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Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit lag der Aufbau eines Extraktionsverfahrens fir estrogen
wirkende Substanzen aus Gallenflissigkeiten von Aalmuttern. Die Aufgabe bestand in der
Kopplung der Verfahrensschritte Extraktion, Clean-up und massenspektrometrischer Vermes-
sung. Anschlieend sollte das entwickelte Verfahren auf Realproben angewendet werden. Bei
den analysierten Substanzen handelte es sich um das natirliche Estrogen 173-Estradiol und
dessen Metabolite Estriol und Estron, den Phytoestrogenen Genistein und Daidzein, das syn-
thetische Estrogen 17ca-Ethinylestradiol und um die Industriechemikalien Nonylphenol,
Bisphenol A und 4-tert- Octylphenol. Zusatzlich wurden ausgewahlte Pharamazeutika (Carba-
mazepin, Diclofenac, Bezafibrat, Gemfibrozil) untersucht.

Zunachst wurden in Vorversuchen mit Standardldsungen sowohl in Wasser als auch in Gallen-
flussigkeiten die Verfahrensschritte Extraktion und Clean-up optimiert. Die Flissig-Flussig-
Extraktion erfolgte dabei durch dreimaliges Ausschutteln mit Ethylacetat. Es folgte ein Aufreini-
gungsschritt mit Kieselgel. Die Vermessung der Analyte wurde mittels Hochdruckflissig-
keits-Chromatographie-Tandemmassenspektrometrie (HPLC-MS/MS) mit Elektrospray-loni-
sierung durchgefiihrt. Die Wiederfindung des Gesamtverfahren lagen fir das optimierte
Verfahren zwischen 19 und 99 %. Der Matrixeffekt bei der massenspektrometrischen Vermes-
sung lag zwischen einer Signalspression von 23 % und einer Signalverstarkung von 117 %,
woraus sich um den Matrixeffekt korrigierte Wiederfindungen der Aufarbeitung von 28-119 %
ergaben. Die Nachweisgrenzen lagen fir die natirlichen Estrogene zwischen 0.016-0.055 ng/uL
Galle, fur die Industriechemikalien zwischen 0.002 bis 0.17 ng/pL Galle und fur die Pharmaka
zwischen 0.001-0.006 ng/uL Galle.

Mit dem entwickelten Verfahren wurden Proben von Gallenflissigkeiten sowohl mannlicher als
auch weiblicher Aalmuttern der Station Klarwerk Wendorf und Salzhaff aufgearbeitet Die Pro-
ben wurden nach der Auspragung der Missbildungen Intersex sowie Atresie unterschieden. In
den Realproben konnten Estradiol, Estron, Estriol, Nonylphenol und Bisphenol A nachgewie-
sen bzw. bestimmt werden. Die Konzentrationen der natirlichen Estrogene unterschieden sich
erwartungsgemaf zwischen den mannlichen und weiblichen Tieren. Auch war ein Konzentra-
tionsunterschied der natirlichen Estrogene in Bezug auf das Vorkommen der Missbildungen
festzustellen. In Tieren ohne Missbildungen lagen mit 0.19 ng/uL Galle im Mittel geringere
Konzentrationen der natirlichen Estrogene vor, als in den Tieren mit starken Missbildungen



(0.24 ng/uL Galle). Fir die Industriechemikalien konnte dieser Unterschied nicht festgestellt
werden. Die Untersuchungen ergaben aber relativ hohe Konzentrationen von Nonylphenol (2.3 ng
bis 18.8 ng/uL Galle) und Bisphenol A (0.71 bis 19.5ng/uL Galle) in den Gallenflissigkeiten.

Determination of estrogenic compounds in bile fluid of eelpout

Abstract

The main objective of this thesis was to develop an extraction method for the analysis of estro-
genic compounds in bile fluid of eelpout (Zoarces viviparus). For this purpose, an extraction
method, a clean-up procedure, and analysis by HPLC-MS/MS had to be combined and optimised.
Finally, the developed method was applied to analyse bile samples of eelpouts from the Baltic
Sea. The investigated substances were 173-estradiol and its metabolites estriol and estrone,
the phytoestrogens genistein und daidzein, the synthetic estrogen 17a-ethinylestradiol, and the
industrial chemicals nonylphenol, bisphenol A and 4-tert-octylphenol. Additionally, the pharma-
ceuticals carbamazepine, diclofenac, bezafibrate, and gemfibrozil were analysed.

First of all, recovery experiments with water and bile fluid spiked with standard solutions were
carried out to optimize the extraction and clean-up procedure. The liquid-liquid-extraction was
done three times with ethylacetate followed by a clean-up of the combined extracts with silica
gel. The analytes were measured by HPLC-MS/MS with electrospray ionisation.

The overall method recovery of the method was between 19 and 99 %. The matrix effect of the
measurement by mass spectrometry ranged from 23 % (signal suppression) to 117 % (signal
enhancement). Thus, matrix effect-corrected recoveries of the sample preparation procedure were
calculated to be 28—-119 %. The limit of detection in bile fluid ranged from 0.016 to 0.055 ng/uL
for the natural estrogens, from 0.002 to 0.17 ng/pL for the industrial chemicals, and from 0.001
to 0.006 ng/uL for the pharmaceuticals.

Bile fluid samples of male and female eelpouts, cought in the Baltic Sea near the sewage treat-
ment plant Wendorf (Wismar) and at the Salzhaff were analysed with the newly developed
method. The samples were categorised by the severity of the alterations intersex and atresia.
In the samples estradiol, estrone, estriol, nonylphenol, octylphenol and bisphenol A could be
detected. As expected, the concentration of natural estrogens differed between male and
female eelpouts. A concentration difference of the natrual estrogens could also be determined
between eelpouts with strong and no atresia. In fishes without alterations the mean concentration
(0.19 ng/uL bile fluid) was lower than in fishes with strong alterations (0.24 ng/uL bile fluid).
This effect could not be found for the industrial chemicals. However, nonylphenol (2.3 ng to
18.8 ng/uL bile fluid) and bisphenol A (0.71 to 19.5 ng/uL bile fluid) occurred at comparatively
high concentrations.

Manuskripteingang in TDB: 27. November 2004
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Einfihrung und Aufgabenstellung 1

1 EINFUHRUNG UND AUFGABENSTELLUNG

In diesem Kapitel sollen Definitionen der in aktuellen Diskussionen haufig
verwendeten Begriffe vorgestellt werden. Es folgt ein Abriss Uber die aktuelle
Diskussion von endokrin wirkende Substanzen und deren Gesundheits-
gefahrdung des Menschen. Des Weiteren wird eine Ubersicht iiber Wirkungen
dieser Substanzen auf die Tierwelt gegeben. Der letzte Teil des Kapitels
beinhaltet die Ziele dieser Arbeit.

In der vorliegenden Arbeit wird in Substanzklassen- und Verbindungsnamen
wie ,Ostrogene*, ,Ostradiol“ etc. ,E“ statt ,O“ verwendet. Diese ,internationale*
Schreibweise wird daher aus Grinden der Einheitlichkeit auch in Ausdricken
wie ,6strogen wirksam® etc. benutzt.

1.1 Einfiihrung in die Thematik

Im angelsachsischen Sprachraum haben sich die Begriffe ,endocrine
disruptors® und der Oberbegriff ,endocrine-disrupting chemicals® fur endokrin
wirksame Stoffe durchgesetzt (UPMEIER 2001, S. 7). Eine endokrine Wirkung
steht dabei flr eine hormonelle Wirkung unabhéngig davon, ob sie
beispielsweise estrogen, antiestrogen, androgen, antiandrogen oder thyroid ist.
Chemikalien mit einem speziell estrogenem Wirkpotential werden haufig auch
als ,Xenoestrogene“ bezeichnet.

Die US-EPA (US-amerikanische Umweltbehérde) hat die Begriffe ,endocrine
disruptors® folgendermalien definiert: Demnach werden ,endocrine disruptors®
als exogene Substanz bezeichnet, die in die Synthese, Ausschittung,
Transport, Bindung oder Abbau von naturlichen Hormonen im Koérper
eingreifen, was wiederum Einfluss auf die Erhaltung der Kérperfunktionen,
Reproduktion, Entwicklung und Verhalten haben kann (BRUHN ET AL. 1999, S.
8). Nach dieser Definition reicht es aus, dass eine Substanz auf die genannten
Teile des Hormonsystems wirkt. Auch BOLT ET AL. (2000) definiert ,endocrine
disruptor” allein durch die Wirkung auf das Hormonsystem.

Neuerdings kommen auch die Bezeichnungen ,endocrine active compound®
und ,hormonally active compound/agent” auf, die die hormonahnliche Wirkung
wertungsfreier zum Ausdruck bringen, denn nicht jede endokrin wirksame
Substanz sollte durch den Begriff ,Disruptor® als negativ oder schadlich
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angesehen werden. Es gibt auch positive Auswirkungen beispielsweise von
Phytoestrogenen, die sogar in der Medizin eingesetzt werden (UPMEIER 2001,
S.7).

Seit einigen Jahren wird nicht nur in der Wissenschaft, sondern auch in der
Offentlichkeit Uber die Wirkung von Chemikalien auf das Hormonsystem und
deren Folge vor allem fiur die menschliche Gesundheit diskutiert. Diese
Diskussion wurde nicht zuletzt durch die so genannte Estrogenhypothese von
SHARPE ET AL. (1993) ausgel6st und ist bis heute noch nicht abgeschlossen
(BUA 228, 2001, S.1). Diese Estrogenhypothese besagt einen Zusammenhang
zwischen den bei Menschen beobachteten Veranderungen verschiedener
hormonabhangiger Parameter und einer Exposition mit hormonell wirksamen
Substanzen. So soll innerhalb der letzten 50 Jahre laut SHARP ET AL. (1993) die
Spermienzahl und -qualitdt des Mannes stark gesunken sein. Neben dem
Auftreten bestimmter hormonabhangiger Krebsarten wie Brust- und
Hodenkrebs soll nach die Zahl der Missbildungen der maénnlichen Fort-
pflanzungsorgane (zum Beispiel Hodenhochstand) zunehmen (SHARP ET AL.
1993).

Diese beobachteten Veranderungen basieren laut BUA 228 (2001, S.4) aber
auf entsprechenden Beobachtungen bei Tierversuchen und wildlebenden
Organismen, sowie der Erfahrung aus der Anwendung von Diethylstilbestrol
(DES), einer hochpotenten Substanz, analog zu Estradiol, die in hohen Dosen
als Arzneimittelwirkstoff verwendet wurde. Von nationalen und internationalen
Gremien wird daher die Auffassung vertreten, dass ein Zusammenhang
zwischen einigen beim Menschen beschriebenen Veranderungen verschiede-
ner hormonabhangiger Parameter und einer Exposition mit hormonellwirkenden
Substanzen aus der Umwelt oder der Nahrung bisher nicht Giberzeugend belegt,
aber auch nicht auszuschlieRen ist (BUA 228 2001, S. 3). Unter anderen liegen
nicht gentgend quantitative Daten Uber derartige Expositionen von Menschen
vor. Im Allgemeinen werden laut BUA 228 (2001, S. 3) die Belastungen durch
diese Stoffe als relativ gering angesehen. Allerdings bilden dabei die
Phytoestrogene aufgrund ihrer héheren estrogenen Wirkstarke und der héheren
Aufnahmemenge eine Ausnahme (BUA 222 2000, S.4; BUA 228 2001, S.3;
KULLING ET AL. 2003, S. 239). Die Autoren GIES ET AL. (2001) geben eine
umfassende Ubersicht Uber die Beeintrachtigungen der menschlichen
Gesundheit, die vermutlich auf den Einfluss von estrogen wirkenden
Substanzen zuruckzufuhren sind.
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Zwar sind die Veranderungen im Menschen noch nicht endgultig belegt, doch
gibt es dagegen fur das Auftreten von endokrinen Effekten in der Umwelt
bereits mehrere Belege.

Laut TERNES ET AL. (2004, S. 9) werden viele in der Umwelt beobachteten
Effekte, die die Reproduktion betreffen, auf das Vorhandensein hormonell
wirksamer Substanzen zurlickgefuhrt. Die individuellen Substanzen der
Feminisierung konnten bisher aber noch nicht eindeutig zugeordnet werden. Zu
den verdachtigten Stoffen zdhlen natirliche Estrogene aus Mensch und Tier,
Phyto- und Mycoestrogene, synthetische Estrogene, aber auch Industrie-
chemikalien und Pestizide wie Bisphenol A oder Dichlor-diphenyltrichlorethan
(DDT). Diese gelangen hauptséachlich Uber den Weg der Klaranlage in die
Umwelt, da diese sowohl von h&uslichen als auch von industriellen Abwassern
passiert werden. Die Autoren GULIETTE ET AL. (1995), COLBORN ET AL. (1993),
ORLANDO ET AL. (2002) und SuMmPTER (2002) geben einen umfangreinen
Uberblick tiber Auswirkungen auf Wildtierpopulationen durch eine erhéhte
Kontamination von endokrin wirkenden Substanzen in der Umwelt.

Ein Beispiel fur eine endokrine Wirkung auf Wildtierpopulationen ist
beispielsweise die vermannlichende Wirkung von Tributlyzinn auf Vorder-
kiemerschnecken. Tributylzinn, unter anderem in Antifoulinganstrichen von
Schiffen enthalten, fuhrte bereits in Konzentrationen ab 1 ng/L entlang von stark
benutzten Schifffahrtsrouten zum Aussterben ganzer Schecken-populationen
(TYLER ET AL. 1998; SCHULTE-OELMANN ET AL. 1996a; FENT 2000, S. 14).

Ein Hinweis auf estrogene Wirkungen bei Fischen ist die Induktion bzw. das
Vorhandensein von Vitellogenin im Plasma mannlicher oder juveniler Fische.
Dieses Vitellogenin ist der Vorlaufer des Dotterproteins und somit ein spezielles
Lipoprotein eierlegender Tiere (GULDEN ET AL. 1997, S.16). Estrogene und
estrogen wirkende Schadstoffe I6sen aber nachweislich auch in ménnlichen
Fischen die Produktion von Vitellogenin aus (LARSSON ET AL. 1998; TRIEBSKORN
ETAL. 2002; RASMUSSEN ET AL. 2002; SUMPTER ET AL. 1995a, 1995b).

LEGLER ET AL. (2002) und WHITE ET AL. (1994) stellten eine gute Korrelation
zwischen der Vitellogenininduktion und den Estrogen-Aquivalenz-Faktoren
(EEQ) bestimmter Substanzen in der Galle derselben Fische fest.

GULDEN ET AL. (1997, S.71f) und JOBLING ET AL. (2003), fanden neben der
Vitellogen-Induktion gleichzeitig eine Hemmung des Hodenwachstums, erhdhte
Ei- und Embryoproduktion bei Fischen. Weitere Feminisierungen stellten
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GULIETTE ET AL. (1994) und PURDOM ET AL. (1994) bei mannlichen Alligatoren
und Fischen in Form von Missbildungen fest.

In der Embryonen der Aalmutter (Zoarces viviparus) konnten ebenfalls nach
Exposition mit Octylphenol neben einer Wachstumshemmung auch eine
Missbildung der Gonaden festgestellt werden (RASMUSEN ET AL. 2002).

Auch in den Aalmuttern der Wismarer Bucht wurden Reproduktionsstérungen
nachgewiesen (GERCKEN ET AL. 2002). Diese Reproduktionsstérungen waren
zum Beispiel Feminisierungen in mannlichen Aalmuttern. Dabei handelt es sich
konkret um das Vorkommen weiblicher Keimzellen in ménnlichem Keimdriisen-
gewebe (Intersex) (GERCKEN ET AL. (2002). Des Weiteren wurden Repro-
duktionsstérungen in Form von Fehlbildungen von Eizellen (Atresien) und
Erhéhung der 17p-Estradiol-Konzentration im Plasma in dortigen weiblichen
Aalmuttern von GERCKEN ET AL. (2001) festgestellt. Als Ursache werden eben-
falls estrogen wirksame Substanzen im Wasser der Ostsee vermutet.

Estrogen wirksame Verbindungen sind bereits in einer derzeitig durchgefiihrten
Arbeit von Iris-C. Beck im Wasser der Wismarer Bucht nachgewiesen worden.
Es fehlen aber umfangreiche Untersuchungen tber einen eventuellen Zusam-
menhang dieser Substanzen im Ostseewasser und den nachgewiesenen
Missbildungen in den Aalmuttern in der Wismarer Bucht.

1.2 Aufgabenstellung

Hintergrund dieser Diplomarbeit waren die oben genannten Untersuchungen
der Aalmutter aus der Wismarer Bucht durch Dr. Jens Gercken vom Institut flr
Angewandete Okologie in Neu Broderstorf auf Missbildungen in den Tieren. Es
wird vermutet, dass diese beobachteten Missbildungen auf endokrin wirksame
Verbindungen im Wasser zuruckgefuhrt werden kénnen. Zur Aufklarung der
festgestellten Veranderungen der Aalmutter in der Wismarer Bucht soll diese
Arbeiten einen Beitrag leisten.

Sie ist ebenfalls ein Teil des Promotionsvorhabens: ,Biotest-geleitete
chemische Analyse estrogen wirksamer Substanzen in der Wismarer Bucht"
von Iris-C. Beck. Dies ist wiederum ein Aufgabenbereich der Abteilung fir
Marine bioanalytische Chemie im Institut fir Kistenforschung der GKSS-
Forschungszentrum Geesthacht GmbH.
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Ziel dieser Arbeit ist der Nachweis von natiurlichen und synthetischen
Estrogenen sowie estrogen wirkenden Schadstoffen in der Gallenflissigkeit von
Aalmuttern aus der Wismarer Bucht.

Die Galle wurde deshalb als Gegenstand der Untersuchungen ausgewabhlt, weil
dieses Organ zum einen eng mit dem Metabolismus von Fremdstoffen
verknlpft ist und zum anderen auch Belege fiir Anreicherungen estrogen
wirkender Stoffe in Gallen vorliegen (LEGLER ET AL. 2002; YING ET AL. 2002;
PEDERSEN ET AL. 2002; FERREIRA-LEACH ET AL. 2001).

Obwohl es zu einer Anreicherung in der Galle kommt, liegen die Konzen-
trationen dieser Substanzen dort nur in geringen Konzentrationen vor. So lagen
bei einer zwei- bis vierwéchigen Exposition von Regenbogenforellen im Ablauf
einer Klaranlage beispielsweise Konzentrationen fiir Estron nur bei 0,6-2,5 ug/g
Galle, fur 17a-Ethinylestradiol bei 0,4-1,3 pug/g und Nonylphenol bei 10-22 ug/g
Galle (LARSSON ET AL. 1998). Der Ablauf einer Klaranlage stellt einen Eintrags-
weg in die Umwelt mit relativ hohen Konzentrationen dar. In Tieren entfernt
einer solchen Eintragsquelle missen aufgrund einer Verdiinnung durch das
Oberflachenwasser deshalb mit noch geringeren Konzentrationen gerechnet
werden. Um dies zu Uberprifen wurden zwei unterschiedliche Stationen der
Wismarer Bucht als Probenahmeort gewahlt. Die eine Station liegt nahe der
Klaranlage Wendorf bei Wismar, die andere etwas entlegen vom anthro-
pogenen Einfluss nahe dem Salzhaff ebenfalls bei Wismar. Ziel einer
Nachweismethode muss es also sein, auch geringe Konzentrationen
verschiedenster Substanzen nachweisen zu kénnen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf den Aufbau eines entsprechenden
mdoglichst  vollstdndigen Extraktionsverfahrens flir estrogen wirkenden
Substanzen aus Gallenflissigkeiten von Aalmuttern. Die Extraktionsversuche
mittels Flussig-Flussig-Extraktion basieren auf einer von LEGLER ET AL. (2002)
veréffentlichten Methode. Der Aufreinigungsschritt, das so genannte Clean-up,
und die Messmethode dieser Substanzen fur die HPLC-MS/MS wurden bereits
von Iris-C. Beck im Rahmen ihres Promotionsvorhabens entwickelt und lag
somit vor. Die Aufgabe bestand in der Kopplung der einzelnen Verfahrens-
schritte und der Uberpriifung der Geeignetheit fiir die Anwendung in der Praxis.
Es sollten zunachst in Vorversuchen mit Standardlésungen sowohl in Wasser
als auch in Gallenflussigkeiten, die Parameter Wiederfindungen lber das
Gesamtverfahren bzw. der Aufarbeitung dieses Versuchsaufbaus und der bei
der Vermessung mittels HPLC-ESI-MS/MS entstehende Matrixeffekt getestet
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werden. AnschlieRend erfolgte dann die Anwendung der aufeinander
abgestimmten Methodenschritte auf Realproben bestehend aus Gallen-
flussigkeiten von Aalmuttern der Wismarer Bucht.

Bei den zu untersuchenden Substanzen handelt es sich um das natirliche
Estrogen 17p-Estradiol und dessen Metabolite Estriol und Estron, den
Phytoestrogenen Genistein und Daidzein, das synthetische Estrogen 17a-
Ethinylestradiol und um die Industriechemikalien Nonylphenol, Bisphenol A und
4tert-Octylphenol. Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Optimierung des
Verfahrens auf die entsprechenden estrogen wirksamen Verbindungen

Zusatzlich sollen ausgesuchte Pharmazeutika, wie Carbamazepin (Antiepilep-
tikum), Diclofenac (Antiphlogistika) und die Lipidsenker Bezafibrat und
Gemfibrozil untersucht werden. Eine Aussage Uber die o©kotoxikologische
Wirkung dieser Substanzen im marinen Bereich kann nach heutigem
Erkenntnisstand noch nicht gemacht werden. Uber die Auswirkungen von
Pharmaka in der Umwelt ist sehr wenig bekannt. Lediglich fur Diclofenac konnte
PFLUGER ET AL. (2001, S. 2) eine estrogene Potenz fir die Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) sowie den Karpfen (Cyprinus carpio) festgestellt
werden
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2 THEORETISCHER TEIL

In diesem Teil der Arbeit sollen die Auswirkungen von Hormonen und hormonell
wirkende Substanzen im Organismus dargelegt werden. Einen wichtigen Tell
nimmt der Fremdstoffmetabolismus ein, auf den in Kapitel 2.2 eingegangen
wird. Des Weiteren wird der Eintrag von Substanzen in die Umwelt erlautert und
kurz aufgefiihrt, weshalb Aalmutter als Gegenstand der Untersuchung
ausgewahlt wurde. Im Unterkapitel ,Stand des Wissens zu den Analyten® soll
sowohl die chemische Struktur, die Verwendung, das Vorkommen als auch die
analytische Bestimmung der jeweiligen Substanzen aufgezeigt werden.

2.1 Hormone und hormonell wirkende Substanzen im

Organismus

In diesem Kapitel werden der natirliche Hormonkreislauf der Sexualhormone
und deren Bildung im Kérper dargelegt. Es folgen die Vorraussetzungen fur
eine endokrine Wirkung von Substanzen. Des weiten werden die Angriffspunkte
im Organismus endokrin wirksamer Substanzen aufgezeigt und deren Folgen
sowohl auf die Zelle als auch fir das Individuum bis hin zur Lebens-
gemeinschaft beschrieben.

2.1.1 Natiirliche Hormone und hormoneller Regelkreis

Hormone sind chemische Signalstoffe des endokrinen Systems, die tUber die
Blutbahn zu den Zielorganen transportiert werden. Dort rufen sie durch eine
Bindung an spezifische Rezeptoren eine Reaktion hervor und tben damit
bestimmte physiologische und biochemische Regulationsfunktionen aus.

Eine spezielle Gruppe der Hormone sind die Geschlechtshormone. Gelangen
diese an ihr Zielorgan, kénnen sie dort estrogene, antiestrogene, androgene
oder antiandrogene W,irkungen auslésen. Dabei wirken die weiblichen
Geschlechtshormone estrogen, die mannlichen androgen. Als antiestrogen
bzw. antiandrogen wird die Wirkung bezeichnet, wenn die Folge der
hormonellen Reaktion eine entsprechende Hemmung ist.

Zu den wichtigen Funktionen der Geschlechtshormone gehéren die Entwicklung
und Differenzierung zur Geschlechtsreife sowie die Aufrechterhaltung der
sexuellen Funktion (KLOAS, 1998; GOTz ET AL. 1998, S.7). Zu den vielfaltigen
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Aufgaben gehdren ebenfalls die Kontrolle der Vitellogeninsynthese, Estro-
gen-Rezeptor-Synthese und pheromonale Kommunikation, die Calzium-
Homeostase und der Knochenbau bzw. die Eischalenproduktion (LARSSON ET
AL. 1999). Die Hormonsysteme sind aber nicht véllig unabhangig voneinander.
Eine Stérung des Schieldrisenhormonsystems kann ebenfalls nicht zu
vernachlassigende negative Auswirkungen hervorrufen. KLoAs (2001)
beispielsweise merkt an, dass dieses Hormonsystem die Metamorphose von
Amphibien steuert und auch bei Fischen negative Auswirkungen zu befiirchten
sind.

Der Mensch besitzt zwei verschiedene Estrogen-Rezeptoren (ER). Zum einen
ER-a und zum zweiten den erst 1996 entdeckten ER-B (KUIPER ET AL. 1998).
Die a-Rezeptoren befinden sich vermehrt in Zellen der Brustdriisen und des
Uterus wahrend die B-Rezeptoren vor allem in Knochen und BlutgefaRen zu
finden sind. (ZITTERMANN, 2002, S. 2)

Bei der Bindung der Hormone an die entsprechenden Rezeptoren scheint die
Existenz einer phenolischen Hydroxylgruppe, die viele der estrogen wirkenden
Substanzen aufweisen, eine Rolle zu spielen ( BoLT ET AL. 2000; WIESE ET AL.
1997).

thal
Q\\‘Qo - alh"@

1 Bildung des GnRH

/_—_> 3 Bildung von Estradiol
Bildung'des FSH und LH

EA
Ophys®

Ovar-Follikelzellen

4

Bindung an SHBG

_ Transport zum Zielorgan
Bindung an ER

6 Zellkern:
Transkription
spez. estrogen-
abhangiger Gene

Leberzelle

Abbildung 1: Ausschnitt des hormonellen Regelkreises, verandert (Kloas 1998).
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Der endokrine Regelkreis des 17B-Estradiols, wie in Abbildung 1 dargestellt,
beginnt mit der Bildung des Gonadotropin Relealising Hormon (GnRH) im
Hypothalamus des Zentralnervensystems (1). Dieses regt in der Hypophyse die
Bildung der Gonadropine FSH (Follikel stimulierendes Hormon) und des LH
(Luteinisierendes Hormons (2) an. Uber den Blutkreislauf gelangen FSH und LH
zu dem Follikel des Ovars und induzieren dort die Bildung von 173-Estradiol (3).
17B-Estradiol wird nun freigesetzt, bindet an das sexualhormonbindende
Protein (SHBG) und gelangt so zum Zielorgan (4). Die erhéhte Konzentration
von 17B-Estradiol im Blut fihrt zur Rickkopplung im Hypothalamus und der
Hypophyse, die eine Verminderung der Ausschittung der Hormone GnRH, FSH
und LH bewirkt. Bei Wirbeltieren ist das Hauptzielorgan fur Estrogen die Leber.
Dort dissoziiert das Estrogen vom SHBG und diffundiert in die Leberzelle. Das
Estrogen bindet im Cytoplasma nun an den Estrogen-Rezeptor (ER) (5). Dieser
Estrogen-Estrogenrezeptor-Komplex |6st im Zellkern die Transkription von
speziellen estrogenabhangigen Genen aus (6). Hierzu gehért neben dem
Eidotterprotein Vitellogenin auch die Bildung von Estrogen-Rezeptoren selbst.
Das bedeutet, dass Estrogen selbst seine eigenen Rezeptoren in den Zielzellen
hochregulieren kann. Das Vitellogenin wird Uber den Blutkreislauf zur Eizelle
beférdert und sorgt dort fir den Aufbau der Eidotterreserve. (KLOAS 1998;
KUNTZzSCH 2000 S. 4ff.; WELSHONS ET AL. 2003)

Die Bildung von Steroidhormonen aus Cholesterol verlduft Uber zahlreiche
Reaktionen, die mit Hilfe von Enzymen katalysiert werden. Die letzte Reaktion
der Estrogenbildung, namlich die Umwandlung von dem Androgen Testosteron
zum Estrogen 17B-Estradiol, wird durch das Enzym Aromatase herbeigefiihrt
(GEYER ET AL. 2000). Wird also dieses Enzym wie es bei den marinen und
limnischen Vorderkiemerschnecken der Fall war, durch Tributylzinn, gehemmt,
kann die Bildung des weiblichen Geschlechtshormons nicht bzw. nur minimal
stattfinden, was eine Vermannlichung der Tiere zur Folge hat (GULDEN ET AL.
1997, S. 7; FENT 1998, S. 228).

2.1.2 Natiirliche und anthropogene Stoffe mit endokriner Wirkung

In die Umwelt gebrachte natirliche und synthetische Substanzen kénnen das
endokrine Gleichgewicht von Organismen empfindlich stéren (JOBLING ET AL.
2003; GILLESBY ET AL. 1998). Umweltchemikalien wie zum Beispiel DDT
(Dichlor-diphenyltrichlorethan), Bisphenol A, Nonylphenol, Phthalate oder auch
Phytoestrogene besitzen ein endokrines Potential. SAFE ET AL. (1998) geben
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einen guten Uberblick Uber die bekanntesten Phytoestrogene und anthropo-
genen Chemikalien mit estrogener Wirkung.

Auch einige Pharmaka, wie zum Beispiel Kontrazeptiva und Antidiabetika
gehoéren zu den endokrin wirksamen Verbindungen. Sie werden aufgrund ihrer
hormonellen Wirksamkeit gezielt eingesetzt. Phytoestrogene werden ebenfalls
aufgrund ihrer estrogenen Aktivitdt auch in Deutschland als Alternative zu
bisherigen Hormonersatztherapien diskutiert (KULLING ET AL. 2003, S. 237).

Fur die meisten Gbrigen Arzneistoffe wurde im Rahmen ihrer Anwendung in der
Medizin keine hormonelle Wirkung festgestellt. Allerdings wurden diese Stoffe
auch nicht einem Testsystem unterzogen, das die hormonelle Wirksamkeit zum
Schwerpunkt hat (TERNES ET AL. 2004, S. 8). Auch werden hormonell wirksame
Substanzen haufig auf estrogenartige Wirksamkeit beschrankt. Das liegt
teilweise daran, dass ich die herkémmlichen Testsysteme (in-vivo und in vitro)
sich auf die Untersuchung der estrogenéhnlichen Wirkeigenschaften beschran-
ken. Das endokrine System ist jedoch so komplex, dass viele verschiedene
Einflisse von Fremdstoffen denkbar sind. So kénnen Fremdstoffe ebenso
antiestrogen, androgen, antiandrogen oder auch thyroiden (Wirkung auf die
Schilddrise) wirken (BUA 228 2001, S.1).

