechts sind Zulauf, Zulauf filtriert, Ablauf Membranbioreaktor, Ablauf Ozonung und 

Ablauf Sandfilter jeder nativen Probenahme dargestellt (Abbildung 4). Die Darstellung der SPE 

Extrakte ist neben der Fließrichtung der Anlage noch zusätzlich von der geringsten Verdünnung bis 

zur höchsten Verdünnung unterteilt (Abbildung 5). 

Östrogene Proben zeigen dieselbe Wirkung wie eine E2-Konzentration ≥ 0,21 ng/L (Dieser Wert 

entspricht der Wirkung von 10% der maximal wirkenden 17β-Estradiol-Konzentration von 3 x 10-11 M). 
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Abbildung 4: Östrogene Aktivität der nativen Abwasserproben aller acht Probennahmen (Testverdünnung 1:10) 
nach 24-stündiger Exposition im ER-CALUX (T47D-Zellen), dargestellt als prozentuale Induktion der von der 
maximalen Estradiolkonzentration hervorgerufenen Induktion. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-
Konzentration. 

 

Die nativen Proben konnten fast vollständig im ER-CALUX untersucht werden (Abbildung 4). Vier 

Zuläufe (PN 4, 5, 7, 8) und zwei Reinigungsstufen (MBR und Sandfiltration) der PN 4 konnten wegen 

ihrer zytotoxischen Eigenschaft nicht im ER-CALUX bewertet werden. Wie oben bereits erwähnt, er-

folgt keine Induktion der Luziferase bei toten Zellen, so dass diese Proben immer falsch negative Ant-

worten liefern würden. 

Unabhängig vom Probenahmedatum ist die östrogene Aktivität der gemessenen Zuläufe (filtriert und 

unfiltriert) konstant mindestens doppelt so hoch wie die Aktivität der Nachbehandlungsstufen (MBR, 

Ozon, Sandfiltration). Zudem liegt die Induktion immer über dem 10%-Wert der maximalen  

E2-Konzentration und gilt nach Bewertungsvorlage der US EPA als östrogen-aktiv. Bei PN 2, 3, 5, 6 

und 8 ist außerdem eine Abnahme der Induktion nach den einzelnen Reinigungsstufen zu erkennen. 

In PN 1 und 7 ist ein konträrer Trend zu erkennen. Die östrogene Aktivität steigt im Laufe der Nachbe-

handlung kontinuierlich an. 
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Abbildung 5: Östrogene Aktivität der SPE Extrakte der Abwasserproben aller acht Probenahmen (mit Anreiche-
rungsfaktoren im Test) nach 24 stündiger Exposition im ER-CALUX (T47D-Zellen), dargestellt als prozentuale 
Induktion der von der maximalen Estradiolkonzentration (8,16 ng/L) hervorgerufenen Induktion. Gestrichelte Linie: 
10% der maximalen E2-Konzentration.  

 

Wie bereits beschrieben, wirkten viele Extrakte der Zulaufproben zytotoxisch auf die Zellen. So konn-

ten nur zwei von acht Zulaufproben (PN 2, 4) nach einem Anreicherungsfaktor von 0,2 im ER-CALUX 

untersucht werden. Beide Zuläufe weisen eine hohe östrogene Aktivität auf (Abbildung 5). In beiden 

Fällen konnte diese Aktivität durch den MBR verringert (PN 4) bzw. entfernt (PN 2) werden. Bei einer 

20-fachen Konzentration wurde lediglich bei PN 7 und 8 eine östrogene Aktivität nach Ablauf der Ozo-

nung ermittelt. Da die Extrakte des MBR der PN 4 eine sehr hohe Zytotoxizität zeigen, konnte diese 

Probe im ER-CALUX lediglich in einer 0,2-fachen Konzentration getestet werden. Dies gilt ebenfalls 

für PN 6 und 7, bei denen der Ablauf MBR immerhin in einer 2-fachen Konzentration getestet werden 

konnte und noch östrogene Aktivität aufweist. 

Schlussfolgernd kann zum ER-CALUX gesagt werden, dass die Reinigungsleistung des MBR zu einer 

deutlichen Reduktion der östrogenen Aktivität in den nativen Proben führt, diese jedoch durch die 

Ozonung und Sandfiltration nochmal verbessert werden kann. In fünf von acht Fällen liegt bereits 

nach dem MBR eine Induktion < 10 % der maximal wirkenden E2-Konzentration vor, somit sind diese 

Proben laut US EPA (2011) als nicht östrogen-aktiv einzustufen. Die östrogene Aktivität wird bei PN 6 

erst nach der Ozonung und bei PN 5 sogar erst nach der Sandfiltration der nativen Proben entfernt. 

Diese Ergebnisse, sowie die entgegengesetzten Ergebnisse der PN 7 lassen darauf schließen, dass 

es entweder zu Unterschieden bei den Probenahmen gekommen ist oder zum Zeitpunkt der Proben-

ahme im Marienhospital eine erhöhte Behandlung mit Medikamenten vorlag. 
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Die Bewertung der Extrakte wird durch die hohe Zytotoxizität der einzelnen Proben deutlich erschwert. 

Es kann festgehalten werden, dass PN 1, 2 und 6 nicht in einer 20-fachen Konzentration im ER-

CALUX eingesetzt werden konnten. Aufgrund der zytotoxischen Ergebnisse sollte an dieser Stelle 

nochmal bedacht werden, dass die Wasserproben zum Absterben der kompletten Zellen geführt ha-

ben und somit die östrogene Aktivität unter keinen Umständen bewertet werden kann. Der komplette 

Tod der Zelle ist ein gravierenderes Ergebnis als die Untersuchung des endokrinen Endpunkts. Da 

diese Erkenntnisse nicht aus den nativen Proben abzuleiten sind, stellt sich die Frage nach einer Op-

timierung der Anreicherung der Proben, um mögliche toxische Substanzen nicht mit anzureichern. Da 

diese Erkenntnisse nicht aus den nativen Proben abzuleiten sind, scheint die verwendete SPE-

Methode nicht kompatibel zum ER-CALUX zu sein. Hier wäre eine Anpassung des SPE-Protokolls für 

weitere Untersuchungen notwendig, um die hier festgestellte eingeschränkte Anwendbarkeit zu ver-

bessern. Dies wird auch in den Ergebnissen der SPE-Blanks der PN 3 und 4 verdeutlicht, die eine 

erhöhte östrogene Aktivität aufwiesen im Vergleich zu den Nachbehandlungsstufen. Bei PN 8 ist ein 

auffälliger Anstieg der Östrogenität nach der Ozonung zu sehen, der in den nativen Proben ebenfalls 

nicht erkennbar ist. Ebenso sind die Ergebnisse der PN 7 nicht kohärent, was ebenfalls vermuten 

lässt, dass die Probe durch die Extraktion verändert sein könnte. 

Zur Bestimmung der Androgenität wurde eine Dihydrotestosteron (DHT) Standardreihe (3,27x104 ng/L 

im Well) verwendet. Die Ergebnisse (gewichteter Mittelwert mit externer Konsistenz aus 2-3 

Replikaten) sind als prozentuale Induktion zur maximal wirkenden DHT-Konzentration von 

3,27x103 ng/L dargestellt (Abbildung 7). Die Darstellung der Androgenität ist an die Fließrichtung der 

Anlage angepasst: Von links nach rechts sind Zulauf, Zulauf filtriert, Ablauf Membranbioreaktor, Ablauf 

Ozonung und Ablauf Sandfilter jeder nativen Probenahme dargestellt (Abbildung 6). Die Darstellung 

der SPE Extrakte ist neben der Fließrichtung der Anlage noch zusätzlich von der geringsten 

Verdünnung bis zur höchsten Verdünnung unterteilt (Abbildung 7). 

Auch hier wurde die Bewertung der Proben nach der Veröffentlichung der US EPA (2011) durchge-

führt, so dass eine Probe als androgen-aktiv eingestuft wird, sobald ihre Induktion > 10% der maxima-

len Induktion der Positivreferenz Dihydrotestosteron liegt. Androgen-aktive Proben zeigen demnach 

dieselbe Wirkung wie eine DHT-Konzentration ≥ 25,63 ng/L. Die Konzentrationen der DHT-

Standardreihe decken den Bereich von keiner Induktion bis zur Überexpression (verhindert die Über-

produktion des codierten Enzyms) des Androgen-Rezeptors (AR) ab. Auch mit diesem Testsystem 

wurden nur Proben getestet, die nicht zytotoxisch im MTT-Test waren, um falsch-negative Aussagen 

durch eine allgemeine Zellschädigung auszuschließen. Es konnten alle nativen Proben bis auf einen 

unfiltrierten Zulauf (PN 2) im AR-CALUX getestet werden.  
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Abbildung 6: Androgene Aktivität der nativen Abwasserproben aller acht Probenahmen (Testverdünnung 1:10) 
nach 24 stündiger Exposition im AR-CALUX (AR-Zellen), dargestellt als prozentuale Induktion der von der maxi-
malen DHT-Konzentration hervorgerufenen Induktion. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen DHT-Konzentration. 

Die Ergebnisse des AR-CALUX variieren stark zwischen den einzelnen Probenahmen (Abbildung 6), 

Die höchste androgene Aktivität ist in den Proben der PN 6 nachweisbar. Hier ist zunächst keine 

androgene Aktivität nach dem Zulauf feststellbar, die nach dem MBR jedoch auf > 10% der maximalen 

DHT Antwort steigt und auch nach der Sandfiltration nicht entfernt wird. 

In den restlichen Probenahmen zeigen die Zulaufproben die höchste Induktion, die jedoch nur in drei 

Fällen beim filtrierten Zulauf (PN 4-6) knapp über 10% Induktion der maximalen DHT-Konzentration 

liegen und somit als androgen-aktiv eingestuft werden. Dabei ist der große Unterschied zwischen 

filtrierten und unfiltrierten Zulaufproben sehr auffällig und sollte für weitere Projekte näher untersucht 

werden, da eine höhere Aktivität nach Filtration nicht der Erwartung eines Verlustes entspricht. Dieser 

Effekt könnte durch den Verlust inhibierender Effekte (Matrix, Antagonisten) hervorgerufen werden, 

die bei unfiltrierten Proben das Signal unterdrücken. Bei letzteren liegt die Induktion immer unter dem 

Schwellenwert von 10%. Ebenso sind die Proben der Nachbehandlung bis auf die erwähnte 

Ausnahme (PN 6) in keinem der Fälle androgen-aktiv. 
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Abbildung 7: Androgene Aktivität der SPE Extrakte der Abwasserproben aller acht Probenahmen (mit Anreiche-
rungsfaktoren im Test) nach 24 stündiger Exposition im AR-CALUX (AR-Zellen), dargestellt als prozentuale In-
duktion der von der maximalen DHT-Konzentration (3,27x103 ng/L) hervorgerufenen Induktion. Gestrichelte Linie: 
10% der maximalen DHT-Konzentration. 

Die Zulaufproben der Extrakte ließen sich in sechs Fällen (PN 1-4, 7-8) nur bei der höchsten Verdün-

nungsstufe (0,2-fache Konzentration; 0,05-fache Konzentration bei PN 1) untersuchen. Die beiden 

anderen Zuläufe der PN 5 und PN 6 weisen selbst in der höchsteingesetzten Verdünnung (1:5.000) 

zytotoxische Effekte auf und konnten nicht im AR-CALUX beprobt werden. Alle anderen Proben konn-

ten auch mit höheren Konzentrationsfaktoren getestet werden. Die Zuläufe der PN 2, 4 und 8 sowie 

der Ablauf der Ozonung aus PN 5 können als androgen-aktiv eingestuft werden. Alle anderen Extrakte 

zeigten im AR-CALUX keine androgene Aktivität. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Er-

gebnisse der nativen Proben im AR-CALUX zwischen den einzelnen Probenahmen stark variieren 

(Abbildung 6), was auf eine große Varianz in der Zusammensetzung des Abwassers, möglicherweise 

bedingt durch den zeitlichen Arzneimittelbedarf des Marienhospitals, schließen lässt. Alle Probenah-

mestellen der PN 6 sind mit Ausnahme des MBR als androgen-aktiv einzustufen. 

Wie auch im ER-CALUX, sind im AR-CALUX Unterschiede zwischen den nativen und angereicherten 

Proben zu erkennen. Einerseits ist eine Verstärkung der Wirkung nach der Extraktion zu sehen (filtrier-

ter Zulauf PN 2 und 8). Andererseits ist besonders in PN 6 auffällig, dass die Induktion der Extrakte 

geringer ausfällt als jene der nativen Proben. Auch hier ist wieder anzumerken, dass die Zuläufe auf-

grund ihrer Zytotoxizität nur in der niedrigsten Testkonzentration der Extrakte (0,2-fach) eingesetzt 

werden konnten. Ansonsten wurden alle Proben (nativ und Extrakte) als nicht androgen-aktiv einge-

stuft, mit Ausnahme der nativen Proben der PN 6 und der extrahierten Zuläufe der PN 2, 4 und 8, 

sowie dem extrahierten Ablauf der Ozonung der PN 5. Diese Proben (Extrakte Zu PN 2, 4 und 8 und 

O3 PN 5) verdeutlichen die Anreicherung über die SPE Kartusche. Die Konzentration der androgen 
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aktiven Substanzen war in der nativen Probe zu gering und somit nicht detektierbar, nach Anreiche-

rung jedoch im Test nachweisbar. Alle anderen Extrakte bestätigen diese Erkenntnis nicht. 

 

6.2.2.  A-YES und A-YAS 

Die Untersuchung der nativen Abwasserproben mit dem A-YES (Östrogenität) zeigt keine toxischen 

Effekte der Abwassermatrices auf das Wachstum der Hefezellen oder sonstige Beeinträchtigungen 

der Messung, so dass alle Proben gemessen und ausgewertet werden konnten. In Anlehnung an die 

Veröffentlichung der U.S. Umweltschutzbehörde EPA (2011) für den ER-CALUX wird eine Probe als 

östrogenaktiv eingestuft, wenn sie mehr als 10% der maximalen 17β-Estradiol Antwort aufweist. 

Eine östrogene Aktivität konnte lediglich in den Zulaufproben bestimmt werden (Abbildung 8). Die 

Induktionsraten liegen zwischen 14 und 68% der maximalen E2-Konzentration von 100 ng/L. In den 

Proben nach MBR, nach Ozonung und nach Sandfiltration konnte in keiner nativen Probe eine östro-

gene Aktivität nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 8: Relative östrogene Aktivität der nativen Abwasserproben des Zulaufes, nach MBR, nach Ozonung 
und nach Sandfiltration im A-YES Assay bezogen auf die Aktivität der maximalen 17β-Estradiolkonzentration 
(Positivkontrolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-Konzentration. 