All diese Stoffe sind, wie die natirlichen Hormone, meist lipophil, wodurch ihnen
ein Diffundieren in die Zellen hinein méglich ist. Hier binden sie aufgrund ihrer
Konfiguration an den Estrogen-Rezeptor. Endokrine Disruptoren kénnen, wenn
sie an den Estrogen-Rezeptor binden, entweder die Genexpression aktivieren
oder blockieren (KLoAs 1998). Sie sind aber auch in der Lage eine negative
Ruckkopplung zum Hypothalamus bzw. der Hypophyse zu bewirken (KLOAS
1998) und damit Einfluss auf die Synthese der Estrogen-Rezeptoren selbst zu
nehmen.

Zwar binden die verschiedenen endokrinen Disruptoren im Vergleich zu
17B-Estradiol nur mit relativ geringer Affinitdt an den entsprechenden Rezep-
tor (102-107-fach), das naturliche 17B-Estradiol wird aber im Korper durch
sexualhormonbindende Proteine zu 90-95 % gebunden und im Blutkreis-
lauf transportiert. Einige endokrine Substanzen, wie beispielsweise 17a-
Ethinylestradiol binden an dieses Protein jedoch nicht oder nur unwesentlich
(SHARPE ET AL. 1993). Damit erhdht sich die Bioverfigbarkeit der hormonell
wirksamen Umweltchemikalien im Koérper (KLOAS 1998). Andererseits kann es
auch zu einer Konkurrenz von naturlichem Hormon und Umweltchemikalie an
einem Bindungsprotein kommen. Da die rezeptorvermittelte Wirkung abhangig



Theoretischer Teil 11

von der Konzentration freier Estrogene im Blut ist, kann diese erhdhte
Konzenteration freier Estrogene im Plasma eher zu einer estrogene Wirkung
am Rezeptor fuhren (GULDEN ET AL .1997, S. 7).

Auch ist zu beriicksichtigen, dass chemische Stoffe mit estrogener Aktivitat
teilweise in sehr viel grélReren Mengen hergestellt und in den Stoffkreislauf
eingebracht werden, als die natirlichen und synthetischen Estrogene (ARGE
ELBE, 2000, S.4). Bezuglich des Eintragsweg Uber die Nahrung in den Kérper
stellten SAFE ET AL. (1995) aber fest, dass die Aufnahme natirlicher Estrogene
Uber die Nahrung weitaus hoéher ist, als die Aufnahme von Xenoestrogenen,
die beispielsweise durch das Herauslésen aus Verpackungen oder Pesti-
zideintrag in die Nahrung gelangen (BROTONS ET AL. 1995).

Auch eine mégliche Bioakkumulation dieser lipophilen Stoffe in Organismen
und der damit verbundenen Anreicherung entlang der Nahrungskette ist von
Bedeutung (AHEL ET AL. 1993; SUMPTER ETAL. 1996, S. 212; SUMPTER 1998).

GAIDO ET AL. (1997) haben die estrogene Potenz verschiedener Substanzen mit
Hilfe eines Hefetests (YES-Assay, Yeast-Estrogen Screen Assay) untersucht. In
der folgenden Tabelle sind die Werte einiger Substanzen aufgefuhrt. ECsg ist
dabei die Konzentration, die zu 50 % der maximalen estrogene Aktivitat fuhrt.
Die angegebene relative Wirkstarke errechnet sich daraus nach folgender
Formel:

ECso Testsubstanz/ECso Estradiol

Tabelle 1: Wirkstarken endokrin wirksamer Substanzen nach GAIDO ET AL.
(1997), verandert.

Substanz EC 50 [mol/L] Relative Wirkstéarke
Estradiol 2,25x107"° 1
Estriol 6,16x10® 273
p-Nonylphenol 1,10x10® 5000
Bisphenol A 3,40x10° 15 000
Testosteron 5,09x10™ 226 000
o,p’-DDT 1,81x107° 8 000 000
o,p -DDE 5,34x107 24 000 000

Besonders die natirlichen Steroidhormone haben bereits in extrem geringen
Konzentrationen eine starke Wirkung. Bei anderen estrogen wirksamen
Verbindungen ist eine deutlich héhere Konzentration erforderlich (SPENGLER
2001, S. 5).
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Es missen aber zwei Begriffe unterschieden werden: Das estrogene Potential
und die estrogene Potenz. Eine Substanz hat dann ein estrogenes Potential,
wenn sie in einem Organismus, einem Organ oder einer Zelle, eine estro-
genspezifische Wirkung auslésen kann. Die estrogene Potenz einer Substanz
aber ist abhangig von der Konzentration bzw. Dosis. Reicht beispielsweise eine
geringe Konzentration aus, um die estrogene Wirkung hervorzurufen, ist die
estrogene Potenz der Substanz hoch. Die estrogene Potenz ist somit keine
Substanzeigenschaft, sondern beschreibt eine estrogene Wirkstéarke in einem
spezifischen biologischen System (GULDEN ET AL. 1997, S. 9f).

Die estrogene Potenz verschiedener Pharmaka und Estrogene wurde
beispielsweise bei PFLUGER ET AL. (2001, S. 2) fur die Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) sowie den Karpfen (Cyprinus carpio) bestimmt. Die in
vitro Testsysteme ergab folge Hierarchie von estrogenen Potenzen: 17(3-
Estradiol > 17a-Ethinylestradiol > Estron > Genistein - Estriol > Bisphenol A >
Nonylphenol > Diclofenac. Keine estrogenen Effekte zeigten dagegen
Bezafibrat und Carbamazepin.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Chemikalien an drei Stellen im
hormonellen System angreifen kénnen:

1. direkte Reaktion mit dem Hormonrezeptor,
2. Anderung der Hormonkonzentration,
3. Anderung der Hormonrezeptorkonzentration.

Inwieweit und in welcher Art hormonelle Wirkungen dieser Substanzen den
Organismus reversibel oder sogar irreversibel schadigen, ist abhéngig von der
Art, dem Zeitpunkt, der Dauer und der Intensitat der Wirkung. (BRUHN ET AL.
1999, S.3; DOTSCHET AL. 2001; WARD ET AL. 2001; FENT 1998, S. 211f.).

2.1.3 Folgen der anthropogenen, endokrinen Wirkung

Fur die Folge hormoneller Wirkung durch Estrogene oder estrogen wirkende
Stoffe kann besonders der Zeitpunkt der Einwirkung entscheidend sein. Bei
Organismen, bei denen die Geschlechtsdifferenzierung durch ein Geschlechts-
chromosom festgelegt ist, wird die Entwicklung der Geschlechtsorgane und
spezieller Gehirnzentren wahrend der frihen Entwicklungsphase durch die
Geschlechtshormone gesteuert. Eine Stérung in dieser hochsensiblen Phase
durch estrogen wirksame Stoffe kann daher zu dauerhaften Defekten und
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Funktionsstérungen beispielsweise der Geschlechts-organe fiihren (FENT,
2000).

Diese Stdérungen beim Individuum kdénnen weitreichende Folgen haben. Treten
diese Defekte bei mehreren Individuen auf, werden ihre Gene beispielsweise
durch den Verlust der Fortpflanzungsfahigkeit, dem Genpool der Population
entzogen. Diese Kaskade, die damit in Gang gesetzt werden kann, kénnte
letztendlich sogar zum Aussterben ganzer Populationen in den betroffenen
Gebieten fuhren, da der Austausch von Genmaterial innerhalb der Population
eingeschrankt ist.

Bei Wirbeltieren wie beispielsweise Amphibien und Fischen kommt es wéahrend
der Lavalentwicklung durch den Einfluss der vorhandenen Hormone zur
Geschlechtsspezifizierung. Zuséatzliche Estrogene kénnen somit zum erhéhten
Anteil an Weibchen in der Generation fiihren. Dieses einseitig verschobene
Geschlechterverhaltnis kann damit Auswirkungen auf die ganze Population
haben (KLoAs 2001). Ein Beispiel fur Auswirkungen durch ein einseitig
verschobenes Geschlechterverhaltnis ist der vermannlichenden Effekt von
Tributhylzinn auf Vorderkiemerschnecken entlang von stark benutzten
Schifffahrtsrouten. Dies fihrte dort zum Aussterben ganzer Schecken-
populationen (TYLER ET AL. 1998; SCHULTE-OELMANN ET AL. 1996a + 1996b;
FENT, 2000; FENT 1998, S. 228f.).

Auch die Induktion von Vitellogenin und ein erhéhter Metabolismus durch
Fremdstoffe im Organismus bei Fischen ist ein betrachtlicher energetischer
Aufwand und wird auf Kosten der Synthese essentiell notwendiger Stoffe
vorgenommen. Langfristig kann es ebenfalls zu Schadigungen des Organismus
durch eine dauerhafte Induktion von Vitellogenin kommen (FENT, 1998, S. 237;
TRIEBSKORN ET AL. 2002). Die damit verbundene schlechtere Kondition durch
Energieaufwendung hat wiederum Einfluss auf die Population. Das wiederum
wirkt auf den Zustand der ganzen Lebensgemeinschaft. Folgende Abbildung 2
soll diesen Zusammenhang der Wirkung auf Molekulebene und der damit
verbundenen méglichen Auswirkung auf die Lebensgemeinschaft verdeutlichen.
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Abbildung 2: Mégliche Folgen durch Chemikalien im Organismus, aus
TRIEBSKORN ET AL. (2002) verandert.

Wie in der Abbildung 2 dargestellt, kann die Wirkung in der Zelle eine Kaskade
von negativen Folgen auf die ndchsthéhere Ebene auslésen, was wiederum
Folgen fur die anderen Ebenen haben kann.

Eine gute Ubersicht Uiber die verschiedenen Auswirkungen hormonell wirkender
Stoffe auf zellularer Ebene bis hin zur Population geben die Autoren GULIETTE
ET AL. (1995), COLBORN ET AL. (1993), ORLANDO ET AL. (2002), KNORR (2001, S.
1) , HOCKETAL. (2000) und SUMPTER (2002).

Festgestellt wurde beispielsweise ein negativer Reproduktionserfolg von See-
végeln an der Ostsee und WeilRkopfseeadlern aufgrund einer Belastung durch
endokrin wirksame Organochlorverbindungen in den Eiern dieser Tiere.
(HELANDER ET AL. 1982; FALANDYSZ ET AL. 1994). Bei Méwen l6sten diese Orga-
nochlorverbindungen zusatzlich Missbildungen und ein verdndertes Brut-
verhalten aus (FRY 1995).

Ein Hinweis auf estrogene Wirkungen bei Fischen ist die Induktion bzw. das
Vorhandensein von Vitellogenin im Plasma mannlicher oder juveniler Fische.
Dieses Vitellogenin ist der Vorlaufer des Dotterproteins und somit ein spezielles
Lipoprotein eierlegender Tiere. Es ist vornehmlich im Plasma weiblicher,
geschlechtsreifer Fische zu finden und ist kommt in mannlichen Tieren und
nicht geschlechtsreifen Weibchen naturlicherweise nicht vor (GULDEN ET AL.
1997, S.16). Estrogene und estrogen wirkende Schadstoffe I6sen aber
nachweislich auch in mannlichen Fischen die Produktion von Vitellogenin aus
(LARSSON ET AL. 1998, TRIEBSKORN ET AL. 2002, RASMUSSEN ET AL. 2002;
SUMPTER ETAL. 1995a, 1995b; LECH ET AL. 1996).



Theoretischer Teil 15

LEGLER ET AL. (2002) und WHITE ET AL. (1994) stellten eine gute Korrelation
zwischen der Vitellogenin-Induktion und den Estrogen-Aquivalenz-Faktoren
(EEQ) bestimmter Substanzen in der Galle derselben Fische fest. Auch
TRIEBSKORN ET AL. (2002) fanden bei Untersuchungen in FlieRgewassern
heraus, dass die im biologisch relevanten Bereich liegende estrogene Aktivitat
im Wasser von mehreren ng EEQ/L mit einem erhdhten Vitellogeninspiegel von
mannlichen Regebogenforellen, einhergeht. Eine gute Korrelation von
Octylphenolkonzentration im Wasser und Vitellogenininduktion in Aalmuttern
konnte ebenfalls durch RASMUSSEN ET AL. (2002) bestatigt werden.

GULDEN ET AL. (1997, S.71f) und JOBLING ET AL. (2003), stellten neben der
Vitellogen-Induktion auch eine Hemmung des Hodenwachstums, erhdhte Ei-
und Embryoproduktion bei Fischen fest. Auf weitere Feminisierungen machten
GULIETTE ET AL. (1994) nach einem Industrieunfall, bei dem groRe Mengen der
Pestizide Dicofol und DDT in Gewasser von Florida gelangten, aufmerksam.
Bei dortigen méannlichen Alligatoren wurden beispielsweise kleinere Penisse
und bei den Weibchen vermehrt unbefruchtete Eier nachgewiesen.

In der Embryonen der Aalmutter (Zoarces viviparus) konnten durch RASMUSEN
ET AL. (2002) ebenfalls nach Exposition mit Octylphenol neben einer Wachs-
tumshemmung auch eine Missbildung der Gonaden festgestellt werden.

Auch in den Aalmuttern der Wismarer Bucht konnten Reproduktionsstérungen
nachgewiesen werden (GERCKEN ET AL. 2002). Als Ursache werden ebenfalls
estrogen wirksame Substanzen im Wasser der Ostsee vermutet. Diese
Reproduktionsstérungen waren zum Beispiel Feminisierungen in mannlichen
Aalmuttern. Dabei handelt es sich konkret um das Vorkommen weiblicher
Keimzellen in mannlichem Keimdrisengewebe (Intersex) (GERCKEN ET AL.
(2002). Die Aalmutter scheint davon besonders betroffen zu sein. Im Vergleich
zum Dreistacheligen Stichling (Gasterosteus aculeatus) und zum Barsch (Perca
fluviatilis) wiesen die untersuchten Aalmuttern aus den gleichen Gebieten das
héchste Intersex-Vorkommen auf. So wurden zum Beispiel bei den Aalmuttern
bis zu 27,8 %, bei den Stichlingen nur bis zu 12,5 % Intersexualitat festgestellt
(GERCKEN ET AL. 2002).

Des Weiteren wurden Reproduktionsstérungen in Form von Fehlbildungen von
Eizellen (Atresien) und Erhéhung der 17p-Estradiol-Konzentration im Plasma in
weiblichen Aalmuttern der Ostsee festgestellt (GERCKEN ET AL. 2001). Auch
Vitellogeningehalte im Blutplasma mannlicher Organismen, verschiedene
Anzeichen friher Reifung, Zunahme von Lavalmortalitdt und Missbildungen,
vermindertes Lavalwachstum und degenerierte Eier bzw. nicht entwickelte Eier
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in weiblichen Ovarien sind Stérungen, die in Fischen der Wismarer Bucht
festgestellt worden sind.

Diese Aufzahlung hormoneller Auswirkungen auf Tierpopulationen lieRe sich
aus der wissenschaftlichen Literatur beliebig erweitern.

2.2 Fremdstoffmetabolismus

In diesem Abschnitt wird der Abbau von Substanzen im Organismus
beschrieben. Dabei wird auf die besondere Rolle der Galle in diesem Prozess
eingegangen. Schlielllich wird aufgezeigt, weshalb die Galle als Unter-
suchungsgegenstand zum Nachweis von Fremdstoffen geeignet ist.

2.2.1 Metabolismus in der Leber

Estrogene werden in Saugetieren und Fischen vornehmlich in der Leber
metabolisiert. (LEGLER ET AL. 2002; YING ET AL. 2002; CLARKE ET AL. 1991). Dort
werden sie beispielsweise oxidiert, hydroxiliert oder deoxiliert und methyliert
(GULDEN ET AL. 1997, S.7).

Der Metabolismus in der Leber findet in zwei Phasen statt (FENT 1998, S.
133 ff.):
e Phase I: Entgiftung und Inaktivierung der Fremdstoffe durch Oxidation,
Reduktion, Hydrolyse u.a.,
e Phase Il: Verbesserung der Wasserléslichkeit der Metabolite zum Bei-
spiel durch Anlagerung von Glucuronsaure (Glucuronidierung), Sulfat-
resten (Sulfatierung) oder Glutathionkonjugation.

Die Ausscheidung erfolgt dann Uber die Niere mit dem Harn oder bei gréf3eren
Molekilen — bei Menschen beispielsweise ab 475 Da — Uber die Galle und den
Darm. (NAU, 1994, S.49)

Gallengangige Stoffe muissen aber nicht nur eine bestimmte MindestgréRe,
sondern auch eine polare Gruppe aufweisen. Nach der Metabolisierung in der
Phase Il kénnen diese Bedingungen erfillt sein. Die quantitativ gréRte
Bedeutung hat hier die Konjugation mit Glucuronsaure (UPMEIER, 2001, S. 15).
Laut CLARKE ET AL. (1991) und THIBAUT ET AL. (2002) stellt die Glucuronidation
den Hauptmetabolismusweg flir viele Xenobitotica wie zum Beispiel Nonyl-
phenol in Fischen dar. Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft die
Glucuronidation von 173-Estradiol.
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Abbildung 3: Glucuronidation von 17p-Estradiol.

Zwar sind die glucuronidierten und sulfatierten Estrogene inaktiv, doch kénnen
sie als ,Reservoir* dienen. Diese kénnen namlich durch Umwandlung mit Hilfe
von Bakterien (u.a. in Klaranlagen oder im Darm zu finden) wieder in ihre aktive
Form gebracht werden (YING ET AL. 2002; TERNES ET AL. 1999a).

2.2.2 Anreicherung in der Galle

In der Gallenflussigkeit sind Fremdstoffe und damit auch Xenoestrogene im
Organismus besonders gut nachweisbar, da zum einen die Leber der
Hauptmetabolismusort fir Fremdstoffe ist und es zum anderen zu einer
Anreicherung durch den enterohepatischen Kreislauf kommen kann (FENT,
1998, S.156).

Die glucuronidierten und sulfatierten Estrogene werden in diesem Kreislauf
zunachst als Glucuronide und Sulfate Uber die Galle zuriick in den Darm
transportiert. Hier werden sie vorzugsweise ausgeschieden. Sie kdénnen aber
auch durch Ruckreaktion von Darmbakterien als Ursprungssubstanz wiederum
der Leber zugefuhrt werden. Es kommt dann zu einer verzégerten Anreicherung
in der Leber und damit auch der Galle, was eine erhdhte Konzentration des
Stoffs in dem Organismus zur Folge hat (SHARPE ET AL. 1993; UPMEIER 2001,
S.15).

Von PEDERSEN ET AL. (2002) und SAKAMOTO ET AL. (2002) wurden beispielsweise
bei der Untersuchung festgestellt, dass die hoéchste Konzentration von
Industriechemikalien in der Galle zu finden ist. Auch nach zwei Tagen der
Ausscheidungsphase im Experiment war kein signifikanter Rickgang der
Konzentration in der Galle nachweisbar.

Zudem stellten sowohl PEDERSEN ET AL. (2002) als auch FERREIRA-LEACH ET AL.
(2001) den héchsten BCF (Biokonzentrationsfaktor) von tert-Octylphenol in der
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Galle fest. In Weibchen lag der BCF bei 148, in Mannchen bei 70, wahrend im
Muskel nur BCFs von 22-25 nachgewiesen wurden (PEDERSEN ET AL. 2002).
Auch LARSSON ET AL. (1999) und TrRuscoTT (1983) fanden in der Galle von
Fischen 10°-10° mal héhere Konzentrationen von endokrinen Substanzen als
im Woasser. Laut FERREIRA-LEACH ET AL.(2001) sei die Messung von
Alkylphenolmetaboliten in Gallenflissigkeit nach einer Hydrolyse mit Enzym ein
gutes Werkzeug, die Exposition von Organismen mit Alkylphenolen festzu-
stellen.

2.3 Eintrag in die Umwelt

Im folgenden Abschnitt sollen die verschiedenen Quellen estrogener
Substanzen aufgezeigt werden. Im Besonderen wird auf den Eintrag durch
Klaranlagen eingegangen. Anschliefend folgt ein eigener Abschnitt zu dem
Eintrag und dem Vorkommen von Pharmaka in der Umwelt.

2.3.1 Quellen von Estrogenen und estrogen wirkenden Stoffen

Generell wird der Aufenthaltsort von Substanzen in der Umwelt vornehmlich
durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Stoffe bestimmt. Beson-
ders die Adsorptionsfahigkeit an Feststoffen und die Wasserléslichkeit sind von
entscheidender Bedeutung. Die Wasserl6slichkeit ist abhangig von der Polaritat
der Substanz und nimmt in der Regel mit zunehmender Polaritat des Stoffes zu.
Polare Verbindungen sind demnach hydrophil. Im Gegensatz dazu sind
unpolare Verbindungen schlecht oder gar nicht wasserléslich und somit
hydrophob bzw. lipophil. Diese Substanzen neigen zur Adsorption an Fest-
stoffen wie Sedimenten oder der Akkumulation in fetthaltigen Matrices wie zum
Beispiel einem Organismus. Die Lipophilitat einer Substanz wird durch ihren
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten beschrieben. Dabei stellt der verwen-
dete log K, den dekadischen Logarithmus dieses Koeffizienten dar. Die
Verteilung einer Substanz in den Phasen Wasser und Octanol gibt nicht nur
Auskunft Gber die Lipophilitdt und damit auch der Wasserléslichkeit und
Sorptionsfahigkeit der untersuchten Substanz, sondern auch ihrer Fahigkeit zur
Bioakkumulation im Organismus. Je lipophiler die Substanz ist, desto groRer ist
ihr Potential, sich in einem fettreichen Gewebe anzureichern (FENT 1998,
S. 35f). Untersuchungen von LAI ET AL. (2000) beispielsweise zeigen, dass
Estrogene hydrophobe organische Verbindungen mit geringem Dampfdruck
sind. Daraus schlussfolgern YING ET AL. (2002), dass die Sorption dieser
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Substanzen an Boden und Sediment ein signifikanter Faktor fir ihre geringe
Konzentration in Wasser ist.

KLoAs (1998) geht von drei Quellen estrogener Substanzen aus, die
vorwiegend in Oberflachengewasser eingebracht und somit zur Gefahr von
Fischen werden.

Als eine Quelle nennt KLOAS (1998) die Umweltchemikalien mit estrogener
Wirkung wie zum Beispiel Bisphenol A oder Nonylphenol, die in nicht direkt
toxischen Konzentrationen in die Umwelt abgegeben werden. Das sind zum
Beispiel Bestandteile von Wasch-, Spul- oder Kérperpflegemittel oder Ab- bzw.
Auswaschungen von behandelten Lebensmitteln und deren Verpackungen,
Gebrauchsgegenstidnden und Textilen (KLOAS 1998; KRISHNAN ET AL. 1993;
BROTONS ET AL. 1995; GUNTHER 1998).

BROTONS ET AL. (1995) untersuchten beispielsweise das Herauslésen von
Bisphenol A aus lackierten Dosen. Folgende Tabelle 2 gibt die Konzentrationen
von Bisphenol A in dem Inhalt (Gemiise) der Dosen wieder.

Tabelle 2: Konzentrationen von Bisphenol A in der wassrigen Phase von
Gemiuse aus lackierten Dosen, aus BROTONS ET AL. (1995), verandert.

Gemiise Dosengewicht | Fliissigkeitsmenge Bisphenol A
[a] [mL] [ug/Dose]
Erbsen 300 50 ~22.9
Artischocken |390 150 ~18.6
Griine Bohnen |400 190 ~11.9
Mischgemiise |450 220 ~10.1
Pilze 350 145 ~4.2

Daneben zahlt KLoAs (1998) auch hormonelle Kontrazeptiva wie 17a-
Ethinylestradiol zu dieser Quelle. Allein in Deutschland liegt eine jahrliche
Produktionsmenge dieser Substanz in Deutschland bei 60 kg/a und ist damit
limitiert, da sie naturlich nicht vorkommt. Die tagliche Anwendungsdosis liegt bei
Hormonpréaparaten fur diesen Wirkstoff zwischen 10 und 50 pg (KALBFUS,
1998).

Eine naturliche Quelle stellen laut KLoAs (1998) die Phyto- und Mycoestrogene
dar. Sie gelangen nicht zuletzt durch die Nahrungskette Uber Mensch und Tier
in die Gewasser. In Soja, einem bedeutenden Nahrungsmittelbestandteil, sind
Phytoestrogene besonders zahlreich zu finden (KLoAs 2001). In Deutschland
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liegt die tagliche Aufnahme von Isoflavonen, zu denen auch die Phytoestrogene
Genistein und Daidzein gehéren, bei 2 mg. Im Gegensatz dazu liegt die Auf-
nahme von Isoflavonen in asiatischen Landern bedingt durch die sojareichere
Ernahrung bei 1540 mg pro Tag (KULLING ET AL. 2003, S. 239).

Zum anderen sind es die natdrlichen Quellen von Mensch und Tier, die
selbstsynthetisierte Estrogene oder deren Metabolite GUber den Harn abgeben.
JOHNSON ET AL. (2000) untersuchten die Exkretion von Steroidhormonen von
Menschen in Flissen Englands. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber
die Ergebnisse. Dabei ist 17a-Ethinylestradiol zwar kein selbstsynthetisiertes
Estrogen, wird aber aufgrund seiner Relevanz zum Vergleich an dieser Stelle
mit aufgefihrt.

Tabelle 3: Tagliche Abgabe von Steroidhormonen von Menschen JOHNSON ET
AL. (2000), [pg/d].

17a-
[bg/d] 17B-Estradiol | Estron Estriol Ethinyl-
estradiol
Manner 1.6 3.9 1.5 -
Menstruierende 3.5 8 4.8 -
Menopausale 2.3 4 1 -
Schwangere 259 600 6000 -
Frauen mit Einnahme
. - - 35

von Kontrazeptiva

Auch der Eintrag von Estrogenen aus der Viehzucht ist eine nennenswerte
Quelle. Vor allem Schafe, Kilhe, Schweine und Geflugel geben Steroidhormone
durch Faeces und Urin ab (YING ET AL. 2002; BLOK ET AL. 2000 S. 5).

2.3.2 Eintragspfade von Estrogenen und estrogen wirkenden Stoffen

Zwei Eintagspfade sollen hier naher beleuchtet werden, da sie die Hauptpfade
sowohl fur natirliche, als auch fir industrielle estrogene Substanzen darstellen.
Dies ist zum einen das Klaranlagenabwasser und zum anderen die
Klarschlamm- und Gulleverwertung als Dinger in der Landwirtschaft.

Nach SPENGLER ET AL. (2002) stellt besonders die Klaranlage bzw. deren
Abwasser einen relevanten Eintragspfad fiir Estrogene und estrogen wirkende
Substanzen in Oberflachengewasser und damit in die Umwelt dar. Zwar wiirden
durch die in Deutschland praktizierte Abwasserreinigung ein Grof3teil der
organischen Spurenstoffe aus dem Abwasser entfernt, trotzdem seien aber
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messbare Konzentrationen estrogen wirkender Substanzen in den Klaranlagen-
auslaufen feststellbar. SPENGLER ET AL. (2002) kamen bei Untersuchungen von
Klaranlagen auf estrogen wirkende Stoffe zum Ergebnis, dass die technische
Ausstattung der Klaranlage Einfluss auf die gefundenen Konzentrationen in
deren Ablaufen hat.

Durch das Vorhandensein von Enzymen, zum Beispiel von Glucuronidasen und
Sulfatasen, in der Klaranlage, kénnen selbst inaktiv ausgeschiedene estrogen
wirksame Substanzen wahrend der Reinigungsschritte in der Klaranlage zu den
urspringlich aktiven Formen umgewandelt werden.

Auch die Nonylphenolethoxylate der Tenside sind nicht estrogen wirksam. Erst
durch den Abbau in der Klédranlage zu Nonylphenol wird eine hormonell
wirksame Substanz gebildet (SPENGLER 2001, S. 15). Die folgende Abbildung
zeigt den mikrobiellen Abbau der Nonylphenolethoxylate zu Nonylphenol in
vereinfachter Form.

CgoH1g

4 -Nonylphenolpolyethoxylat

anaeroi/ \irob
HO C9H19 0 < > —CgHyg
HOOC——

4-Nonylphenol 4-Nonylphenoxyessigsdure

Abbildung 4: Mikrobieller Abbau von Tensiden in Kldranlagen (vereinfacht
dargestellt) (SPENGLER 2001, S. 16).

Dieser mikrobielle Abbau, dargestellt in Abbildung 4, beruht auf der Abspaltung
der Ethoxygruppen. Die nun entstandenen Nonylphenolmonoethoxylate und
-diethoxylate sind biologisch schwerer abbaubar. Sie adsorbieren aufgrund ihrer
héheren Lipophilitat Gberwiegend an Feststoffen. Im Klarschlamm von Klar-
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anlagen erfolgt nun der weitere Abbau zu Nonylphenol. (ARGE ELBE 2000,
S. 5)

WELTIN ET AL. (2001) gaben eine Ubersicht Uber das Vorkommen und die
Abbaubarkeit von einigen endokrin wirkenden Substanzen in Klaranlagen an.
Die folgende Tabelle gibt diese Daten wieder. E2 steht dabei fur 173-Estradiol
und EE2 fur 17a-Ethinylestradiol. NP ist die Abkurzung fur Noylphenol, OP fir
4tert-Octylphenol; BP A bedeutet Bisphenol A.

Tabelle 4: Vorkommen und Wirkung estrogen wirksamer Substanzen in
Klaranlagen (WELTIN ET AL. 2001).

Substanz

Einheit| E2 EE2 NP OP BP A
Vorkommen
im Abwasser |[ng/L] |1.1-5.8 [1-42 |im Mittel 2.3 |im Mittel 1.2 |<0.7
Il??érschlamm [ug/kg] |>3.5 |>255 |<360 <20 <1
im Gewasser |[ng/L] |>5.5 >0.3 ]0.2-60 <21 <0.2
Wirkschwelle |[ng/L] |1 2.5 20 5 25
ﬁ\bbaubarkmt [%] 64-99 |0-78 Adsorption | Adsorption 92-96

- an Schlamm |an Schlamm

Klaranlagen

Die Tabelle 4 zeigt, dass die Alkylphenole Nonylphenol (NP) und 4tert-
Octylphenol (OP) am Klarschlamm adsorbieren. Die Anreicherung vom relativ
persistenten und lipophilen Nonylphenol an Klarschlamm stellten auch
SCHIEWER ET AL. (2001) fest. Die Autoren sprechen hier sogar von einem
Risikopotential bei der landwirtschaftlichen Klarschlammverwertung, obwohl
Nonylphenol eine viel geringere estrogene Aktivitat als 173-Estradiol besitzt.
Eine Untersuchung von WELTIN ET AL. (2001) Gber Mobilitat endokrin wirksamer
Substanzen im Boden nach Klarschlammaufbringung ergab, dass es zwar zu
einer langsamen Verlagerung solcher Substanzen in grélRere Bodentiefen
kommt, eine Grundwassergefahrdung aber nicht festzustellen ist. Ein
erheblicher Austrag sei durch oberflachlich abflieRendes Wasser von statten
gegangen. Auch ware das natirliche 17B-Estradiol im Boden nicht mehr
feststellbar gewesen (WELTIN ET AL. 2001).

Laut WEGENER ET AL. (1999) haben besonders synthetische Estrogene fur den
Austrag Uber das abflieRende Wasser eine Bedeutung, da sie offenbar eine
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hoéhere Persistenz als die natirlichen Estrogene besitzen. Die Autoren konnten fiir
17a-Ethinylestradiol nur eine Abbaurate von 15 % nach 12 Tagen feststellen.
Neben der Aufbringung von Klarschlamm auf Acker, ist der Eintrag von
Estrogenen aus der Viehzucht durch Gilleaufbringung ebenfalls ein
nennenswerter Eintagspfad. Vor allem Schafe, Kilhe, Schweine und Geflugel
geben Steroidhormone durch Faeces und Urin ab (YING ET AL. 2002; BLOK ET AL.
(2000) S. 5, SHORE ET AL. 1993). Bei einer Studie in Neuseeland fanden
SARMAH ET AL. (2004) 19-1360 ng/L 17B-Estradiol und 41-3123 ng/L an Estron
als Eintrag von Milchkuhfarmen in die Umwelt. Diese Ausscheidungen kénnten
laut BLOK ET AL. (2000 S. 25) durch Giilleausbringung auf Acker iber den Boden
ins Grundwasser oder durch Oberflachenabfluss direkt in Gewasser gelangen.

2.3.3 Vorkommen

Trotz der scheinbar guten Abbaubarkeit in der Tabelle 4 genannter Substanzen
in Klaranlagen stellte BoLz ET AL. (2002) und KORNER ET AL. (2001) dennoch bei
Untersuchungen von Klaranlagen eine estrogene Gesamtaktivitat zwischen
13 ng EEQ/L und 82 ng EEQ/L im Klaranlagenzulauf und 0,2 ng EEQ/L und
7,8 ng EEQ/L in Klaranlagenablauf fest. Dabei bezeichnen die Autoren die
estrogene Gesamtaktivitdt als Summenparameter, der alle an den Estrogen-
Rezeptor bindenden Substanzen summarisch unter Beriicksichtigung der
individuellen substanzspezifischen Wirkstarke erfasst.

Ein Vergleich der Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zeigt auch, dass
die groRe Mengen von Estrogenen und estrogen wirksamen Stoffen im Wasser
von Klaranlagenauslaufen zu finden sind. Eine Tabelle mit Ergebnissen von
entsprechenden Studien befindet sich unter Punkt 8.2.2 im Anhang dieser
Arbeit.

PURDOM ET AL. (1994) identifizierten Ablaufe von Klaranlagen und Industrie-
betrieben ebenfalls als Hauptquelle fir estrogene Effekte auf dortige Fische.
Die  Untersuchungen ergaben in  mannlichen Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss), die in verdiinntem Klaranlagenablaufwasser exponiert
wurden, eine Induktion von Vitellogenin und ein verlangsamtes Hoden-
wachstum.

Trotz einer Verdiinnung durch das Umgebungswasser, in das die Klaranlagen-
auslaufe minden, sind die estrogen wirkenden Substanzen in Oberflachen-
gewassern in nicht geringen Mengen nachweisbar. Eine Tabelle mit
Ergebnissen von entsprechenden Studien befindet sich ebenfalls unter Punkt
8.2.1 im Anhang dieser Arbeit.
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Studien ergaben, dass der Vitellogeninspiegel direkt mit der Entfernung der
Organismen zum Klaranlagenablauf korreliert. SUMPTER ET AL. (1995a) fanden
heraus, dass nach wenigen hundert Metern unterhalb der Klaranlage bei guter
Wasserqualitat die hormonelle Wirkung nachlasst. Bei belasteten Flussen tritt
die Wirkung auch nach einigen Kilometern flussabwarts noch auf.

Auch in der Wismarer Buch konnten durch Iris-C. Beck bereits estrogen
wirksame Verbindungen im dortigen Ostseewasser nachgewiesen werden
(persdnliche Mitteilung von Iris-C. Beck). Besonders die Industriechemikalien
Nonylphenol und Bisphenol A sind in nicht geringen Mengen nach einer
Klaranlage im Oberflachenwasser zu finden.

FENT (2000) konnte estrogen wirkende Substanzen im Trinkwasser
nachweisen. Diese Ergebnisse von FENT (2000) sind beispielhaft in einer
Tabelle im Anhang unter 8.2.3 aufgefihrt.

2.3.4 Arzneimittel in der Umwelt — Eintragswege und Vorkommen

Arzneimittel werden in Mitteleuropa aufgrund des ausgedehnten Gesund-
heitswesens in betrachtlichen Mengen verabreicht. Allein in Deutschland sind
rund 3000 verschiedene Arzneimittelwirkstoffe auf dem Markt. Viele Wirkstoffe
werden in der Grélenordnung von Tonnen pro Jahr, einzelne Wirkstoffe gar bis
zu mehrere hundert Tonnen pro Jahr verabreicht (LEHMANN, 2002, S. 1). Die
eingenommenen Arzneimittel werden vom Patienten unveréndert oder durch
den Stoffwechselprozess verandert (metabolisiert) wieder ausgeschieden und
gelangen in der Regel Uber die natirlichen Ausscheidungen wie Urin oder
Faeces in das Abwassersystem (STAN ET AL. (1997). Pharmaka wie zum
Beispiel Diclofenac, die als Inhaltsstoffe von Salben zur auBerlichen Anwen-
dung eingesetzt werden, kénnen auch direkt durch Abwaschen der Haut in das
Abwasser gelangen. Auch die unsachgemalfe Entsorgung abgelaufener Arznei-
mittel Uber die Toilette stellt einen nicht zu vernachlassigenden Anteil fir den
Eintrag von Arzneistoffen in das Abwasser dar. Uber die kommunalen Klaran-
lagen kénnen die Arzneistoffe in FlieRgewasser gelangen. Das Grundwasser
kann durch Einsickern von belastetem Oberflaichenwasser oder durch bescha-
digte Abwasserleitungssysteme mit Arzneimitteln verunreinigt werden (TERNES
1998b; TERNES ET AL. 1999b; HEBERER ET AL. 1998).

TERNES ET AL. (1998b) untersuchten verschiedene Pharmaka im Auslauf einer
hessischen Klaranlage. Tabelle 5 mit den Ergebnissen soll einen Einblick in die
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Konzentrationsbereiche von Arzneimitteln im Wasser nach der Reinigung durch

eine Klaranlage geben.

Tabelle 5: Konzentrationen von Pharmaka nach einer hessischen Klaranlage
(TERNES ET AL. 1998b), verandert.

Substanz I\_Ilittlere Konzentration I\_Ilittlere Konzentration
im Zulauf [ ug/L] im Ablauf [ ug/L]

Bezafibrat 56 +£16 0.92+0.24

Carbamazepin (2.2 +04 20 +0.2

Diclofenac 1.9 £0.2 0.58 £ 0.03

Gemfibroazil 0.94 +£0.11 0.29 £ 0.06

Im Vergleich zum Klaranlagenzulauf fallt auf, dass Carbamazepin in der
Klaranlage nicht abgebaut wird. Anders dagegen Bezafibrat, Diclofenac und
Gemfibrozil. TERNES ET AL. (1998b) stellten bei diesen Arzneistoffen eine
Eliminierungsrate von ca. 69-75 % fest. Arzneistoffe mit lipophilen Eigen-
schaften adsorbieren an dem Klarschlamm und werden bei der Sedimentation
in der Klaranlage so dem Abwasser entzogen. Pharmaka, die polar sind
adsorbieren nicht oder nur unwesentlich am Klarschlamm und kénnen vermehrt
die Klaranlage im Wasser passieren. Betrachtet man die Octanol-\Wasser-
Verteilungskoeffizienten der Arzneimittel, so stellt man fest, dass Bezafibrat,
Diclofenac und Gemfibrozil mit einem log Ko,w >2.5 Eigenschaften zur
Adsorption an Sedimenten aufweisen. Carbamazepin dagegen mit einem log
Kow < 2.5 zeigt eine geringere Adsorptionsfahigkeit an Feststoffe, was die
Ergebnisse der Eliminierungsraten in der Klaranlage unterstitzen. Die genauen
Werte von log Koy sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten ausgewahlter Pharmaka,
aus ARGE ELBE 2003, S. 32, verandert.

Substanz Log Kow
Bezafibrat 4.25
Carbamazepin |2.45
Diclofenac 4.51
Gemfibrozil 3.90

Besonders im Hinblick auf eine Klarschlammverwertung in der Landwirtschaft
und der damit eventuell bestehenden Gefahr fur das Grundwasser sind die
Ergebnisse von SACHER (2002) von Untersuchungen von Pharmaka im
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Grundwasser Baden-Wiirttembergs ernst zu nehmen. Carbamazepin wurde von
SACHER (2002) im Grundwasser mit einer Maximalkonzentration von 900 ng/L
und Diclofenac mit 590 ng/L nachgewiesen.

Untersuchungen von Wasser der Wismarer Bucht auf Pharmaka ergaben
fur Carbamazepin eine mittlere Konzentration von 0.69 ng/L, fur Gemfibrozil
0.035 ng/L und fur Bezafibrat 0.2 ng/L. Diclofenac dagegen konnte im Wasser
der Wismarer Bucht nicht nachgewiesen werden (DORKA 2004 S. 80, 76).

2.4 Stand des Wissens zu den Analyten

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit den untersuchten Analyten und soll ihre
Struktur, ihre Eigenschaften, ihr Vorkommen und Verwendung darstellen. Dabei
sind die Substanzen unterteilt in natirliche Estrogene (tierischen und pflanz-
liche hormonartige Stoffe), sowie den synthetischen Estrogenen. Des weiteren
werden die Industriechemikalien Bisphenol A und zwei Alkylphenole vorgestelit.
AnschlieBend sind die Pharmaka aufgefuihrt. SchlieRlich erfolgt eine Ubersicht
Uber die bisherige Analytik, mit denen sowohl die estrogen wirksamen
Substanzen als auch die Pharmaka nachgewiesen worden sind.

2.4.1 Chemische Struktur, Verwendung und Vorkommen der Substanzen

In diesem Abschnitt soll auf die Eigenschaften, das Vorkommen in der Umwelt
und die Herstellung bzw. die Verwendung der untersuchten Substanzen
eingegangen werden. Daneben werden auch die Beziehungen bestimmter
Stoffe zueinander aufgezeigt.

Die in der Umwelt gemessenen Konzentrationen der einzelnen Substanzen sind
in Form von Tabellen im Anhang unter Punkt 8.2 angefihrt.

Natdrliche Estrogene

Natirliche Estrogene kénnen in drei Gruppen unterteilt werden: Estrogene
in Tier und Mensch sowie in Pflanzen (Phytoestrogene) und Pilzen
(Mycoestrogene).

Die bekanntesten Estrogene mit Steroidstruktur in Mensch und Tier sind das
natlrliche weibliche Geschlechtshormon 17p-Estradiol und seine Metabolite
Estron und Estriol. Diese Substanzen werden bereits vollsynthetisch hergestellt.
Natlrlicherweise werden sie hauptsachlich in den Ovarien von reifenden
Follikeln und der Plazenta gebildet. In geringen Mengen findet die Bildung auch
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im Fettgewebe, den Nebennieren und den Hoden statt. Aber auch durch den
Metabolismus werden Estron und Estriol als Abbauprodukt in der Leber
gebildet. Dabei sind Estron und 173-Estradiol enzymatisch wechselweise inein-
ander umwandelbar. Da die Metabolisierung in der Leber schnell verlauft, wirkt
17B-Estradiol nach oraler Aufnahme nur bei hoher Dosierung, so dass zum
Beispiel die Konzentration von 17B-Estradiol als natirlicher Inhaltsstoff im
Fleisch bei dessen Verzehr fur eine hormonelle Wirkung nicht ausreicht. (FALBE
ET AL. 1995). Von den natlrlichen Steroid-Estrogenen besitzt 17p3-Estradiol die
héchste hormonelle Aktivitat. Estriol dagegen weist nur noch 1/10 der Estradiol-
Aktivitat auf. Die Halbwertszeit von 17B-Estradiol im Plasma einer Frau betragt
ca. 20 Minuten. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften von einigen Estro-
genen wurden vom LAI ET AL. (2000) untersucht. In Tabelle 7 sind diese Eigen-
schaften aufgefuhrt.

Tabelle 7: Physikalisch-chemische Eigenschaften von Estrogenen, LAIET AL.
(2000), verandert.

Wasserldslichkeit | Dampfdruck Log
Substanz
[mg/L bei 20°C] [mm Hg] Kow
Estron 13 2.3x107° 3.43
17B-Estradiol 13 2.3x107° 3.94
Estriol 13 6.7x107" 2.81

17B-Estradiol findet Verwendung als Anabolikum in der Tiermast, was allerdings
in Deutschland verboten ist. Des Weiteren dient 17p3-Estradiol in Medikamenten
der Vermeidung von Fehlgeburten und nach der Menopause zur Behandlung
von Brustkrebs und Osteoporose. Estron dagegen findet Verwendung als Aus-
gangsmaterial flr die Synthese von 17a-Ethinylestradiol und &hnlichen
Derivaten (FALBE ET AL. 1995).

Natirliche Estrogene und ihre Metabolite sind in Auslaufen von Klaranlagen in
grélReren Mengen nachweisbar. Untersuchungen von Klaranlagenabfliissen in
Deutschland ergaben Konzentrationen fur 17p-Estradiol von 0.15-21 ng/L und
far Estron von 0-37 ng/L (STUMPF ET AL. 1996; KUCH ET AL. 2001; SPENGLER ET
AL. 2002). Der Metabolit Estriol im Klaranlagenauslauf konnte bei STUMPF ET AL.
(1996) nicht nachgewiesen werden.
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Im Oberflachenwasser konnte von KucH ET AL. (2001) 17B-Estradiol in Hohe
von 0.15-3.6 ng/L und Estron in H6he von 0.1-4.1 ng/L in Flussen nach-
gewiesen werden. Selbst im Trinkwasser ist Estron mit 0.2—0.6 ng/L und 17f-
Estradiol mit 0.3-2.1 ng/L zu finden (KUcH ET AL. 2001).

Neuste Untersuchungen von TERNES ET AL. (2004, S. 70-72) zeigen, dass in
Aalgalle aus suddeutschen Flissen zwar das naturliche Estrogen 173-Estradiol
mit bis zu 0.49 pg/ml aber kein Estron zu finden ist.

Phytoestrogene

Viele der aus Pflanzen bekannten Verbindungen weisen in ihrer chemischen
Struktur phenolische und aliphatische Hydroxylgruppen auf, die den Estrogenen
und Androgenen sehr dhneln. Diese so genannten Phytoestrogene gehdren zu
den Polyphenolen und lassen sich im Wesentlichen drei Strukturklassen
zuordnen: Den Isoflavonen, den Lignanen und den Coumestanen

Die Isoflavone Genistein und Daidzein kommen Uberwiegend in Schmetter-
lingsblitlern (Fabaceae) und hier besonders bei den Hilsen-fruchtartigen
(Leguminosae) vor. Einige Isoflavone zeigen estrogene Wirkung auf Weidetiere
und kénnen gegebenenfalls zu Fortpflanzungsstérungen filhren (FALBE ET AL.
1995; GREIM 1998). Auch SOTO ET AL. (1992) wiesen beispielsweise durch einen
Bioassay eine estrogene Aktivitat von Sojamilch nach. Die Sojabohne ist eine
besonders reichhaltige Quelle von Genistein und Daidzein. Je nach natirlichen
Schwankungen konnte ein Gesamtgehalt von 300 mg an Isoflavonen in 100 g
Sojabohnen festgestellt werden, wobei ein Verhaltnis von Genistein zu Daidzein
von 10:8 vorliegt (ZITTERMANN 2002, S. 1; KULLING ET AL. 2003, S. 234). Tabelle
8 zeigt eine Auswahl von Lebensmitteln und deren Gehalt an Genistein und
Daidzein.
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Tabelle 8: Gehalt an Isoflavonen in Lebensmitteln in mg/100g Frischgewicht,
aus USDA-Datenbank; Kulling et al. (2003, S. 234).

Lebensmittel Genistein |Daidzein
[mg/100g] |[mg/100g]
Sojabohnen |30-92 20-52
Sojamilch 3-17 1-13
Tofu 8-20 7-11
Sojasprossen |2 2,5
Kleesprossen | 0,1-0,4 0,0-0,1
Bohnen* 0,0-0,7 0,0-0,02
Erbsen* 0,0-0,6 0,0-7,3
Obst/Gemiise | 0,0-0,2 0,0-0,2

*\/erschiedene Sorten

Uber die Nahrung werden weit gréRere Mengen dieser Phytoestrogene
aufgenommen als durch das Trinkwasser zugefiihrt werden kénnte. HELMREICH
(2001) sieht daher geringen Konzentrationen von Isoflavonen in Trinkwasser fiir
die Gesundheit des Menschen als vernachlassigbar an. Verglichen mit 17-
Estradiol ist die estrogene Wirkung von Isoflavonen, zu denen auch Genistein
und Daidzein gehéren, zwar mindestens um den Faktor 1000-10000 geringer,
aber daflir kénnen Phytoestrogene im Korper in einer 100-10000fach héheren
Konzentration als die endogenen Estrogene vorkommen. GREIM (1998) spricht
sogar von ganzen GréRenordungen, die der Plasmaspiegel dieser Substanzen
héher liegen soll als der Estradiolspiegel. Gerade bei Neugeborenen, die eine
weitaus geringere Metabolisierungsleistung als Erwachsene haben, konnten bei
sojareicher Erndhrung hohe Isoflavonkonzentrationen im Urin festgestellt
werden. Auch kdnnen Phytoestrogene, je nach Héhe des endogenen Estrogen-
spiegels sowohl eine estrogene als auch eine antiestrogene Wirkung hervor-
rufen (KULLING ET AL. 2003, S. 234; METZLER ET AL. 2001).

Im Organismus werden Genistein und Daidzein relativ schnell abgebaut.
Untersuchungen von ZITTERMANN (2002, S. 1) ergaben, dass bereits zwei Tage
nach oraler Verabreichung von Genistein und Daidzein im Harn wieder die
Konzentrationen vorlagen, die vor der Einnahme feststellbar waren. Dabei
erfolgte die Ausscheidung zu 10-20 % uber den Harn. Allerdings unterliegen
diese durch den enterohepatischen Kreislauf einem den Steroidhormonen
ahnlichen Kreislauf (KULLING ET AL. 2003, S. 235)
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KULLING ET AL. (2003, S. 234) fanden heraus, dass die maximale Plasmakon-
zentration von Genistein und Daidzein nach 6-8 Stunden erreicht wird und sich
daraus eine Halbwertszeit von Genistein zwischen 6-8 Stunden und von
Daidzein von 5-6 Stunden ergibt.

Genistein und Daidzein wurden von TERNES ET AL. (2004, S.70-72) in der
Aalgalle untersucht. Dabei konnte Daidzein nicht, aber Genistein mit bis zu
0.15 pg/mL nachgewiesen werden. SPENGLER ET AL. (2001) konnten an Klar-
anlagenablaufen zwischen 2.7 und 38 ng/L Genistein nachweisen.

Synthetische Estrogene

Als synthetisches Estrogen wurde 17a-Ethinylestradiol untersucht. Es kommt in
der Umwelt nicht naturlich vor, sondern wird aus Estron durch die Einfuhrung
der 17a-Ethinyl-Gruppe synthetisch hergestellt. Der Octanol-Wasser-Vertei-
lungskoeffizient von 17a-Ethinylestradiol liegt wie die der natirlichen Estro-
genen bei 3.7-3.9 (YOON ET AL. 2003). Durch seine geringe Wasserldslichkeit
und dem relativ hohen Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten besteht die
Wahrscheinlichkeit einer Adsorption an Sedimenten und, wenn kein Meta-
bolismus stattfindet, ein Potential zur Bioakkumulation. Eine Beurteilung der
Verteilung von 17a-Ethinylestradiol zum Beispiel in Klar-anlagen wird durch die
Ausscheidung aus dem Organismus als wasserléslicher Metabolit erschwert
(SCHWEINFURTH ET AL. 1997).

Verwendung findet es in Kontrazeptiva. Zudem dient es der Synthese anderer
synthetischer Estrogene und Gestagene. HELMREICH (2001, S. 8) sieht selbst
niedrige Konzentrationen dieses synthetischen Estrogens kritisch, da es im
Gegensatz zum 17B-Estradiol ein viermal héheres Wirkungspotential besitzt.
Durch die Ethinyl-Gruppe wird die Estrogenitat des Grundkérpers 17 B-Estradiol
nicht verringert, aber der Stoffwechsel in der Leber hingegen deutlich verlang-
samt. Damit wird der Abbau der Substanz erschwert. Dies fuhrt zu einer
langeren Verweildauer im Kdérper und damit zu einem erhéhtem Wirkpotential
(FALBE ET AL. 1995). PURDOM ET AL. (1994) beispielsweise fanden heraus, dass
eine Konzentration von 0.1-0.5 ng/l ausreicht, um bei mannlichen Fischen eine
Induktion von Vitellogenin auszulésen.

Zwar ist 17a-Ethinylestradiol fir die Veterindrmedizin nicht zugelassen, aber
FALBE ET AL. (1995) vermuten trotzdem einen illegalen Einsatz in der Tiermast.
Die Produktionsmenge dieser Substanz in Deutschland liegt bei 60 kg/Jahr. Die
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tagliche Anwendungsdosis liegt bei Hormonpréaparaten fur diesen Wirkstoff
zwischen 10 und 50 pg (KALBFUS, 1998).

Bei einer Untersuchung TERNES ET AL. (1999a) Uber den abiotischen Abbau von
Estrogenen in Klarschlamm erwies sich 17a-Ethinylestradiol als persistent.
17a-Ethinylestradiol konnte von verschiedenen Autoren in Klaranlagenablaufen
mit einer Konzentration von 0.1-62 ng/L nachgewiesen werden (SPENGLER ET
AL. 2002, S. 30; LARSSON ET AL. 1999; KUCH ET AL. 2001; STUMPF ET AL. 1996).

In Oberflachengewassern lag die Konzentration laut STUMPF ET AL. (1996) und
KUCH ET AL. (2001) bei 0.1-5.1 ng/L. Beriicksichtigt man, dass fir synthetische
Estrogene bei Fischen eine estrogene Aktivitat bereits im unteren ng/L-Bereich
mdglich ist, so kann bei diesen Konzentrationen in Oberflachengewéssern eine
estrogene Wirkung nicht ausgeschlossen werden (ARGE ELBE, 2000, S. 4). Im
Trinkwasser wurden 0.15-0.5 ng/L nachgewiesen (KUCH ET AL. 2001).

In den Gallen von Aalen in der Studie von TERNES ET AL. (2004, S. 70-72)
konnte 17a-Ethinylestradiol allerdings nicht festgestellt werden.

Industriechemikalien:
Von estrogen wirksamen Industriechemikalien wurden Bisphenol A und die
Alkyphenole Nonylphenol und 4tert-Octylphenolo ausgewahilt.

Bisphenol A

Bisphenol A gehort zu den weltweit meistproduzierten Chemikalien (GULDEN ET
AL. 1997, S.135). Verwendung findet es als Antioxidant fur Weichmacher und
als Fungizid. Des Weiteren entsteht es als Zwischenprodukt bei der Herstellung
von Epoxid-, Polycarbonat- und Phenol-Harzen, Gerbstoffen, Farbstoffen und
ahnlichen. Bisphenol A ist auch Bestandteil von Zahnfillmaterialien (FALBE ET
AL. 1995). Laut BoLz (2000, S. 9) lag die Weltproduktion von Bisphenol A 1993
bei 640000 t.

Bei GULDEN ET AL. (1997, S. 136) wird die Wasserldslichkeit mit 120 mg/L bei
25 °C angegeben und ist damit gering. Durch seine mittlere Lipophilitat bindet
es mehr oder weniger stark an Feststoffen wie Boden-, Schwebstoff- und
Sedimentpartikeln. Aufgrund des Fehlens von hydrolysierbaren funktionellen
Gruppen am Molekiil scheint ein abiotischer Abbau im Wasser unbedeutend.

In der Literatur sind Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten zwischen 2.2 und
3.83 zu finden (DORN ET AL.1987). Der rechnerisch ermittelte Biokon-
zentrationsfaktor von Bisphenol A liegt bei 42 bzw. 196 (GULDEN ET AL. 1997,
S. 137) und seine estrogene Aktivitat ist 15000-fach geringer als die des 17[3-
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Estradiols (GAIDO ET AL. 1997). Es wird eine Halbwertszeit von Bisphenol A von
bis zu vier Tagen in Abwasser angegeben (STAPLES ET AL.1998). Diese Werte
verweisen auf eine geringe Bioakkumulation in aquatischen Organismen und
eine relativ schnelle biologische Abbaubarkeit hin. Eine Elimination von
Bisphenol A wurden von WELTIN ET AL. (2002) in elf deutschen Klaranlagen mit
61-98 % nachgewiesen.

Bisphenol A konnte in Klaranlagenausldufen mit einer Konzentration von
4.8-1000 ng/L nachgewiesen werden, wahrend in Oberflachengewéssern nur
0.5-150 ng/L zu finden waren (KUCH ET AL. 2001; HEISTERKAMP, 2003, S 61;
LARSSON ET AL. 1999; SPENGLER ET AL. 2002; ARGE ELBE 2000; SACHER 2002,
S.63f). Im Trinkwasser konnte Bisphenol A aber immer noch mit 0.5-2 ng/L
gefunden werden (KUCH ET AL. 2001)

Alkylphenole

GULDEN ET AL. (1997, S.77) stellten fest, dass Alkylphenole nur dann estrogen
aktiv sind, wenn sich die Alkylgruppe in para-Stellung befindet. Auch ist die
Lange der Alkylkette fir die estrogene Aktivitat bedeutend. Gruppen mit
weniger als vier Kohlenstoffatomen sind demnach ebenfalls inaktiv. Bei
Phenolen mit Alkylgruppen mit vier oder mehr Kohlenstoffatomen sind aber
festgestellten die estrogenen Potenzen nicht einheitlich. Festzustellen war
lediglich, dass Octylphenol eine gréRere estrogene Potenz besitzt als
Nonylphenol.

Das technische Gemisch Nonylphenol besteht zu 85 % aus p-Nonylphenol
(verschiedenen verzweigten Seitenketten), zu 10 % aus o-Nonylphenol und zu
5 % aus Decylphenol. Es ist wirtschaftlich das bedeutendste Alkylphenol. Es
wird zur Herstellung von Tensiden, Emulgatoren, Kunstharzen, Antioxidantien,
Stabilisatoren sowie von Fungiziden und Bakteriziden verwendet. Die Verwen-
dung von Alkylphenolethoxylaten in Wasch- und Reinigungs- sowie Putzmitteln
ist allerdings in Deutschland seit 1986 durch freiwilligen Verzicht der Industrie
eingestellt worden (GUNTHER 1998). Trotzdem belauft sich der jahr-liche
Verbrauch von Nonylphenolpolyethoxylaten (Tenside) in Europa auf 75000 t,
denn diese finden weiterhin in einigen Reinigungsmitteln und anderen
Produkten Verwendung (JOBLING ET AL. 1993; FENT, 1998, S. 233).
4tert-Octylphenol findet Verwendung als Desinfektionsmittel, zur Herstellung
von Kunstharzen, Korrosionsverhiitungsmitteln, Weichmachern, Schmierél-
zusatzen, Arzneimitteln und Antioxidantien. Produziert wird 4tert-Octylphenol in
wesentlich geringeren Mengen als Nonylphenol ist aber in dem technischen
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Gemisch von Nonylphenol in geringen Anteilen enthalten.

Der biologische Abbau von Nonylphenol in Gewassern ist langsam. Durch
seinen lipophilen Charakter besitzt es ein Bioakkumulationspotential, und wird
daher in fettreichen Geweben akkumuliert. (THIBAUT ET AL. 1999, ARUKWE ET AL.
2000 ; SNYDER ET AL. 2001b). EKELUND ET AL. (1990) und VILLENEUVE ET AL.
(2002) wiesen bei Laborexperimenten an Stichlingen einen Biokonzentrations-
faktor von 550-1300 in den Fischen nach.

Nonylphenol kann in Wasser auch abiotisch durch Photolyse abgebaut werden.
An der Oberflache natirlicher Gewéasser wurde eine Halbwertszeit von 10-15
Stunden durch AHEL ET AL. (1994) festgestellt.

Nonylphenol und 4tert-Octylphenol wurde in besonders grollen Mengen an
Klaranlagenablaufen gefunden. Untersuchungen von SPENGLER ET AL. (2002,
S.30) ergaben eine Konzentration von bis zu 3100 ng/L Nonylphenol, wahrend
HEISTERKAMP (2003, S. 61) und KUCH ET AL. (2001) nur 42-770 ng/L feststellten.
Wahrend KUCH ET AL. (2001) in Klaranlagenablaufen 2.2-7.3 ng/L Octylphenol
fanden, wurden im Oberflachenwasser von verschiedenen Autoren Konzentra-
tionen von 0.4-54 ng/L nachgewiesen. (ARGE ELBE 2000 ).

In Oberflachenwasser wurde Nonylphenol mit Konzentrationen zwischen 7 und
134 ng /L nach (SACHER 2002, S. 63f; ARGE ELBE 2000; KucH ET AL. 2001).

In Trinkwasser wurden immer noch 2.5-16 ng/L 4-Nonylphenol und bis zu
4.9 ng/L 4tert-Octylphenol gefunden (KUcH ET AL. 2001).

Arzneimittelwirkstoffe

Wirkstoffe sind Substanzen, die in lebenden Organismen eine biologische
Wirkung hervorrufen. Dabei ist die biologische Wirkung die Gesamtheit der
durch den Wirkstoff hervorgerufenen Veranderung in einem biologischen
System. Arzneistoffe sind Wirkstoffe, die zur Vorbeugung, Linderung, Heilung
und Erkennung von Krankheiten dienen kénnen. Unter Arzneimitteln versteht
man eine bestimmte Zubereitungsform von Arzneistoffen, die bei Menschen
oder Tieren angewendet werden kénnen. (MERSMANN 2003, S. 20). Die unter-
suchten Pharmaka gehéren zu den Human-Pharmaka und sind polare bis
mittelpolare, organische Verbindungen. Diclofenac wird auch in der Tiermedizin
eingesetzt.

Im Folgenden sollen nun die untersuchten Substanzen nach Indikatorgruppen
vorgestellt werden.
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Lipidsenker

Gemfibrozil und Bezafibrat gehéren zur Gruppe der Fibrate und sind
Arzneimittelwirkstoffe zur Senkung der Blutfettwerte. Sie senken sowohl den
Triglyceridspiegel als auch den Cholesterinspiegel im Blut und zahlt somit zu
den Lipidsenkern. Der genaue Wirkmechanismus dieser Arzneimittelwirkstoffe
ist noch nicht genau geklart. In diesem Zusammenhang werden jedoch die
Aktivierung und auch Hemmung bestimmter Enzyme, die bei der Umwandlung
und Entstehung der Blutfette eine wichtige Rolle spielen, diskutiert.