 

Ebenso wie bei den nativen Abwasserproben zeigten auch die untersuchten Extrakte keine toxischen 

Effekte auf die Hefezellen. Da alle SPE Extrakte der Zulaufproben in der Anreicherung um den Faktor 
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20 im A-YES eine sehr starke Induktion zeigen und oberhalb der Kalibrierkurve lagen, mussten die 

Proben bis zu einem Anreicherungsfaktor von 5 verdünnt werden. Die relativen Aktivitäten der SPE 

Extrakte sind in Abbildung 9 dargestellt. 

 

Abbildung 9: Relative östrogene Aktivität der SPE Extrakte des Zulaufes (Faktor 20; bei PN 3 und PN 5 5-fache 
Anreicherung) und nach MBR, Ozonung und Sandfiltration (jeweils Faktor 20) im A-YES Assay bezogen auf die 
Aktivität der maximalen 17β-Estradiol-Konzentration (Positivkontrolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-
Konzentration. 
 

Die Induktion der extrahierten Zulaufproben im A-YES Assay ist höher als in den nativen Proben und 

liegt zwischen 39 und 128% der maximalen Aktivität von 17β-Estradiol (Positivkontrolle). Für die Pro-

benahmen 4, 5 und 6 wäre eine weitere Verdünnung der Proben notwendig, was aber aufgrund des 

Projektzeitraumes nicht mehr möglich war. Bis auf die Probe MBR 1 (77%) und O3 3 (12%) zeigen alle 

Proben der einzelnen Behandlungsstufen (MBR, O3, Sandfilter) eine Induktion < 10% und sind somit 

nicht als östrogenaktiv einzustufen (siehe ER-CALUX Kapitel 6.2.1).  

Die Ergebnisse der nativen sowie der angereicherten Abwasserproben zeigt, dass die im Zulauf der 

Kläranlage gemessene östrogene Aktivität fast vollständig durch die Behandlungsstufe des MBR ab-

gebaut wird. Eine Entstehung von östrogener Aktivität nach Ozonung konnte in keiner Probenahme 

beobachtet werden. 

Die Untersuchung der nativen Abwasserproben mit dem A-YAS (Androgenität) zeigt keine toxischen 

Effekte der Abwassermatrices auf das Wachstum der Hefezellen oder sonstige Beeinträchtigungen 

der Messung, so dass alle Proben gemessen und ausgewertet werden konnten.. Die Ergebnisse der 

nativen Abwasserproben im A-YAS sind in Abbildung 10 dargestellt. Die nativen Zulaufproben im  
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A-YAS weisen eine Induktion von nicht nachweisbar bis 108% der maximalen DHT-Konzentration von 

350 ng/L auf. Die Proben nach den Behandlungsstufen (MBR, O3, Sandfilter) zeigten keine androgene 

Aktivität. 

 

 

Abbildung 10: Relative androgene Aktivität der nativen Abwasserproben des Zulaufes, nach MBR, nach Ozonung 
und nach Sandfiltration im A-YAS Assay bezogen auf die Aktivität der maximalen DHT-Konzentration (Positivkon-
trolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen DHT-Konzentration. 

 

Die Ergebnisse der SPE Extrakte (Abbildung 11) sind vergleichbar zu denen der nativen Probe und 

zeigen eine androgene Aktivität nur in den Zulaufproben. Wie auch bei den Extrakten im A-YES wur-

den die Zulaufproben aufgrund zu hoher Konzentrationen teilweise verdünnt gemessen. Die androge-

ne Aktivität liegt zwischen 28 und 130%. Die Proben nach den Behandlungsstufen (MBR, O3, Sandfil-

ter) zeigen eine androgene Aktivität < 2%.  
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Abbildung 11: Relative androgene Aktivität der SPE Extrakte des Zulaufes (Faktor 5-20) und nach MBR, Ozonung 
und Sandfiltration (jeweils Faktor 20) im A-YAS Assay bezogen auf die Aktivität der maximalen DHT-
Konzentration (Positivkontrolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen DHT-Konzentration. 

 

Die Ergebnisse der nativen Abwasserproben zeigen sowohl für den A-YES als auch den A-YAS eine 

deutliche östrogene- bzw. androgene Aktivität der Kläranlagenzuläufe. Diese wird im MBR soweit 

abgebaut (> 90%) das die Aktivitäten unterhalb der Nachweisgrenze des Arxula Assays liegen und 

somit als nicht endokrin einzustufen sind. Auch nach einer Anreicherung der Proben konnte lediglich 

in den Zulaufproben eine östrogene bzw. androgene Aktivität nachgewiesen werden. Auch hier wird 

die hohe Eliminationsleistung des MBR deutlich. 

 

6.2.3.  YES und YAS 

Bei der Untersuchung der nativen Wasserproben im YES konnte keine östrogene Aktivität detektiert 

werden (Daten nicht gezeigt, da Nullwerte). Da sich in Zulaufproben üblicherweise hohe östrogene 

Aktivitäten messen lassen, liegt der Schluss nahe, dass eine bakterielle Kontamination das Hefe-

wachstum stört. Dies wurde im Rahmen der Arbeiten im DIN-Arbeitskreis „Endokrine Wirkungen“ wei-

ter untersucht. Ausgewählte Zulaufproben des Marienhospitals zeigten ein deutliches Bakterienwachs-

tum, welches das Hefewachstum hemmt und so die Detektion der östrogenen Aktivität verhindert (Da-

ten nicht gezeigt, selbe Problematik wie bei den Zelllinien). 
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In SPE Extrakten treten bakterielle Kontaminationen nicht auf, da die Proben durch die verwendeten 

organischen Lösemittel während der Extraktion (siehe Kapitel 5.1) als steril betrachtet werden können. 

Jedoch hat die Anreicherung der Proben zur Folge, dass nicht nur endokrin wirksame, sondern zu-

sätzlich auch zytotoxische Substanzen angereichert werden. Im Fall der geklärten Abwasserproben 

des Marienhospitals war dies kein Problem, d. h. diese Proben konnten bei einer 20-fachen Endkon-

zentration untersucht werden (Abbildung 12, MBR). Starke Zytotoxizität wurde hingegen bei den Zu-

laufproben beobachtet (Abbildung 12, Inf). Da ein verringertes Zellwachstum die Bioassays stört, wer-

den nur Proben untersucht, die eine um maximal 20 % verringerte Zellzahl aufweisen. Dementspre-

chend wurden die Zulaufproben in den Bioassays mit DMSO verdünnt, bis keine zytotoxischen Effekte 

mehr auftraten. 

Abbildung 12: Zytotoxizität der SPE Extrakte im YES. Exemplarisch dargestellt sind normalisierte Zellzahlen 
(100%: Negativkontrolle, NC) von verschiedenen Verdünnungen der Proben des Zulaufs und des Membranbiore-
aktors (MBR) der ersten Probenahme (n = 8). 
 

Über die gesamten Probenahmen wurde eine deutliche östrogene Aktivität im Zulauf detektiert. Diese 

lag, je nach Verdünnung der zytotoxischen Extrakte, zwischen 12 und 52% verglichen mit der maxi-

malen Aktivität von Estradiol (Positivkontrolle im YES). Diese Aktivität wird im Membranbioreaktor 

(MBR) um ca. 90% abgebaut (Abbildung 13). Nur bei einer Probenahme (eine von drei Proben der 

Probenahme 2) ist eine Restaktivität von 24% nachweisbar. In allen anderen Fällen ist die östrogene 

Aktivität < 5%, d.h. im Bereich der Nachweisgrenze des YES-Testsystems (siehe Kapitel 6.7). 
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Abbildung 13: Relative östrogene Aktivität der SPE Extrakte des Zulaufes und nach MBR, Ozonung und Sandfilt-
ration (wenn nicht anders angegeben jeweils Faktor 20) im YES Assay bezogen auf die Aktivität der maximalen 
17β-Estradiol-Konzentration (Positivkontrolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-Konzentration. 

 

Die nachgeschaltete Ozonung (O3) führt zu einer weiteren Verringerung der Östrogenität auf ein nicht 

detektierbares Niveau (0,2%). In den Proben nach Sandfiltration (SF) ist ebenfalls keine Aktivität de-

tektierbar. Hinsichtlich der Östrogenität kann also festgestellt werden, dass der MBR der Kläranlage 

Marienhospital eine ausgezeichnete Reinigungsleistung aufweist. 

Bei der Untersuchung der androgenen Aktivität im YAS zeigen native Proben und SPE Extrakte ein 

sehr ähnliches Muster. In den nativen Zulaufproben wird eine relative Aktivität von 10-30% bezogen 

auf Testosteron als Positivkontrolle detektiert (Abbildung 14). Bei den SPE Extrakten beträgt die Akti-

vität je nach Verdünnungsstufe 11-43% (Abbildung 15). Die MBR-Behandlung reduziert die Androge-

nität effektiv um 95% auf eine relative Aktivitäten von <5% verglichen mit der maximalen Wirkung von 

Testosteron (Positivkontrolle im YAS). Wie schon im Fall der Östrogenität bewirken die nachgeschal-

teten Behandlungen (O3 und SF) keine relevante Veränderung der androgenen Aktivität. Demgemäß 

werden also auch androgen wirksame Substanzen bereits effektiv im MBR abgebaut. 
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Abbildung 14: Relative androgene Aktivität der nativen Abwasserproben des Zulaufes und nach MBR, Ozonung 
und Sandfiltration im YAS Assay bezogen auf die Aktivität der maximalen Testosteron-Konzentration (Positivkon-
trolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen Testosteron-Konzentration. 

 

Abbildung 15: Relative androgene Aktivität der SPE Extrakte des Zulaufes und nach MBR, Ozonung und Sandfilt-
ration (wenn nicht anders angegeben jeweils Faktor 20) im YAS Assay bezogen auf die Aktivität der maximalen 
Testosteron-Konzentration (Positivkontrolle). Gestrichelte Linie: 10% der maximalen Testosteron-Konzentration. 
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6.2.4.  Zusammenfassung der agonistischen Effekte 

Die Ergebnisse der östrogenen Aktivität zeigen in allen drei angewendeten Assaysystemen ähnliche 

Ergebnisse (Abbildung 16), allerdings werden ebenso die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der 

Assays deutlich. Aufgrund der unterschiedlichen Verdünnungen der nativen Proben durch das jeweili-

ge Testmedium lagen die nativen Proben für die CALUX Systeme 10-fach, für die Arxula-Systeme 

1,25-fach und für die Saccharomyces-Systeme 1,6-fach verdünnt vor. Dies macht zwar einen quantita-

tiven Vergleich der nativen Proben nicht möglich, jedoch kommt man zu einer gleichen Bewertung der 

Proben. Die nativen Zulaufproben zeigen in allen Assays östrogene Aktivitäten, wenn sie keine Zyto-

toxizität bzw. Bakterienwachstum aufweisen. Während die Messungen mit A-YES keine Matrixeffekte 

zeigen, sind der YES-Test von erhöhtem Bakterienwachstum während der Inkubation (Abbildung 16) 

und der ER-CALUX von zytotoxischen Effekten beeinflusst (n = 4). Dies lässt sich durch die unter-

schiedlichen Hefezellen und auch das unterschiedliche Medium begründen. Im Medium für die Arxula 

Hefen wird, neben vielen anderen spezifischen Bestandteilen, Maltose als C-Quelle verwendet, was 

für die Bakterien evtl. nicht nutzbar ist. Außerdem wachsen die Hefen so stark, dass ein Bakterien-

wachstum unterdrückt wird. Dies ermöglicht es auch, in den Arxula Systeme Proben ohne vorherige 

Sterilfiltration zu untersuchen. 

In allen Assays war durch MBR-Behandlung eine deutliche (> 90%) Abnahme der östrogenen Aktivität 

zu beobachtet. In den Arxula-Assays sowie in den Saccharomyces-Assays konnte anschließend keine 

Aktivität mehr beobachtet werden. Lediglich der ER-CALUX zeigte bei einzelnen Proben eine Restak-

tivität nach Ozonung. 

 

Abbildung 16: Östrogene Aktivität der nativen Abwasserproben der drei verwendeten Assays (YES, ER-CALUX, 
A-YES) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik beschreiben Boxplots mit geringerer Datenanzahl. Ver-
dünnungsfaktoren: YES 1,6, ER-CALUX 10, A-YES 1,25. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-
Konzentration. x markiert das Minimum und das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 
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Die SPE Extrakte der Zulaufproben wurden nur in den Arxula-Assays ohne Matrixstörung untersucht. 

In den Saccharomyces-Assays konnten die Proben lediglich verdünnt gemessen werden, während in 

den CALUX-Assays auch die höchsten Verdünnungen (Anreicherungsfaktor von 0,2) noch toxisch auf 

die Zellen wirkten. In allen analysierbaren Zuläufen ist eine östrogene Aktivität nachgewiesen worden. 

Die SPE Extrakte der Proben nach den Behandlungsstufen zeigten nur in wenigen Proben eine gerin-

ge Restaktivität in den Arxula- und den Saccharomyces-Assays. Die CALUX Systeme konnten hier 

aufgrund ihrer höheren Empfindlichkeit in mehr Proben eine Aktivität nachweisen. Hier wird deutlich, 

dass die Aktivität auch nach der Ozonung und dem Sandfilter weiter abgebaut wird. Eine Probe (PN 8) 

zeigt im ER-CALUX eine erhöhte Aktivität nach Ozonung im Vergleich zum Ablauf des MBR. Dieser 

Effekt konnte jedoch in den anderen Assays nicht bestätigt werden.  

 

Abbildung 17: Östrogene Aktivität der extrahierten Abwasserproben (Anreicherungsfaktor 20) der drei verwende-
ten Assays (YES, ER-CALUX, A-YES) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik beschreiben Boxplots mit 
geringerer Datenanzahl. . Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-Konzentration. x markiert das Minimum und 
das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 

 

Auch die androgene Aktivität zeigt vergleichbare Ergebnisse in allen drei Testsystemen. In den Zu-

laufproben wurde mit allen Assays eine androgene Aktivität nachgewiesen, wobei die höchsten Aktivi-

täten im A-YAS gemessen werden konnten. Ebenso wie bei der östrogenen Aktivität können auch hier 

zytotoxische Effekte auf die AR-Zellen, sowie ein erhöhtes Bakterienwachstum im YAS beobachtet 

werden. In den Abläufen der einzelnen Behandlungsstufen zeigte sich mit dem YAS und dem A-YAS 

keine Aktivität, wobei der sensitivere AR-CALUX in einigen Proben eine geringe Restaktivität feststel-
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Abbildung 18: Androgene Aktivität der nativen Abwasserproben der drei verwendeten Assays (YAS, AR-CALUX, 
A-YAS) aller Probenahmen (n=8). Verdünnungsfaktoren: YES 1,6, ER-CALUX 10, A-YES 1,25. Gestrichelte Linie: 
10% der maximalen DHT-Konzentration. x markiert das Minimum und das Maximum, □ entsprechen dem Mittel-
wert. 