Bezafibrat wurde 1973 gegen Hyperlipiddmien von Boehringer Mannheim
(Cedur®) und Gemfibrozil 1969 und 1972 von Parke, Davis (Gevilon®) paten-
tiert (FALBE ET AL. 1995). Diese Substanzen sind aber inzwischen generikfahig
und in verschiedensten Medikamenten enthalten (FALBE ET AL. 1995).

Bei PFLUGER ET AL. (2001, S. 2) konnte fur Bezafibrat keine estrogene Potenz
fur die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) sowie den Karpfen (Cyprinus
carpio) nachgewiesen werden.

Antirheumatika

Antirheumatika gehéren zu den verordnungsstarksten Arzneimittelwirkstoffen in
Deutschland. Diclofenac gehért zu dieser Wirkstoffgruppe. Dieser Wirkstoff fihrt
zur Verringerung oder Unterdriickung des Schmerzempfindens und wird u.a.
bei der Behandlung von Rheuma durch seine entziindungshemmende Eigen-
schaft bei degenerativen Veranderungen eingesetzt.

Diclofenac gehoért zu den Phenylessigsaurederivaten und kommt in pharma-
kologischen Préparaten als Mononatrium- oder Monokaliumsalz vor. Dieser
,saure“ Wirkstoff weist eine pH-Abhangigkeit auf. (RAFoLs ET AL. 1997;
MERSMANN 2003, S. 25). Als Voltaren® wurde es 1966 und 1971 von Geigy
patentiert. In die Umwelt gelangen laut MERSMANN (2003, S. 21) 21-64 t/a an
Diclofenac. Diese Substanz wird fast vollstandig im Koérper metabolisiert. Nur
1 % wird unverandert Gber die Niere ausgeschieden. Die Halbwertszeit betragt
etwa 2 Stunden und die Bioverfligbarkeit dieser Substanz liegt bei 55 %. Bei
PFLUGER ET AL. (2001, S. 2) wurde eine estrogene Potenz fur Diclofenac fir die
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) sowie den Karpfen (Cyprinus
carpio) nachgewiesen.

Antiepileptika
Carbamazepin gehért zu der Wirkstoffklasse der Harnstoffderivate und wurde
als Antiepileptikum 1960 von Geigy patentiert (Tegretal®). Dieser Arzneimittel-
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wirkstoff ist inzwischen ebenfalls generikfahig (FALBE ET AL. 1995).
Carbamazepin wird zur Behandlung von verschiedenen anfallsartig auftreten-
den Krankheiten mit gesteigerter Erregbarkeit zentraler Neuronen verwendet.
Carbamazepin ist eins der meistverordneten Antiepileptika und gelangt laut
MERSMANN (2003, S. 21) mit 14-108 t/a in die Umwelt.

Generell weisen aromatische Stickstoffverbindungen, wie sie bei Carbamazepin
vorliegen, ein Potential fur photochemischen Abbau auf. Carbamazepin besitzt
eine Halbwertszeit im Kérper von 18-65 Stunden bei Einzeldosis und nur 10-20
Stunden bei Dauergabe aufgrund von Enzyminduktion (MERSMANN, 2003,
S. 22).

Pharmaka in der Umwelt

Diverse Arzneimittelwirkstoffe konnten in der Umwelt bereits nachgewiesen
werden. In Oberflachengewassern konnten SACHER und TERNES ET AL. Arznei-
mittel feststellen. Die Tabelle 9 soll einen Uberblick Uber die gefundenen
Konzentrationen geben.

Tabelle 9: Maximale Konzentrationen von Pharmaka in Oberflachengewassern,

[ng/L].

Substanzen |\ par Rhein Elbe Elbe
[ng/L]
Carbamazepin | 290 180 170 1.1
Diclofenac 200 150 420 1.20
Bezafibrat 190 67 75 3,1
Gemfibrozil 36 45 220 0.51
Referenz SACHER SACHER SACHER ET AL.| TERNES

(2002) (2002) (1998) (1998a)

In einer Studie von TERNES ET AL. 1998a konnten diese auch verschiedene
Pharmaka in deutschen Klaranlagenauslaufen nachweisen.

Bezafibrat wurde beispielsweise mit einer Konzentration von 4.6 ng/L,
Gemfibrozil mit 1.5 ng/L, Diclofenac mit 2.1 ng/L und Carbamazepin mit
3.7ng/L gefunden. Selbst im Grundwasser konnte SACHER (2002)
Carbamazepin mit einer Konzentration von 900 ng/L und Diclofenac mit einer
Konzentration von 590ng/L nachweisen.

Untersuchte Gallen von Aalen (TERNES ET AL. 2004, S.70-72) in Flissen
Siddeutschlands dagegen wiesen keinerlei Pharmaka auf.
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Ubersicht der untersuchten Substanzen

Die wichtigsten Daten der untersuchten Substanzen werden hier in Form einer
Tabelle (Tab. 10) zusammengefasst. Die Strukturformeln werden in der darauf-
folgenden Abbildung 5 aufgezeigt.

Tabelle 10: Ubersicht tiber die untersuchten Substanzen.

Substanz Zugehdrigkeit fSummen- CAS-Nr.
ormel

17B-Estradiol Natirliches Estrogen, Steroidhormon | C45H,,0, 50-28-2
Estron Natirliches Estrogen, Steroidhormon | C4sH,,0, 53-16-7
Estriol Natirliches Estrogen, Steroidhormon | CisH,,04 50-27-1
Genistein Natirliches Estrogen, Phytoestrogen | C15H005 446-72-0
Daidzein Naturliches Estrogen, Phytoestrogen |Ci5H,0, 446-72-0
1E:I(:i-nylestra diol Synthetisches Estrogen CooH2402 57-63-6
Bisphenol A Industriechemikalien C15H150- 80-05-7
Nonylphenol Industriechemikalien, Alkylphenole C5H,40 25154-52-3
gft’;;phenol Industriechemikalien, Alkylphenole | C14H220., 27193-28-8
Gemfibrozil Pharmaka, Lipidsenker C15H2,04 25812-30-0
Bezafibrat Pharmaka, Lipidsenker C1gH»0CINO,4 41859-67-0
Diclofenac Pharmaka, Antirheumatika C.4H1CILNO, |15307-86-5
Carbamazepin | Pharmaka, Antiepileptika C,5H2N,0 298-46-4
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2.4.2 Analytische Bestimmung der Substanzen.

Dieser Abschnitt soll einen Uberblick tiber die analytische Bestimmung der Estrogene
und estrogen wirkenden Stoffe geben. Dabei wird auf die Deglucuronidierung, die
Extraktion und auf die chromatographischen Méglichkeiten der Bestimmung aus
Biomatrices und Wasser eingegangen. Aufgrund der Methodenoptimierung fir die
estrogen wirkenden Substanzen und nicht fir die Pharmaka, wird der Schwerpunkt in
diesem Kapitel auf Analysemethoden zum Nachweis estrogen wirksamer
Substanzen gelegt. Eine gute Ubersicht Uber die Analytik von Estrogenen und
estrogen wirkenden Stoffen geben LOPEZ DE ALDA ET AL. (2001b) und SNYDER ET AL.
(1999).

Deglucuronidation

Far die Messung von Substanzen aus der Gallenflissigkeit muss zunachst eine
Umwandlung der Substanzen durchgefihrt werden. Die gesuchten Substanzen
liegen in der Gallenflissigkeit also in metabolisierter Form vor. Diese Metabolisierung
muss insbesondere fir Extraktionen mit unpolarem L&sungsmittel zunachst
rickgangig gemacht werden. Daflir werden in der Regel Enzyme wie -
Glucuronidase und Arylsulfatase aus der Weinbergschnecke (Helix promatia) oder
Escherichia coli verwendet (LEGELER ET AL. 2002; TERNES ET AL. 2004, S.31; UPMEIER
2001, S. 50; THIBAUT ET AL. 1999; SNYDER AT AL., 2000; INOUE ET AL. 2003).

Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft die Deglucuronidation von 173-Estradiol.

OH
CHa
H OH
0 /
0 o}
% Hy0 0= o
A OH
Q O R-Glucuronidase |c-|) +
H O ?
H H 0 HO
H
17R-Estradiolglucuronid Glucuronséaure 178-Estradiol

Abbildung 6: Deglucuronidation von 173-Estradiol.

Da zur optimalen Aktivitdt dieser Enzyme ein bestimmter pH-Wert und eine
Optimum-Temperatur erforderlich ist, wird mit einem Acetatpuffer, meist Natrium-
acetat, mit einem pH-Wert von 5-5.5 und einer Inkubationstemperatur von 37 °C
gearbeitet (LARSSON ET AL. 1999; TERNES ET AL. 2004, S.31; LEGLER ET AL. 2002;
UPMEIER 2001, S. 46ff; ADLER ET AL. 2001).
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PEDERSEN ET AL. (2002) und GREEN ET AL. (2003) dagegen verwenden einen
Phosphat- bzw. Kaliumpuffer mit einem pH-Wert von 6.8 bzw. 6.5. Die Inkubations-
dauer der Deglucuronidierung schwankt dabei zwischen 12 und 18 Stunden (TERNES
ETAL. 2004, S.31; LEGLER ET AL. 2002; FERREIRA-LEACH ET AL. 2001).

Die Extraktion

Die Verwendung des Extraktionsmittels flr Estrogene und estrogen wirkende Stoffe
aus Gallenflissigkeit ist haufig abhangig von der weiteren Aufarbeitung und dem
verwendeten Messgerat. So wurden fir die Messung mittels GC-MS mit Methyl-tert-
butylether bzw. Methyl-tert-butylether/Hexan extrahiert. Die Extraktion mit Ethylacetat
erfolgte bei anschlieRender Messung mittels HPLC (LARSSON ET AL. 1999; UPMEIER
2001, S. 50; TERNES ET AL. 2004, S.31). LAMOREE ET AL. (2004) allerdings verwende-
ten Dichlormethan zur Extraktion von Bisphenol A aus Fischgalle um den Extrakt
anschlieBend mittels ER-CALUX und GC-ITD zu vermessen.

Das Clean-up

Zur Aufreinigung von Gallenproben fur die Untersuchung von Estrogenen verwenden
TERNES ET AL (2004, S. 31) nach der Extraktion mit Methyl-tert-butylether ein Clean-
up mit ausgeheiztem Kieselgel. Konditioniert wurde die Kieselgelsaule mit dem
spateren Elutions- und Laufmittel Hexan/Aceton im Verhaltnis 65:35. Nach dem
Einengen des Eluats und einer Derivatisierung erfolgte die Messung der Probe
mittels GC-MS.

Die Messung

Bestimmung von organischen Spurenstoffen, zu denen auch die Estrogene und die
estrogen wirkenden Substanzen gehoren, erfordert im Allgemeinen eine hoch-
empfindliche Analytik, da die Konzentrationen zumeist im ng und pg-Bereich liegen.
Hierfir wird heutzutage vor allem die GC bzw. HPLC gekoppelt mit der MS bzw.
Tandem-MS eingesetzt (SPENGLER ET AL. 2002). Fir eine gaschromato-graphische
Messung ist eine Derivatisierung der Analyte notwendig, die bei der Messung mit der
flussigkeitschromatographischen Methode entfallt.

Untersuchungen von JEANNOT ET AL. (2002) ergaben, dass GC-MS, GC-MS/MS und
LC-ESI-MS sowohl im negativen als auch im positiven Messmodus fir die Analyse
von Estrogenen und estrogen wirkenden Stoffen in Oberflachen-, Abwasser und
Schlamm geeignet sind. Dabei wurden Nonylphenol und Octylphenol mittels LC-ESI-
MS und Bisphenol A, 173-Estradiol, Estriol, Estron und 17a-Ethinylestradiol mittels
GC-MS und GC-MS/MS analysiert (JEANNOT ET AL. 2002).

Naturliche und synthetische Estrogene sowie Industriechemikalien wurden von
verschiedenen Autoren mit Hilfe eines GC-MS oder GC-MS/MS-Systems nach-
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gewiesen (SPENGLER ET AL. 2002; TERNES ET AL. 2004, S.31; LARSSON ET AL. 1999;
TERNES ET AL. 1999a). Doch liegen auch Untersuchungen estrogener Substanzen
mittels HPLC-MS,- MS/MS bzw. HPLC-DAD (Dioden-Array-Detektor) vor (LOPEZ DE
ALDA ET AL. 2001a+ 2000; ADLER ET AL. 2001; TERNES ET AL. 2004, S.36; BELFROID
1999; PEDERSEN ET AL. 1999). Auf zwei dieser Messmethoden soll im Folgenden
naher eingegangen werden.

ADLER ET AL. (2001) verwendeten ein HPLC-MS-System um natirliche und synthe-
tische Estrogene aus Wasser nachzuweisen. Als Laufmittel wurde ein Methanol-
Wasser-Gemisch gewahlt, welches im Gradientenprogramm ausgehend von 40 %
Methanol und 60 % Wasser mit einem Fluss von 0.25 ml/min eingesetzt wurde
(ADLER ET AL. 2001). Die Identifikation der Peaks durch das MS erfolgte dann durch
einen Vergleich der Retentionszeit von Probe und einem Standard. Zur Absicherung
wurden neben den charakteristischen Hauptmetaboliten auch Neben-metabolite
herangezogen.

Fur den Nachweis von Phytoestrogenen aus Fischgalle verwenden TERNES ET AL.
(2004, S.36) ein HPLC-ESI-MS/MS-System. Zum Laufmittel, bestehend aus
Wasser/Acetonitril (68,5:31,5 v/v), wurde als lonisierungshilfe noch Ammoniumacetat
(10 mmol/L) zugefiigt.

Die nachfolgenden Tabellen 11 und 12 sollen den Stand der Wissenschaft bezlglich
der Analytik von natirlichen und synthetischen Estrogenen, sowie einigen estrogen
wirkenden Umweltchemikalien zusammenfassend darstellen.
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Bestimmung von Pharmaka

Die Bestimmung von Pharmaka in Umweltproben erfolgten ebenfalls in der Regel
entweder mittels GC-MS bzw. GC-MS/MS oder LC-MS/MS.

TERNES ET AL. (2001c) untersuchten einige Pharmaka aus Wasser sowohl mit der
einen als auch mit der anderen Methode und kamen zu dem Schluss, dass die
Bestimmungsgrenzen bei einer Messung mittels LC-MS/MS niedriger waren. Bei-
spiele fur die Untersuchung von Pharmaka mit einer flissigkeitschromatogra-
phischen Methode sind die Studien von SACHER (2002) und TERNES ET AL. (1998a).
Die Autoren verwendeten fur Wasserproben ein HPLC-ESI-MS/MS-System.

Eine gute Ubersicht Uber die Methoden zur Bestimmung von Pharmaka gibt TERNES
(2001b). Eine detaillierte Beschreibung der Messung von Pharmaka mittels LC-MS
ist ebenfalls bei NIESSEN (1998) zu finden.

Die nachfolgende Tabelle 13 soll den Stand der Wissenschaft beziglich der Analytik
von ausgewahlten Pharmaka zusammenfassend darstellen.

Tabelle 13: Ubersicht der analytischen Methoden zur Bestimmung von Pharmaka.

Referenz Analyten Matrix Detektion
Carbamazepin,

Sworen ao0z) | Bezafbrst - Querachen und oy
Gemfibrozil
Carbamazepin,
Bezafibrat, Klaranlagenablauf, |GC-MS, LC-ESI-

TERNES (1998a) Diclofenac, Oberflachenwasser |MS/MS
Gemfibrozil

TERNES ET AL. . .

(2004) Carbamazepin Galle (Fisch) LC-MS/MS
Carbamazepin,

SACHER ET AL. Bezafibrat, Klaranlagenablauf, GC-MS

(2001) Diclofenac, Oberflachenwasser
Gemfibrozil
Besatrar GC-MS, GC-

TERNES (2001b) Diclofenac; Klaranlagenablauf MS/MS, LC-ESI-

. ; MS/MS

Gemfibrozil
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2.5 Gegenstand der Untersuchung: Die Aalmutter

Die Aalmutter (Zoarces viviparus) ist auch unter den Namen Aalquappe, Aalputen
(Fehmarn), Jelmodder (Féhr) oder Tug (Helgoland) bekannt. Im angelsachsischen
Raum wird sie ,eelpout” oder ,greenbone” genannt.

Charakteristisch fur die Aalmutter ist ihr aalartigen Kérper mit auffallend dickem Kopf
und einem aus Rilcken-, Schwanz- und Afterflosse zusammengewachsenen
Flossensaum. Die Aalmutter erreicht eine Koérperlange von 60 cm und ist ein
grundelnder Fisch, dessen Nahrung hauptséachlich aus wirbellosen Bodentieren wie
Wairmer, Muscheln und Schnecken besteht. Der ortstreue Fisch bevorzugt Gebiete,
die seinem Bedurfnis nach Deckung entsprechen. An der Ostseekiste sind dies vor
allem die Seegrasregionen und Tangfelder. Nach der Paarung im August bis
September, mit innerer Befruchtung, entwickeln sich innerhalb von 5 Monaten
dotterarme Eier in den lebendgebarenden Weibchen. Pro Weibchen kénnen 30 bis
400 aalférmige Jungtiere zur Welt gebracht werden. Bei der Geburt sind die Jungen
3.5 bis 5.5 cm grof3, und ernahren sich sofort von Kleinkrebsen, Wirmern und
Schnecken und Jungfischen. Die folgende Abbildung 7 zeigt die Aalmutter in ihrem
naturlichen Lebensraum.

Abbildung 7: Die Aalmutter (Zoarces viviparus), Fotos von Lutz DréBler.

Die Aalmutter ist durch ihre standorttreue und lebendgebardende Reproduktion und
damit auch der Méglichkeit von Studien des Larvenwachstums und deren Mortalitat
fur Untersuchungen von hormonellbedingten Veradnderungen sehr geeignet.
(GERCKEN ET AL. 2002; RASMUSSEN ET AL 2002). lhre Jungtiere sind bereits voll
entwickelt und geschlechtspezifiziert was fir die Bestimmung des Verhéltnisses der
mannlichen und weiblichen Jungen und eventuelle Verschiebungen dieses Ver-
haltnisses durch endokrine Disruptoren dienlich ist. Im Gegensatz zu eierlegenden
Fischen erreichen die Schadstoffe die Jungtiere wahrend ihrer Lavalentwicklung nur
durch das Muttertier. Diese lebendgebardende Fische sind ebenfalls fur Studien der
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Wirkung von endokrinen Disruptoren auf die Mutter-Embryo-Ernadhrungsbeziehung
und die direkten Auswirkungen auf die Embryos geeignet (RASMUSSEN ET AL 2002).
Ein Lebensraum der Aalmutter, die Ostsee, ist aufgrund der starken physikalischen
und chemischen Fluktuationen und den variablen klimatischen und ozeano-
graphischen Bedingungen durch wenige Arten aber einer hohen Individuenanzahl
gekennzeichnet. Diese sind durch oft recht einfache Nahrungsnetze miteinander
verbunden. Die Ostsee ist dabei als Lebensraum fur marine Organismen nicht salz-
haltig genug, fur limnische Tiere und Pflanzen wiederum zu salzhaltig, was die
Artenanzahl erheblich einschrankt. Die Organismen leben teilweise an der Grenze
ihrer physiologischen Toleranz. Kommen nun zu diesen naturlichen Stressfaktoren
noch anthropogene Belastungen beispielsweise durch Eutrophierung oder Schad-
stoffeintrag, kann es zu einer Bedrohung der Arterhaltung flhren, da der wichtigste
Faktor der Arterhaltung die Mdéglichkeit der Fortpflanzung im Lebensraum darstellt.
Die Ostsee ist daher ein empfindliches Okosystem und duBere Einflisse haben oft
gravierende Auswirkungen. (BENGTSSON ETAL. 1996, S. 217)

2.6 Die Gerate

Das vorliegende Kapitel befasst sich mit den verwendeten Messgeraten im
Allgemeinen. Eine genaue Angabe der Gerate erfolgt in Kapitel 3.1.3.

An dieser Stelle werden insbesondere das Flissigkeitschromatographiesystem, das
Tandem-Massenspektrometer sowie die Kopplung beider Gerate behandelt.

2.6.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Flissig-Flussig-Chromatographie, zu der auch die Hochleistungsflissigkeitschroma-
tographie (HPLC) zahlt, bedient sich dem Prinzip der Verteilung zwischen zwei
Phasen. Die Retention des zu untersuchenden Stoffs beruht auf dessen unter-
schiedlicher Léslichkeit in der mobilen und stationaren Phase.

In der Verteilungschromatographie unterscheidet man wiederum zwei Arten: Die
Normalphasen- und die Umkehrphasenchromatographie, auch Reversed- Phase
(RP) genannt. Diese beiden Verfahren unterscheiden sich in der Polaritat der beiden
Phasen. Bei der Umkehrphasenchromatographie, welche in dieser Arbeit verwendet
wurde, wird mit einer Saule gearbeitet, die eine unpolare, stationdre Phase besitzt,
wahrend die mobile Phase eine polare Flussigkeit ist. Diese Chromatographie macht
ca. 75 % der HPLC-Anwendungen aus.

In dieser Arbeit wurde mit einer Saule mit chemisch gebundener Phase, mit der eine
Gradientenelution mdéglich ist. Das Tragermaterial einer solchen Saule besteht aus
unelastischem silanisiertem Kieselgel. Da die Silanisierung des Kieselgels nur zu
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50 % stattfindet und die Ubrigen Restsilanolgruppen stark polar sind, kénnen sie zur
Adsorption von polaren Verbindungen fiulhren. Aus diesem Grund ist eine Nach-
reaktion mit Trimethylchlorsilan, dem so genannten Endcapping, nétig. Zusatzlich
werden Vorsaulen zum Schutz der Saule verwendet. Vorsaulen bestehen aus
nichtporésem Glas- oder Polymerkugeln mit einem Durchmesser von ca. 30 ym als
Tragermaterial. Deren Oberflache wird mit Schichten aus porésem Kieselgel oder
Aluminiumoxid Uberzogen.

Bei der Wahl der mobilen Phase ist zu beachten, dass sich die Retentionszeit der
Stoffe in der mobilen Phase verkirzt, wenn die Polaritat der Substanzen der Polaritat
der stationdren Phase zu &hnlich ist. Umgekehrt verlangert sich die Retentionszeit
bei zu unterschiedlichen Polaritaten der beiden Phasen.

Generell wird zwischen einer isokratischen Elution und einer Gradientenelution
unterschieden. Wahrend bei einer isokratischen Elution mit einer gleichbleibenden,
konstanten Zusammensetzung der mobilen Phase eluiert wird, erfolgt bei der
Gradientenelution mit Hilfe eines Lésungsmittel-Mischprogramms eine Verénderung
der Eluentenzusammensetzung wahrend der Trennung. Dafiir werden Lésungsmittel
mit unterschiedlicher Polaritdt verwendet. Durch die Verwendung einer
Gradientenelution kann die Trennung der Analyte und die Analysezeit einer
flussigkeitschromatographischen Trennung optimiert werden. Entsprechend der
Gradientenelution wird fir die Optimierung bei einer gaschromatographischen
Trennung ein Temperaturprogramm verwendet.

Das HPLC-Gerat besteht aus vier Hauptteilen: Pumpe, Einspritzsystem, Trennsaule
und Detektor. Die Verwendung von Trennmaterialien mit einem Teilchendurchmesser
von 3-10 um in relativ diinnen Saulen von 2-4 nm Innendurchmesser erfordert bei
der Férderung der mobilen Phase die Uberwindung eines relativ hohen
Gegendrucks. Alle Teile missen mdéglichst totvolumenfrei bzw. -arm miteinander
verbunden werden und druckstabil sein. Hochdruckpumpen missen eine konstante
und pulsationsfreie Stromung der mobilen Phase gewahrleisten. Die Probenaufgabe
erfolgt durch ein 6-Wege-Ventil (Probeschleife), in das zunachst die Probe gegeben
wird, die wiederum anschlieBend durch Umschalten des Ventils mit Hilfe des
Elutionsmittelstroms drucklos in die Saule tUberfihrt wird.

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie findet inre Anwendung bei der Analytik
komplexer Gemische sowohl von wenig polaren Substanzen als auch von
anorganischen und organischen lonen. Sie hat in vielen Fallen vor allem dort die GC-
Verfahren verdrangt, wo aufwendige Derivatisierungen erforderlich sind, um Stoffe in
unzersetzbare, flichtige Formen zu bringen. Die HPLC-Methode zahlt somit zu den
,Sschonenden® Verfahren, bei dem es lediglich erforderlich ist, dass sich die
Substanzen in der mobilen Phase Iésen.
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2.6.2 Interface und lonisierungshilfsmittel

Bei der Verwendung einer HPLC in Verbindung mit einem massenspektrometrischen
Detektor ist, anders als bei der GC, fur die Uberfuhrung der Analyte in den
gasférmigen Zustand ein sogenanntes Interface notwendig. Bei der GC befinden sich
die Analyte bereits im gasférmigen Zustand wenn sie den Detektor erreichen.

Als Interface wurde das Elektrospray-lonisierungs-System (ESI) ,Turbo lon Spray“
ausgewahlt. Es zeichnet sich durch die lonisierung in der flissigen Phase unter
atmospharischem Druck aus. Die ESI-Technik wird in der Regel fir die Bestimmung
malig bis stark polarer, ionischer und makromolekularer Analyten verwendet.

Die Flussigkeit aus der HPLC-Saule stromt durch eine Stahlkapillare. Unterstitzt
durch einen Stickstoffstrom (Nebulizer Gas), der an der Kapillare entlang fiihrt, wird
nun die Flussigkeit verspriht. Zwischen dieser Kapillare und einer Gegenelektrode
wird eine Potentialdifferenz von ca. 3 kV angelegt. Die lonisation der Flussigkeit
erfolgt durch einen Ladungsaustausch. Vorraussetzung ist aber, dass sich lonen in
der Flussigkeit befinden. Diese werden durch die Zugabe von Salz, meist
Ammoniumacetat unter der Bildung von NH;*-Addukten, erzeugt. Die entstandenen
lonen werden durch ein Spannungsgefdlle in Richtung Massenspektrometer
beschleunigt. Wahrend sich die Flussigkeit in Form feinster Trépfchen durch das
Interface bewegt, wird mit Hilfe eines beheizten Stickstoffstroms (Turbogas), der
senkrecht auf die Probetrépfchen trifft, die Flussigkeit verdampft. Dadurch kommt es
durch die Verkleinerung der Tropfchen zu einer héheren Ladungsdichte an der
Trépfchenoberflache bis es schliellich zur so genannten Coulomb-Explosion kommit,
bei der lonen emittiert werden. Es entstehen freie Analytionen, die dann in das
Massenspektrometer gelangen (OTTO0 2000, S. 511f.). Die Vorgange in der ESI-
Quelle sind in der folgenden Abbildung 8 veranschaulicht.



48

Theoretischer Teil

High “oltage

MNebulizer
Gas

ATMOSPHERIC PRESSURE

— —

Formation of
charged draplets

Ta T

h

S
Evaporation

it
Nt ; @
.f'.'o'.‘~\ _b@ g @'@

Curtain Gas
@
/! @
/J'

ol T‘ Quadrupol
explosion

Curtain Gas

WACULIM

Abbildung 8: Aufbau einer ESI-Quelle nach Applied Biosystems (2002), verandert.

Der Nachteil der ESI-Technik ist die geringe Flussrate (5-500 pL/min). Auch kénnen
zu hohe Salzkonzentrationen in der mobilen Phase die lonisierung der Analyte
hemmen oder die Signalintensitat destabilisieren (DICORCIA 1998).

Eine Voraussetzung fur die gewollte lonisierung im Interface ist die Zugabe von
lonisierungsmittel. Als lonisierung bezeichnet man die Bildung von lonen unter
Abtrennung oder Anlagerung eines oder mehrerer lonen an ein zuvor neutrales Atom
bzw. Molekul. Dabei wird bei der positiven lonisierung ein Kation an den Analyten
angelagert, wahrend bei der negativen lonisierung vom Analyten in der Regel ein H*-
lon abgespalten wird.

Durch die Zugabe von lonisierungsmitteln kann die Bildung bestimmter Molekilionen
unterstitzt werden. Ansonsten wirden namlich verschiedene Molekilionen unter-
schiedlicher Haufigkeit entstehen. So tauchen meist Natrium-Addukte auf, denn
Natrium ist ubiquitar, also auch in vielen Lésungsmitteln, zu finden. Laut Houde et al.
(2002) ist aber der Nachteil dieser Natrium-Addukte ihre Stabilitdt, so dass es zuAls
lonisierungsmittel werden schwache Sauren (zum Beispiel Essigsdure), Ammonium-
acetat aber auch Kalium- und Natriumsalze verwendet. Dabei ist das Ammoinum-
acetat als lonisierungsmittel am gebrauchlichsten (REEMTSMA ET AL. 2001).

2.6.3 Massenspektrometrie

Massenspektrometrie ist ein physikalisches Verfahren, das lonen nach ihrem
Verhéltnis von Masse zu Ladung trennt. Dafur werden die zuvor ionisierten Molekile
in einem gasférmigen Strahl in ein Hochvakuum tberfihrt und dort fragmentiert. Im
Massenspektrum wird dann die Intensitdt als MaR fir die Haufigkeit eines
bestimmten lons in Abhangigkeit vom Masse-Ladungs (m/z)-Verhaltnis ausgewertet.
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Um eine Kollision der lonen und Molekile weitestgehend zu vermeiden, wird im
Massenspektrometer mit Driicken von 107 bis10® Pa gearbeitet.

Die oben erklarte lonenquelle ist fur die Erzeugung von lonen aus neutralen
Probemolekilen nétig. Am Ausgang der lonenquelle erhalt man Gberwiegend positiv
geladene lonen, die anschlieRend beschleunigt werden.

Das Trennsystem, in dem die lonen nach dem Masse-Ladungs-Verhaltnis
aufgetrennt und gegebenenfalls fragmentiert werden, wird auch als Massen-
analysator bezeichnet. Die Trennleistung eines Quadrupolmassen-spektrometer, das
fur diese Arbeit verwendet wurde, beruht auf der Verwendung eines hochfrequenten
Quadrupolfeldes, einer Einheit aus vier Metallstdben mit unterschiedlichen
Ladungen, durch die die ankommenden lonen fokussiert und auf oszillierende
Kreiselbahnen gezwungen werden. Die zylinderférmigen Stabe sind dabei parallel
angeordnet und bilden eine Art Quader, daher auch der Name ,,Quadrupol®. Auf den
jeweils gegeniberliegenden Staben liegt ein positives bzw. negatives Gleich-
strompotential an. Durch die Kombination der beiden Stédbepaare kénnen nur lonen
in einem schmalen Bereich vom Masse-Ladungs-Verhéltnis den Quadrupol
passieren. Durch die Variation der Gleich- und Wechselstromspannung wird der
gewinschte Massenbereich abgetastet. Alle lonen mit einem anderen Masse-
Ladungs-Verhaltnis prallen an einen der Pole, werden dort entladen und somit dem
lonenpfad entzogen.

Man unterscheidet zwischen einem Single-Quadrupol- und einem Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer, auch Tandem-Massenspektrometer genannt. Letzteres besteht
aus zwei hintereinander geschalteten Massenspektrometern, weshalb man auch die
Abkirzung MS/MS benutzt.Solch ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer besteht
demnach aus vier Quadrupolen, wobei das erste Q0 keine Nummerierung erhalt, weil
es nur einer Fokussierung der lonen dient. In den Quadrupolen Q1 und Q3, die als
Massenfilter fungieren, werden die elektrisch geladenen Molekilionen gemaR ihrem
Masse-Ladungs-Verhaltnis aus dem lonenstrom herausgefiltert. Im Quadrupol Q2,
auch Kollisionszelle genannt, findet mit Hilfe einer Kollisionsenergie (collision enegy,
CE) durch den Zusammenstol3 der lonen mit einem dort befindlichem Gas (CAD-
Gas, meist N;) die Fragmentierung der sogenannten Mutterionen statt. Die
entstandenen Tochterionen werden in einem zweiten Massenfilter Q3 wie oben
beschrieben entsprechend der Einstellungen des Gerates gefiltert bevor sie zum
Detektor gelangen. Die genaue Anordnung der vier Quadrupole ist in der folgenden
Abbildung dargestellt.
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Abbildung 9: Anordnung der Quadrupole in einem Tandem-MS.

Der Einsatz der vier Quadrupole ist abhangig vom gewiinschten Messmodus. Bei
einem Tandem-MS unterscheidet man nach ScHREIBER (2001, S. 28f) u.a. folgende
Messmodi:

» Multiple Reaction Monitoring (MRM): Fir Q1 und Q3 werden feste Massen
eingestellt. Nur wenn das Mutterion (Percursor) und das Tochterion
(Produktion) gebildet werden, findet eine Detektion statt. Dies ist der
empfindlichste und selektivste Modus eines Tandem-MS.

* Produktionen-Scan: Hierbei wird ein bestimmtes Mutterion in Q1 heraus-
gefiltert, anschlieBend in Q2 fragmentiert und schlieBlich die gesamten
Tochterionen in Q3 detektiert.

* Precursorionen-Scan: Hier wird ein bestimmtes Tochterion im Massenfilter Q3,
das im Q2 bei einer Fragmentierung entsteht, zuriickverfolgt. Dieser Modus
dient besonders der Identifizierung von Molekilen in der Metabolismus-
forschung.

Die nachfolgende Abbildung soll die hier beschriebenen unterschiedlichen Messmodi
eines Tandem MS veranschaulichen.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der MS/MS- Detektionsmdglichkeiten, nach
Schreiber (2001, S. 28), verandert.
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Als Detektor eines Quadrupolmassenspektrometers wird meist ein Sekundar-
elektronen-Vervielfacher (SEV) oder ein Faraday-Detektor verwendet.

Ein SEV arbeitet mit Dynoden, aus denen die aus dem Quadrupol kommenden lonen
Elektronen herausschlagen. Diese wiederum bewirken bei den nachsten kaskadisch
angeortneten Dynoden den gleichen Effekt, was zu einer Signalverstarkung von bis
zu 10° fihrt (FRAUNHOFER INSTITUT, 2004, S. 5). Beim Faraday-Detektor dagegen wird
die Ladung der ankommenden lonen Uber einen hochohmigen wiederstand abgelei-
tet. Der dadurch auftretende Spannungsabfall ist ein MaR fiur die Intensitat der lonen.
Dieser Detektor liefert zwar gut reproduzierbare Werte, ist allerdings recht un-
empfindlich (OTTO 2000, S. 318).
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3 EXPERIMENTELLER TEIL
3.1 Material und Methoden

In den folgenden Kapiteln werden die verwendeten Materialien und Methoden
beschrieben. Dabei werden verwendeten Chemikalien und Grate aufgefuhrt.
Anschlielend werden die Messparameter sowohl fir die HPLC als auch fir das
Tandem-MS sowie die Kalibrierung vorgestellt. Es folgt die Darstellung der
Leistungsparameter der Methode. AnschlieBend werden die Durchfuhrung und die
Ergebnisse der Methodenentwicklung gezeigt. Der letzte Teil dieses Kapitels befasst
sich schlieBlich mit der Charakterisierung ausgewahlter Realproben und deren
Ergebnisse.

3.1.1 Verwendete Chemikalien

In diesem Unterkapitel sind die Chemikalien aufgefihrt, die sowohl fir die
Aufarbeitung der Proben als auch fir deren Messung in allen Versuchen benutzt
wurden. Zuséatzlich sind Substanzen aufgefiihrt, die fiur die Uberprifung der
Enzymaktivitdt Verwendung fanden. Eine detaillierte Liste der verwendeten
Chemikalien ist im Anhang unter 8.1.1 zu finden.

Standardsubstanzen
Die im Rahmen dieser Diplomarbeit verwendeten Standardsubstanzen und ihre
Reinheit sind in Tabelle 14 aufgefihrt.
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Tabelle 14: Verwendete Substanzen und ihre Reinheit.

Substanz Reinheit [%] Hersteller
17p-Estradiol 99,8 Riedel-de Haén
Estron 99,6 Riedel-de Haén
Estriol 99,7 Riedel-de Haén
Genistein 100 Fluka
Daidzein 100 Fluka
17a-Ethinylestradiol 98,9 Riedel-de Haén
4tert- Octylphenol 99,0 Dr. Ehrenstorfer
Bisphenol A 95 Sigma-Aldrich
Nonylphenol 94 Riedel-de Haén
Gemfibrozil 99,9 Sigma-Aldrich

- Universitat Hambur
Bezafibrat 99 (Uberlassen von StefangWeigeI)
Carbamazepin 98,6 Synopharm
Diclofenac-Natrium 99.89 Synopharm
10,11-Dihydrocarbamazepin |99 Sigma-Aldrich
173-Estradiol D3 99,7 Supelco
Bisphenol A D16 98 Cambridge Isotope

Laboratories

Die Abkirzung D (in der Tabelle) steht fir die Deuterierung der Substanz. Hierbei
handelt es sich um den Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium, einem
Wasserstoffisotop mit dem Symbol D. Dieses auch als ,schwerer” Wasserstoff
bezeichnete Deuterium hat im Kern zuséatzlich ein Neutron und damit die Masse 2.
Im Wasserstoff kommen natirlicherweise ca. 0,015 % Deuterium vor. (MORTIMER
1987, S.348). Deuterierte Substanzen sind zur Verwendung als Interner Standard
sehr gut geeignet. Da sie meist sehr dhnliche Eigenschaften wie die entsprechenden
nicht deuterierten Substanen aufweisen, aber durch ihre unterschedlichen Massen
trotzdem eindeutig bestimmt werden kénnen.

Das Ansetzten der Standardlésungen (Dotierungslésungen) erfolgte gravimetrisch
aus den vorhandenen Stammlésungen. Die Konzentrationen der Stammldsung in
dem Lésungsmittel Methanol (MeOH) sind der folgenden Tabelle 15 zu entnehmen.
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Tabelle 15: Konzentrationen der Stammlésungen (in MeOH).

Substanz Konz [mg/mL]
17B-Estradiol 1.070
Estriol 1.014
Estron 1.033
Genistein 1.018
Daidzein 1.057
17a-Ethinylestradiol 1.072
4tert-Octylphenol 1.079
Bisphenol A 0.791
Nonylphenol (techn. Mix) | 3.000
Gemfibrozil 1.233
Bezafibrat 1.079
Diclofenac 1.282
Carbamazepin 1.633
Dihydrocarbamazepin 1.097
Estradiol D3 1.064
Bisphenol A D16 1.067

Aus den Stammlésungen wurde zunachst eine Standardlésung mit ca. 20 ng/uL als
Ausgangslésung fur weitere Verdiinnungen angesetzt. Da die Stammldsungen in
Methanol vorlagen, die Dotierungsstandards aber aufgrund der empfindlichen
Enzyme in Ethanol angesetzt werden mussten, wurde nach Einfullen der einzelnen
Stammldsungen erst moéglichst viel des Methanols mit Stickstoff abgeblasen bevor
eine entsprechende Menge an Ethanol zugegeben wurde. Die Berechnung der
Konzentrationen erfolgte durch die einzelnen Einwaagen der Stammldsungsaliquote.
Aus dieser Standardlésung wurden durch Verdinnung alle weiteren Dotierungs-
standards angesetzt und lagen in Ethanol vor. Die Konzentrationen der Standard-
I6sungen bzw. der Dotierungslésungen sind in Form einer Tabelle im Anhang unter
8.1.2 zu entnehmen.

Lésungsmittel

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene L&ésungsmittel verwendet. Fur die
Reinigung der Glasgerate wurde Aceton (Picograde, Promochem) und Milli-Q-
Wasser (Reinstwasseranlage ,Milli-Q Plus 185% Elix, Fa. Millipore) verwendet. Zum
Ansetzten der Standardlésungen wurde Ethanol (pro analysi, Merck) und Methanol
(SupraSolv®, Merck) benutzt.

Fur die Extraktion, das Clean-up und die Flissigkeitschromatographie fanden
zusatzlich Ethylacetat (SupraSolv®, Merck), Methanol (SupraSolv®, Merck),
Dichlormethan (Picograde, Promochem) und einmalig Methyl-tert-butylether
(SupraSolv®, Merck) Verwendung.
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Weitere Chemikalien

Als lonisierungsmittel und Laufmittel der HPLC wurden Ammoniumacetat
(Fractopur®, Merck) in Milli-Q-Wasser und Methanol benutzt. Hierfir wurde je nach
molarer Starke eine entsprechende Menge an Ammoniumacetat in Methanol und
Milli-Q-Wasser gelést. Die Mengen fur einen Liter Laufmittel, also Methanol oder
Milli-Q-Wasser sind der folgenden Tabelle 16 zu entnehmen:

Tabelle 16: Einwaagen zum Ansetzen der lonisierungsmittel im Laufmittel MeOH und
Milli-Q-Wasser fur je 1 Liter Flussigkeit.

Molare Starke Menge an NH;Ac | Menge an CH;COOH
der Lésung [a] [a]
0.6 mmol 0.0462 0.03603
1.2 mmol 0.0924 -
2.5 mmol 0.1927 -

Die Anderungen der lonisierungsmittel erfolgten durch den Wechsel der Messgerate
vom HPLC-ESI-API3000 zum HPLC-ESI-API4000 aufgrund der besseren Mess-
empfindlichkeiten des AP14000. Am API3000 wurde zunéchst mit einer 0.6 mmolaren
lonisierungsmittel bestehend aus Ammoniumacetat und Essigsdure im Laufmittel
gearbeitet. In fortgeschrittenen Versuchen wurde auf die Zugabe der Essigsaure
wurde verzichtet, um die Intensitat bei der Messung der Estrogene zu erhéhen. Da
bei der Methodenentwicklung der Schwerpunkt bei den Estrogenen und estrogen
wirksamen Substanzen liegt, wurde ein Intensitatsverlust der sauren Pharmaka in
Kauf genommen. Versuche von Iris-C. Beck am API4000 ergaben héhere Inten-
sitdten bei der Messung mit reinem Methanol und Milli-Q-Wasser als Laufmittel und
einer externen Zufuhrung von lonisierungsmittel. Fur die Messung des Kopplungs-
versuchs wurde eine 1.2 mmolare Ammoniumacetat-Methanollésung als lonisie-
rungsmittel verwendet, die kurz vor dem Interface extern zugegeben wurde. Bei
dieser externen Zugabe des lonisierungsmittels wurde eine starkere Ammonium-
acetatlésung verwendet, als es sonst im Laufmittel der Messungen mittels des
API3000 der Fall war. Spatere Versuche von Iris-C. Beck am API4000 ergaben noch
bessere Intensitaten bei Messungen mit 2.5 mmolarer Ammoniumacetatkonzen-
tration im Laufmittel. Eine externe Zufliihrung des lonisierungsmittels bedeutet eine
grélRere Menge an Loésungsmittel in der lonenquelle und kann die Intensitat der
Substanzen negativ beeinflussen. Deshalb wurde bei den folgenden Messungen
wieder Abstand von einer externen Zugabe des Ammoniumacetats kurz vor dem
Interface genommen.
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Fur die Aufarbeitung der Proben wurden noch folgende Lésungen verwendet:

Natriumacetatpuffer (100 mmolar)

Far 50 mL dieses Puffers wurden 0.6799 g Natriumacetat-Trihydrat (Reag.
Ph. Eur., Merck) eingewogen und mit 50 mL Milli-Q-Wasser aufgefillt. An-
schliefend wurde die Losung auf 37 °C erhitzt und mit 1 molarer Salzsaure
auf einen pH-Wert von 5 eingestellt. Dieser Natriumacetatpuffer wurde sowohl
fur die Aufarbeitung der Proben, fur die Enzymlésung als auch fur den
Enzymtest verwendet.

Enzymldsung (400 units/mL)

Far die Enzymlésung wurden 10 g des Natriumacetatpuffers (pH 5 bei 37 °C)
mit 30 yL Enzymen versetzt, was einer Konzentration von ca. 400 units/mL
entspricht. Die Enzyme B-Glucuronidase (Typ: H-3, 145700 units/mL aus Helix
promatia) kamen von der Fa. Sigma

Des Weiteren wurden fiir die Extraktion Salzsaure (Suprapur®, Merck), 2-Propanol
(pro analysi, Merck) und Estradiol-17B-D-Glucuronid ebenfalls von der Fa. Sigma.
verwendet. Das Kieselgel (Kieselgel 60, Merck) wurde vor der Verwendung fiir das
Clean-up in einem Muffelofen tiber Nacht bei 450 °C ausgeheizt.

Fur die Uberprifung der Aktivitat der B-Glucuronidase fanden zusétzlich Glycin (pro
analysi, Merck), Natriumchlorid (pro analysi, Merck), Ethanol, Phenolphthalein (Reag.
Ph. Eur.) und Phenolphthalein-mono-B-Glucuronsaure (Fa. Sigma) Verwendung. Die
entsprechenden Lésungen wurden wie folgt hergestellt:

Phenolphthalein-Glucuronid-Lésung (1.2 mmolar)

Fir diese Loésung wurden 0.01988 g Phenolphthalein-Glucuronid-Kristalle
(beinhaltet 2 mol H,O/mol) eingewogen und mit 30 mL Milli-Q-Wasser auf-
genommen.

Glycinpuffer (200 mmolar, pH 10.4)

Fir diesen Puffer wurden 3.0028 g Glycin eingewogen und mit 200 mL Milli-Q-
Wasser aufgeflllt. Anschlielend wurde die Lésung mit Natronlauge auf einen
pH-Wert von 5 eingestellt.

Salzlésung (0.2 %(w/v))
Die Salzlésung zur Herstellung der Enzymlésung wurde mit 0.1 g Natrium-

chlorid auf 50 mL Milli-Q-Wasser angesetzt.

B-Glucuronidase-Enzymiésung (400 units/mL)

Die Enzymldsung fur diese Uberpriifung wurde in der gleichen Konzentration
angesetzt wie sie auch fur die Aufarbeitung benétigt wird. Die Aktivitat der
Stammlésung lag bei 145700 units/mL. Fur die Enzymlésung wurden nun
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30 pL dieser Enzyme in 10 mL Salzlésung gegeben, was einer Aktivitat von
ca. 400 units/mL ergibt.

= Ethanol (95 %(v/v))
Far die Phenolphthalein-Standardlésung wurde diese Ethanollésung benétigt.
Hierfur kamen auf 75,05 g Ethanol 4 g Milli-Q-Wasser, um 95 mL Ethanol-
I6sung herzustellen.

= Phenolphthalein-Standardlésung (0.05 % (w/v))
1 mg Phenolphthalein wurde in 2 mL Ethanollésung zur Herstellung dieses
Standards gelést.

3.1.2 Reinigung der Laborgerate

In der quantitativen und qualitativen Spurenanlaytik ist die sorgfaltige Reinigung der
Laborgerate ein unverzichtbarer Schritt vor der eigentlichen Aufarbeitung oder
Messung. Da die in dieser Arbeit untersuchten Industriechemikalien Bestandteile von
Kunststoffen darstellen, wurde mdéglichst auf die Verwendung von Laborgeraten aus
diesem Material verzichtet. So wurden beispielsweise alle Gefalte mit Kunststoff-
deckel mit einem Teflon-Liner zwischen Deckel und Glas versehen.

Alle metallischen Spatel, Loéffel und groReren GlasgefalRe wie Becherglaser,
Glassdulen und Kolben zur Aufbewahrung von L&sungsmitteln wurden in einem
Geschirrspuler fur Laborgerate mit einem entsprechenden Laborreiniger gespiuilt.
Anschliefiend wurden alle nicht graduierten GefalRe bei 250 °C und alle graduierten
bei 60 °C im Trockenschrank fur mehrere Stunden ausgeheizt. Bis zur endgultigen
Benutzung wurden alle Offnungen zum Schutz mit Alufolie versiegelt.

Die Probenglaser mit Schraubdeckelverschluss, die Zentrifugenglaser und Voll-
pipetten wurden iber Nacht in einem fiinf prozentigem Reinigungsbad (RBS-Bad der
Fa. Roth) gereinigt. Anschlie®end wurden die GefdBe mehrfach zunéchst mit
Leitungswasser, dann mit Milli-Q-Wasser gespilt und ebenfalls im Trockenschrank
bei 250 °C bzw. 60 °C ausgeheizt.

Pasteur-Pipetten und Messvials wurden vor der Benutzung zweimalig mit Aceton und
Ultraschallbad gereinigt und anschlief3end bei 250 °C ausgeheizt.

Pasteurpipetten, Messvials und Probenglaser wurden zudem nur einmalig ver-
wendet.

Die Wheatonvials — Einenggefdlle mit genauer Graduierung — wurden nach
Benutzung dreimalig mit Aceton und anschlieBend dreimalig mit Methanol und
Ultraschallbad gereinigt. Gelagert wurden die ebenfalls indem sie mit Methanol
gefullt wurden.

Spritzen und Transferpettoren wurden vor und nach der Benutzung mehrfach mit
Lésungsmittel gespult. Die Prozedur fand folgendermalien statt: In vier Becherglaser
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wurden je zweimal Aceton und zweimal das Lésungsmittel gegeben, welches in den
zu pipettierenden Standardlésungen vorlag. Hintereinander wurden nun die Prazi-
sionsgerate jeweils zehnmal aus jedem Ldsungsmittelbehélter aufgezogen und das
Lésungsmittel verworfen.

Alle Laborgerate wurden zusatzlich vor der Benutzung dreimalig mit dem jeweiligen
Lésungsmittel gespult.

3.1.3 Verwendete Gerite und Parametereinstellungen

Hier sollen die verwendeten Gerate und die Messparameter aufgefiihrt werden.
Dabei werden lediglich die Parameter fur die Messungen am HPLC-API14000-System
genannt, da diese fiir die Vorversuche ab der Uberpriifung des Clean-ups sowie der
Realproben verwendet worden sind. Eine Tabelle des Messparameter fur das
API3000 ist im Anhang unter 8.3.2 zu finden. Ebenfalls im Anhang unter 8.1.3 ist
eine detaillierte Liste aller verwendeten Gerate aufgefuhrt.

HPLC-MS/MS

Als Flussigkeitschromatographiesystem wurde in dieser Arbeit das HP 1100 der Fa.
Agilent Technologies mit entsprechender HPLC-Pumpe, AutoSampler, integriertem
Lésungsmittelentgaser und HPLC-Saulen-Ofen verwendet.

Die verwendete Trennsaule Synergi™ 4 u Hydro-RP 80 A der Firma Phenomenex ist
sehr hydrophob und besitzt als chemisch gebundene Phase (PartikelgréRe: 2,4-10 )
mit Cqg-Ketten, die mit einem Endcapping zur Saulenstabilitét versehen wurde. Es ist
eine Saule fur die Umkehrphasenchromatographie und hat eine Lange von 150 mm.
der Durchmesser betragt 2 mm. Zum Schutz der Saule wurde zusatzlich die
Vorsaule Security Guard™ C4g 4x2 mm (Fa. Phenomenex) verwendet (PHENOMENEX
2003).

Das HPLC-System war mit Hilfe des Interface , Turbo lon Spray“ (ESI-System) an das
MS/MS gekoppelt.

Das verwendete Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems/MDS Sciex
(AP14000) war ein Triple Quadrupole (MS/MS) Massenspektrometer. Die
Stickstoffversorgung fir das API4000 erfolgte mittels Gasgenerator Firma Peak
Scientific, Serie APl Systems.

Software

Fur die Steuerung der HPLC-MS/MS, die Auswertung der Massenspektren und
deren Quantifizierung wurde die Software ,Analyst® von Applied Biosystems/MDS
Sciex verwendet. Zu Beginn wurde die Version 1.2, spater dann Version 1.4 benutzt.
Fur die weiteren Berechnungen wurde Microsoft Exel verwendet.
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HPLC-MS/MS- Parameter des API4000.

Das HPLC-Programm sah wie folgt aus:

Saule: Synergi™ 4 p Hydro-RP 80 A (Phenomenex)
Vorsaule: Security Guard™ C4g 4x2 mm
Eluenten: A: 2,5 mM NH4Ac in Milliporewasser
B: 2,5 mM NHsAc in Methanol
Fluss: 200 pL/min
Equilibrierzeit: 5 min
Laufzeit: 30 min

Ofentemperatur: 23 °C
Injekt-Volumen: 10 L.

Es wurde mit einer Gradientenelution gearbeitet. Die Parameter der Gradienten-
elution sind Tabelle 17 und Abblidung 11 zu entnehmen.

Tabelle 17: Verwendete Gradientenelution.

Zeit Laufmittel
[mi'n] A[%] | B[%]
Wasser [Methanol
0 70 30
5 70 30
8 10 90
23 0 100
28 0 100
30 70 30
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110
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Abbildung 11: Verwendete Gradientenelution.

Die obige Abbildung 11 stellt die Gradientenelution zur Veranschaulichung nochmals
graphisch dar. Das Gradientenprogramm jeder Messung begann mit der Einstellung
der Saule auf das anfangliche Lésungsmittelverhaltnis von 70 % Wasser und 30 %
Methanol fiur einen Zeitraum von funf Minuten bis zum eigentlichen Beginn der
Elution.

Die Analyte wurden im MRM-Modus mit zwei Ubergédngen vermessen; ein Mutterion
mit zwei Tochterionen. Die folgenden Tabellen 18 und 19 geben eine Ubersicht tiber
die Parameter MS/MS bezuglich der gemessenen Analyte.
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Identifizierung und Quantifizierung der Substanzen

Die ldentifizierung der Analyte erfolgte Uber das gleichzeitige Vorhandensein
der beiden Tochterionen (Quantifier und Qualifier). Um andere Substanzen
mit gleichen Massenlubergangen auszuschiel3en wurde zusatzlich Uberprift, ob
sowohl das Intensitatsverhaltnis von Quantifier zu Qualifier als auch deren
Retentionszeit Ubereinstimmen. Da es gerade in Proben mit viel Matrix oder bei
Temperaturschwankungen zu Retentionszeitverschiebungen kommen kann, dient
die Uberprifung der Intensitatsverhaltnisse der Fragmente der zusatzlichen Ab-
sicherung. Die Quantifizierung der Substanzen erfolgte Uber das intensivste
Fragment (Quantifier). Das zweite Fragment (Qualifier) wurde zur Uberpriifung und
Absicherung des Analyten detektiert. Fir die Substanz 17a-Ethinylestradiol wurden
nach Versuchen von Iris-C. Beck mit Realproben zusatzlich zwei weitere Massen-
Ubergénge vermessen, damit eine Verwechslung mit der Matrix in dem Retentions-
zeitraum ausgeschlossen werden konnte.

Die Retentionszeit der Substanzen verschob sich im Laufe der Versuche immer
weiter nach hinten. Als Grund hierfir konnte ein defektes Kugelventil im HPLC-
System ausgemacht werden. Aufgrund des Einbeziehens des Intensitatsverhalt-
nisses der Fragmente, war aber eine eindeutige Identifizierung der Analyte trotzdem
maglich.

Die folgende Tabelle 20 zeigt die anfanglichen Retentionszeiten (RT) und die
Intensitatsverhaltnisse (IV) der gewahlten Fragmente sowohl in Standardlésungen
als auch in Gallenflussigkeiten. Ermittelt wurden sie durch eine Messung mittels
HPLC-API14000.
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Tabelle 20: Retentionszeiten und Intensitatsverhaltnisse der gewahlten Fragmente.

Mutterion| Tochterion v v RT [min] | RT [min]
Standard | Galle | Standard Galle
. 145.00
17B-Estradiol 271.20 183.00 1.26| 1.32 14.7 14.4
145.00
Estron 269.10 142.90 2.59| 2.58 147 14.3
. 144.90
Estriol 287.30 170.90 0.93] 0.51 12.6 12.2
Genistein 271.00 91.00 0.87| 0.98 12.7 12.8
’ 153.10 ’ ' ' '
. . 199.10
Daidzein 255.10 152 20 1.97 1.92 11.9 12.2
. . 145.00
17a-Ethinylestradiol 295.20 142 90 1.82| 1.69 14.5 14 1
132.60
4tert-Octylphenol 205.20 116.90 9.62| 7.49 17.0 16.9
Bisphenol A 29710 21;298 0.46| 0.53 13.5 13.2
132.90 6.75| 7.12 18.2 18.5
Nonylphenol 219.20 116.90
. . 120.80
Gemfibroazil 249.50 126.80 11.8| 12.55 14.8 15.4
. 316.10
Bezafibrat 362.20 139.00 1.29/ 1.41 111 12.2
. 214.00
Diclofenac 296.20 250 10 1.16| 1.17 11.9 12.9
. 237.10 179.10
Carbamazepin 194.00 142 1.44 12.9 12.7
Dihydrocarbamazepin | 25020 13‘9"28 4.04| 4.20 13.2 13.0
. 274.20 145.00
Estradiol D3 185.00 1.39/ 1.31 147 14.4
Bisphenol A D16 242.20 13?38 8.05| 1.70 13.5 13.1

3.1.4 Kalibrierung

Fur die Quantifizierung der Analyte bedient man sich im Allgemeinen einer externen

Kalibrierung, der Verwendung von

additionsverfahren.

internen Standards oder dem Standard-

Bei einer externen Kalibrierung wird durch Vermessen von Kalibrierstandards
(Referenzstandards unterschiedlicher Konzentrationen) eine Kalibriergerade ermit-
telt. Dabei wird die Konzentration gegen die gemessene Peakflache graphisch tber
die wahrscheinlichste Grade als lineare Regression aufgetragen. Die Kalibrier-
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funktion stellt somit die Intensitat des Messsignals in Abhangigkeit der Konzentration
der Analyten in den Referenzstandards dar.

In einer separaten Messung werden nun Konzentrationen der Analyte in den Proben
durch den Vergleich mit den Flachen- bzw. Héhenintensitaten der Kalibrierstandards
ermittelt. Ungenauigkeiten ergeben sich hierbei durch die Unterschiede der
Lésungen in denen die Proben und die Kalibrierstandards vorliegen. So werden
Matrixeffekte, die auf die Analyte in den Proben wirken, bei Kalibrierstandards nicht
berucksichtigt.

Bei der Kalibrierung mit internen Standards werden die Proben vor Beginn der
Probenaufarbeitung mit einer definierten Menge von Standardsubstanzen (interner
Standard) versehen, die nicht in der Probe vorkommen. Dabei ist aber zu beachten,
dass die Standardsubstanzen den Eigenschaften gesuchten Analyten sehr ahneln
sollten, damit eine Vergleichbarkeit gegeben ist. Hier kommen zum Beispiel
isotopen-markierte zum Beispiel deuterierten Substanzen zum Einsatz. Diese
Substanzen unterscheiden sich nicht chemisch und strukturell von den gesuchten
Analyten, sondern lediglich durch ihre Masse, da ein oder mehrere Atome im Molekil
durch schwerere analoge Isotope ausgetauscht wurden. Die Quantifizierung erfolgt
bei der Kalibrierung mit internen Standards durch einen Vergleich der Peakflachen
von internen Standards und den zu untersuchenden Analyten. Diese Methode hat
den Vorteil, dass die Standards den gleichen Matrixeffekten unterliegen wie die
Analyte in den Proben. Zudem treten bei beiden die gleichen Verluste wahrend der
Probenaufarbeitung auf, so dass durch die definiete Zugabe der Standard-
substanzen auf die urspringlichen in der Probe vorliegenden Analytmengen
geschlossen werden kann. Ein Nachteil besteht allerdings darin, dass solche Stan-
dardsubstanzen meist sehr teuer sind.

Fur das Standardadditionsverfahren werden der Probe verschiedene definierte
Mengen der gesuchten Analyte zugegeben. Die entstehende Kalibriergrade ist dabei
um den Substanzgehalt der Probe vom Nullpunkt nach oben verschoben. Der Vorteil
ist die Tatsache, dass die Ergebnisse realistischer sind, da sowohl die Standards als
auch die Analyte der Probe denselben Bedingungen unterliegen. Der Nachteil dieser
Methode ist, dass eine gréRere Probemenge erforderlich ist, da verschiedene Kon-
zentrationen zur Aufstockung empfehlenswert sind. Zudem ist dieses Verfahren sehr
zeitintensiv.

In dieser Arbeit wurde die Quantifizierung der Analyte an hand einer externen
Kalibrierung vorgenommen. Fur das Ansetzen von Kalibrierlésungen wurden
die vorhandenen Stamml&sungen (vergleiche Kapitel 3.1.1) entsprechend verdiinnt.
Da die Proben nach der Aufarbeitung in einem L&sungsmittelverhaltnis
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Methanol/Wasser (70:30) vorliegen, wurden die Kalibrierlésungen ebenfalls in
diesem Loésungsmittelgemisch angesetzt.

Fur die externe Kalibrierung musste zunachst der lineare Bereich der Methode
bestimmt werden. Dafir wurde eine Verdinnungsreihe uber einen grollen Konzen-
trationsbereich (2 ng/uL-0,005ng/pL) in einem L&ésungsmittelgemisch entsprechend
der vorliegenden Probenextrakte angesetzt und vermessen. Der Konzentrations-
bereich der Kalibrierstandards wurde so gewahlt, dass sie den erwarteten
Konzentrationsbereich in den Proben abdecken. Die genauen Konzentrationen der
Kalibrierlésungen sind in der folgenden Tabelle 21 aufgefihrt.
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Erste Versuche mit Gallenflissigkeiten ergaben, dass die Konzentration von
Nonylphenol und Bisphenol A aufierhalb des Kalibrierbereichs lagen. Fir diese
Substanzen wurde daraufhin der Kalibrierreich bis auf ca. 10 ng/uL ausgedehnt. Fur
Nonylphenol konnte bis in diesen Konzentrationsbereich hinein eine gute Korrelation
gezeigt werden.

Tabelle 22: Konzentrationsbereiche und Korrelationskoeffizienten.