 

Auch bei der Bestimmung der androgenen Aktivität konnten die SPE Extrakte der Zulaufproben nur in 

den Arxula-Assays ohne Matrixeffekte untersucht werden und sind deshalb in Abbildung 19 nicht ge-

zeigt. In den Saccharomyces-Assays wurden die Proben lediglich mit einer 10-fachen Anreicherung 

gemessen, während in den CALUX-Assays bis zu einem Anreicherungsfaktor von 0,2 verdünnt wer-
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androgene Aktivität in den Abläufen der einzelnen Behandlungsstufen mit keinem der angewendeten 

Assays nachgewiesen werden.  
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Abbildung 19: Androgene Aktivität der extrahierten Abwasserproben (Anreicherungsfaktor 20) der drei verwende-
ten Assays (YAS, AR-CALUX, A-YAS) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik beschreiben Boxplots mit 
geringerer Datenanzahl. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen DHT-Konzentration. x markiert das Minimum und 
das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 

 

Abschließend wird deutlich, dass trotz unterschiedlicher Test-spezifischer Verdünnungen und Emp-

findlichkeiten die eigentliche Bewertung der Testergebnisse gleich ausfällt. Dies ist für die Wasserwirt-

schaft ein zentrales Projektergebnis, da bei zukünftigen Monitoringuntersuchungen die Ergebnisse 

unabhängig vom verwendeten Assay verglichen werden können.  
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6.3.  Antiöstrogene und antiandrogene Aktivität 

6.3.1.  Anti-ER-CALUX und Anti-AR-CALUX 

Wie bereits in Kapitel 6.1 beschrieben, wurden nur Konzentrationsstufen in den CALUX-Systemen 

eingesetzt, die nicht zytotoxisch auf die Zellen wirken. Zur Bestimmung der Antiöstrogenität wurde 

eine Tamoxifen (0 – 3,72x106 ng/L im Well) Standardreihe verwendet. Die Ergebnisse (gewichteter 

Mittelwert mit externer Konsistenz aus 1-3 Replikaten) sind als prozentuale Induktion zur maximalen 

Tamoxifenkonzentration von 3,72x105 ng/L dargestellt (Abbildung 20 und Abbildung 21). Dieser Wert 

entspricht einer kompletten Inhibition des Östrogen-Rezeptors. Auch hier wurde die Bewertung der 

Proben nach der Veröffentlichung der US EPA (2011) durchgeführt, so dass eine Probe als antiöstro-

gen eingestuft wird, sobald ihre Induktion > 10% der maximalen Induktion der Positivreferenz Tamoxi-

fen liegt. antiöstrogen aktive Proben zeigen somit dieselbe Wirkung wie eine Tamoxifenkonzentration 

≥2,04x103 ng/L. 

Die Darstellung der Antiöstrogenität ist an die Fließrichtung der Anlage angepasst: Von links nach 

rechts sind Zulauf, Zulauf filtriert, Ablauf Membranbioreaktor, Ablauf Ozonung und Ablauf Sandfilter 

jeder nativen Probenahme dargestellt (Abbildung 20). Die Darstellung der SPE Extrakte ist neben der 

Fließrichtung der Anlage noch zusätzlich von der geringsten Verdünnung bis zur höchsten Verdün-

nung unterteilt (Abbildung 21).  

 

Abbildung 20: Antiöstrogene Aktivität der nativen Abwasserproben aller acht Probenahmen (im Test 1:10 ver-
dünnt) nach 24 stündiger Exposition im anti-ER-CALUX (T47D-Zellen), dargestellt als prozentuale Induktion der 
maximalen Tamoxifenkonzentration der Standardreihe. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen Tamoxifen-
Konzentration 
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Die Ergebnisse dieses Testsystems variieren stark zwischen den einzelnen Probenahmen (Abbildung 

20). Die höchsten Induktionen sind in PN 1 und 2 vorhanden und teilweise so hoch wie die maximale 

Induktion durch Tamoxifen. Dies ist zurückzuführen auf eine starke Inhibition des Östrogen-Rezeptors.  

PN 3 zeigt den entgegengesetzten Effekt der beiden ersten Probenahmen. Hier ist lediglich der Sand-

filter als antiöstrogen einzustufen. Dieser Trend zeigt sich ebenfalls bei PN 7. Die Ergebnisse der PN 5 

stehen im Gegensatz zu denen der PN 3 und 7, decken sich aber teilweise mit denen der PN 8, da der 

MBR und die Ozonung als antiöstrogen eingestuft werden, der Sandfilter hingegen nicht. Mit Ausnah-

me des Zulaufs der PN 6 und des MBR der PN 8 zeigen die einzelnen Probenahmestellen der PN 4, 

PN 6 und PN 8 negative Induktionsraten des Tamoxifen. Somit wird der Östrogen-Rezeptor nicht ge-

hemmt. 

 

Abbildung 21: Antiöstrogene Aktivität der SPE Extrakte der Abwasserproben aller acht Probenahmen (mit Anrei-
cherungsfaktoren im Test) nach 24 stündiger Exposition im anti-ER-CALUX (T47D-Zellen), dargestellt als prozen-
tuale Induktion der maximalen Tamoxifenkonzentration der Standardreihe (3,72x105 ng/L). Gestrichelte Linie: 
10% der maximalen Tamoxifen-Konzentration 

 

Aufgrund der Zytotoxizität konnten nicht alle Extrakte in denselben Konzentrationsstufen im anti-ER-

CALUX eingesetzt werden (Abbildung 21). Lediglich zwei von acht Zulaufproben (PN 2, 4) konnten 

nach einer 1:5.000-Verdünnung der Extrakte (= Faktor 0,2) im anti-ER-CALUX untersucht werden. 

Alle Probenahmestellen der PN 1 konnten erst ab einer 2-fachen Konzentration getestet werden, so-

wie der Ablauf MBR der PN 2, 3 und 7. PN 6 wirkt bei 20-facher Konzentration zytotoxisch und konnte 

aus Zeitgründen nicht in 2-facher Anreicherung getestet werden. Bei den PN 3-8 sind die Werte für die 

Proben nach der Nachbehandlung deutlich niedriger als in PN 1 und 2, allerdings sind in PN 3-5 die 

Proben der Nachklärung weiterhin antiöstrogen aktiv (Induktion der maximalen Tamoxifen-

konzentration liegt zwischen 25 und 60%). Mit Ausnahme des Ablauf Sandfilter der PN 5, welcher 

nicht zur Hemmung des Östrogen-Rezeptors führt, sondern zu seiner Induktion. Alle drei Nachbe-
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handlungsstufen der PN 7 weisen keine antiöstrogene Aktivität auf. Der Ablauf Sandfilter (20-fache 

Konzentration) und der Ablauf MBR (2-fache Konzentration) deuten sogar auf eine Induktion des ER 

hin. Genau wie der Ablauf Ozonung und der Ablauf SF der PN 8. 

Schlussfolgernd zeigt sich, dass in den nativen Ablaufproben der Nachbehandlung teilweise deutlich 

stärkere Effekte nachweisbar sind als in den Zulaufproben, wobei die nativen Wasserproben der Pro-

benahmen 3-8 wesentlich geringere Effekte aufweisen als die nativen Proben der Probenahmen 1 und 

2 (Abbildung 20). Bei PN 1-3 und PN 7 konnten die antiöstrogenen Effekte nicht durch die einzelnen 

Nachbehandlungsstufen eliminiert werden. Die Bewertung der Extrakte wird durch die hohe Zytotoxizi-

tät der einzelnen Proben deutlich erschwert. Aufgrund des Zeitmangels konnten nicht alle Proben in 

denselben Verdünnungsstufen getestet werden, wodurch die Vergleichbarkeit der Daten erschwert 

wird. Es kann festgehalten werden, dass PN 1, 2 (mit Ausnahme des Ablaufs Ozonung) und 6 nicht in 

einer 20-fachen Konzentration im anti-ER-CALUX eingesetzt werden konnten, da die Proben zytoto-

xisch auf die Zellen wirken. Alle Extrakte der Probenahmestellen der PN 1 und 2 wirken trotz 2-facher 

Anreicherung noch antiöstrogen. Ebenso sind die Nachbehandlungsstufen der PN 3-5 bei 20-facher 

Anreicherung als antiöstrogen wirksam einzustufen. Hingegen zeigen die Proben der PN 7 und 8 kei-

ne Antiöstrogenität. 

Die Daten des anti-ER-CALUX können mit denen des ER-CALUX abgeglichen werden, da eine nega-

tive Induktion des Tamoxifen auf eine Induktion des Östrogen-Rezeptors hindeutet (qualitative Daten-

erfassung). Diese Aussage kann jedoch nur für die nativen Proben der PN 3 (mit Ausnahme des 

Sandfilters), PN 4 und PN 6 (mit Ausnahme des filtrierten Zulaufs) bestätigt werden. Der Vergleich der 

Ergebnisse der nativen Zuläufe der PN 1 und 2 zeigen sowohl im ER-CALUX als auch im  

anti-ER-CALUX positive Effekte, was gleichermaßen auf eine Induktion und Inhibition des ER hindeu-

tet. Diese Ergebnisse müssen in weiteren Untersuchungen überprüft werden, da sie sich widerspre-

chen. Der Vergleich der Ergebnisse der Extrakte im ER-CALUX und anti-ER-CALUX trifft bei PN 1, PN 

2, PN 4, PN 5, PN 7 und PN 8 für jede Reinigungsstufe sowie dem Zulauf (mit Ausnahme des filtrier-

ten Zulaufs der PN 2) zu. Die einzige Ausnahme bildet die PN 3, hier zeigen der Ablauf Ozonung und 

der Ablauf MBR jeweils eine Induktion und Inhibition des Östrogen-Rezeptors.  

Da es sich bei der negativen Induktion der Tamoxifen Konzentration um eine qualitative Datenerfas-

sung handelt, kann kein Rückschluss auf die Konzentration der östrogen-aktiven Substanzen gezogen 

werden. Die Ergebnisse liefern lediglich den Hinweis zur Aktivierung des Östrogen-Rezeptors, welcher 

quantitativ mit dem ER-CALUX untersucht werden muss. 

Fazit ist, dass sowohl einige Nachbehandlungsstufen der nativen Proben, wie auch der Extrakte, wei-

terhin antiöstrogene Effekte aufweisen. 

 

Die Bestimmung der Antiandrogenität im anti-AR-CALUX erfolgte ebenfalls nur mit den Proben, die 

keine zelltoxischen Wirkungen auf die AR-Zelllinie ausgeübt haben. Auch hier wurde eine 

Standardreihe zur Bestimmung der Antiandrogenität herangezogen (Abbildung 36 D). Als 

Positivreferenz kam Flutamid (0-2,76x106 ng/L) zum Einsatz. Die Bewertung der Proben erfolgte 

ebenfalls auf Grundlage der Veröffentlichung der US EPA (2011). 
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Angelehnt an die maximale Flutamid-Antwort der Standardreihe (8,29x105 ng/L = 100%) wurde die 

Induktion der einzelnen Messwerte (n = 1 bis 3) ermittelt und aus mehreren (2 oder 3) Bestimmungen 

der gewichtete Mittelwert (mit externer Konsistenz) berechnet. Die Darstellung der Antiandrogenität ist 

an die Fließrichtung der Anlage angepasst: Von links nach rechts sind Zulauf, Zulauf filtriert, Ablauf 

Membranbioreaktor, Ablauf Ozonung und Ablauf Sandfilter jeder nativen Probenahme dargestellt 

(Abbildung 22). Die Darstellung der SPE Extrakte ist neben der Fließrichtung der Anlage noch zusätz-

lich von der geringsten Verdünnung bis zur höchsten Verdünnung unterteilt (Abbildung 23). 3 x 10-6 M 

Flutamid entspricht somit einer kompletten Inhibition des Androgen-Rezeptors. Antiandrogen aktive 

Proben zeigen dieselbe Wirkung wie eine Flutamidkonzentration ≥1,55x104 ng/L (Dieser Wert ent-

spricht der Wirkung von 10% der maximal wirkenden Flutamidkonzentration von 8,29 x 105 ng/L). 

 

Abbildung 22: Antiandrogene Aktivität der nativen Abwasserproben aller acht Probenahmen (im Test 1:10 ver-
dünnt) nach 24 stündiger Exposition im anti-AR-CALUX (AR-Zellen), dargestellt als prozentuale Induktion der 
maximalen Flutamidkonzentration der Standardreihe. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen Flutamid-
Konzentration 

 

Es konnten alle nativen Proben bis auf einen unfiltrierten Zulauf (PN 2) im anti-AR-CALUX getestet 

werden. Alle Probenahmestellen der PN 1 und PN 2 weisen, mit Ausnahme des Ablauf der Ozonung 

der PN 1, eine negative Induktion der Flutamidkonzentration auf. Bei PN 3 und 5 kann lediglich nach 

dem Ablauf des Sandfilters eine antiandrogene Wirkung festgestellt werden. Die Zuläufe der PN 3 und 

5, sowie der Ablauf Ozonung der PN 3 und der Ablauf MBR der PN 5 zeigen eine negative Induktion 

des Flutamid. Der unfiltrierte Zulauf der PN 4 weist ebenfalls den negativen Trend des Flutamid auf, 

während der filtrierte Zulauf und die Nachbehandlungsstufen (mit Ausnahme des Ablauf MBR) 

antiandrogen wirksam sind. Die letzten drei Probenahmen (PN 6-8) weisen sowohl in den nativen 
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Zulaufproben, wie auch in den nativen Nachbehandlungsstufen (mit Ausnahme des Ablauf Ozonung 

der PN 6) eine antiandrogene Wirksamkeit auf.  

 

 

Abbildung 23: Antiandrogene Aktivität der SPE Extrakte der Abwasserproben aller acht Probenahmen (mit Anrei-
cherungsfaktoren im Test) nach 24 stündiger Exposition im anti-AR-CALUX (AR-Zellen), dargestellt als prozentu-
ale Induktion der maximalen wirkenden Flutamidkonzentration (8,29x105 ng/L). Gestrichelte Linie: 10% der maxi-
malen Flutamid-Konzentration  

 

Die Extrakte zeigen den ähnlichen, nicht gleichmäßigen Trend wie die nativen Proben im  

anti-AR-CALUX. Die extrahierten Nachbehandlungen der PN 1 sind selbst nach einer 1:5000 (0,2-fach 

konzentriert im Test) antiandrogen wirksam und der unfiltrierte Zulauf noch bei einer 0,05-fachen 

Testkonzentration. Bei PN 2 weist nur der Ablauf Ozonung bis zu einer 2-fachen Konzentration anti-

androgene Effekte auf. Diese konnten erst mit einer weiteren 1:10 Verdünnung aufgehoben werden. 

Sowohl die extrahierte Probe des filtrierten Zulaufs, wie auch der Nachbehandlungen wirken nicht 

antiandrogen. Hingegen sind alle Extrakte der PN 4 als Antiandrogene einzustufen. Die Extrakte der 

PN 5 und 7 weisen zunächst im Ablauf MBR antiandrogene Effekte auf, welche durch die weiteren 

Nachbehandlungsschritte der Ozonung und des Sandfilters eliminiert werden konnten. Alle extrahier-

ten Probenahmestellen der PN 6 und 8 wirken antiandrogen. Die Nachbehandlungsstufen konnten 

diesen Effekt nicht aufheben. 
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Ähnlich den Ergebnissen des anti-ER-CALUX und AR-CALUX, sind auch die Analysedaten des  

anti-AR-CALUX stark variabel zwischen den einzelnen Probenahmen. Zusammenfassend kann fest-

gehalten werden, dass alle nativen Proben der PN 1 und 2 auf eine Induktion des Androgen-

Rezeptors hinweisen, da sie eine negative Antwort des Flutamid hervorrufen und somit nicht als  

Antiandrogene eingestuft werden. Für folgende native Proben konnte hingegen eine antiandrogene 

Wirksamkeit ermittelt werden: der Ablauf Sandfilter der PN 3-5, der filtrierte Zulauf sowie der Ablauf 

Ozonung der PN 4 und alle Probenahmestellen der PN 6-8, mit Ausnahme der Ozonung der PN 6. 

Somit weisen alle PN (3-8) nach Ablauf des Sandfilters eine antiandrogene Wirksamkeit auf. Da in den 

ersten beiden PN der Ablauf Sandfiltration nicht beprobt wurde, kann er auch nicht in die Bewertung 

einbezogen werden.  

Die Ergebnisse der Extrakte sind, mit Ausnahme der PN 2 und 3, im ersten Schritt der Nachbehand-

lung (Ablauf MBR) für alle PN antiandrogen wirksam. Selbst die zweite Nachbehandlungsstufe der 

Ozonung weist in 5 (PN 1, 2, 4, 6, 8) von 8 Fällen bei einer 20-fachen Konzentration weiterhin  

antiandrogene Effekte auf. Diese Effekte konnten durch die Sandfiltration nicht eliminiert werden.  

Der Vergleich der nativen Proben mit den Extrakten zeigt, dass bei allen Probenahmestellen der PN 1 

und 2, sowie der Ablauf MBR der PN 4 und 5 und der Ablauf Ozonung der PN 6 nach Aufbereitung 

der Proben eine antiandrogene Aktivität auftritt, die in den nativen Proben nicht vorhanden ist. Durch 

die Extraktion wurden somit die antiandrogen aktiven Komponenten angereichert. Dahingegen wurden 

die antiandrogen wirkenden Substanzen nach Ablauf des SF der PN 3, 5 und 7, sowie nach Ablauf 

der Ozonung der PN 7 durch die Aufbereitung entfernt. Weiterhin ist aber der Trend sichtbar, dass 

nach der Nachbehandlung des Abwassers antiandrogene Aktivitäten vorhanden sind. 

Die Daten des anti-AR-CALUX können mit denen des AR-CALUX abgeglichen werden, da eine nega-

tive Induktion des Flutamid auf eine Induktion des Androgen-Rezeptors hindeutet (qualitative Datener-

fassung). Für die meisten Proben trifft diese Annahme auch zu. So sind die nativen Proben der PN 1 

und 2 weder androgen noch antiandrogen aktiv. Lediglich die nativen filtrierten Zuläufe der PN 3, 4 

und 6-8, sowie der Ablauf MBR der PN 5 und 6, der Ablauf Ozonung der PN 5 und der Ablauf SF der 

PN 6 zeigen in den Testergebnisse sowohl eine androgene als auch antiandrogene Wirksamkeit. Da 

dies gleichermaßen auf eine Induktion und Inhibition des Androgen-Rezeptors hindeuten, sollten diese 

Ergebnisse in weiterführenden Untersuchungen betrachtet werden. 

Der Vergleich der Ergebnisse der Extrakte im AR-CALUX und anti-AR-CALUX trifft bei PN 1-8 für jede 

Reinigungsstufe mit wenigen Ausnahmen zu. So liefern lediglich der Ablauf MBR der PN 2, 3, 5 und 6, 

sowie der Ablauf Ozonung der PN 6 und der Ablauf des Sandfilters der PN 3 kein vergleichbares Er-

gebnis innerhalb der extrahierten Nachbehandlungsstufen. Für die extrahierten Zuläufe kann festge-

halten werden, dass der einzige unfiltrierte Zulauf (PN 1), der nicht zytotoxisch wirkte, antiandrogene 

Effekte aufweist und im AR-CALUX unauffällig ist. Alle filtrierten Zuläufe, die im (anti-)-CALUX einge-

setzt werden konnten, zeigen jedoch entgegengesetzte Ergebnisse, da sie sowohl als Agonist als 

auch als Antagonist positiv getestet wurden. 

Da es sich bei der negativen Induktion der Flutamid Konzentration um eine qualitative Datenerfassung 

handelt, kann kein Rückschluss auf die Konzentration der androgen-aktiven Substanzen gezogen 
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werden. Die Ergebnisse liefern lediglich den Hinweis zur Aktivierung des Androgen-Rezeptors, wel-

cher quantitativ mit dem AR-CALUX untersucht werden muss. 

Fazit ist, dass sowohl einige Nachbehandlungsstufen der nativen Proben, wie auch der Extrakte, wei-

terhin antiandrogene Effekte aufweisen und die Vergleichbarkeit der agonistischen gegenüber den 

antagonistischen Messung für die filtrierten Zuläufe kritisch hinterfragt werden muss. 

 

6.3.2.  Anti-A-YES und Anti-A-YAS 

Die Ergebnisse der nativen Abwasserproben zeigen sehr unterschiedliche antiöstrogene Aktivitäten in 

den einzelnen Probenahmen (Abbildung 24). Außerdem zeigen die Proben eine sehr hohe  

antiöstrogene Aktivität. Die Zulaufproben zeigen Inhibitionsraten des Östrogenrezeptors zwischen 8 

und 210% der maximalen Konzentration der Referenzsubstanz (Hydroxytamoxifen, siehe Kapitel 5.4). 

Hydroxytamoxifen führt nicht zu einer kompletten Inhibition des Östrogenrezeptors. Eine Inhibition von 

200% beschreibt also eine Inhibition der Probe, die doppelt so hoch ist wie bei der Referenzsubstanz 

Hydroxytamoxifen. Auch nach Behandlung liegen starke Unterschiede zwischen den einzelnen Pro-

benahmen vor. Die höchste Inhibition konnte in den Probenahmen 1 und 2 gemessen werden (MBR 

133-204%, O3 153-191%). Die Probenahmen 6 – 8 zeigten Inhibitionen zwischen 87 und 131% und 

die Probenahmen 3 – 5 zwischen 13 und 87%. Lediglich die Probe Sandfilter der PN 3 weist auf eine 

Induktion (negative Inhibition) des Rezeptors hin. 

 

Abbildung 24: Relative antiöstrogenität der nativen Abwasserproben im Anti-A-YES Assay bezogen auf die Ant-
wort der maximalen Hydroxytamoxifenkonzentration. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen  Hydroxytamoxifen-
konzentration.  
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Eine Erhöhung der antiöstrogenen Aktivität kann in den Probenahmen 2 und 3 beobachtet werden, 

wobei in Probenahme 3 nur eine sehr geringe Erhöhung vorliegt. In einigen Probenahmen (PN 4, 5 

und 8) ist eine Erhöhung der antiöstrogenen Aktivität nach der Sandfiltration zu beobachten.  

Ein anderes Bild zeigen die Extrakte im Anti-A-YES. Hier liegt in 4 von 8 Zuläufen eine negative Inhibi-

tion (Abbildung 25) vor, was auf eine östrogene Aktivität hindeutet. Dies stimmt mit der starken Induk-

tion im A-YES überein. Nach MBR zeigt sich in allen Probenahmen keine weitere Veränderung der 

antiöstrogenen Aktivität durch Ozonung oder Sandfiltration. Wie auch bei den nativen Proben zeigen 

die Probenahmen 1–2 und 6–8 die höchste Inhibition mit Aktivitäten zwischen 53 und 91%. Die Pro-

benahmen 3–5 dagegen zeigen lediglich eine Inhibition zwischen 6 und 31%. 

  

 

Abbildung 25: Relative Antiöstrogenität der extrahierten (Anreicherungsfaktor 20) Abwasserproben im Anti-A-YES 
Assay bezogen auf die Antwort der maximalen Hydroxytamoxifenkonzentration. Gestrichelte Linie: 10% der ma-
ximalen Hydroxytamoxifenkonzentration.  

 

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Probenahmen lassen sich mit der unterschiedlichen Zu-

sammensetzung des Abwassers erklären, die mit den Patienten und Therapien im Krankenhaus in 

Abhängigkeit steht. Im Vergleich zu den nativen Proben ist die antiöstrogene Aktivität in den SPE Ex-

trakten geringer. Dies deutet darauf hin, dass über die verwendete SPE Methode nicht alle antiöstro-

gen aktiven Substanzen angereichert werden konnten. In allen Abläufen der Behandlungsstufen ist 

eine antiöstrogene Aktivität nachweisbar, welche nur geringfügig reduziert wird.  
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Die antiandrogenen Aktivitäten der nativen Proben unterscheiden sich nicht so stark zwischen den 

einzelnen Probenahmen wie bei der östrogenen Aktivität (Abbildung 26). Zwei der acht Zulaufproben 

zeigen eine sehr geringe Aktivität zwischen -38 und 14% während die anderen Zulaufproben Aktivitä-

ten zwischen 123 und 161% aufweisen. Die Proben nach MBR zeigen in allen Probenahmen, bis auf 

PN 1 und PN 6, deutlich geringere Aktivitäten als die Zulaufproben. Hier konnte die antiandrogene 

Aktivität bis zu 70% reduziert werden. Allerdings zeigt sich auch hier, wie bei der antiöstrogenen Akti-

vität, keine weitere Reduzierung der Aktivität nach Ozonung oder nach Sandfiltration. Dies bedeutet, 

dass die antiöstrogene und die antiandrogene Aktivität hauptsächlich im MBR reduziert werden und 

die weiteren Behandlungsstufen Ozonung und Sandfiltration keine Reduzierung des Effektes bewir-

ken. Die im Vergleich zu den anderen Probenahmen niedrigen Aktivitäten in den Zulaufproben deuten 

auf eine hohe Androgene Aktivität hin, welche die Antiandrogenität unterdrückt. 

 

Abbildung 26: Relative Antiandrogenität der nativen Abwasserproben im Anti-A-YAS Assay bezogen auf die ma-
ximale Flutamidkonzentration. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen  Flutamidkonzentration.  

 

Die extrahierten Proben zeigen ein ähnliches Bild der antiandrogenen Aktivität wie die nativen Proben 

(Abbildung 27). Allerdings sind hier fünf der acht Zuläufe androgen aktiv (negative Inhibition; PN 3-5, 7 

und 8). Dies deutet auf eine hohe androgene Aktivität hin (negative Inhibition = Induktion) was auch 

schon im A-YAS beobachtet wurde. Die Probenahmen 3 und 7 zeigen einen Anstieg der antiandroge-

nen Aktivität nach dem Sandfilter. In Probenahme 4 kann ein Anstieg der antiandrogenen Aktivität 

über die gesamten Behandlungsstufen beobachtet werden.  

PN 1 PN 2 PN 3 PN 4 PN 5 PN 6 PN 7 PN 8-50

0

50

100

150

200

re
la

tiv
e 

A
kt

iv
itä

t /
 %

 Lösemittel (Wasser)
 Zulauf filtriert
 Ablauf Membranbioreaktor
 Ablauf Ozonung
 Ablauf Sandfilter



Abschlussbericht zum ResA Projekt „östrogene Effekte“ 
 

55 
 

 

Abbildung 27: Relative Antiandrogenität der extrahierten (Anreicherungsfaktor 20) Abwasserproben im Anti-A-
YAS Assay bezogen auf die maximale Flutamidkonzentration. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen  Flutamid-
konzentration. 

 

Generell ist fest zu halten, dass die Aktivitäten in den Extrakten insgesamt niedriger sind als bei den 

nativen Proben. Dies könnte daran liegen, dass nicht alle antiandrogen aktiven Substanzen über die 

hier durchgeführte SPE angereichert werden können. Allerdings zeigt sich auch hier wieder, dass die 

Behandlungsstufen nach MBR in den meisten Probenahmen zu keiner weiteren signifikanten Abnah-

me der antiandrogenen Aktivität führen. Allerdings zeigt sich in in einigen Behandlungsstufen eine 

Erhöhung der antiandrogenen Aktivität. 

 

6.3.3.  YAES und YAAS 

Die antiöstrogene Wirkung in den Zulaufproben im YAES zeigt ein widersprüchliches Bild beim Ver-

gleich der nativen Wasserproben mit den Extrakten: Während eine 100% Inhibition des hER bei der 

Testung nativer Proben festgestellt wurde (Daten nicht gezeigt), sind die SPE Extrakte nicht antiöstro-

gen. Die Erklärung hier liefert das bereits diskutierte bakterielle Wachstum in nativen Proben, das ein 

Hefewachstum verhindert. In den Nachbehandlungen konnte in den nativen Proben eine relative anti-

östrogene Wirkung von 20 bis 50% detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Verglichen dazu ist die 

Aktivität der 20-fach angereicherten Extrakte geringer (0-10%, Abbildung 28). Dies deutet auf Matrixef-

fekte in den nativen Proben (maskierende Effekte östrogen aktiver Substanzen) oder auf eine geringe 

Extraktionseffizienz der SPE hin: Die niedrigere Antiöstrogenität in den extrahierten Proben könnte 
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durch eine selektive Anreicherung von östrogen wirksamen Substanzen und eine weniger effektive 

Anreicherung von antiöstrogen wirksamen Substanzen verursacht werden. 

 

Abbildung 28: Relative antiöstrogenität der extrahierten (wenn nicht anders angegeben Anreicherungsfaktor 20) 
Abwasserproben im YAES Assay bezogen auf die Antwort der maximalen Hydroxytamoxifenkonzentration. Ge-
strichelte Linie: 10% der maximalen Hydroxytamoxifenkonzentration.  

 

Interessanterweise wird nach Ozonbehandlung ein Anstieg der Antiöstrogenität beobachtet (0 auf 

7,5%), die der nachgeschaltete Sandfilter nicht entfernt. Dies könnte bedeuten, dass bei der Ozonung 

antiöstrogen aktive Transformationsprodukte gebildet werden, oder dass auch hier eine Maskierung 

des Effektes auftritt. Ein ähnliches Phänomen wurde bereits an anderen Kläranlagen beobachtet  

(Stalter et al., 2011 und weitere bisher unveröffentlichte Daten). 