Substanz Bereich Korrezlgtions-
[ng/uL] |koeffizient

17B-Estradiol 0-0.25 0.9984
Estron 0-0.25 0.9994
Estriol 0-0.24 0.9968
Genistein 0-0.12 0.9917
Daidzein 0-0.12 0.9938
17a-Ethinylestradiol |0-0.25 0.9979
4tert Octylphenol 0-0.26 0.9990
Bisphenol A 0-3.6 0.9835
Nonylphenol 0-13.5 0.9979
Gemfibrozil 0-0.3 0.9981
Bezafibrat 0-0.25 0.9947
Diclofenac 0-0.31 0.9914
Carbamazepin 0-0.39 0.9905

In der obigen Tabelle 22 sind Konzentrationsbereiche und Korrelationskoeffizienten
der Kalibrierung eines Vorversuches mit Aalmuttergalle aufgefihrt. Lediglich fir die
Substanzen Bisphenol A und Nonylphenol wurde eine Messung von Realproben vom
Salzhaff aufgrund des erweiterten Kalibrierbereichs verwendet.

Fur eine quantitative Auswertung mittels Kalibriergrade ist die eindeutige Beziehung
zwischen Substanzmenge und Detektorsignal Uber dem gesamten Kalibrations-
bereich hinweg von groler Bedeutung. Diese Beziehung ist durch eine Kalibrier-
funktion beschrieben.

y = apta X
y = Messsignal
ao = Untergrund (Signal bei Konzentration 0)
ay = Steigung (Empfindlichkeit)

X = Konzentration
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Den Kalibriergeraden liegt dabei eine Wichtung von ,1/x* zugrunde. Niedrige
Konzentrationen erhalten somit gegeniber hohen Konzentrationen bei der
Berechnung der Kalibriergeraden ein starkeres Gewicht. Der Grund dafir ist die
héhere Prazision hochkonzentrierten L&sungen und deren geringere Mess-
unsicherheit (JAHNKE, 2003, S. 68).

Die nachfolgende Abbildung zeigt beispielhaft eine Kalibriergrade fur 1783-Estradiol.

y = 3.24 E+006x +0.328
R? = 0,9999

3,50E+05
3,00E+05 /
2,50E+05

2,00E+05 -

1,50E+05 -

1,00E+05

Peakfiache [cps]

5,00E+04

0,00E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Konzentration [ng/pL]

Abbildung 12: Beispiel einer Kalibriergrade von 17p-Estradiol aus der Messung
mannlicher Aalmuttern vom Salzhaff.

Fur die externe Kalibrierung wurden funf Kalibrierstandards, meist KAL8-KAL4, bei
Nonylphenol und Bisphenol A in Realproben bis KAL1 und zusatzlich Standard-
I6sungen bis 10 ng/pL, jeweils vor und nach der Messung der Proben vermessen.
Zusatzlich wurden bei langeren Messreihen nach ca. zehn Messungen von Proben
erneut ein oder mehrere Kalibrierstandards zur Kontrolle der Messempfindlichkeit
des Massenspektrometers vermessen.

Zusatzlich zur externen Kalibrierung wurde zur Kontrolle der Probenaufarbeitung
(Extraktion, Clean-up) mit internen Standards gearbeitet. Allerdings lag nicht fur jede
untersuchte Substanz ein entsprechender interner Standard vor. Als Interne
Standards kamen Estradiol D3, Bisphenol A D16, und Dihydrocarbamazepin zur
Anwendung, wobei die beiden ersten deuterierte Substanzen sind. Diese
deuterierten Substanzen sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 13: Verwendete Substanzen als interner Standard (Bisphenol A D16 und
17B-Estradiol-16,16,17-D3).

3.1.5 Leistungsparameter der Methode

In diesem Kapitel werden als Leistungsparameter der Methode die Berechnung
sowohl des Matrixeffekts als auch der Wiederfindungen dargestellt. Des Weiteren ist
die Wiederholprazision aufgefuhrt. Daneben werden die instrumentellen Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen gezeigt.

Matrix und Wiederfindung

Alle Probeninhaltsstoffe, die neben den Analyten in der Probe vorliegen und die
Messung beeinflussen kdnnen, werden unter dem Begriff Matrix zusammengefasst.
Diese Inhaltstoffe kénnen bei der Messung zu einer Signalerhéhung fihren, wenn
dieselben Massenubergange und Retentionszeiten wie die der Analyte vorliegen. Bei
einer Trennung mittels HPLC und Detektion mit MS/MS ist dies jedoch relativ
unwahrscheinlich.

Es kann durch die Matrix aber auch zu einer Signalunterdrickung — Signal-
suppression genannt — kommen. Hier ist es ausreichend, wenn die Matrix dieselbe
Retentionszeit besitzt und damit gleichzeitig mit den Analyten in die ESI-Quelle
gelangt. In der ESI-Quelle kommt es dann zur Konkurrenz um die begrenzte Anzahl
an Ladungstragern, was insgesamt zu einer geringeren lonisierung der Analyte fuhrt.
Um in dieser Arbeit diese so genannten Matrixeffekte (100-%-Signalsuppression
bzw. -erh6hung) zu beriicksichtigen, sind folgende Schritte unternommen worden:
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Ansatz 1
Die Proben wurden vor der Aufarbeitung mit definierter Menge an Standardiésungen
dotiert.

Ansatz 2
Die Proben wurden undotiert aufgearbeitet und vermessen.

Ansatz 3
Die Proben wurden undotiert aufgearbeitet und der Extrakt vor dem Vermessen mit
einer definierten Menge an Standardlésungen dotiert.

Die folgende Abbildung fasst den Ablauf der Aufarbeitung der drei Anséatze

PROBE{

Extraktion | Extraktion | Extraktion

Dotierung

Clean-up | Clean-up Clean-up

'R

Dotierung

Analyse

Ansatz 1 Ansatz 2 | Ansatz 3

Abbildung 14: Bestimmung der Wiederfindung und des Matrixeffektes.

Mit Hilfe von Ansatz 1 wird die Wiederfindung tUber das Gesamtverfahren ermittelt
werden. Alle Verluste bei der Probenaufarbeitung werden hier beriicksichtigt, weil die
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zugegebenen Substanzen den gleichen Bedingungen unterliegen, wie die schon
vorhandenen Analyten in der Probe.

Ansatz 2 ist fur die Ermittlung der Analytkonzentration in der Realprobe, die mit Hilfe
der anderen Anséatze (1 und 3) korrigiert wird.

Ansatz 3 wird fur die Abschatzung der Matrixeffekte, die auf die Analyte wirken,
verwendet. Dabei finden die Verluste wahrend der Probenaufarbeitung wie in Ansatz
1 keine Berlcksichtigung, so dass die Verdnderung der Messsignale nur auf die
Matrixeffekte zuriickzufiihren sind. Der Matrixeffekt ist dabei 100 % abziglich der
Signalsuppression oder -erh6hung, die auf den Analyten wahrend der Messung wirkt.

Den Matrixeffekt berechnet man dann mit Hilfe von dem um Ansatz 3 korrigierten
Messwert:

(Messwert ansatz 3 — Messwert ansatz 2)
Matrixeffekt = *100 %
Dotierung

Die Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren, also das Ermitteln der Verluste bei
der Probenaufarbeitung wird wie folgt berechnet:

(Messwert ansatz 1 — Messwert ansatz 2)
Wiederfindung
(Uber das Gesamtverfahren) Dotierung

*100 %

Nun kann man die Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren um den Matrixeffekt
korrigieren, um eine Aussage Uber die Wiederfindung mit Berlcksichtigung des
Matrixeffektes machen zu kénnen. Man erhélt die so genannte Wiederfindung der
Aufarbeitung.

Wiederfindung
Wiederfindung = *100 %
(der Aufarbeitung) Matrixeffekt
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Um nun zu errechnen, in welcher Konzentration die Analyte in der Realprobe
vorlagen, wird das Messergebnis aus Ansatz 2 um die Wiederfindung des Gesamt-
verfahrens und den Matrixeffekt korrigiert:

Messwert ansatz 2

Konzentration anayt =

(Matrixeffekt * Wiederfindung)

Zur Veranschaulichung der Begriffsdefinitionen stellt die folgende Abbildung die
Zusammenhange der Wiederfindungen und des Matrixeffektes als Idealfall dar.

100
—_ 90
= 80 -
g 70
S 60
< 50 -
S 40
"g’, 30
g 20
10
0

Wiederfindung Signalsuppression Wiederfindung

Uber das (100%-Matrixeffekt) der Aufarbeitung

Gesamtverfahren

Abbildung 15: Veranschaulichung der Begriffsdefinitionen, %-Angaben im Idealfall.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der Begriff des Matrixeffektes beibehalten,
weil dieser den Effekt der Matrix auf die Substanzen wahrend der Messung
unabhangig von einer Unterdrickung oder Erhéhung beschreibt. In der Literatur wird
oft der Begriff Signalsuppression verwendet.

Fur die Versuche zur Uberpriifung der Extraktion und des Clean-ups ohne Matrix
wurde flir die Bestimmung der Wiederfindung die dotierte Menge mit Hilfe eines
errechneten Wertes ermittelt. Die Berechnung erfolgte also anhand eines
theoretischen Wertes.
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Fur die Versuche mit Gallenproben wurde die dotiere Menge ebenfalls vermessen.
Dafir wurde je dreimal die gleiche entsprechende Standardmenge in Methanol
gegeben und unter Stickstoff auf 70 uL eingeengt. Es folgte das Auffillen mit 30 uL
Milli-Q-Wasser und ein Umfullen in Messvials. Diese Lésungen wurden nun unter
gleichen Bedingungen wie die Proben vermessen. Dadurch wird die angenommene
Standardkonzentration in der Probe genauer angegeben. Der Aufarbeitungsschritt
der Einengung, bei dem es zu Verlusten kommen kann, ist danach schon
berucksichtigt.

Ab dem letzten Versuch mit Flundergalle (siehe Kapitel 3.2.4) wurde zusatzlich fir
die Konzentrationsbestimmung des dotierten Extraktes zur Bestimmung des
Matrixeffektes aus den oben genannten Griinden ebenso verfahren. Hierfir wurden
zu 50 pL Methanol/Milli-Q-Wasser (70:30) die entsprechenden Standardlésungen
zugegeben und vermessen.

Wiederholprézision

Die Wiederholprazision ist das MaR der Ubereinstimmung zwischen Messergeb-
nissen aus unabhéangigen Messungen unter gleichen Bedingungen. Das bedeutet die
Verwendung des gleichen Messverfahrens, Bearbeiter, Messgerat, Ort der Messung
und den gleichen Messbedingungen innerhalb eines mdéglichst kurzen Zeitintervalls
(NEIDHART ET AL. 2001, S. 13)

In dieser Arbeit wurde die Wiederholprazision durch das Vermessen von neun
unterschiedlichen Aliquoten einer Standardlésung mit einer Konzentration von
0,05 ng/uL bestimmt. Gemessen wurden diese Standardlésungen mittels HPLC-
API14000. Als Laufmittel wurden mit 2.5 mmolarem Ammoniumacetat versetztes
Methanol und Milli-Q-Wasser verwendet.

Die absolute Standardabweichung in counts per second (cps) und die relative
Standardabweichung in Prozent wurden aus den Peakflaichen der Quantifier
bestimmt. Die Tabelle 23 zeigt die bestimmte Wiederholprazision fur jede Substanz.
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einer Standardlésung).

Mittelwert| absolute relative
Stdabw. Stdabw.
[cps] [cps] [%]

178-Estradiol 2.27E+04 2.96E-02 3.0
Estron 2.05E+05 1.32E-02 1.3
Estriol 4.04E+04 2.86E-02 2.9
Genistein 2.92E+04 2.61E-02 2.6
Daidzein 4.92E+04 2.72E-02 2.7
17a-Ethinylestradiol 2.21E+04 2.10E-02 2.1
4tert-Octylphenol 3.01E+04 5.10E-02 5.1
Bisphenol A 8.70E+04 1.30E-01 13.0
Nonylphenol (techn. Mix) | 4.20E+04 3.39E-02 3.4
Gemfibrozil 4.73E+05 1.72E-02 1.7
Bezafibrat 1.21E+05 7.09E-02 7.1
Diclofenac 1.73E+05 2.90E-02 2.9
Carbamazepin 1.22E+06 2.35E-02 2.4
Dihydrocarbamazepin 1.09E+06 2.25E-02 2.2
Estradiol D3 2.84E+04 2.28E-02 2.3
Bisphenol A D16 4.75E+03 4.67E-02 4.7

Tabelle 23: Wiederholprazision der entwickelten Messmethode, (neunfache Messung

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze (Limit of detection, LOD) ist die kleinste in einer Probe
nachweisbare Menge eines Stoffes. Hier ist eine genaue Quantifizierung nicht
mdglich. Dagegen ist eine Bestimmungsgrenze (Limit of quantitation, LOQ), die
kleinste noch gut quantifizierbare Stoffmenge in einer Probe. (GREEN, 1996)

Bei den folgenden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen handelt es sich um
instrumentelle Grenzen, da sie durch das Vermessen von Standardlésungen ermittelt
wurden. Um die Grenzen uber das Gesamtverfahren abschéatzen zu kénnen musste
mit Realproben gearbeitet werden. Durch das Vorhandensein von Matrix in
Realproben liegen die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen dort héher. Diese sind
im Kapitel 4.2.1 dargestellt.

Ermittelt wurden diese Nachweis- und Bestimmungsgrenzen durch das Verhéltnis
der Intensitdt des Messsignals und der Intensitdt des Untergrundrauschens. Das
Signal-Rausch-Verhaltnis, kurz S/N-Verhaltnis genannt, ist fir die Nachweisgrenze
als S/N =3 und fir die Bestimmungsgrenze als S/N =210 definiert. (GREEN, 1996)

Fur die ersten Messungen stand als Detektor das API3000 zu Verfugung. Aufgrund
der erheblich besseren Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die Estrogene
wurden die Messungen schlieBlich auf einem API4000 fortgefiihrt. Diese verbes-
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serten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen am AP14000 gerade bei den Estrogenen
kénnen auch auf den Verzicht von Essigsdure und einem héheren Ammonium-
acetatgehalt zuriickgefuhrt werden. Bei den Messungen mittels AP14000 wurde mit
2.5 mmol Ammoniumacetat im Laufmittel gearbeitet. Die Gradientenelution und
Laufmittelzusammensetzung wurde dagegen nicht verandert. Welcher Detektor fur
jeden Versuch verwendet wurde, ist in der Methodenentwicklung (Kapitel 3.2) bei
den entsprechenden Versuchen aufgefiihrt. Eine Tabelle mit den instrumentellen
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fur das API3000 sind im Anhang unter 8.3.1 zu
finden. Die instrumentellen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die Messung am
API4000 sind der Tabelle 24 zu entnehmen. Die Werte beziehen sich auf ein
Injektionsvolumen von 10 pL einer Standardlésung und sind sowohl in pg absolut als
auch in pg/pL angegeben.

Tabelle 24: Instrumentelle Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Quantifier,
Bestimmung mit Standardlésungen am API14000.

Substanzen LOD LOQ LOD LOQ
[pg/10pL] | [p9/10pL] | [pg/ pL] | [pg/pL]

17B-Estradiol 14.8 49.2 1.48 4.92
Estron 1.01 3.36 0.10 0.34
Estriol 5.70 19.0 0.57 1.90
Genistein 3.47 11.6 0.35 1.16
Daidzein 2.02 6.73 0.20 0.67
17a-Ethinylestradiol 18.0 60.0 1.80 6.00
4tert-Octylphenol 10.2 33.8 1.01 3.38
Bisphenol A 5.14 171 0.51 1.71
Nonylphenol (techn. Mix.) 16.9 56.5 1.69 5.65
Gemfibrozil 0.73 2.43 0.07 0.24
Bezafibrat 0.65 217 0.07 0.22
Diclofenac 1.20 4.02 0.12 0.40
Carbamazepin 0.93 3.10 0.09 0.31
Dihydrocarbamazepin 2.60 8.66 0.26 0.87
Estradiol D3 7.76 25.9 0.78 2.59
Bisphenol A-D16 12.5 41.6 1.25 4.16

Die geringsten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der natirlichen Estrogene
weisen die Substanzen Estron und Daidzein auf. Die Grenzen der Industrichemikalen
liegen schon nennenswert héher. Das synthetische Estrogen 17a-Ethinylestradiol
allerdings weist die héchste Bestimmungsgrenze auf. Sehr gute Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen weisen dagegen die Pharmaka auf.



Experimenteller Teil 77

3.2 Methodenentwicklung — Durchfiihrung und Ergebnisse

Der vorliegende Abschnitt befasst sich mit der Methodenentwicklung der Extraktion,
des Clean-ups und der Kopplung der beiden Methodenbestandteile. Dabei wird erst
jeweils der Versuchsaufbau und anschlieBend die Ergebnisse vorgestellt. Zunachst
werden Versuche zur Extraktion und des Clean-ups ohne Gallenproben beschrieben.
Es folgen Versuche mit Gallenproben von Flundern und Deglucuronidations-
enzymen. Nach Versuchsbeschreibungen zur Uberpriifung der Wiederfindung in
Aalmuttergallen und der Deglucuronidierung folgt eine Darstellung eines Enzymtests
zur Uberprifung der Enzymaktivitat. Am Ende dieses Abschnitts erfolgt eine
Ubersicht der durchgefilhrten Versuche in Form einer Tabelle. Zudem wird die
endgultige Methode zur Aufarbeitung der Realproben vorgestellt.

Die Abbildungen zur Darstellung der Ergebnisse zeigen jeweils den ermittelten
Mittelwert, wahrend die Fehlerbalken die Standardabweichung vom Mittelwert
zeigen. Ausrei3er wurden dabei jeweils eliminiert. Besteht der Mittelwert aus nur
zwei Messwerten, stellen die Fehlerbalken den minimalen bzw. maximalen Wert dar.

3.2.1 Die Extraktion

Uberpriifung der Extraktion ohne Matrix

Die Extraktion mittels Flissig-Flissig-Extraktion basiert auf einer von LEGLER ET AL.
(2002) veréffentlichter Methode von estrogen wirksamen Substanzen in Gallen-
flussigkeit von Fischen.

Durchfiihrung

Zur Uberpriifung, ob diese Extraktionsmethode fiir die gesuchten Analyte geeignet
ist, wurde ein Versuch mit Standardlésungen in Milli-Q-Wasser durchgefiihrt. Daftir
wurden funfmal 100 pL Milli-Q-Wasser mit einer Standardlésung der gesuchten

Analyte (500 ng/mL) versetzt. Anschlielend wurden 600 pL Natriumacetatpuffer
(100 mM, pH 5 bei 37°C) und 600 pL Milli-Q-Wasser zugegeben, mit Salzsdure
angesauert und dreimalig mit je 2 mL Ethylacetat extrahiert. Diese Extrakte wurden
in Schraubdeckelglasvials gesammelt. Zur Uberpriifung der Vollstéandigkeit der
Extraktion wurde noch ein viertes Mal extrahiert und die Extrakte gesondert
gesammelt. Die Proben wurden jeweils eine Minute mittels Stirrer geschuttelt und
anschlieBend finf Minuten zentrifugiert. Nach der ersten Extraktion wurden einmalig
500 uL 2-Propanol zugegeben. Diese Zugabe ist spater bei Aufarbeitungen mit
Gallenproben und Enzymen fir die direkte Ausféllung der Proteine. Die gesammelten
Extrakte wurden unter Stickstoff eingeengt. Nach einer Uberfilhrung der Extrakte in
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ein kleineres Vial unter dreifachem Nachspilen mit dem verwendeten Lésungsmittel
wurden die Extrakte zur Trockene eingeengt. AnschlieRend wurden diese wieder mit
100 pL Methanol/Milli-Q-Wasser (70:30) aufgenommen, in Messvials Uberfuhrt und
vermessen. Die Messung wurde am API3000 vorgenommen. Die Ldsungsmittel
Methanol und Milli-Q-Wasser fur die Gradientenelution waren zur Unterstitzung der
lonisierung mit 0.6 mmol Ammoniumacetat und 0.6 mmol Essigséure versetzt.

Ergebnisse:

Wiederfindungen Uber das Gesamtverfahren
Bestimmt wurde die Wiederfindungen Uber das Gesamtverfahren der Substanzen.
Diese sind in folgender Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Wiederfindung Gber das Gesamtverfahren der Extraktion mit
Ethylacetat (n=5).

Eine Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren konnte fur Daidzein nicht berechnet
werden und ist somit in Abbildung 15 nicht dargestellt. Die sehr hohen Wieder-
findungen von 112-286 % dieser Substanzen wiesen mit einer Standardabweichung
von 41 % sehr groRe Schwankungen auf.

Erkennbar ist, dass alle Substanzen, die im positiven Messmodus des Detektors
vermessen wurden (rot dargestellt), mit Ausnahme von Diclofenac eine Wieder-
findung von Uber 100 % aufweisen. Auch Daidzein gehért zu diesen Substanzen
(nicht dargestellt). Die Berechnung des Matrixeffektes ergab eine Signalerhéhung
dieser Substanzen wahrend der Messung.
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Auffallig sind ebenfalls die niedrigen Wiederfindungen der beiden Industrie-
chemikalien Nonylphenol und 4tert-Octylphenol. Diese niedrigen Werte sind durch
ein zu starkes (bis zur Trockene) und heildes Einengen unter Stickstoff zu erklaren,
was durch einen nachfolgenden Versuch bestétigt wurde. Dafir wurden sechsmal in
je 500 uL Ethylacetat mit 10 pL einer Standardlésung (5 ng/uL) versetzt und unter
Stickstoff bei zwei unterschiedlichen Temperaturen eingeengt und anschlieRend
vermessen. Die Wiederfindungen Uber das Gesamtverfahren bei den mit einer
Temperatur von 59 °C eingeengten Proben lagen fir Nonylphenol im Mittel bei 51 %
(Stdabw: 4) und fir 4tert-Octylphenol im Mittel bei 44 % (Stdabw: 6), wahrend die
Proben, die bei einer Temperatur von 21°C eingeengt worden waren, Wiederfin-
dungen im Mittel von 80 % (Stdabw: 14) fir Nonylphenol und 68 % (Stdabw: 13) fur
4tert-Octylphenol aufwiesen.

Auswertung des 4. Extraktes
Die Vermessung des vierten Extraktes aus dem ersten Versuch zur Uberpriifung, ob

eine dreimalige Extraktion ausreichend ist, ergab, dass von einem viermaligen
Extrahieren Abstand genommen werden kann. In diesem Extrakt mit Ethylacetat
waren lediglich drei Substanzen in geringen Mengen zu finden. Diese geringen
Mengen deuten auf eine Verschleppung oder auf ein Vorhandensein der Substanzen
im Lésungsmittel oder in den Extraktionsmaterialien hin, da sie ebenfalls im Blindwert
feststellbar waren und somit nicht aus der Probe stammen. In der folgenden Tabelle
25 sind die festgestellten Konzentrationen aus dem vierten Extrakt sowie aus dem
Blindwert aufgefihrt.

Tabelle 25: Substanzen im vierten Extrakt (n=5) und dem Blindwert (n=1).

4. Extrakt Ethylacetat| 4. Extrakt Blindwert
Substanz
[ng/pL] [ng/pL]
Bisphenol A | 0.005-0.009 0
Nonylphenol |0.013-0.030 0.037
Estradiol D3 |0.001 0.003

Da die Ergebnisse der Wiederfindung Uber das Extraktionsverfahren einiger
Substanzen in diesem Versuch nicht zufrieden stellend waren, wurde die Extraktion
im folgenden Versuch wiederholt und zusatzlich ein anderes Ldsungsmittels auf
seine Geeignetheit fur die Extraktion Uberpruft.
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Uberpriifung anderer Lésungsmittel

Um eine moglichst hohe Wiederfindungen der Extraktion zu erreichen, wurde
Uberpruft, ob Methyl-tert-butylether ein besseres Ldsungsmittel fir die Extraktion
darstellt. In der Literatur sind Studien zu finden, in denen auf dieses Lésungsmittel
zur Extraktion von estrogen wirkenden Stoffen aus Gallenflissigkeit zurlickgegriffen
wurde (UPMEIER 2001, S. 50; TERNES ET AL. 2004, S. 31).

Durchfiihrung
Fur diesen Versuch wurde wie im vorherigen Versuch fiinfmal eine Dreifach-

extraktion mit Ethylacetat vorgenommen. AnschlieBend wurden diese Proben erneut
dreimalig mit je 2 mL Methyl-tert-butylether extrahiert. Diese Ether-Extrakte wurden
gesondert gesammelt und ebenfalls wie die Ethylacetat-Extrakte mittels HPLC-
API3000 vermessen. Die Lésungsmittel Methanol und Wasser fir die Gradien-
tenelution waren ebenfalls mit 0.6 mmol Ammoniumacetat und 0.6 mmol Essigsaure
versetzt.

Ergebnisse:

Wiederfindung Uiber das Gesamtverfahren

In diesem Versuch wurde zunachst die Wiederfindung tGber das Gesamtverfahren fir
alle Substanzen bestimmt.

Wiederfindung [%]

Substanzen

Abbildung 17: Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren der erneuten Extraktion mit
Ethylacetat (n=4).
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Trotz des gleichen Extraktionsverfahrens wie im ersten Versuch sind die meisten
Wiederfindungen gestiegen (Abbildung 17). Sie liegen nun alle Gber 60 %.
Besonders deutlich ist der Anstieg der Wiederfindungen von 17a-Ethinylestradiol,
Diclofenac, Nonylphenol und 4tert-Octylphenol. Zwar sind die Industriechemikalien
auch wieder im unteren Bereich der Wiederfindungen, doch im Vergleich zum ersten
Versuch sind die Wiederfindungen von fast 20 % auf ca. 80 % gestiegen. Dieser
Anstieg der Wiederfindung kann zum einen an der sanfteren Einengung der Extrakte
unter Stickstoff bei nur 37 °C und zum anderen an der sich einstellenden Routine in
der Probenaufarbeitung liegen.

Erkennbar sind ebenfalls wie im Versuch zuvor, dass die Phytoestrogene und
Pharmaka des positiven Messmodus mit der Wiederfindung wieder oberhalb 100 %
liegen.

Auswertung der Methyl-fert-butylether-Extrakte

In den Methyl-tert-butylether-Extrakten wurden keine nachweisbaren Mengen der
Analyte gefunden, was die Vollstandigkeit und Geeignetheit der dreimaligen
Extraktion mit Ethylacetat bestatigt. Lediglich Estron, Daidzein, Bezafibrat und
Genistein wurden in sehr geringen Mengen in den Methyl-tert-butylether-Extrakten

nachgewiesen, welche in folgender Tabelle aufgefiihrt sind.

Tabelle 26: Wiederfindung in den Methyl-tert-butylether-Extrakten (n=4).

Substanz Wiederfindung [%]
Estron 0-7.3
Daidzein 0.7-0.8
Genistein 0.2-0.3
Bezafibrat 1.2-1.7

Die Tabelle 26 stellt den Bereich der Wiederfindung tUber das Gesamtverfahren der
funffach bestimmten Substanzen dar. Durch die Extraktion mit Methyl-tert-butylether
wére die Wiederfindung nicht nennenswert héher, so dass ein Wechsel zur
Extraktion mittels Methyl-tert-butylether nicht notwendig ist.

3.2.2 Das Clean-up

Uberpriifung des Clean-up-Verfahrens und der bendtigten Elutionsmenge ohne
Matrix

Um die Gallenproben weitestgehend von der Matrix zu befreien, ist als Reinigungs-
schritt ein Clean-up notwendig. Das in dieser Arbeit angewendete Clean-up mittels
Kieselgel wurde von Iris-C. Beck im Rahmen ihrer geplanten Dissertation erarbeitet
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und zur Verfigung gestellt. Auch TERNES ET AL. (2004, S. 31) verwenden bei
Untersuchungen von Estrogenen in Aalgallen eine mit ausgeheiztem Kieselgel
geflllte Saule. In diesem Versuch wurde nun konkret die benétigte Elutionsmenge
erprobt.

Durchfiihrung:
Zur Uberprifung des Clean-up-Verfahrens wurden 100 pL einer Standardlésung mit

den gesuchten Substanzen (2ng/uL) mit 400 yL Dichlormethan aufgenommen. Far
das Clean-up wurden je 3 g ausgeheiztes Kieselgel in acht Glassaulen gefllt.
Konditioniert wurde dieses Material mit je ca. 10 mL eines Lésungsmittelgemisches
bestehend aus 90 % Dichlormethan und 10 % Methanol. Es folgt die Zugabe einer
Standardlésung auf das konditionierte Kieselgel. Nachdem diese Standardlésung in
das Kieselgel gesickert, aber noch bevor Luft an das Saulenmaterial gekommen war,
wurde je nach Saule mit einem Dichlormethan-Methanol-Gemisch im Verhéltnis
90:10 und anschlieBend mit dem gleichen Ldésungsmittel allerdings im Verhaltnis
80:20 eluiert.

Die Lésungsmittelmenge variierte bei jeder Saule (Saule 1-4), wobei aber immer
zwei Saulen (1 und 1a usw.) mit der gleichen Menge eluiert wurden.

Saule 1 und 1a: je 5 mL,
Saule 2 und 2a: je 6 mL,
Saule 3 und 3a: je 7 mL,
Saule 4 und 4a. je 8 mL.

Die Eluate wurden getrennt nach Saule und L&sungsmittelverhaltnis in einzelne
Spitzkolben aufgefangen und am Rotationsverdampfer vorsichtig auf ca. 1 mL ein-
geengt. Die Uberfiihrung des Eluats in ein kleines Gefal zur weiteren Eindampfung
unter Stickstoff erfolgte unter dreimaligem Spulen mit Methanol. Nach dem Einengen
wurde der Extrakt mit Methanol aufgenommen und die Gefale fiir eine Minute in ein
Ultraschallbad getaucht, um mdglichst viele Substanzen, die eventuell an der
Glaswand des Gefalies haften, wieder in Lésung zu bringen.

Die Messung wurde ebenfalls am HPLC-API3000 vorgenommen. Die Laufmittel
Methanol und Wasser fir die Gradientenelution waren je mit 0.6 mmol Ammonium-
acetat versetzt.
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Ergebnisse:

Wiederfindung tiber das Gesamtverfahren

Es wurde fur die Substanzen aus der Gesamtelution die Wiederfindung Uber das
Gesamtverfahren ermittelt. Die folgenden zwei Abbildungen 18 und 19 zeigen die

Ergebnisse.
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Abbildung 18: Wiederfindungen tber das Gesamtverfahren der Uberpriifung mit je

5 und 6 mL Elutionsmittel (n=2).
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Abbildung 19: Wiederfindungen tber das Gesamtverfahren der Uberpriifung mit je

7 und 8 mL Elutionsmittel (n=2).
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Durch ein Problem mit dem Messgerat konnten fur den Test mit der Elutionsmenge
8 mL einige Substanzen nicht gemessen werden. Diese im positiven Messmodus
gemessenen Substanzen sind: Genistein, Daidzein, Bezafibrat, Diclofenac,
Carbamazepin und der interne Standard Dihydrocarbamazepin. Sie sind folglich auf
obiger Abbildung bei der 8-mL-Fraktion nicht dargestellt.