Die Zulaufproben des Marienhospitals sind als native Proben und als Extrakte (Abbildung 29) nicht 

antiandrogen aktiv. In den Proben der Nachbehandlungen ist bei nativer Testung im YAAS keine anti-

androgene Wirkung detektierbar (Daten nicht gezeigt). In den 20-fach angereicherten Extrakten lässt 

sich jedoch im Mittel ca. 30% relative Aktivität feststellen. Diese steigt nach MBR-Behandlung und 

wird nicht durch O3 oder SF verringert. Dieses Phänomen kann zwei Ursachen haben: Entweder wird 

die Wirkung von im Zulauf vorhandenen Antiandrogenen durch die sehr potente androgene Aktivität 

überlagert oder die hAR-Antagonisten werden im MBR gebildet. Um diese Hypothesen zu testen, 

wurden Fraktionierungsexperimente durchgeführt (siehe Kapitel 6.4). 
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Abbildung 29: Relative Antiandrogenität der extrahierten (wenn nicht anders angegeben, Anreicherungsfaktor 20) 
Abwasserproben im YAAS Assay bezogen auf die maximale Flutamidkonzentration. Gestrichelte Linie: 10% der 
maximalen  Flutamidkonzentration. 

 

6.3.4.  Zusammenfassung der antagonistischen Aktivität 

Bei dem Vergleich der Ergebnisse zur antagonistischen Aktivität sind ebenfalls die unterschiedlichen 

Verdünnungen der Proben durch das jeweilige Testmedium zu beachten. Die nativen Proben lagen 

somit für die CALUX Systeme 10-fach, für die Arxula-Systeme 1,25-fach und für die Saccharomyces-

Systeme 1,6-fach verdünnt vor. Der Vergleich der drei verwendeten Assaysysteme zeigt eine Abnah-

me der antiöstrogenen Aktivität in den nativen Abwasserproben im Anti-ER-CALUX, wobei der Haupt-

teil der Aktivität im Membranbioreaktor abgebaut wird (Abbildung 30). Jedoch verbleibt eine Restaktivi-

tät auch nach der finalen Behandlungsstufe der Sandfiltration. Die Ergebnisse zeigten deutliche Un-

terschiede zwischen den einzelnen Assaysystemen. Während die Ergebnisse im Anti-ER-CALUX und 

im Anti-A-YES stark zwischen den unterschiedlichen Probenahmen streuen, ist dies beim YAES nicht 

der Fall. Außerdem liegen die Ergebnisse des Anti-A-YES im Mittel höher als im YAES und die des 

Anti-ER-CALUX niedriger. Da sich die relative Aktivität der Proben nicht aus der Potenz einer Sub-

stanz sondern aus deren max. Aktivität ergibt, ist dieser Effekt nicht auf die unterschiedlichen Refe-

renzsubstanzen zurückführen. Es lässt eher auf unterschiedliche Empfindlichkeiten der einzelnen 

Assays schließen. 
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Abbildung 30: Antiöstrogene Aktivität der nativen Abwasserproben der drei verwendeten Assays (YAES, Anti-ER-
CALUX, Anti-A-YES) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik beschreiben Boxplots mit geringerer Da-
tenanzahl. Verdünnungsfaktoren: YES 1,6, ER-CALUX 10, A-YES 1,25. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen 
E2-Konzentration. x markiert das Minimum und das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 

 

Die Messungen der SPE Extrakte zeigen ein ähnliches inhomogenes Bild wie bei den nativen Abwas-

serproben, zwischen den Ergebnissen der einzelnen Assays (Abbildung 31). Aufgrund der zytotoxi-

schen Effekte der Zulaufproben sind diese hier nicht gezeigt. Auch hier sind die gemessenen Aktivitä-

ten im Mittel im Anti-A-YES am höchsten und im YAES am niedrigsten, allerdings sind auch hier die 

unterschiedlichen Referenzsubstanzen zu beachten. Wie auch bei den nativen Abwasserproben zeigt 

sich in den Abläufen der Behandlungsstufen keine weitere Reduktion der Aktivität und es verbleibt 

eine antiöstrogene Restaktivität im Ablauf des Sandfilters.  
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Abbildung 31: Antiöstrogene Aktivität der extrahierten Abwasserproben (Anreicherungsfaktor 20) der drei ver-
wendeten Assays (YAES, Anti-ER-CALUX, Anti-A-YES) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik be-
schreiben Boxplots mit geringerer Datenanzahl. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-Konzentration. x mar-
kiert das Minimum und das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 

 

Die Ergebnisse der antiandrogenen Aktivität der nativen Abwasserproben sind vergleichbar zu denen 

der antiöstrogenen Aktivität. Hier zeigt der YAAS die niedrigesten Aktivitäten und der Anti-A-YAS die 

höchsten. Während im Anti-A-YAS eine Verringerung der antiandrogenen Aktivität im 

Membranbioreaktor zu beobachten ist, zeigen der YAAS und der Anti-AR-CALUX keine Effekte. 

Lediglich nach Sandfiltration zeigt der Anti-AR-CALUX eine Erhöhung der Aktivität. Wie auch bei der 

antiöstrogenen Aktivität ist auch im Ablauf des Sandfilters eine Restaktivität mit dem Anti-AR-CALUX 

und dem Anti-A-YAS nachweisbar. 
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Abbildung 32: Antiandrogene Aktivität der nativen Abwasserproben der drei verwendeten Assays (YAAS, Anti-
AR-CALUX, Anti-A-YAS) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik beschreiben Boxplots mit geringerer 
Datenanzahl. Verdünnungsfaktoren: YES 1,6, ER-CALUX 10, A-YES 1,25. Gestrichelte Linie: 10% der maxima-
len E2-Konzentration. x markiert das Minimum und das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 

 

Die Antiandrogenität der SPE Extrakte zeigt, wie schon bei der antiöstrogenen Aktivität beobachtet, 

keine Verringerung der Aktivität während der einzelnen Behandlungsstufen. Aufgrund der zytotoxi-

schen Effekte der Zulaufproben sind diese hier nicht aufgeführt, weshalb eine Beurteilung des MBR 

nicht möglich ist. Wie auch bei der antiöstrogenen Aktivität ist auch hier eine Restaktivität im Ablauf 

des Sandfilters zu beobachten.  
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Abbildung 33: Antiandrogene Aktivität der extrahierten Abwasserproben (Anreicherungsfaktor 20) der drei ver-
wendeten Assays (YAAS, Anti-AR-CALUX, Anti-A-YAS) aller Probenahmen (n=8). Angaben in der Grafik be-
schreiben Boxplots mit geringerer Datenanzahl. Gestrichelte Linie: 10% der maximalen E2-Konzentration. x mar-
kiert das Minimum und das Maximum, □ entsprechen dem Mittelwert. 

 

Die Ergebnisse der antiöstrogenen und antiandrogenen Aktivität zeigen, dass der Hauptteil der Elimi-

nation im Membranbioreaktor stattfindet. Durch die Ozonung und die Sandfiltration wird die Aktivität 

nur geringfügig weiter reduziert. Im Vergleich zur östrogenen und androgenen Aktivität ist auch im 

Ablauf des Sandfilters eine antiöstrogene und antiandrogene Aktivität nachweisbar. Diese Ergebnisse 

zeigen, dass die Untersuchung von antagonistischen Effekten während der Abwasserbehandlung 

intensiviert werden muss.  
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6.4.  Fraktionierung 

Um herauszufinden, ob die in den Nachbehandlungen detektierte antagonistische Aktivität bereits im 

Zulauf vorhanden ist oder erst während der Nachbehandlung entsteht (aktive Transformationsproduk-

te), wurden ausgewählte Proben fraktioniert. Hierzu wurden die Zulauf- und Sandfilterproben der 

sechsten Probenahme ausgewählt, da letztere die höchste antiandrogene Wirkung im YAAS aufwies 

(88,6%). 

Die Untersuchung der Fraktionen im YES zeigt, dass in der Zulaufprobe drei östrogenaktive Substan-

zen vorhanden sind (Abbildung 34 A). Die Retentionszeiten dieser Substanzen sind 10,5; 13,5 und 15 

min. Letztere stimmen mit der Retentionszeit bekannter Östrogene überein, so dass die beobachtete 

Aktivität durch die Steroide Estron, Estriol und Estradiol verursacht werden könnte. Dies muss aller-

dings noch analytisch belegt werden. In der Sandfilterprobe sind keine östrogen aktiven Fraktionen 

nachweisbar. Das belegt, dass die im Zufluss der Anlage detektierten Substanzen effektiv entfernt 

werden. Im YAS können drei androgen wirksame Substanzen im Zufluss nachgewiesen werden, die 

sich von den Retentionszeiten der Östrogene unterscheiden (Abbildung 34 B). Auch diese Substan-

zen sind nach Sandfiltration nicht mehr nachweisbar. 
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Abbildung 34: Östrogene (A), androgene (B) und antiandrogene Aktivität (C) der fraktionierten Proben Zulauf und 
Sandfilter der Probenahme 6. Dargestellt sind die Mittelwerte der relative Aktivitäten jeder Fraktion (n = 8). Die 
negative relative Aktivität im YAAS entspricht der androgenen Aktivität im YAS. 

 

Die Untersuchung auf antiandrogene Aktivität im YAAS bestätigt das Vorhandensein der drei andro-

gen wirksamen Substanzen im YAS (hier als negative Peaks mit identischer Retentionszeit, Abbildung 

34 C). Antiandrogene Fraktionen können nicht eindeutig nachgewiesen werden. Eine erhöhte antago-

nistische Aktivität wurde in den Fraktionen zwischen 25 und 26,5 min detektiert, allerdings besitzt die-

se keine deutliche Peakform. In der Sandfilterprobe, die als unfraktionierte Probe eine hohe antiand-

rogene Aktivität aufwies, können keine aktiven Fraktionen nachgewiesen werden. Dies kann folgende 
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Gründe haben: 1) Die in der Originalprobe beobachtete Aktivität wird von sehr vielen aktiven Substan-

zen verursacht, die in diverse Fraktionen aufgetrennt wurden. Diese Auftrennung resultiert in viele 

Einzelsubstanzen, deren Wirkungen nicht detektierbar sind. 2) Die Aufbereitung der Proben während 

der Fraktionierung hat zu einem Verlust der Aktivität der Originalprobe geführt. 3) Die Lagerung der 

Originalprobe bis zur Fraktionierung hat zu einem Verlust der Aktivität geführt. 

 

Abbildung 35: Antiandrogene Aktivität einer gelagerten MBR-Probe (MBR) sowie derselben Probe, die in 100, 50 
und 20% Methanol-Wassergemisch (simulierte HPLC-Fraktionen) bei 40 °C abgedampft wurde (n = 8). 

 

Um der zweiten und dritten Hypothese nachzugehen, wurden zusätzliche Versuche durchgeführt. In 

der gelagerten MBR-Originalprobe wurde ein Rückgang der Aktivität von ursprünglich 37 auf nun 16% 

festgestellt (Abbildung 35, MBR). Das bedeutet, dass die antiandrogen wirksamen Substanzen bei 

einer längeren Probenlagerung abgebaut werden. Zudem hat ein weiterer Versuch gezeigt, dass die 

vorhandene Restaktivität beim Abdampfen der Proben (analog zur Einengung der Fraktionen) verloren 

geht (Abbildung 35, MBR 100%, 50%, 20%). Dies deutet darauf hin, dass die aktiven Substanzen 

flüchtig und/oder thermolabil sind. Eine Vermeidung des Verlustes beim Einengen der 

HPLC-Fraktionen ist möglich (z.B. durch eine Gefriertrocknung der Proben), experimentell allerdings 

sehr aufwändig. Deshalb konnte dieses Phänomen im Projektzeitraum nicht weiter verfolgt werden. 
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6.5.  Stoffidentifikation mittels GC-MS und LC-MS/MS 

Ergänzend zur wirkungsbezogenen Analytik wurden die Proben mittels GC-MS und LC-MS/MS unter-

sucht. Im Gegensatz zur summarischen Bestimmung der endokrinen Aktivität durch die Assays wer-

den bei der instrumentellen Analytik bekannte Substanzen und deren Konzentrationen nachgewiesen. 

Eine Aussage über die Wirkung dieser Substanzen in der Probe ist dabei nicht möglich. Insgesamt 

wurden in der eingesetzten LC-MS/MS sechs Östrogene (Estron, 17β-Estradiol, 17α-Ethinylestradiol, 

Estriol, Diethylstilbestrol und Tamoxifen) und neun Androgene (Trenbolon, Boldion, Boldenon, 

Nandrolon, Testosteron, Dihydrotestosteron, Etiocholanon, Flutamid und Androsteron) analysiert. 

Außerdem erfolgte die Analyse von fünf Östrogenen (Estron, 17α-Estradiol, 17β-Estradiol, 

17α-Ethinylestradiol und Estriol) mittels GC-MS. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der LC-MS/MS Unter-

suchung, wobei hier nur die Substanzen aufgeführt sind, die in mindestens einer Probe nachgewiesen 

werden konnten. In den sechs untersuchten Probenahmen konnten fünf Androgene (Boldion, 

Boldenon, Testosteron, DHT, Androsteron) und zwei Östrogene (EE2, Estron) durch LC-MS/MS 

nachgewiesen werden. Wie zu erwarten, konnten die höchsten Konzentrationen und die meisten Sub-

stanzen in den Zulaufproben detektiert werden und bis auf Boldion, Testosteron und DHT, werden 

diese schon im MBR bis unterhalb der Nachweisgrenze der Methode abgebaut. Die nachgewiesenen 

Substanzen zeigen in den Behandlungsstufen (MBR, O3 und SF) sehr geringe Konzentrationen im 

Bereich der Nachweisgrenze und es wird ein Abbau deutlich. Lediglich Boldion zeigt in PN 3, 4 und 7 

eine höhere Konzentration nach Ozonung, welche jedoch im Sandfilter wieder reduziert wird. Durch 

die GC-MS Analyse konnte lediglich Estron in den Zulaufproben der Probenahme vier (36 ng/L) und 

fünf (3,7 ng/L) nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind vergleichbar zu denen der Bioassays, in 

denen ebenso die höchsten Konzentrationen in den Zulaufproben detektiert wurden und der Abbau 

hauptsächlich im MBR erfolgte. Bei den detektierten Substanzen handelt es sich in der Mehrzahl um 

natürliche Hormone, die vom Körper ausgeschieden werden. Dazu zählen sowohl Testosteron und die 

beiden Metaboliten DHT und Androsteron als auch das Östrogen Estron. Bei den ebenfalls detektier-

ten Substanzen Boldion und Boldenon handelt es sich um anabole Steroide mit nur geringer androge-

ner Aktivität, die auch als Dopingmittel eingesetzt werden. EE2 ist ein synthetisches Östrogen welches 

hauptsächlich in der Empfängnisverhütung aber auch zur Hormonersatztherapie, gegen Prostatakrebs 

und bei hormonellen Störungen eingesetzt wird. Antiöstrogene bzw. Antiandrogene Substanzen wie 

Tamoxifen oder Flutamid konnten nicht nachgewiesen werden. Da in den Assays jedoch hohe anta-

gonistische Wirkungen beobachtet werden konnten, ist es wahrscheinlich, dass hier andere Substan-

zen für diese Wirkung verantwortlich sind.  
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Tabelle 5: Östrogen- und androgenaktive Substanzen, nachgewiesen mittels LC-MS/MS. Nicht aufgeführte Substanzen konnten in keinen Proben nachgewiesen werden.  