Die Wiederfindungen der natirlichen Estrogene und 17a-Ethinylestradiol steigen mit
der verwendeten Elutionsmenge an. Allerdings ist ein Anstieg ab 7mL Elutionsmittel
nicht mehr festzustellen. Fir diese Substanzen ist folglich eine Elutionsmenge von je
7 mL ausreichend.

Die Industriechemikalien zeigen dagegen nur geringe Schwankungen. Die héchsten
Wiederfindungen sind bei der Elution mit je 6 mL festzustellen. Auf diese Substan-
zen hat die Menge an Elutionsmittel keinen grof3en Einfluss.

Auffallig verhalten sich die Substanzen Bezafibrat und Genistein. Diese sind erst ab
einer Elutionsmenge von 7 mL mit ca. 18 bzw. 10 % zu finden. Dieser Schritt in der
Aufarbeitung scheint einen nicht unbedeutenden Verlust darzustellen. Ebenfalls
ergaben die Messungen der einzelnen Fraktionen, dass Bezafibrat und Genistein
erst beim Eluieren mit dem zweiten Lésungsmittelgemisch (DCM/MeOH (80:20)) die
Kieselgelsaule verlassen. Diese Substanzen bendétigen also eine ausreichende
Menge eines polaren Lésungsmittelgemisches zur Elution.

Die Ergebnisse zeigen, dass je mehr Elutionsmittel genommen wird, desto gréRer
auch die Wiederfindung ist. Da aber bei der Elution fiir die gemessenen Substanzen
kein signifikanter Anstieg der Wiederfindung festzustellen ist und davon auszugehen
ist, dass auch mit dem Anstieg der Elutionsmenge mehr Matrix wieder aus dem
Kieselgel gewaschen wird, wurden fur folgende Versuche 7 mL Elutionsmittel pro
Ldésungsmittelgemisch verwendet.

3.2.3 Die Kopplung der Verfahrensschritte

Uberpriifung der Wiederfindung der kompletten Aufarbeitung ohne Matrix

Im Folgenden sollte die Wiederfindung aller Aufarbeitungsschritte bestimmt werden.
Fur diese Versuchsreihe wurden die einzelnen Verfahrensschritte sowohl getrennt
als auch gekoppelt durchgefuhrt. Verwendet wurde dabei als Probe mit einer
Standardlésung versetztes Milli-Q-Wasser.

Durchfiihrung:
Wie schon im ersten Versuch wurde fir die beiden Extraktionen (Einzelextraktion
und Kombination) sechsmal Milli-Q-Wasser mit Standardlésung (5 yL eines 5 ng/uL
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Standards) versetzt und dreimal mit je 2 mL Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten
Extrakte wurden wiederum unter Stickstoff bei 37 °C eingeengt.

Der Extrakt fur die Uberpriifung der Kombination wurde zur Vorbereitung auf das
Clean-up mit 500 uL eines L&sungsmittelgemisches bestehend aus 80 %
Dichlormethan und 20 % Methanol aufgenommen.

Zur Uberpriifung des reinen Clean-ups wurde zu 400 pL 90 pyL Methanol und zwei
mal 5 uL Standardlésung (interner Standard und Arbeitsstandard) gegeben, so dass
ebenfalls ein Lésungsmittelverhaltnis von 80:20 Dichlormethan/Methanol besteht.

Fur das Clean-up, sowohl des Einzel-Clean-ups als auch fur die Kombination,
wurden nun je 3 g ausgeheiztes Kieselgel in sechs Glassdulen geflllt. Konditioniert
wurde dieses Material mit je ca. 10 mL eines L&sungsmittelgemisches bestehend
aus 90 % Dichlormethan und 10 % Methanol. Eluiert wurde mit je 7 ml
Dichlormethan/Methanol 90:10 und Dichlormethan/Methanol 80:20.

Alle Extrakte sowohl von der Extraktion, des Clean-ups als auch der Kombination
aus Extraktion und Clean-up wurden am HPLC-API4000 gemessen. Der Wechsel
vom Detektor API3000 zum API4000 wurde aufgrund der héheren Empfindlichkeit
des API14000 gegeniliber den Estrogen vorgenommen. Die instrumentellen Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen beider Detektoren ist dem Kapitel 3.1.5 und dem Anhang
8.3.1 zu entnehmen. Fur diese Messung wurde eine 1.2 mmolare Ammoniumacetat-
Methanollésung als lonisierungsmittel verwendet, die kurz vor dem Interface extern
zugegeben wurde.

Ergebnisse:

Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren

Die Bestimmung der Wiederfindungen tber das Gesamtverfahren der drei Versuchs-
bestandteile wurde fur jede Substanz ermittelt und ist in der folgenden Abbildung 19
graphisch dargestellt.
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Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren [%)]
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Abbildung 20: Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren der Versuchsreihe
Extraktion, Clean-up und der Kombination (n=3; Kombination: n=2).

Die gréten Verluste der Substanzen, der Abbildung 20 zu entnehmen, entstehen
beim Clean-up (gelb). Hier liegen die Wiederfindungen nur bei ca. 40-80 %, wahrend
die reine Extraktion (blau) Wiederfindungen je nach Substanz von mindestens 85 %
aufweist. Ahnlich hoch sind auch die Wiederfindungen der Extraktion gekoppelt mit
dem Clean-up (rot). Hier ist die niedrigste Wiederfindung bei 80 % von 4tert-
Octylphenol zu finden.

Auch in diesem Versuch deutlich zu sehen, stellt das Clean-up fiir Genistein und
Bezafibrat einen groRen Verlust dar. Fir Genistein konnte beispielsweise in der
Extraktion eine Wiederfindung von >100 %, im Clean-up dagegen von 35 % fest-
gestellt werden.

Die uUberhéhten Werte der Wiederfindung von Diclofenac sind auf eine schlechte
Peakform in den Messungen zuriickzuftihren. Eine Erklarung dafiir kann der Verzicht
auf Essigsaure in Laufmittel sein.

3.2.4 Uberpriifung der Methode mit Matrix

Im Folgenden sollte die Ubertragbarkeit der Methode auf Gallenproben uberprift
werden. Dafir wurden der Matrixeffekt und die Wiederfindungen der Aufarbeitung
bestimmt.
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Wiederfindung und Matrixeffekte in Gallenfliissigkeiten

Um die wichtigen Gallenproben der Aalmutter flr Vorversuche nicht aufzubrauchen
wurde hier zunachst mit Gallenflissigkeiten von Flundern gearbeitet.

Durchfiihrung:

Fur die Aufarbeitung wurden je 100 uL Gallenflissigkeit in sechs Zentrifugenglaser
gegeben. Zu diesen Aliquoten kamen je 5 yL Standardlésung (5ng/uL), was einer
Konzentration von 0.25 ng/uL Galle entspricht. In zwei weitere Zentrifugenglaser
wurden einmal 80 pL Gallenaliquot und in das zweite 100 puL Milli-Q-Wasser, das
zuvor in einem sauberen Probengefald der Gallenproben gelagert wurde, gegeben.
Das Milli-Q-Wasser dient als Blindwert fur diese Aufarbeitung. Zu allen sieben
Aliquoten und den Blindwert kamen ebenfalls jeweils 5 yL Standardlésung mit
internen Standards (5 ng/pL). AnschlieRend, nach Zugabe von je 600 uL Natrium-
acetatpuffer und Milli-Q-Wasser, kamen 100 yL einer B-Glucuronidaselésung in
Natriumacetatpuffer (400 unit/mL) hinzu. Die Inkubation im Schuttelinkubator erfolgte
Uber Nacht (18 Stunden) bei 37 °C und leichtem Schitteln.

Die anschlieBende Extraktion erfolgte wie schon in den vorherigen Versuchen
dreimalig mittels Ethylacetat. Nach dem ersten Zentrifugieren wurden 500 uL
2-Propanol zum Ausféllen der Proteine zugegeben und nochmals kurz geschittelt.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die organische Phase abpipettiert und in
Schraubdeckelglasvials gesammelt. Zwei weitere Male erfolgte eine Extraktion mit je
2 mL Ethylacetat. Nach dem anschlieRenden Clean-up wurden alle Extrakte mittels
HPLC-API4000 und 2.5 mmolarer Ammoniumacetatkonzentration im Laufmittel

Methanol und Milli-Q-Wasser vermessen.

Ergebnisse:

Matrixeffekte

Zunéachst erfolgte die Bestimmung des Einflusses der Probenmatrix auf die Messung
der Substanzen. Die folgende Abbildung zeigt diese Matrixeffekte fir die jeweilige
Substanz.
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Matrixeffekt [%]

Substanzen

Abbildung 21: Matrixeffekte bei der Messung von Flundergalle (n=5; 4tert-
Octylphenol n=4).

In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass das 17a-Ethinylestradiol sehr matrix-
empfindlich ist. Das bedeutet, dass eine starke Signalsuppression vorliegt. Bei
Nonylphenol, 4tert-Octylphenol und Gemfibrozil dagegen liegt der Matrixeffekt tiber
100 %. Das weist auf eine Signalverstarkung durch die Matrix hin. Beides, sowohl die
Suppression als auch die Verstarkung des Messsignals wird bei der Wiederfindung
der Aufarbeitung beriicksichtigt. Im ersten Fall kommt es zu einer Erhéhung, im
zweiten Fall zu einer entsprechenden Erniedrigung der Wiederfindung.
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Wiederfindung der Aufarbeitung
Die folgende Graphik 22 zeigt die Wiederfindung der Aufarbeitung.

220 -
200
180 !
160
1
120
100 | |

\
A\
A\
A\y

Wiederfindung der Aufarbeitung [%]

Substanzen

Abbildung 22: Wiederfindung der Aufarbeitung von Flundergallen (n=5; Nonylphenol
und 17a-Ethinylestradiol n=4).

Alle Wiederfindungen der Aufarbeitung, in Abbildung 22 dargestellt, mit Ausnahme
von 17B-Estradiol und Estron liegen tber 40 %.

17a-Ethinylestradiol dagegen ist mit 192 % auffallig hoch. Dies lasst sich durch den
sehr geringen Matrixeffekt erklaren. Da es bei der Messung von 17a-Ethinylestradiol
in Gallenflissigkeit zu einer groRen Signalsuppression kommt und damit die
Konzentration in die Nahe der Bestimmungsgrenze liegt, ergeben sich daraus
Messungenauigkeiten. Da aber die Signalsuppression einen grof3en Einfluss auf die
Wiederfindung der Aufarbeitung hat, kann es zu solch einem erhéhten Wert
kommen. Kritisch an der Auswertung ist, dass die undotierte Gallenflissigkeit
aufgrund des Probenmangels nur einmal aufgearbeitet werden konnte. Es konnte
daher keine Bestatigung der gefundenen Realkonzentrationen gegeben werden.

Uberpriifung geringer dotierte Gallenfliissigkeiten

In folgenden Versuch wurde eine Dotierung gewahlt, die der zu erwartenden
Realkonzentration in Gallenflissigkeiten entspricht.
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Zur Uberpriifung der Wiederfindungsraten der Aufarbeitung erfolgte die gleiche
Aufarbeitung wie zuvor, wobei aber die Gallenaliquote mit nur 10 uL einer
Standardlésung mit einer Konzentration von 0.5 ng/uL dotiert wurden. Dies entspricht
einer Konzentration von ca. 0,05 ng/uL Galle. Diese Dotierungskonzentration ergab
sich aus der Realkonzentration des vorherigen Versuchs unter Einbeziehung eines
theoretischen Matrixeffekts von 10 %. Dieser Matrixeffekt wurde sich in der letzten
Aufarbeitung fir 17a-Ethinylestradiol bestimmt und wurde als gréRtmaéglich
eintretende Signalsuppression ausgewahlt.

Durchfiihrung:
Die Aufarbeitung und Messung erfolgte wie im vorherigen Versuch beschrieben.

Allerdings konnte nur eine dreifache Wiederholung dieses Experimentes vorgenom-
men werden, da nicht gentigend Probenmaterial zur Verfiigung stand. Zudem konnte
bei einer Wiederholung nur 68 pL statt 100 uL Probemenge verwendet werden,
welches grofl’e Auswirkungen auf den Matrixeffekt dieser Wiederholung hat.

Ergebnisse:
Fur alle Substanzen mit Ausnahme von Nonylphenol und Bisphenol A konnte

lediglich die Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren bestimmt werden. Der
Matrixeffekt und somit auch die Wiederfindungen der Aufarbeitung konnten dagegen
nicht bestimmt werden.

Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren

Die folgende Abbildung 23 gibt alle bestimmbaren Wiederfindungen uber das
Gesamtverfahren wieder.
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Abbildung 23: Wiederfindung Gber das Gesamtverfahren aller bestimmbaren
Substanzen aus Flundergalle (n=2).

Fur die Substanzen Nonylphenol und Bisphenol A konnte die Wiederfindung Uber
das Gesamtverfahren nicht bestimmt werden. Durch die hohen Realkonzentrationen
in den Gallenproben und der im Verhaltnis dazu zu geringen Dotierungskonzen-
tration konnte fir diese Substanzen keine korrekte Berechnung vorgenommen
werden. Beispielsweise lagen fir die Substanzen Nonylphenol und Bisphenol A
bereits Konzentrationen von 0.29 ng/uL bzw. 0.08 ng/pL in der Gallen-flussigkeit vor.
Bei einer Dotierung von nur 0.05 ng/uL ist folglich eine Bestimmung der Wieder-
findung Uber das Gesamtverfahren und des Matrixeffekts nicht méglich gewesen. Die
geringe Dotierungskonzentration lag im Bereich der Messungenauig-keit. Eine
weitere Erklarung der schwankenden Ergebnisse kann auch die Ungenauigkeit durch
eine einfache Bestimmung der Realkonzentration und einer dotierten Probe mit
geringer Probemenge sein.

Es kam bei der Bestimmung des Matrixeffektes fur die Substanzen zu Ungenauig-
keiten, weil die Dotierungskonzentration in der Nédhe der Bestimmungs-grenze lag,
so dass eine Berechnung zur Wiederfindung der Aufarbeitung auch nicht mdéglich
war.

Erneute Uberpriifung der Wiederfindung aus Flundergalle

Da der letzte Versuch aufgrund der hohen Realkonzentrationen keine zufrieden
stellenden Ergebnisse geliefert hat, wird erneut die Wiederfindung der Aufarbeitung
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aus Flundergalle bestimmt. Daftur wurde die Dotierungskonzentration gegentiber dem
vorherigen Versuch verdoppelt.

Durchfiihrung:

Es wurde mit einer Konzentration von 0.1 ng/uL Galle gearbeitet. Die Bestimmung
sowohl der undotierten als auch der dotierten Proben erfolgte in einer dreifachen
Wiederholung. Die Aufarbeitung und Vermessung der Proben fand wie in den letzten
beiden Aufarbeitungen beschrieben statt. Die Ausnahme bilden dabei lediglich die
Enzymmenge und Dotierungsmenge mit Standardlésungen. In dieser Aufarbeitung
wurden 150 uL Enzymlésung verwendet. Diese Anderung wurde aufgrund einer
parallel durchgefiuhrten Uberprifung der Deglucuronidation der Enzyme vorge-
nommen. Die Ergebnisse dieser Uberprifung sind in Kapitel 3.2.5 zu finden. Die
Konzentrationen in den undotierten Aliquoten wurden durch eine dreifache
Wiederholung bestimmt.

Ergebnisse:

Matrixeffekte

In diesem Versuch konnte fur alle Substanzen der Matrixeffekt bestimmt werden. Die
folgende Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 24: Matrixeffekte bei der Messung von Flundergalle (n=6; Bisphenol A D16
und Dihydrocarbamazepin: n=5).
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Wie der Abbildung 24 zu entnehmen ist, weisen zwei der natirlichen Estrogene
einen Matrixeffekt iber 100 % auf. Die Messsignale dieser Substanzen (Estron und
Estriol) werden bei der Messung durch die Matrix verstarkt. Dagegen liegen
Matrixeffekte von 17B-Estradiol und den Phytoestrogenen bei 75-90 %. Die
Messsignale der Industriechemikalien weisen ebenfalls alle eine Signalerh6hung auf.
Von den Pharmaka zeigt der Matrixeffekt von Diclofenac den geringsten Wert mit
40% auf.

Wiederfindung der Aufarbeitung
In diesem Versuch konnte fir alle Substanzen die Wiederfindung der Aufarbeitung
bestimmt werden. Dargestellt sind die Ergebnisse in folgender Graphik 25.
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Abbildung 25: Wiederfindung der Aufarbeitung aus Flundergalle (n=2).

Die naturlichen Estrogene 17@-Estradiol und Estron weisen eine bessere Wieder-
findung der Aufarbeitung im Vergleich zum ersten Versuch mit Flundergalle auf.
Diese stiegen von zuvor 20 % bzw.30 % auf 45 % bzw. 55 % an. Fir die Phyto-
estrogene und Estriol allerdings ist die Wiederfindung in diesem Versuch auch
geringer als in der ersten Aufarbeitung der Flundergalle.

Gegensatzlich verhalt es sich mit den Industriechemikalien Nonylphenol und
Bisphenol A. Im Gegensatz zur ersten Aufarbeitung von Flundergalle ist die Wieder-
findung von Bisphenol A nur halb so hoch wie im Versuch zuvor. Auch von
Nonylphenol konnte 25 % weniger bestimmt werden. Nur die Wiederfindung von
4tert-Octylphenol konnte hier mit einer 40 % hdéherer Wert bestimmt werden. Die
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Wiederfindungen der Aufarbeitung der Pharmaka beim ersten Versuch mit
Flundergalle lagen noch alle tiber 60 %; in diesem Versuch konnten hier lediglich fur
Gemfibrozil eine Wiederfindung tiber 60 % festgestellt werden.

Die geringeren Wiederfindungen kénnen durch die Verwendung einer geringeren
Dotierungskonzentration im Vergleich zu dem ersten Versuch erklart werden. Zuvor
wurde mit einer Konzentration von 0.25 ng/uL Galle, hier aber nur mit 0.1 ng/uL Galle
gearbeitet. Durch die Signalsuppression bei der Messung ergeben sich Ungenauig-
keiten, deren Einfluss bei niedrigen Konzentrationen gréRer ist, als bei hdéheren
Konzentrationen.

Wiederfindung in Aalmuttergallen

In diesem Versuch wurde die Ubertragbarkeit der Methode von Flundergallen auf
Aalmuttergallen geprift. Zudem sollen die Wiederfindungen (ber das Gesamt-
verfahren aller untersuchten Analyte aus Aalmuttergalle bestimmt werden, um die
Messwerte der spater untersuchten Realproben entsprechend interpretieren zu
kénnen.

Durchfiihrung:

Die Uberprifung der Wiederfindungen und des Matrixeffektes fand an acht
Aalmutterproben von weiblichen Fischen, bei denen keine Missbildungen festgestellt
werden konnten, statt. Diese acht Proben wurden vereint, gemischt und in sieben
Aliquote geteilt.

Fur diese Uberpriifung wurde die Aufarbeitung des vorherigen Versuchs gewanhilt.
Auch hier wurde mit einer Dotierungskonzentration von 0.1 ng/uL in 100 pyL Galle
gearbeitet. Aufgrund der geringen Probemenge wurden die undotierten Aliquote nur
zweifach bestimmt. Dotiert wurden dagegen funf Aliquote, wobei ein Aliquot nur aus
80 pL statt 100 yL Probe bestand.

Ergebnisse:
Die Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren und die Wiederfindung der

Aufarbeitung dieses Versuchs wurden fir die Berechnungen der Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen in Realproben verwendet und sind in Form einer Tabelle in
Kapitel 4.2.2 aufgefuhrt. Der Vollstandigkeit halber werden hier beide Wieder-
findungen und die Matrixeffekte graphisch dargestellt.

Die Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren, die Wiederfindung der Aufarbeitung
und der Matrixeffekt kdnnen fir alle Substanzen mit Ausnahme von 173-Estradiol,
Bisphenol A und Nonylphenol angegeben werden. Fir diese drei Substanzen sind
die Messwerte nicht auswertbar. Da die Realkonzentration in der Gallenflissigkeit
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teilweise die Dotierungskonzentration Uiberstieg und die Signalsuppression somit zu
grol3 war, ergaben sich durch die geringe Konzentration nahe der Bestimmungs-
grenze grol3e Ungenauigkeiten.

Die folgende Tabelle 27 zeigt zundchst die gefundenen Konzentrationen der
Substanzen ohne Beriicksichtigung des Matrixeffektes und der Wiederfindung tber
das Gesamtverfahren. Dabei sind die Werte fur Bisphenol A und Nonylphenol
(kursiv) keine exakten Angaben, da die Konzentrationen aullerhalb des Kalibrier-
bereichs liegen.

Tabelle 27: Substanzen in undotierter Aalmuttergalle.

Substanz Probe 1 |Probe 2
[ng/pL] |[ng/pL]
17B-Estradiol 0.1310] 0.1310
Estron 0.0268| 0.0311
Estriol 0.0203| 0.0254
4tert-Octylphenol 0.0267| 0.0287
Bisphenol A 1.1300| 1.2300
Nonylphenol 3.5800| 4.2800

Die Phytoestrogene, Pharmaka sowie 17a-Ethinylestradiol konnten in der undotierten
Probe nicht nachgewiesen werden.

Auch lagen Konzentrationen fur die beiden Industriechemikalien aullerhalb des
Kalibrierbereichs und kdénnen somit nicht exakt bestimmt werden. Der
Kalibrierbereich lag je nach Substanz bei 0- ca. 0.25 ng/uL und die Dotierung fur
Bisphenol A und Nonylphenol bei 0.06 ng/pL bzw. 0.22 ng/uL. Im Vergleich zur
Realkonzentration in der Flundergalle waren die Konzentrationen der beiden
Industriechemikalien in der Aalmutter wesentlich héher. Im letzen Versuch mit
Flundergalle wurde fir Bisphenol A eine Realkonzentration im Mittel von 0.083 ng/uL
und far Nonylphenol von 0,290 ng/uL festgestellt. Dagegen weist die Aalmuttergalle
Konzentrationen fir Bisphenol A von ca. 1.178 ng/uL und fir Nonylphenol von ca.
3.9 ng/uL auf. Eine mdégliche Erklarung fir diesen Konzentrationsunterschied kann
die geringere Menge an Gallenflissigkeit in Aalmuttern im Gegensatz zu Flundern
sein. Die den Aalmutter entnommen Mengen an Gallenflissigkeiten lagen ungefahr
zwischen 30 und 150 pL pro Galle. Die Gallenproben der Flundern wiesen dagegen
bis zu 1 mL auf. Durch die geringere Menge an Gallenflissigkeiten in den Aalmuttern
liegen die Substanzen wahrscheinlich konzentrierter vor.
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Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren
Die folgende Abbildung 26 stellt die Wiederfindung tber das Gesamtverfahren aller
bestimmbaren Substanzen dar.
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Abbildung 26: Wiederfindungen tiber das Gesamtverfahren aus Aalmuttergalle (n=3).

Die natirlichen Estrogene in Abbildung 26 zeigen gute Wiederfindungen im Bereich
von ca. 35-87 %. Ebenso weisen die Pharmaka eine hohe Wiederfindung auf.
Gemfibrozil im negativen Messmodus gemessen hat sogar eine der hdchsten
Wiederfindungen. 17a-Ethinylestradiol wies die geringste Wiederfindung von 19 %
auf.

Da in diesem Versuch die Wiederfindungen fir 17B-Estradiol, Nonylphenol und
Bisphenol A nicht bestimmt werden konnten, wurde eine erneute Bestimmung mit
héherer Konzentration fur diese Substanzen durchgefiihrt. Die Wiederfindungen tber
das Gesamtverfahren lagen fur 17B-Estradiol bei 37 %, fur Nonylphenol bei 38 %
und flr Bisphenol A bei 19 %.

Matrixeffekte

Die Bestimmung des Matrixeffekts erfolgte ebenfalls fir alle Substanzen mit
Ausnahme dieser beiden Industriechemikalien und 17B-Estradiol aus den oben
genannten Griinden.
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Abbildung 27: Matrixeffekte bei der Messung von Aalmuttergalle (n=7; 17p3-Estradiol,
Diclofenac und Dihydrocarbamazepin n=6).

Auffallig in Abbildung 27 sind die geringen Matrixeffekte der naturlichen und
synthetischen Estrogene. Auch der interne Standard Estradiol D3 ist vergleichbar
gering. Eine mdgliche Erklarung ist die konzentrierter vorliegende Matrix in der
Aalmuttergalle. Estrogene zeigten auch schon in den vorherigen Versuchen eine
Messempfindlichkeit gegeniiber der Matrix. In einer stark konzentrierten
Gallenflussigkeit wird somit die Signalsuppression bei der Messung durch die
vermehrt vorliegende Matrix ebenfalls verstarkt. Im positiven Messmodus dagegen
zeigen einige Pharmaka eine Signalverstarkung durch die Matrix. Hier liegen die
Matrixeffekte tber 100 %.

Wiederfindung der Aufarbeitung
Die Wiederfindung der Aufarbeitung fir alle Substanzen mit Ausnahme von 173-
Estradiol, Nonylphenol und Bisphenol A sind in folgender Abbildung 28 aufgefihrt.
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Abbildung 28: Wiederfindung der Aufarbeitung aus Aalmuttergalle (n=3; 4tert-
Octylphenol n=2).

Wie der Abbildung 28 zu entnehmen ist, weisen alle Substanzen mit Ausnahme von
17a-Ethinylestradiol eine gute Wiederfindung der Aufarbeitung auf.

Hier ist eine bessere Messbarkeit von Daidzein im Vergleich zu Genistein erkennbar.
Die Wiederfindungen sind im Vergleich zum letzten Versuch mit Flundergalle
gestiegen. Lag die Wiederfindung von Genistein im vorherigen Versuch noch bei
30 %, stieg diese nun auf Uber 50 %. Ebenso verhalt es sich mit Daidzein. Auch die
Wiederfindung der Pharmaka lagen zuvor noch zwischen 35 und 50 % und sind nun
bei 70 bis fast 90 %.

3.2.5 Uberpriifungen der Deglucuronidation

Zur Kontrolle der Deglucuronidationsausbeute der verwendeten Enzymlésung
wurden parallel zur Aufarbeitungen der Vorversuche folgende Uberpriifungen
vorgenommen.

Durchfiihrung:

Fur diese Uberpriifung der Enzyme in der Aufarbeitung wurden zweimal 100 L Milli-
Q-Wasser mit interner Standardlésung (10 yL von 0.5 ng/puL) und 10 pyL einer
0.01 pg/pL-Estradiolglucuronidlésung parallel aufgearbeitet. Bei dieser Aufarbeitung
wurden 100 yL einer Enzymlésung mit einer Konzentration von 400 units/mL ver-

wendet.
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Ergebnisse:
Diese zweifache Wiederholung ergab eine Wiederfindung Giber das Gesamtverfahren

von 44-50 % an 173-Estradiol. Bei einer Wiederfindung des zugegebenen internen
Standards Estradiol D3 von 61-69 % ergibt das eine Ausbeute von ca. 70 %.

Uberpriifung der Deglucuronidation mit Erh6hung der Enzymmenge

Eine anschlieRende zweifache Uberpriifung der Deglucuronidation nach obiger
Durchfuhrung sowohl in Milli-Q-Wasser als auch in Gallenflissigkeit von Flundern mit
150 uL Enzymlésung ergab im Wasser eine Wiederfindung tber das Gesamt-
verfahren von 17f3-Estradiol mit bis zu 93 % und in der Galle bis zu 70 %. Bei der
Berucksichtigung des mittleren Matrixeffekts von 40 % fur 17B-Estradiol liegt die
Wiederfindung der Aufarbeitung des umgesetzten 17B-Estradiol in der Galle bei
nahezu 100 %.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden ab der letzten Aufarbeitung von Flundergalle
statt 100 pl nun 150 pL der Enzymlésung verwendet, um eine Enzymaktivitat in den
Proben im Uberschuss vorliegen zu haben. So soll eine méglichst vollstandige
Deglucuronidation angestrebt werden.

3.2.6 Enzymtest

Um die Aktivitat der B-Glucuronidase zu tberprifen, wurde ein von der Firma Sigma
angegebener Qualitatskontrolltest dreifach durchgefuhrt.

Durchfiihrung:
Hierfir wurden in Schraubdeckelglasvials je 0.7 mL Natriumacetatpuffer und
Phenolphthalein-Glucuronid-Lésung gegeben. Nach kurzem Schitteln und Erhitzen

auf 37 °C wurden 0.1 mL der B-Glucuronidase-Enzymlésung zugefugt und bei 37 °C
fur genau 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend kamen noch 5 mL Glycin-Puffer hinzu.
Far den Blindwert, ebenfalls dreifach bestimmt, wurde wie oben beschrieben
vorgegangen, mit Ausnahme der Zugabe der Enzymlésung vor der Inkubation.
Stattdessen wurde diese erst nach der Inkubation und nach der Glycin-Puffer-
Zugabe hinzugefigt.

Die entstandenen Lésungen wurden in Kivetten gefiillt und mittels UV-Spektrometer
bei einer Wellenlange von 540 nm vermessen.

Fur die Kalibrierreihe wurden in Schraubdeckelglasvials je 0.7 mL Natriumacetat-
puffer und Phenolphthalein-Glucuronid-Lésung gegeben. Nach Zugabe von 5 mL
Glycin-Puffer wurden folgende Mengen an Phenolphthalein-Standardlésung und
Ethanollésung zugegeben:
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Tabelle 28: Kalibrierreihe des Enzymtests, Menge der Standard-Lésung.

Lésungen [mL] Std1 |Std2 |Std3 |Std4 |Blindwert
Phenolphthalein-Standardlésung [0.03 | 0.05 0.07 |01 0
Ethanollésung 0.07 |0.05 |0.03 |O 0.10

Die Aktivitaten wurden mit Hilfe der Kalibriergraden berechnet.

Ergebnisse:
Die Firma Sigma definiert die Einheit Unit wie folgt: Ein Unit wandelt 1 pg

Phenolphthalein aus Phenolphthalein-Glucuronid in einer Stunde bei einem pH-Wert
von 5 und einer Temperatur von 37 °C um.
Daraus folgt die Formel:

(Mg Phenolphthalein freigesetzt) * (2)* (df)

Unit/mL Enzym =
0.1

2 = Zeitkorrektur des Tests (0.5 Stunden)
df = Verdinnungsfaktor
0.1 = Menge der verwendeten Enzyme (mL).

Die Uberprifung ergab folgende Aktivitaten der Enzymlésung:
Test 1: 6.7133 units/mL,
Test 2: 7.0830 units/mL,
Test 3: 7.8242 units/mL.

Die genauen Messwerte sowohl von der Kalibrierreihe als auch von der dreifachen
Bestimmung der Aktivitat sind im Anhang unter 8.4 aufgefuhrt.

Die héheren Werte in Test 2 und 3 sind auf eine langere Inkubation zurtickzufiihren,
da Test 1-3 nach der Inkubation nacheinander bearbeitet wurden.

Die errechnete Aktivitat aus der Angabe des Herstellers ist: 6.733 u/mL.