   
Boldion 
[ng/L] 

Boldenon 
[ng/L] 

Testosteron 
[ng/L] 

DHT 
[ng/L] 

Androsteron 
[ng/L] 

EE2 
[ng/L] 

E1 
[ng/L] 

PN 3 

Zul 82 < 0,05 0,64 5,9 < 9 < 0,9 8,6 

MBR 0,08 < 0,05 0,18 0,38 < 9 < 0,9 < 0,2 

O3 0,19 < 0,05 < 0,05 0,44 < 9 < 0,9 < 0,2 

SF 0,061 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

PN 4 

Zul < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

MBR 0,074 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

O3 0,085 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

SF < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

PN 5 

Zul 60 16 6,2 6,0 < 9 < 0,9 9,3 

MBR 0,13 < 0,05 0,58 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

O3 0,068 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

SF 0,046 < 0,05 0,20 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

PN 6 

Zul 62 24 0,58 6,9 < 9 3,2 7,7 

MBR 0,14 < 0,05 0,064 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

O3 0,15 < 0,05 0,059 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

SF 0,87 < 0,05 0,058 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

PN 7 

Zul 28 < 0,05 11 5,9 71 < 0,9 5,6 

MBR 0,053 < 0,05 < 0,05 0,30 < 9 < 0,9 < 0,2 

O3 0,061 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

SF < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

PN 8 

Zul 28 < 0,05 8,9 5,1 36 < 0,9 3,4 

MBR < 0,05 < 0,05 < 0,05 0,85 < 9 < 0,9 < 0,2 

O3 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 

SF < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,2 < 9 < 0,9 < 0,2 
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6.6.  Verbrauchsdaten des Marienhospitals im Probenahmenzeitraum 

Aktuelle Verbrauchsdaten liegen nicht vor. Die vorhandenen Verbrauchsdaten stammen aus dem 

Interreg IVb Projekt PILLS und enthalten Jahresverbräuche der Jahre 2007, 2008 und 2010. Anhand 

der in Tabelle 6 angegebenen Verbrauchsdaten lassen sich qualitative Aussagen ableiten. Für eine 

quantitative Auswertung sind diese Daten nicht geeignet. Es ist erkennbar, dass ein breites Spektrum 

an hormonell wirksamen Arzneimitteln am Marienhospital Gelsenkirchen eingesetzt wurde. Außerdem 

scheint es für einzelne Arzneimittel zum Teil erhebliche Schwankungen im Verbrauch zu geben. Bei-

spielsweise für Tamoxifen liegen diese Schwankungen im Bereich einer Größenordnung. 

Tabelle 6: Auswahl an Verbrauchsdaten verschiedener hormonell aktiver Arzneimittel 

Substanz Substanzklasse 
2007 2008 2010 

mg/a mg/a mg/a 

Amantadisulfat Glutamat-Antagonist (Morbus Parkinson) 120.666 106.000  

Betamethason Glucocorticoid 2.341 5.810  

Budesonid Glucocorticoid 15.391 9.213  

Cyproteronacetat Gestagen 16.809 5.600  

Dexamethason Glucocorticoid 36.071 44.404  

Dolasetronmesilat Serotonin-5HT3-Antagonist 1.189 19.215  

Dopamin Neurotransmitter 4.803 2.500  

Epinephrin Neurotransmitter 7.274 6.217  

Estradiol Östrogen 88 0  

Estriol Östrogen 6.809 8.345 2.549 

Fluocorolan pivalat Glucocorticoid 1.166 1.465  

Flutamid Zytostatikum 6.303 36.750  

Fluticason Glucocorticoid 77.743 78.300  

Hydrocortison Glucocorticoid 34.579 63.900  

Levothyroxin-Natrium Schilddrüsenhormon 1.993.641 1.844.807  

Norepinephrin Neurotransmitter, Hormon 17.211 14.224  

Östrogene a.d. Harn trächtiger Stuten Hormon 183 155  

Oxytocin Hormon 18.598 186.638  

Prednisolon Metabolit 968.296 998.210  

Prednison Glucocorticoid 84.286 106.200  

Selegilinhydrochlorid MAO-B-Hemmer, Antiparkinsonmittel 2.341 600  

Spironolaceton Aldosteronantagonist 123.232 429.300  

Tamoxifen Estrogenrezeptorenmodulator 1.657 17.340 12.660 

Tilidin + Naloxon Opioidantagonist, Antidot, Opioid-Analgetrikum 27.834 17.070  

Triamincinolonacetonid Glucocorticoid 57.079 45.780  
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6.7. Vergleich der verwendeten Assays 

Neben der Bestimmung der antagonistischen Wirkung von Krankenhausabwasser war ein weiteres 

Ziel dieses Projektes die Vergleichbarkeit der Bioassays zu überprüfen und aus deren Stärken und 

Schwächen eine Empfehlung für die Anwendung zur Analyse von Abwässern zu geben. Obwohl alle 

eingesetzten Assays auf dem gleichen Nachweisprinzip beruhen und denselben Östrogen- bzw. And-

rogenrezeptor nutzen, werden jeweils unterschiedliche Zellen, teilweise unterschiedliche Referenz-

substanzen und unterschiedliche Medien eingesetzt. Aus diesem Grund sind Unterschiede in der 

Nachweisempfindlichkeit und der Reaktion auf toxische Effekte der Matrix zu erwarten.  

Zur Beurteilung der Nachweisempfindlichkeit sind einige Validierungsparameter der Assays in Tabelle 

3 (Östrogene und Androgene) und  

Tabelle 4 (Antiöstrogene und Antiandrogene) dargestellt. Die CALUX-Systeme weisen jeweils die 

niedrigste und die Saccharomyces-Assays die höchste Nachweisgrenze auf während die Nachweis-

grenze in den Arxula-Assays dazwischen liegt. Dabei sind die unterschiedlichen Referenzsubstanzen, 

sowie die Unterschiede in der Berechnung der jeweiligen Parameter (z.B. bei der Bestimmungsgren-

ze) zu beachten. 

Neben der Nachweisempfindlichkeit sind Matrixeffekte ein weiteres Bewertungskriterium, wobei das 

Hauptaugenmerk auf den zytotoxischen Effekten liegt. Tabelle 7 zeigt mit welchem Anreicherungsfak-

tor die jeweilige Probe aus den Probenahmen ohne zytotoxische Effekte analysiert werden konnte. 

Die nativen Proben zeigten nur auf die T47D-Zellen, die im (anti)-ER-CALUX verwendet werden, in 

vier von acht Zulaufproben zytotoxische Effekte. Ansonsten hatten die nativen Proben in den Tests 

keine zytotoxische Wirkung. Die Extrakte aller Zulaufproben waren nur im A-YES und A-YAS bei ei-

nem Faktor von 20 nicht toxisch. Allerdings war die Aktivität in den Proben so hoch, dass auch hier 

eine Verdünnung notwendig war. Im YES und YAS waren die Extrakte der Zuläufe alle mit dem Faktor 

2 analysierbar. Im ER-CALUX und AR-CALUX konnten von den angereicherten Zulaufproben nur zwei 

von sieben bzw. zwei von acht Proben mit dem Faktor 0,2 analysiert werden. Die Extrakte der Be-

handlungsstufen zeigten in der Regel keine toxischen Effekte in den Assays. Lediglich für die Anwen-

dung in den CALUX-Testsystemen mussten einige Extrakte weiter verdünnt werden, um die Zellen 

nicht zu schädigen. Hier wirkten einige der Extrakte mit dem Faktor 20 und ein MBR Extrakt mit dem 

Faktor 2 zytotoxisch auf die T47D-Zellen. Auf die AR-Zellen wirkten lediglich zwei MBR und zwei O3 

Extrakte mit dem Faktor 20 zytotoxisch. 

Für die Untersuchungen kommen hauptsächlich zellbasierte Testsysteme sowohl mit humanen Zellli-

nien als auch Hefezellen zum Einsatz. Aufgrund der verschiedenen Zelllinien und der damit einherge-

henden Zellmorphologie zeigen die einzelnen Testsysteme unterschiedliche Sensitivität für den glei-

chen Endpunkt. Bereits frühere Studien zeigten, dass sowohl der Yeast Estrogen Screen (YES) und 

der Arxula adeninivorans Yeast Estrogen Screen (A-YES) als auch der ER-CALUX geeignete Rezep-

tor-basierte Testsysteme zur Detektion östrogener Substanzen darstellen (Hahn er al., 2006; Kase et 

al., 2009; Leusch, 2008; Leusch et al., 2010). Jedoch variieren die Konzentrationen der ermittelten 

Estradiol-Äquivalente (EEQ) zwischen den humanen Zelllinien und den Hefezellen teilweise um den 
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Faktor 10 (Legler et al., 2002; Leusch, 2008; Leusch et al., 2010). Es gibt verschiedene Möglichkeiten 

diese zu erklären: 

- Menschliche Zelllinien, wie die T47D Zellen, sind in der Lage östrogen aktive Substanzen zu me-

tabolisieren und daher ihren Effekt zu mindern (Legler et al., 1999), Hefezellen fehlt diese Fähig-

keit (Connolly et al., 2011). 

- Die Hefezellwand kann als Barriere für Substanzen agieren (Legler et al., 2002), so dass sich die 

interne Konzentration in Hefezellen von der in humanen Zellen unterscheiden kann. 

- Es wird angenommen, dass Antiöstrogene die Expression des Östrogenrezeptors in menschlichen 

Zelllinien herunter regulieren. Dieser Mechanismus kommt nicht bei Hefezellen vor (Dudley et al., 

2000). Zudem hat sich gezeigt, dass manche dieser inhibitorischen Substanzen, wie der selektive 

Östrogen-Rezeptor-Regulator 4-Hydroxy-Tamoxifen, im ER-CALUX als Antagonist agiert, wäh-

rend er im YES als Agonist fungiert (Legler et al., 2002). 

Bereits in früheren Studien konnte gezeigt werden, dass das Detektionslimit im ER-CALUX um den 

Faktor 10 niedriger ist als im YES (Kinnberg 2003; Campbell et al. 2006; Houtman et al. 2006; Leusch 

et al. 2010; Maletz et al. 2013; Mertl et al. 2014). 

Dies zeigt die Robustheit der eingesetzten Zellsysteme und zeigt auch, für welchen Probentyp die hier 

durchgeführten Assays am besten geeignet sind. Während die untersuchten Proben im A-YES und 

A-YAS am wenigsten zytotoxisch waren, zeigten insbesondere die Extrakte der Zulaufproben im 

ER-CALUX so starke zytotoxische Effekte, dass diese Proben teilweise nicht weiter analysiert werden 

konnte. Auffällig ist, dass die Zelllinie des AR-CALUX weniger empfindlich auch zytotoxische Effekte 

reagiert als die T47D Zellen. Beim YES und beim YAS sind weniger extrahierte Zuläufe zytotoxisch 

und es konnten alle mit dem Faktor 2 analysiert werden. 
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Tabelle 7: Effekte der untersuchten Abwässer auf die einzelnen Assays mit Angabe der Faktoren nach SPE.  

 Zulauf Ablauf MBR Ozonung Sandfiltration 

A-YES und A-YAS - Original 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/6 toxisch 

A-YES und A-YAS - Extrakt F20: 0/8 toxisch Überschreitung 

des Messbereiches bei Faktor 20 

F20: 0/8 toxisch  F20: 0/8 toxisch  F20: 0/6 toxisch  

YES und YAS - Original 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/6 toxisch 

YES und YAS - Extrakt F20: 7/8 toxisch 

F10: 5/8 toxisch 

F2: 0/8 toxisch 

F20: 0/8 toxisch  F20: 0/8 toxisch  F20: 0/6 toxisch  

ER-CALUX - Original (1:10) 4/8 toxisch 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/6 toxisch 

ER-CALUX - Extrakt F20: 8/8 toxisch 

F2: 8/8 toxisch 

F0,2: 5/7 toxisch 

F20: 6/8 toxisch 

F2: 1/8 toxisch 

F0,2: 0/8 toxisch 

F20: 4/8 toxisch 

F2: 0/8 toxisch 

F0,2: 0/8 toxisch 

F20: 1/6 toxisch 

F2: 0/6 toxisch 

F0,2: 0/6 toxisch 

AR-CALUX - Original 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/8 toxisch 0/8 toxisch 

AR-CALUX - Extrakt F20: 8/8 toxisch 

F2: 8/8 toxisch 

F0,2: 6/8 toxisch 

F20: 2/8 toxisch 

F2: 0/8 toxisch 

F0,2: 0/8 toxisch 

F20: 2/8 toxisch 

F2: 0/8 toxisch 

F0,2: 0/8 toxisch 

F20: 0/6 toxisch 

F2: 0/6 toxisch 

F0,2: 0/6 toxisch 
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7. Relevanz der erzielten Ergebnisse für die Wasserwirtschaft 

Beim Betrieb der Ozonung am Marienhospital Gelsenkirchen lässt sich eine deutliche Reduktion der 

östrogenen und androgenen Wirkungen des Krankenhausabwassers erzielen. Eine höhere Ozon-

Dosis führt nicht zur Änderung der Bewertung in Hinblick auf die endokrine Aktivität, so dass 0,2 mg 

O3/mg DOC als Standardeinstellung verwendet werden sollten.  

Die Bildung östrogener Aktivität durch die Ozonung von mechanisch-biologisch gereinigtem Kranken-

hausabwasser zeigte sich lediglich in der PN8 beim ER-CALUX und konnte mit den anderen Assays 

nicht bestätigt werden. Die größte Reinigungsleistung konnte im MBR beobachtet werden. Eine Erklä-

rung könnte das hohe Schlammalter oder der in diesen Untersuchungen vorliegenden hohen Anteil an 

Pulveraktivkohle (PAK) im MBR darstellen. Die Absorption von endokrin aktiven Substanzen an PAK 

und somit eine erhöhte Elimination wurde in Untersuchungen von Stalter et al. (2011) in Abwässern 

festgestellt. Ob diese Ergebnisse auf die hier vorliegende Situation übertragen werden können, kann 

allerdings nicht abschließend festgestellt werden. Die sehr geringe endokrine Aktivität im Ablauf des 

MBR am Marienhospital Gelsenkirchen führte jedoch zu dem Ergebnis, dass die in den folgenden 

Behandlungsstufen (O3 und Sandfiltration) stattfindende weitere Reduktion nicht quantifiziert werden 

konnte. Auch die in den CALUX und Arxula-Systemen beobachteten antagonistischen Effekte wurden 

zum Teil im MBR abgebaut. Durch Ozonung und Sandfiltration konnte keine Verringerung beobachtet 

werden. Jedoch zeigten die Saccharomyces-Systeme einen Anstieg der Aktivität nach MBR/Ozonung. 

Der Einsatz von unterschiedlichen Ozondosen zeigt, dass schon bei geringen Konzentrationen  

(zspez = 0,2 mg O3/ mg DOC) ein Abbau östrogener und androgener Substanzen stattfindet und dass 

dieser durch den Einsatz einer höheren Ozonkonzentration nicht verbessert werden kann. Für die 

antiöstrogene und antiandrogene Aktivität kann nur ein geringer Abbau beobachtet werden, der aber 

ebenfalls unabhängig von der eingesetzten Ozondosis war.  

Eine Nachbehandlung der ozonierten Abwässer, wie durch den hier eingesetzten kontinuierlich rück-

gespülten Sandfilter, zeigte bei diesen Untersuchungen keine weitere Verbesserung der agonisti-

schen- und antagonistischen Aktivitäten. Für die hier untersuchten endokrinen Wirkungen kann somit 

auf eine Nachbehandlung des ozonisierten Abwassers verzichtet werden. Die am Marienhospital Gel-

senkirchen eingesetzte Technologie zur weitergehenden Mikroschadstoffelimination (Ablaufozonung 

mit Nachbehandlung im Sandfilter) sowie die Betriebseinstellungen sind mit denen beim Einsatz als 

weitergehende Abwasserreinigung auf kommunalen Kläranlagen vergleichbar. Demzufolge werden 

auch bei der Ozonung von kommunalen Abwässern vergleichbare Ergebnisse erwartet.  

Weiterer Forschungsbedarf besteht in der Bewertung der endokrinen Wirkungen, die nach der biologi-

schen Behandlung im MBR nachgewiesen wurden. Dies betrifft insbesondere die antiöstrogenen und 

antiandrogenen Effekte, deren ökotoxikologische Bewertung aufgrund des derzeit begrenzten Er-

kenntnisstandes schwierig ist. Da diese Effekte nicht durch die Nachbehandlung reduziert werden 

können, erscheint für den Anwendungsfall der Ablaufozonung eine effizientere Nachbehandlung von 

großer Bedeutung zu sein. Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass auch die häufig eingesetzte 
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Option der Sandfiltration zumindest für die hier untersuchten endokrinen Wirkungen keine vollständige 

Barriere darstellt.  

 

8. Fazit und Ausblick 

Die zu Beginn dieses Projektes aufgestellte Arbeitshypothese konnte in diesem Projekt weiter unter-

mauert werden. Auch wenn eine Erhöhung der östrogenen Aktivität nach Ozonung in keiner der un-

tersuchten Probenahmen auftrat, zeigen die beobachteten antagonistischen Aktivitäten die Relevanz 

dieser Substanzklasse in der Kläranlage. Durch das hohe Vorkommen ist auch eine Maskierung der 

östrogenen bzw. androgenen Aktivität wahrscheinlich.  

Die untersuchten Abwasserproben zeigten in allen Assays eine hohe antiöstrogene und antiandroge-

ne Aktivität, die zwar im MBR um durchschnittlich 50% reduziert wurde, aber trotz folgender Behand-

lung (O3 und Sandfilter) nicht weiter abgebaut werden konnte. Jobling et al. (2009) zeigte, dass anti-

androgene Aktivität in fast allen untersuchten Flüssen in Großbritannien vorkommen und dass die 

Feminisierung der Fische nicht nur durch Östrogene, sondern durch eine Kombination von Östroge-

nen und Antiandrogenen oder nur durch Antiandrogene hervorgerufen werden. Zusammen mit den 

hier erzielten Ergebnissen wird deutlich, dass insbesondere im Bereich der antagonistischen Wirkung 

und der Summenwirkung von endokrin aktiven Substanzen und deren Abbau in Kläranlagen weiterhin 

ein erheblicher Forschungsbedarf besteht. 

Die unterschiedlichen eingesetzten Ozondosen zeigen, dass für die Verringerung der agonistisch akti-

ven Substanzen, schon die niedrigste eingesetzte Ozondosis (zspez = 0,2) ausreichend ist. Die antago-

nistischen Effekte konnten allerdings auch mit der höchsten eingesetzten Ozondosis (zspez = 0,7) nicht 

weiter reduziert werden. Daher wird eine niedrige bis mittlere Ozondosis zur Reduktion von Mik-

roschadstoffen und agonistischen Substanzen empfohlen.  

Vor dem Hintergrund der EU Wasserrahmenrichtlinie (2013/39/EU) und der im Zuge dessen aufge-

stellten Beobachtungsliste („watch-list“), die auch die drei Östrogene Estron (E1), 17β-Estradiol (E2) 

und 17α Ethinylestradiol (EE2) beinhaltet (2015/495/EU), ist auch die Frage der Anwendbarkeit der 

hier verwendeten Assays von Bedeutung. Neben der in diesem Projekt angewendeten Auswertung 

der relativen Aktivität zur Bewertung der einzelnen Behandlungsstufen ist es auch möglich, die ge-

messenen Ergebnisse auf die Äquivalentkonzentration der Referenzsubstanz zu beziehen und somit 

eine Konzentration in ng EEQ/L (EEQ = 17β-Estradiol Äquivalente) anzugeben.  

Im Gegensatz zur derzeit noch nicht ausreichend empfindlichen chemischen Analytik ist es durch den 

Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik möglich, eine Einhaltung der vorgeschlagenen Umweltquali-

tätsnorm (UQN) von Kläranlagenabläufen oder Oberflächengewässern mit den hier eingesetzten 

Testsystemen zu überprüfen.  
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Aufgrund der sehr geringen Bestimmungsgrenzen, die für diese Überprüfung notwendig sind (E1 und 

E2: 0,40 ng/L; EE2: 0,035 ng/L), müssen die Proben vor der Analyse angereichert werden. Abgeleitet 

von den in Tabelle 3 und  

Tabelle 4 dargestellten unterschiedlichen Empfindlichkeiten der Assays und den geforderten Bestim-

mungsgrenzen (2015/495/EU) sind Anreicherungsfaktoren von mind. 270, 200 und 130 für den YES, 

den ER-CALUX und den A-YES notwendig. Im Vergleich mit der instrumentellen Analytik mit Anrei-

cherungsfaktoren von 1.000 bis 10.000 sind die Faktoren für die genannten Assays gering, wodurch 

auch mit geringeren Matrixeffekten zu rechnen ist. Zur Überwachung der für EE2 vorgeschlagenen 

Umweltqualitätsnorm nach einer vierten Reinigungsstufe oder in Oberflächengewässern wird daher 

ein Probenvolumen von 200 bis 500 mL benötigt. 

Offen ist allerdings die Frage, wie Ergebnisse der summarisch bestimmten östrogenen Aktivität zwi-

schen 0,035 und 0,40 ng EEQ/L bewertet werden, da hier nicht unterschieden werden kann, ob der 

Messwert von einer Überschreitung der vorgeschlagenen UQN von EE2 oder dem Vorhandensein 

anderer östrogen aktiver Substanzen (z. B. 17β-Estradiol) herrührt. Diese Frage wurde in der Schweiz 

bereits beantwortet (Kienle et al., 2015), wobei 0,4 ng EEQ/L als so genannter „Trigger-Value“ festge-

legt wurde. Gewässer unterhalb dieses Wertes werden als „sehr gut bis gut“ bewertet und die Zielvor-

gabe ist eingehalten. Im Hinblick auf die UQN von 0,035 ng/L für EE2 sollte das Ziel für Oberflächen-

gewässer bei 0,035 ng EEQ/L liegen. 
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10. Anhang 

10.1. Material und Methoden (ausführlich) 

10.1.1. Probenvorbereitung 

Die Filtration erfolgte über einen 1 µm Glasfaserfilter (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, 

Deutschland). Die SPE wurde mit Strata XL Kartuschen (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) 

und 2x5 mL Methanol und 2x5 mL Wasser (HPLC grade; Th Geyer) zur Konditionierung und Equilib-

rierung durchgeführt. Nach Aufgabe von jeweils 1 L Probe und Trocknung der Kartuschen unter Va-

kuum wurden diese zusammen mit den nativen Proben gekühlt an die Projektpartner verschickt.  

Die Elution der Kartuschen erfolgte mit 5 x 5 mL tert. Methybutylethter, welcher anschließend unter 

einem Stickstoffstrom bei 50 °C bis zur Trockene abgedampft wurde. Der Rückstand ist anschließend 

in Methanol/Wasser (1:10, v:v) (CALUX Systeme) oder in Wasser (Arxula und Saccharomyces  

Assays) aufgenommen und bis zur erforderlichen Konzentration verdünnt worden.   

 

10.1.2. CALUX-Systeme 

Zellkultur 

AR: AR-Zellen sind humane U2OS Osteosarkom-Zellen, die ein pHRE-TATA-Luc Reportergen enthal-

ten, und so sensitiv auf das Auftreten von androgenen Substanzen, nach entsprechender Rezeptor-

bindung, reagieren. 

T47Dluc: T47Dluc Zellen sind humane Brustkrebszellen, die ein pEREtata-Luc Reportergen enthalten, 

und so sensitiv auf das Auftreten von östrogen-aktiven Substanzen, nach entsprechender Rezeptor-

bindung, reagieren. 

Beide Zelllinien wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM F12) mit 

41 mL fötalem Kälberserum (FKS), 3 mL Gentamycin und 5 mL nicht-essenziellen Aminosäuren 

(MEM-NEAA) bei 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte kultiviert. 

Zytotoxizitätstests 

MTT-Test 

Es wurden 1 x 104 AR- und T47Dluc-Zellen in 200 µL DMEM F12 Medium pro Kavität einer 96-Well 

Mikrotiterplatte für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurde das Me-



Abschlussbericht zum ResA Projekt „östrogene Effekte“ 
 

78 
 

dium aus allen Kavitäten entfernt und durch 180 µL frisches Medium mit 20 µL Prüfsubstanz, 50 µL 

DMSO in 150 µL Medium (Positivkontrolle) bzw. 200 µL Medium mit (Negativkontrolle) und ohne Zel-

len (Blank) je Kavität ersetzt. Nach einer Expositionszeit von 24 h wurde das Medium erneut entnom-

men und durch Zugabe von 100 µL frischem Medium und 10 µL MTT-Stammlösung (0,125 g MTT in 

25 mL phosphatgepufferter Salzlösung (PBS)) ersetzt, für 5 Minuten auf einem Horizontalschüttler 

(350 rpm) gemischt und anschließend für weitere 2 h bei 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte inku-

biert. Abschließend wurde der Überstand entnommen und die Zellen mit 100 µL Lyselösung (99,4 mL 

Dimethylsulfoxid, 0,6 mL 100%-Essigsäure, 10 g Natriumdodecylsulfat) lysiert. Mit dem TECAN  

GENios Mikrotiterplattenlesegerät wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. 

Die Auswertung der Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizität wurde in Anlehnung an die DIN EN 

ISO 10993-5 durchgeführt. Zytotoxische Effekte lagen ab einer Vitalität < 80% bezogen auf die Nega-

tivkontrolle vor. 

Bestimmung der (Anti)Östrogenität und (Anti)Androgenität 

Untersuchung der endokrinen Aktivität mittels ER- und AR-CALUX 

Für diese Tests wurden 1 x 104 T47Dluc-Zellen in 100 µL Assay Medium (DMEM F12 Medium, ohne 

Phenolrot) pro Kavität einer 96-Well Mikrotiterplatte für 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 

und 95 % Luftfeuchte inkubiert. Im Anschluss wurde das Assay Medium abgenommen und durch 

100 µL Expositionsmedium (10 % wässrige Probe + 0,1% DMSO in Assay Medium bzw. 0,1% Stan-

dard in DMSO + 10% Wasser in Assay Medium) ersetzt. Zur Bestimmung der Östrogenität wurde eine 

17ß-Estradiol (E2) Standardreihe (0 – 8,16 ng/Lim Well) bzw. zur Bestimmung der Androgenität eine 

Dihydrotestosteron (DHT) Standardreihe (0 – 1x10-7 M im Well) verwendet. Nach einer Expositionszeit 

von 24 h bei 37 °C wurde das Medium aus allen Kavitäten entfernt und durch 50 µL Lyselösung pro 

Well ersetzt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Abschließend wur-

den 30 µL des Lysats in eine weiße 96-Well Platte überführt und 30 µL Glow-Mix hinzugefügt. Diese 

Platte wurde direkt zur Lumineszenzmessung gegeben (TECAN GENios Mikrotiterplattenlesegerät), 

wobei ein schwarzer Aufsatz verwendet wurde, um eine Verstärkung des Lumineszenzkanals zu er-

halten und zur Minderung der Streulumineszenz der benachbarten Kavitäten zu sorgen. 

Untersuchung der endokrinen Aktivität mittels anti-ER- und anti-AR-CALUX 

Die Messung zur Hemmung der ER- und AR-Rezeptoren erfolgte analog zur beschriebenen Untersu-

chung mittels ER- und AR-CALUX mit Ausnahme des Expositionsmediums und der Verwendung an-

derer Standardreihen. 

Das Expositionsmedium enthielt zusätzlich 0,1% des EC50-Werts von E2 (6x10-12 M im Well) bzw. 

DHT (3x10-10 M im Well). Als antiöstrogen wirkende Substanz wurde Tamoxifen (0 - 1x10-5 M im Well) 

als Standardreihe im anti-ER-CALUX und als antiandrogen wirkende Substanz Flutamid (0 - 1x10-5 M 

im Well) als Standardreihe im anti-AR-CALUX eingesetzt. 
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Die Herstellung der Expositionsmedien für alle CALUX-Testverfahren ist notwendig, da die finale 

DMSO-Konzentration in den Tests bei 0,1% liegt und somit die Eigentoxizität des Lösungsmittels 

überprüft werden muss. Eine DMSO-Kontrolle wurde in jeder Testung ebenfalls gemessen (Blank). 

Zusätzlich wurde steriles Zellkulturwasser im Verhältnis von 1:10 mit Zellkulturmedium als Lösemittel-

kontrolle eingesetzt, da die Extrakte mit Zellkulturwasser verdünnt wurden. 

Abbildung 36: Kalibrationskurven der CALUX-Systeme. A: ER-CALUX, B: AR-CALUX, C: Anti-ER-CALUX, D: 
Anti-AR-CALUX. 
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10.1.3. Arxula-Systeme 

Die transgenen Arxula adeninivorans Zellen wurden lyophiliseirt (gefriergetrocknet) gelagert und nach 

Reaktivierung (1 h bei 30 °C und 750 rpm) zusammen mit den Proben für 22 h bei 30 °C und 750 rpm 

in Deepwellplatten inkubiert. Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt und 50 

µL des Überstandes mit der Substratlösung (3,5 mM p-nitrophenyl phosphat in 0,1 M Natriumcitratpuf-

fer) für 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 µL einer 3 M NaOH Lösung 

gestoppt und die Extinktion bei einer Wellenlänge von 405 nm im SunriseTM absorbance reader  

(Tecan Grouo Ltd., Maennedorf, Schweiz) gemessen. Die Kalibrationskurven der Standardreihen sind 

in Abbildung 37 dargestellt. 

 

Abbildung 37: Kalibrationskurven der Arxula-Systeme. A: A-YES, B: A-YAS, C: Anti-A-YES, D: Anti-A-YAS. 
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10.1.4. Saccharomyces-Systeme 

Die Kalibrationskurven der Standardreihen für die Saccharomyces-Systeme sind in Abbildung 38 dar-

gestellt. 

 

Abbildung 38: Kalibrationskurven der Saccharomyces-Systeme. A: YES, B: YAS, C: YAES, D: YAAS. 
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10.1.5. Substanzanalytik mittels GC-MS und LC-MS/MS 

Die eingestellten Methodenparameter für die GC-MS Analysen sind in Tabelle 8 und die verwendeten 

Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse zur Quantifizierung und Verifizierung in Tabelle 9 dargestellt.  

Tabelle 8: Methodenparameter der GC-MS Methode zur Bestimmung von Östrogenen in Abwasserproben. 

Gaschromatograf 

Heizrate Temperatur Haltezeit 

 100 °C  1 min 

40 °C / min 260 °C 0 min 

5 °C / min 310 °C 1 min 

Tranferline 310 °C  

PTV 

Heizrate Temperatur Haltezeit 

 100 °C  

14,5 °C / s 320 °C 5 min 

Injektionsart Splitless 

Massenspektrometer 

Messmethode SIM 

SIM Methode 

Startzeit m/z 

7,5 min 357; 368; 372; 386; 

11,0 min 
257; 261; 285; 329; 342; 

346; 416; 419; 

12,2 min 
302; 345; 425; 429; 440; 

504; 

Injektor 

Injektionsvolumen 1 uL 

Spüllösung Toluol 

 

Tabelle 9: Masse zu Ladungsverhältnisse zur Quatifizierung und zur Verifizierung der Analyten 

Substanz 
 SIM 1 (Q)

m/z 

SIM 2 (V)

m/z 

17α-Estradiol (17-α-E2) 416 285

Estron (E1) 342 257

17β-Estradiol (17-β-E2) 416 285

17α-Ethinylestradiol (EE2) 425 440

Estriol (E3) 504 345

Bisphenol A-D16 368 386

Estron-D4 346 261

17β-Estradiol-D3 419 329

17α-Ehinylestradiol-D4 302 429
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Der Lösemittelgradient, die Quellparameter, sowie die Retentionszeiten und MRM Übergänge der 

verwendeten LC-MS/MS Methode sind in Tabelle 10, Tabelle 11 und Tabelle 12 dargestellt.  

Tabelle 10: Lösemittelgradient der chromatographischen Trennung. 

Zeit / min % B 

0.01 30 

10 70 

10.3 99 

12.2 99 

12.3 30 

14 30 
 

Tabelle 11: Quellparameter der positiven und negativen Ionisierung. 

 ESI + ESI - 

CUR 40 40 

CAD medium medium 

IS 5500 -4500 

TEM 550 550 

GS1 50 50 

GS2 50 50 
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Tabelle 12: Retentionszeit, MRM Übergänge und Nachweisgrenzen (NWG) der analysierten Androgene und 
Östrogene. _1 markiert den Übergang zur Quantifizierung, _2 den Übergang zur Verifizierung. 

Substanz Retentionszeit Q1 Q3 DP EP CE CXP NWG 

Androgene         

Trenbolon_1 4.27 270.9 115.2 60 11 97 4 0,9 

Trenbolon_2 4.27 270.9 165 100 11 79 4  

Boldion_1 3.87 285.1 121.1 100 5.5 31 4 0,2 

Boldion_2 3.87 285.1 77 100 5.5 71 4  

Dihydrotestosteron_1 6.69 291 255.3 60 10.5 23 4 0,2 

Dihydrotestosteron_2 6.69 291 91.1 60 10.5 79 4  

Etiocholanon_1 7.74 291.1 255.3 60 7.5 19 4 0,9 

Etiocholanon_2 7.74 291.1 215.3 60 7.5 23 4  

Androsteron_1 7.75 291.2 273.5 60 9 15 4 2,3 

Androsteron_2 7.75 291.2 77 60 9 19 4  

Boldenon_1 4.61 287.2 121.1 100 4 35 4 0,09 

Boldenon_2 4.61 287.2 135.3 100 4 19 4  

Nandrolone_1 4.8 275.2 109.1 100 10 35 4 4,5 

Nandrolone_2 4.8 275.2 257.3 100 10 20 4  

Testosterone_1 5.48 289.2 97.1 100 10 35 4 0,09 

Testosterone_2 5.48 289.2 109.1 100 10 35 4  

Flutamid_1 5.22 274.9 201.7 -100 -11 -32 -6 2,3 

Flutamid_2 5.22 274.9 185.7 -100 -11 -42 -2  

Östrogene         

E1_1 3.04 269.4 144.8 -140 -2 -50 -2 0,9 

E1_2 3.04 269.4 143 -140 -2 -50 -2  

E2_1 5.04 273.1 107.2 60 6 37 4 0,45 

E2_2 5.04 273.1 135.3 60 6 23 4  

EE2_1 5.42 297.2 107 60 6.5 37 4 0,9 

EE2_2 5.42 297.2 77.2 140 6.5 75 2  

E3_1 0.7 287.2 145 -140 -5.5 -56 -2 2,3 

E3_2 0.7 287.2 170.8 -140 -5.5 -44 -2  

Diethylstilbestrol_1 5.89 267.1 236.9 -80 -2 -36 -2 2,3 

Diethylstilbestrol_2 5.89 267.1 222.2 -80 -2 -42 -2  

Tamoxifen_1 6.66 372.2 72.1 120 10 40 4 0,9 

Tamoxifen_2 6.66 372.2 129.1 120 10 40 4  
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10.2.  Ergebnisse (ausführlich) 

10.2.1. Zytotoxizität 

Die allgemeine Zellschädigung der hier eingesetzten T47D-Zellen und AR-Zellen, wurde mittels MTT-

Test bestimmt. Da bei nativen (sterilfiltrierten) Proben geringe Effekte zu erwarten sind, wurden diese 

nicht in Verdünnungsstufen getestet, sondern nur in der testspezifischen Verdünnung im Medium, 

welche bei 1:10 liegt. Zur Bestimmung der Zytotoxizität der extrahierten Abwasserproben hingegen 

wurden die 1000-fach angereicherten Proben zum Einsatz im MTT-Test in drei Konzentrationsstufen 

getestet (Verdünnung in sterilem Zellkulturwasser), um die höchstmögliche Konzentration zu bestim-

men, die im weiteren Verlauf zur Untersuchung der endokrinen Aktivität in den CALUX-Tests einge-

setzt werden konnte. Somit wurden alle Probenahmestellen in den Konzentrationsstufen 20-fach,  

2-fach und 0,2-fach (Endkonzentration im Test) untersucht, mit Ausnahme der Zuläufe der PN 1 und 

PN 8 (bedingt durch die SPE Kapazität mussten hier geringere Konzentrationsstufen eingesetzt wer-

den). Die Darstellung der Zytotoxizität ist an die Fließrichtung der Anlage angepasst (Abbildung 39, 

Abbildung 40, Abbildung 41): Von links nach rechts sind Zulauf, Zulauf filtriert, Ablauf Membranbiore-

aktor, Ablauf Ozonung und Ablauf Sandfilter jeder Probenahme dargestellt. Hinzu kommt noch die 

Gliederung von der geringsten Verdünnung (native Probe) bis zur höchsten Verdünnung ebenfalls pro 

Probenahme. 

Die Abbildung 39, Abbildung 40 und Abbildung 41 stellen lediglich die Proben dar, die einen positiven 

Effekt im MTT-Test gezeigt haben und somit als zytotoxisch einzustufen sind. Nicht dargestellte Pro-

ben (nativ und Extrakte) wirkten nicht toxisch auf das Wachstum der Zelllinien und konnten für weitere 

Untersuchungen in den CALUX-Testsystemen eingesetzt werden. 

Abbildung 39: Relative Vitalität von T47D-Zellen bezogen auf die Negativkontrolle im MTT Zytotoxizitätstest (n = 
3) nach 24 h Exposition gegenüber nativen Abwasserproben (1:10 im Test verdünnt) der Probenahmen (PN) 3-8, 
die als zytotoxisch einzustufen sind (< 80 % Vitalität, dargestellt durch die gestrichelte Linie). 
 

PN 3 PN 4 PN 5 PN 6 PN 7 PN 8

MTT - T47D-Zellen - native Proben (1:10)

V
ita

lit
ä

t [
%

 d
e

r 
K

o
nt

ro
lle

]

0

20

40

60

80

100
Zulauf filtriert

Ablauf Membranbioreaktor
Ablauf Sandfilter

Zulauf



Abschlussbericht zum ResA Projekt „östrogene Effekte“ 
 

86 
 

Durch die hohe Sensitivität der T47D-Zellen gegenüber Mikroschadstoffen ist eine hohe Zellschädi-

gung in stark belastetem Wasser zu erwarten, was sich in den Ergebnissen des MTT-Tests widerspie-

gelt (). Bereits die nicht angereicherten unfiltrierten Zulaufproben wirken in sechs (PN 3-8) von acht 

Probenahmen zytotoxisch (relative Vitalität < 80 %). Durch die Filtrierung des Zulaufs zur Entfernung 

von Schwebstoffen (im Labor) konnte die toxische Wirkung des Zulaufs in allen Fällen reduziert, aber 

nur in drei Fällen (PN 3, 5 und 6) eliminiert, werden. Aufgrund der verbleibenden Zytotoxizität konnten 

die Zulaufproben der Probenahmen 4, 7 und 8 demnach nicht im (anti-)ER-CALUX untersucht werden. 

Die zytotoxische Wirkung des nativen Abwassers konnte bei PN 3 und 4 auch nicht durch den Memb-

ranbioreaktor entfernt werden, in allen anderen Probenahmen trat nach der MBR-Behandlung keine 

Toxizität mehr auf. In allen Fällen wurde die Zytotoxizität spätestens durch die Ozonung entfernt bzw. 

trat nicht auf. Allerding zeigten in zwei Fällen (PN 4 und 8) die Abläufe der Sandfiltration erneut eine 

zytotoxische Wirkung auf die T47D-Zellen. 

 

Abbildung 40: Relative Vitalität von T47D-Zellen bezogen auf die Negativkontrolle  im MTT Zytotoxizitätstest (n = 
3) nach 24 h Exposition gegenüber angereicherten Abwasserproben aller acht Probenahmen (PN) mit unter-
schiedlichen Endkonzentrationen, die eine rel. Vitalität von < 80 % (dargestellt durch die gestrichelte Linie) verur-
sachen. 
 

 

Auch die Extrakte wirkten toxisch auf die T47D-Zellen. In sechs von acht Probenahmen (PN 1-4, 6 

und 7) wirkte der Ablauf des MBR in einer 20-fachen Konzentration ebenfalls toxisch auf die T47D-

Zellen, bei einer 2-fachen Konzentration wurde dieser Effekt nicht mehr beobachtet. In drei Fällen (PN 

1, 4 und 6) ist auch nach der Ozonung bei einer 20-fachen Konzentration der Probe Zytotoxizität vor-

handen. PN 6 zeigt als einzige Ausnahme weiterhin zytotoxische Effekte nach der Sandfiltration. Erst 

ab einer 2-fachen Konzentration (PN 1: 5-fach, PN 8: 3-fach) der Proben treten nur noch zytotoxische 

Effekte im Zulauf auf, die durch eine weitere Verdünnung auf eine 0,2-fache (PN 1: 0,5-fache, PN 8: 

0,3-fache) Testkonzentration reduziert aber nicht komplett aufgehoben werden können. 
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Abbildung 41: Relative Vitalität von AR-Zellen (U2OS) bezogen auf die Negativkontrolle  im MTT Zytotoxizitätstest 
(n = 3) nach 24 h Exposition gegenüber Abwasserproben (nativ 1:10, Extrakte mit Anreicherungsfaktor) aller acht 
Probenahmen (PN) mit unterschiedlichen Endkonzentrationen, die eine rel. Vitalität von < 80 % verursachen 
(dargestellt durch die gestrichelte Linie). 

 

Die Ergebnisse des MTT-Test mit der AR-Zelllinie weisen positive Effekte in den konzentrierten Zuläu-

fen auf (Abbildung 41). Lediglich bei PN 2 wirkt der native Zulauf zytotoxisch auf die Zellen, die nati-

ven Zuläufe der anderen PN haben keinen negativen Einfluss auf die Vitalität der Zellen. Durch eine 

Filtration des nativen Zulauf der PN 2 im Labor konnte dieser Effekt jedoch aufgehoben werden. Die 

Extrakte der Zuläufe zeigen hingegen eine stärkere Schädigung der Zellen, im Vergleich zu den nati-

ven Proben. Alle filtrierten Zuläufe weisen bis zur 2-fachen Konzentration (PN 1: bis 10-fach und PN 

8_ bis 3-fach) eine negative Wirkung auf die Zellvitalität auf. Bei PN 5 kann sogar bei der nächsten 

Verdünnungsstufe mit einer Testkonzentration von 0,2-fach noch Zytotoxizität festgestellt werden. 

Im Vergleich der Zelllinien ist deutlich zu sehen, dass die T47D-Zellen sensitiver auf die Zusammen-

setzung der Wasserproben reagieren als die AR-Zellen (Abbildung 39, Abbildung 40 und Abbildung 

41). Während die Zulaufproben aller Probenahmen auf T47D-Zellen selbst in der niedrigsten Konzent-

ration (außer PN 1: 0,01-fach) zytotoxisch wirken, weisen in AR-Zellen die niedrigsten getesteten 

Konzentrationen (0,2-fach) in sieben von acht Fällen (PN 1-4 und 6-8) eine Vitalität > 80 % auf („nicht 

zytotoxisch“). In den meisten Fällen zeigen die Stufen der Nachbehandlung (MBR, Ozonung, Sandfilt-

ration) ab einer 2-fachen Anreicherung keine zytotoxischen Effekte auf T47D-Zellen, in AR-Zellen 

wurde in allen Probenahmen auch bei einer 20-fachen Anreicherung keine Zytotoxizität hervorgerufen. 
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