Die angegebene Aktivitat stimmt folglich gut mit den Testergebnissen tberein. Eine
eventuell héhere Aktivitat ist sogar positiv, da bei einer mdéglichst vollstandigen
Deglucuronidierung eher zuviel als zu wenig Enzyme notwendig sind.
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3.2.7 Die optimierte Methode

Die nachfolgend beschriebene Methode zur Probenaufarbeitung ist das Ergebnis
nach Optimierung der variablen Parameter.

Probenvorbereitung

Fur die Extraktion wurden wenn vorhanden maximal 100 yL Gallenflissigkeit in ein
Zentrifugenglas mittels einer Hamiltonspritze gegeben. Mit Hilfe eines Transfer-
pettors kam ein interner Standard hinzu. Des Weiteren wurden 600 pL Natrium-
acetatpuffer und 600 pL Milli-Q-Wasser eingefillt. Der Natriumacetatpuffer hat eine
Konzentration von 100 mM und ist auf den pH 5 bei 37 °C eingestellt. Von einer -
Glucuronidaselésung mit einer Konzentration von 400 units/mL (in  Natrium-
acetatpuffer) wurden 150 uL zur Probe gegeben. Dieser Probenansatz wurde nun in
einem Schittelinkubator bei 37 °C und 155 u/min fir 17-18 Stunden unter leichtem
Schutteln inkubiert.

Extraktion

Die Enzymreaktion wurde nach der Inkubation durch Zugabe von 100 uL 1N
Salzsaure und anschlieBendem Schitteln mit Hilfe eines Stirrers beendet. Nun
erfolgte eine dreifache Extraktion mit jeweils 2 mL Ethylacetat. Dafir wurden zur
Probe 2 mL Ethylacetat gegeben, mit Hilfe des Stirrers fir eine Minute geschiittelt
und anschlielend fiinf Minuten bei 3000 u/min zentrifugiert. Nach der ersten Zentri-
fugation wurde zum Ausféllen der Proteine 500 uL 2-Propanol zugefiigt.
Anschliel3end wurde die Probe erneut fur fiunf Minuten zentrifugiert.

Die Ethylacetatphasen der dreimaligen Extraktion wurden in Schraubdeckelglasvials
gesammelt. Dieser Extrakt wurde nun bei 37 °C unter Stickstoff bis fast zur Trockene
eingeengt und anschlieRend mit 500 uL Dichlormethan/Methanol im Verhaltnis 80:20
aufgenommen.

Clean-up

Far das Clean-up, das der Abtrennung von Matrix dienen soll, wurden 3 g Kieselgel
mit Dichlormethan/Methanol im Verhaltnis 90:10 in einem Becherglas aufgeschlammt
und konditioniert und mit Hilfe einer Pipette in eine Glassaule geflllt. Das Kieselgel
war zuvor Uber Nacht bei 450 °C ausgeheizt worden.

Nun erfolgte eine Elution mit 7 mL Dichlormethan/Methanol im Verhaltnis 90:10 und
anschlieBend eine Elution mit Dichlormethan/Methanol im Verhaltnis 80:20. Die
Elutionslésungen wurden zusammen in einem Spitzkolben gesammelt. Es folgte das
Einengen auf ca. 500 pL an einem Rotationsverdampfer. Der gereinigte und auf-
konzentrierte Extrakt wird nun mit dreimaligem Spulen in ein Vial mit Graduierung
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uberfuhrt und wiederum bei 37 °C unter Stickstoff auf 70 yL eingeengt und
anschlie®end mit 30 uL Milli-Q-Wasser auf 100 uL aufgefillt.

Nach der Uberfuhrung in ein Messvial konnten die Probenextrakte vermessen
werden. Zur Bestimmung des Matrixeffektes wurden die Extrakte zuvor geteilt und je

ein Aliquot mit Standardlésungen dotiert.

Schematische Darstellung des Analyseverfahrens

Das folgende Schema zeigt das gesamte Verfahren in der Ubersicht.

100uL Galle

Inkubation

v

Fliissig-Fliissig-Extraktion

|

Clean-up

l

HPLC-ESI-MS/MS

+ interner Standard
+ Natriumacetatpuffer
+ B-Glucuronidase

+ HCI
+ Ethylacetat
+ 2-Propanol

+ 39 Kieselgel
+ DCM/MeOH

+ MeOH/MIliQ
(70:30)

Abbildung 29: Schematische Darstellung des Analyseverfahrens.

3.2.8 Ubersicht der Versuche

Die folgenden Tabellen 29 und 30 geben eine Ubersicht iiber die durchgefiihrten

Versuche zu Methodenentwicklung
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Die Aalmutter der Wismarer Bucht

4 ESTROGEN WIRKENDE SUBSTANZEN IN DER GALLE
VON AALMUTTERN AUS DER WISMARER BUCHT

4.1 Probencharakterisierung und Probenahmeort

Die Proben bestanden aus Gallenflissigkeiten der Aalmutter (Zoarces viviparus) aus
der Ostsee. Sie wurden Aalmuttern entnommen, die in der Wismarer Bucht gefangen

wurden. Die genauen Fangorte sind der folgenden Karte zu entnehmen.

56"
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10°
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*>
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o
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Abbildung 30: Karte der Probenahmeorte.
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Die roten Markierungen im Detailkartenausschnitt der Abbildung 30 zeigen die
Probenahmeorte. Die Abkiirzung ,STP* fur ,Sewage Treatment Plant* weist auf die in
der Wismarer Bucht gelegene Klaranlage Wendorf hin.

Es wurden zwei Orte ausgewdhlt. Zum einen die nahe des Klarwerks Wismar-
Wendorf gelegene Station ,Wismar Klarwerk“ und zum anderen die von der Klaran-
lage entfernt gelegene Station ,Salzhaff‘. Die Probenahmestelle wurden gewahlt, um
einen belasteten und einen unbelasteten Standort vergleichen zu kdnnen. Die
Station Salzhaff stellt somit im Gegensatz zur Probenahmestelle bei dem Klarwerk
Wismar-Wendorf einen unbelasteten Ort dar, da Klaranlagen eine nicht unbedeu-
tende Quelle fur den Eintrag sowohl von estrogen wirkenden Stoffen als auch von
Pharmaka darstellen. Die genauen Koordinaten der Probenahme lauten wie folgt:
Innere Wismarer Bucht /Klarwerk: Lange (°E): 11°26.51, Breite (°N): 53°54.41
Salzhaff : Lange (°E): 11°29.42, Breite (°N): 54°02.43

Die Probenahme erfolgte durch Herrn Dr. Jens Gercken vom Institut fir Angewandte
Okologie in Neu Broderstorf.

Die Gallenflissigkeiten wurden den Aalmuttern und Flundern mit Hilfe einer
Kunststoffspritze entnommen und in Caps geflllt. Gelagert wurden die Proben bei
—80 °C im Gefrierschrank. Die Proben wurden im Laufe des Monats Juni 2003
genommen. Die Fische wurden nach dem Geschlecht und dem Ausmale der
Missbildungen bearbeitet und die entsprechenden Daten aufgenommen. Die
vermerkten Missbildungen waren Fehlbildungen von Eizellen (Atresie) in weiblichen
Aalmuttern und die Bildung von weiblichen Gameten im Hodengewebe (Intersex) in
mannlichen Aalmuttern. Bei dem Ausmal der Missbildungen sowohl bei den weib-
lichen als auch bei den mannlichen Tieren wurde folgende Abstufung vorgenommen:
No< low < moderate < strong

Es wurden auch Tiere mit Missbildungen gefunden, die in den Ubergangsbereichen
der oben genannten Kategorien lagen.

Ziel der Auswahl von Proben fir diese Arbeit war, die Extrema, also jeweils Proben
aus den Kategorien no und strong, miteinander zu vergleichen. Da aber nicht
genugend Probenmaterial aus den entsprechenden Zustanden vorhanden waren,
musste auf Proben anderer Kategorien ausgewichen werden.

Die folgende Tabelle 31 soll eine Ubersicht iber die Proben, deren Geschlecht,
Fangort, zur Verfigung stehenden Probemenge und Kategorie der Missbildungen
geben.
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Tabelle 31: Auswahl der Gallenproben.

Probe-Nr. |Geschlecht| Menge [uL] | Missbildung |Fangort

44 f 80 no Wismar Klarwerk
45 f 80 no Wismar Klarwerk
53 f 100 no Wismar Klarwerk
61 f 100 no Wismar Klarwerk
43 f 100 strong Wismar Klarwerk
49 f 100 strong Wismar Klarwerk
50 f 100 strong Wismar Klarwerk
52 f 100 strong Wismar Klarwerk
46 m 80 no Wismar Klarwerk
47 m 45 no Wismar Klarwerk
51 m 50 no Wismar Klarwerk
62 m 80 no Wismar Klarwerk
66 m 43 no Wismar Klarwerk
40 m 60 low Wismar Klarwerk
54 m 58 low Wismar Klarwerk
48 m 100 moderate Wismar Klarwerk
152 f 100 no Salzhaff

171 f 50 no Salzhaff

173 f 75 no Salzhaff

179 f 60 no Salzhaff

190 f 60 no Salzhaff

186 f 25 low Salzhaff

174 f 45 low<moderate | Salzhaff

176 f 75 moderate Salzhaff

153 m 30 no Salzhaff

154 m 28 no Salzhaff

157 m 80 no Salzhaff

164 m 38 no Salzhaff

168 m 25 low Salzhaff

169 m 38 low Salzhaff

178 m 18 strong Salzhaff

183 m 25 moderate Salzhaff

Von den vorhandenen Proben der Station Salzhaff kamen nur wenige von Fischen
mit stark ausgepragten Missbildungen. Ebenso verhielt es sich mit den Proben
mannlicher Aalmuttern. Lediglich die Proben weiblicher Tiere der Station Wismar
Klarwerk wiesen genug Probenmaterial fur die angestrebte Auswahl der Proben aus
den entsprechenden Missbildungskategorien auf.
Fur die Aufarbeitung und Vermessung der Proben wurde die aus der Methoden-
entwicklung resultierende Aufarbeitung verwendet. Dabei wurden die Proben wurden
getrennt nach Ort und Geschlecht aufgearbeitet. Die Proben der weiblichen Tiere der
Stationen Wismar Klarwerk und Salzhaff wurden zusammen vermessen, wahrend



108 Die Aalmutter der Wismarer Bucht

die Proben mannlicher Tiere beider Stationen sowohl getrennt voneinander aufgear-
beitet als auch getrennt vermessen wurden.

Der Kalibrierbereich der Messung der weiblichen Tiere lag zwischen 0 und 1ng/uL.
Daraufhin wurde festgestellt, dass die Konzentrationen von Bisphenol A und Nonyl-
phenol aulRerhalb des Kalibrierbereichs lagen. Deshalb kann fiir die weiblichen Tiere
an beiden Stationen fir diese Substanzen keine genaue Konzentrationsangabe
gemacht werden. Daraufhin wurde der Kalibrierbereich fur die folgenden zwei
Messungen der mannlichen Tiere fur diese beiden Substanzen auf bis ca. 10 ng/uL
erweitert. Die genauen maximalen Konzentrationen der Kalibrierstandard lagen fir
Nonylphenol bei 13.5 ng/uL und fir Bisphenol A bei 7.2 ng/uL.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Realproben

Die in der folgenden Tabelle dargestellten Grenzen basieren auf Messungen von
Aalmuttergallenproben, bei denen das Signal-Rausch-Verhaltnis moglichst nach an
der Bestimmungsgrenze von 10 lag. Leider war es nicht bei allen Substanzen
aufgrund hoher Gehalte méglich, so dass beispielsweise fiir Bisphenol A von einem
Signal-Rausch-Verhaltnis von ca. 1100 auf 10 bzw. 3 extrapoliert werden musste.
Durch diese starke Extrapolation von Bisphenol A und Nonylphenol ergeben sich fir
diese Substanzen niedrigere Werte, als die real vorliegenden Grenzen.

Durch diese groRe Spanne verschiebt sich wahrscheinlich die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze etwas nach oben, so dass von einer héheren Grenze ausge-
gangen werden muss.
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Tabelle 32: Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) in den Realproben
[ng/uL Gallenflussigkeit].

LOD LOQ
[ng/uL Galle] |[ng/pL Galle]

17B3-Estradiol 0.055 0.183
Estron 0.021 0.070
Estriol 0.060 0.201
Genistein 0.032 0.107
Daidzein 0.016 0.055
17a-Ethinylestradiol 0.056 0.188
4tert-Octylphenol 0.002 0.007
Bisphenol A 0.046 0.152
Nonylphenol 0.170 0.568
Gemfibrozil 0.001 0.005
Bezafibrat 0.006 0.019
Diclofenac 0.005 0.016
Carbamazepin 0.002 0.007
Dihydrocarbamazepin 0.002 0.007
Estradiol D3 0.032 0.107
Bisphenol A D16 0.058 0.193

Wie der Tabelle 32 zu entnehmen ist, weisen alle Substanzen eine Bestimmungs-
grenze <0.6 ng/uL Gallenflissigkeit auf. Die hdchste Bestimmungsgrenze weist
dabei Nonylphenol auf. Besonders die Pharmaka sind mit 0.005 bis 0.019 ng/uL
Galle im Gegensatz zu den natirlichen Estrogenen am besten bestimmbar.

4.2.2 Wiederfindung

Aufgrund der geringen Probemenge konnten die Wiederfindung {ber das
Gesamtverfahren und der Aufarbeitung der Substanzen nicht fir jede Probe einzeln
vorgenommen werden. Stattdessen wurden fiir die Auswertung die Wiederfindungen
vor der Aufarbeitung der Realproben bestimmt. Die diese Bestimmung der
Wiederfindung ist ebenfalls in der Methodenentwicklung (vergleiche Kapitel 3.2.4,
Wiederfindung in Aalmuttergalle) beschrieben. Aufgrund der unerwartet hohen Kon-
zentrationen der Substanzen 17B-Estradiol, Bisphenol A und Nonylphenol in den
Gallenproben war die Dotierung des Extraktaliquots vor der Messung flir diese
Bestimmung aber zu gering. Deshalb wurde fir diese Substanzen eine erneute
Bestimmung der Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren vierfach durchgefiihrt.
Die Aufarbeitung erfolgte ebenfalls nach der zuvor entwickelten Methode.

Die Wiederfindungen Uber das Gesamtverfahren und der Aufarbeitung der Substan-
zen aus Aalmuttergalle sind der folgenden Tabelle 33 zu entnehmen.
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Tabelle 33: Wiederfindung aus Aalmuttergalle (n=3).

Wiederfindung |Stdabw. | Wiederfindung | Stdabw.
Substanz (Gesamtverfahren) (Aufarbeitung)
[%] [%]

17B3-Estradiol 36.9 2.5 103.2 14.3
Estron 45.3 2.4 105.2 8.4
Estriol 33.1 1.5 83.3 10.5
Genistein 52.5 6.9 52.2 6.8
Daidzein 86.4 7.1 80.0 9.3
17a-Ethinylestradiol 19.2 1.8 28.2 3.0
4tert-Octylphenol 86.5 8.2 100.5 10.1
Bisphenol A 19.0 2.5 119.4 16.7
Nonylphenol 34.4 2.2 112.3 4.9
Gemfibrozil 90.8 3.9 98.2 7.4
Bezafibrat 58.2 4.4 67.8 8.8
Diclofenac 92.2 18.5 70.1 18.1
Carbamazepin 91.1 7.0 88.4 8.0
Dihydrocarbamazepin 99.0 7.4 87.7 6.3
Estradiol D3 26.2 1.5 94.5 12.9
Bisphenol A D16 56.1 0.7 106.2 7.6

Die Wiederfindungen tber das Gesamtverfahren lagen fir 173-Estradiol und seine
Metabolite alle unter 50 % Dabei wiesen Estron die héchste Wiederfindung mit 45 %
und Estriol die niedrigste mit 33 % auf. Fur die Phytoestrogene konnten Wieder-
findungen von Uber 50 % bestimmt werden, wobei auch hier wieder Daidzein mit
86 % die Wiederfindung von Genistein weit Ubersteigt. Sehr gut Wiederfindungen
konnten fur die Pharmaka ermittelt werden. Hier liegen alle Substanzen mit Aus-
nahme von Diclofenac bei 90 %. Die Industriechemikalien zeigten keine einheitlichen
Wiederfindungen. Bisphenol A hat mit 19 % die geringste, 4tert-Octylphenol mit 87 %
die héchste Wiederfindung.

4.2.3 Matrixeffekte

Die folgenden Diagramme zeigen beispielhaft die Matrixeffekte einiger Realproben.
Aufgrund der grof3en Probenanzahl werden nicht alle Matrixeffekte der gesamten
Proben als Diagramm dargestellt, sondern sind im Anhang unter 8.5.1 einer Tabelle
zu entnehmen.

Als Beispiele wurden Phytoestrogene und einige Pharmaka mannlicher Tiere vom
Wismar Klarwerk (Abbildung 31), naturliche Estrogene und synthetische Estrogene
weiblicher Tieren vom Salzhaff (Abbildung 32) und schlieBlich die Industriechemi-
kalien und Gemfibrozil als ein Arzneimittelwirkstoff mannlicher Tiere vom Salzhaff
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herausgesucht (Abbildung 33). Die Angaben besagen, dass statt 100 Prozent der
zudotierten Substanzen im Probenaliquot durch eine Signalunterdriickung der Matrix
lediglich die angegebenen Prozent detektiert werden.

B Grigein
M Diictin

0 Bezficrat
AOdderec

B Cabenazon

38588 38

Matrixeffekt [%]

i

40 46 47 48 51 54 62 66
60uL 80uL 45uL 100uL 50uL 58uL 80uL 43uL
Probenr. und Probemenge

Abbildung 31: Matrixeffekte der Phytoestrogene und Pharmaka mannlicher
Aalmuttern der Station Wismar Klarwerk.
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B Estradiol

B Estron

E Estriol

B Ethinylestradiol

Matrixeffekt [%]

152 (100) 171 (50) 173 (75) 179 (60) 174 (45) 176 (75) 186 (25) 190 (60)
100uL 50uL 75uL 60uL 45uL 75uL 25uL 60uL

Probenr. und Probemenge

Abbildung 32: Matrixeffekte natirlicher und synthetischer Estrogene in weiblichen
Tieren der Station Salzhaff.

[l 4tert-Octylphenol
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l Nonylphenol
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30uL 28uL 80uL 38uL 25uL 38uL  18uL 25yl
Probenr. und Probemenge

Abbildung 33: Matrixeffekte von Nonylphenol, Bisphenol A, 4tert-Octylphenol und
Gemfibrozil mannlicher Aalmuttern der Station Salzhaff.
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Die Diagramme (Abbildungen 31-33) zeigen die Ergebnisse der einfachen
Bestimmung der Matrixeffekte von Substanzen in der jeweiligen Probe.

In Diagramm 32 gut zu erkennen ist, dass der Matrixeffekt flr einige Substanzen
umso groRer ist, je kleiner die Probemenge ist. Es findet also durch die Aufarbeitung
eine Verdunnung der Matrix statt, was den Matrixeffekt begunstigt. Allgemein kann
festgestellt werden, je weniger Matrix in der Probe ist, umso geringer ist also auch
die Signalsuppression.

Allerdings kann es durch die individuelle Matrix auch bei Proben mit mehr
Probemenge der Matrixeffekt hoch sein, im Gegensatz zu Proben mit geringerer
Menge. Im Diagramm 32 ist dies an den Proben 186 und 190 zu beobachten. Die
Matrixeffekte beider Proben sind annahernd gleich hoch, doch die eingesetzte
Probemenge mit 25 bzw. 60 pL deutlich unterschiedlich. Dagegen hat Probe 179
ebenfalls eine Menge von 60 pL, weist aber einen niedrigeren Matrixeffekt fir
mehrere Substanzen auf. Diese Probemengen unabhangigen Schwankungen kénn-
ten auf die individuellen Matrices der Gallenflussigkeiten zurtickgefuhrt werden.

Wie den obigen Diagrammen zu entnehmen ist, sind die Substanzen bei der
Detektion unterschiedlich in ihrer Matrixempfindlichkeit. Wahrend der Matrixeffekt
von 4tert-Octylphenol (Abbildung 33) und Carbamazepin und Dihydrocarbamazepin
(Abbildung 31) kaum Schwankungen aufweisen, treten bei Bisphenol A (Abbildung
33) unabhangig von der Probenmenge grof3e Unterschiede in den Matrixeffekten auf.
So liegt der Matrixeffekt in Probe 154 bei 38 %, in Probe 169 dagegen bei Uber
100 %.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass aufgrund der unterschiedlichen
Probemengen und der einzeln aufgearbeiteten Proben mit ihrer individuellen Matrix,
die Matrixeffekte sehr unterschiedlich und probenspezifisch sind. Deshalb wurde fir
jede Substanz in jeder Probe der Matrixeffekt bestimmt. Vier Tabellen mit den fir
jede Probe bestimmten Matrixeffekten sind im im Anhang unter 8.5.1 zu finden.

4.2 4 Blindwerte

Der Verdacht, dass die Industriechemikalien wahrend der Aufarbeitung als
Kontamination in die Probe gelangen, wurde durch das Vermessen von Blindwerten
nicht bestatigt. Aufgearbeitet wurden dafur parallel zu den Gallen Milli-Q-Wasser-
Aliquote aus einem leeren Probengefall. Die so bestimmten Blindwerte der vier
Aufarbeitungen sind in der folgenden Tabelle 34 dargestellt.
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Tabelle 34: Blindwerte der Aufarbeitung von Realproben.

[ng/uL] Wismar Klarwerk Salzhaff
Substanzen Weibchen |Mannchen|Weibchen| Mdnnchen
17B-Estradiol 0.001 0.002 - -
Estron 0.001 0.002 0.001 0.001
Estriol - - - -
Genistein - - - -
Daidzein - - - -
17a-Ethinylestradiol - - - -
4tert-Octylphenol 0.006 - 0.007 -
Bisphenol A 0.003 0.011 0.003 0.004
Nonylphenol 0.126 0.034 0.095 0.050
Gemfibrozil - - - -
Bezafibrat - - - -
Diclofenac - - - -
Carbamazepin - - - -

Bei den in Tabelle 34 genannten Blindwerten wurde die Probenahme nicht
bericksichtigt. Den Fischen wurde die Gallenflissigkeit mit Hilfe einer Spritze aus
Kunststoff entnommen, in denen die Industriechemikalien vorkommen koénnten.
Zudem weisen Gallenflissigkeiten einen anderen leicht alkalischen pH-Wert (7.5—
8.8) als Milli-Q-Wasser auf, so dass ein Herauslésen der Substanzen aus dem
Probegefal} nicht véllig ausgeschlossen werden kann. Wahrend der Probenlagerung
kam es durch einen Defekt des Gefrierschrankes zum kurzzeitigen Auftauen der
Proben. Die mit Milli-Q-Wasser gefullten Probengefalle befanden sich zu diesem
Zeitpunkt noch nicht bei den Proben, so dass dieser Effekt ebenfalls vom Blindwert
nicht erfasst wird.

4.2.5 Der Gehalt in Aalmuttergallen

Die folgenden vier Tabellen zeigen die Messwerte der Proben abziglich des Blind-
wertes und unter Berucksichtigung des Matrixeffektes. Da aber die Dotierungs-
konzentration und der Kalibrierbereich fir die Substanzen Bisphenol A und
Nonylphenol teilweise unterhalb der Realkonzentration lag, konnten fur diese beiden
Substanzen nicht alle Messwerte um den Matrixeffekt korrigiert werden. Diese sind in
den Tabellen mit ,** gekennzeichnet und stellen die Rohdaten dar.

In den Tabellen im Anhang unter Punkt 8.5.2 werden die Messwerte nochmals als
Rohdaten, ohne Berlicksichtigung des Matrixeffektes dargestellt.

Die Bezeichnung ,n.n.“ in den folgenden Tabellen bedeutet, dass die entsprechende
Substanz nicht nachweisbar (S/N<3). Das Kirzel ,<BG" weist zwar auf einen
Nachweis dieser Substanz hin, eine quantitative Bestimmung war aber aufgrund des
geringen S/N-Verhaltnisses (S/N <10) nicht méglich.
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Konzentrationen in weiblichen Aalmuttern

Die beiden folgenden Tabellen 35 und 36 zeigen die Gehalte der untersuchten
Substanzen in den Gallenflissigkeiten der weiblichen Tiere der Stationen Wismar
Klarwerk und Salzhaff.

Tabelle 35: Konzentrationen der Substanzen in den weiblichen Aalmuttern der
Station Wismar Klarwerk [ng/uL].

Missbildungen: no no no no strong | strong | strong | strong
Probe-Nr.: 44 45 53 61 43 49 50 52
Substanz [ng/uL]

17B-Estradiol 0.46| 0.74 0.70 0.55 0.46 0.72 1.18 1.30
Estron 0.07| 0.09 0.17 0.09 0.06 0.12 0.15 0.19
Estriol 0.05| 0.13 0.1 0.07 0.05 0.07 0.15 0.11
Genistein n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17a-Ethinylestradiol n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.03| 0.02 0.11 0.05 0.03 0.07 0.02 0.05
Bisphenol A 3.75* 2.99 1.46* 10.9 0.71) 19.21 1.45 2.11
Nonyiphenol 5.42| 5.82 8.27 6.40 2.31 5.62 6.19 3.61
Gemfibrozil n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Tabelle 36: Konzentrationen der Substanzen in den weiblichen Aalmuttern der
Station Salzhaff [ng/uL].

Missbildungen: no ho ho no nho low low>mod |mod
Probe-Nr.: 152 171 173 |179 190 (186 174 176
Substanz [ng/uL]

173-Estradiol 0.87 0.83 1.05 |0.77 ]0.29 ]0.43 0.50 3.06
Estron 0.16 0.23 0.27 10.19 |0.10 1|0.08 0.15 0.50
Estriol 0.14 0.26 0.09 |0.17 |0.04 |0.08 0.06 0.69
Genistein n.n. n.n. n.n. |[n.n. |n.n. [n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. |[n.n. |n.n. [n.n. n.n. n.n.
170a-Ethinylestradiol |n.n. n.n. n.n. |n.n. |n.n. |n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.04 0.08 0.06 |0.11 |0.08 |0.14 0.14 0.06
Bisphenol A 3.21 3.72* 1834 |5.69 |19.5 |18.6 2.44 4.93
Nonylphenol 6.11 9.69 11.6 19.76* |16.2 |13.5 12.3 5.78*
Gemfibrozil n.n. n.n. n.n. [n.n. |n.n. |n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n. n.n. n.n. |[n.n. |n.n. [n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. |[n.n. |n.n. [n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n. n.n. n.n. [n.n. [n.n.  [n.n. n.n. n.n.
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In den weiblichen Aalmuttern an beiden Stationen konnten 17B-Estradiol und seine
Metabolite in allen Proben nachgewiesen werden. Ebenso verhalt es sich fur die
untersuchten Industriechemikalien. Dabei waren die Konzentrationen fir 4tert-
Octylphenol wesentlich geringer als die der beiden anderen Chemikalien. So lag
beispielsweise die Konzentration von 4tert-Octylphenol maximal bei 0.14 ng/uL
(Probe Nr. 186) Galle, wahrend Nonylphenol mit Konzentration bis zu 13.5 ng/uL
(Probe Nr. 186) nachgewiesen werden konnte.

Fur die Industriechemikalien Nonylphenol und Bisphenol A in den weiblichen
Aalmuttern (kursiv) beider Stationen ist noch anzumerken, dass diese unerwartet
hohen Konzentrationen auBerhalb des Kalibrierbereichs lagen. Eine Uberpriifung der
Veranderung bei der Auswertung mit einer Kalibrierreihe bis 13.5 ng/uL fur
Nonylphenol ergab einen Anstieg der Konzentration um 5-10 %. Die in den Tabellen
angefuihrten Werte fiur diese beiden Substanzen kénnten somit real noch héher
liegen.

Die Phytoestrogene, Pharmaka und das synthetische Estrogen 17a-Ethinylestradiol
konnten dagegen in keiner der weiblichen Aalmuttergallen festgestellt werden.

Konzentrationen in ménnlichen Aalmuttern

Die beiden folgenden Tabellen 37 und 38 zeigen die Gehalte der untersuchten
Substanzen in den Gallenflissigkeiten der mannlichen Tiere der Stationen Wismar
Klarwerk und Salzhaff.

Tabelle 37: Konzentrationen der Substanzen in den mannlichen Aalmuttern der
Station Wismar Klarwerk [ng/uL].

Missbildungen: no ho ho no ho low low mod
Probe-Nr.: 46 47 51 62 66 40 54 48
Substanz [ng/uL]

17B-Estradiol <BG| <BG <BG <BG <BG <BG <BG| <BG
Estron <BG| <BG <BG <BG <BG <BG <BG| <BG
Estriol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0.01 n.n. n.n.
Genistein n.n.| n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.| n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
170-Ethinylestradiol n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.| n.n.
4tert-Octylphenol 0.04| 0.05 0.18 0.08 0.05 0.03 0.04| 0.03
Bisphenol A 3.18%| 2.31 5.62 6.35 2.53 0.80 3.06| 1.63
Nonylphenol 7.06| 6.20 15.0 9.22 8.30 453 8.31| 3.57
Gemfibrozil n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.| n.n.
Bezafibrat n.n.| n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.| n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.| n.n.
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Tabelle 38: Konzentrationen der Substanzen in den mannlichen Aalmuttern der

Station Salzhaff [ng/uL].

Missbildungen: no no no no low low mod | strong
Probe-Nr.: 153 154 157 | 164 168 169 183 178

Substanz [ng/uL]

17B-Estradiol 0.09 <BG| n.n. <BG 0.07 <BG <BG <BG
Estron <BG <BG| <BG <BG <BG <BG <BG <BG
Estriol 0.05 n.n.| n.n. n.n. 0.05 <BG 0.06 <BG
Genistein n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17a-Ethinylestradiol n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.09 0.13| 0.04 0.12 0.05 0.08 0.08 0.10
Bisphenol A 4.16 10.8| 2.78 7.36 15.2 2.36 5.86 7.16
Nonylphenol 9.74 17.7*| 5.8 17.2 12.1 7.61 12.6 18.8
Gemfibrozil n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n. n.n.| n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

In den mannlichen Tieren beider Stationen konnten die nattrlichen Estrogene in den

meisten Proben zwar nachgewiesen, aber nicht quantitativ bestimmt werden.
Erwartungsgemal waren hier weitaus weniger des weiblichen Hormons und dessen
Metabolite in mannlichen Tieren zu finden.
Die Industriechemikalien waren auch hier an beiden Stationen bestimmbar. Dabei
weist 4tert-Octylphenol gefolgt von Bisphenol A die geringsten Werte, Nonylphenol
aber deutlich héhere Konzentrationen auf.

Die Phytoestrogene, Pharmaka und das synthetische Estrogen 17a-Ethinylestradiol
konnten ebenfalls in keiner der mannlichen Aalmuttergallen festgestellt werden.
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5 DISKUSSION

In diesem Kapitel soll zunachst eine Bewertung der entwickelten Methode
vorgenommen werden. Anschlieend werden die hohen Konzentrationen der
Industriechemikalien in den Aalmuttergallen diskutiert. Es folgen Vergleiche der
Messdaten innerhalb der Station Wismar Klarwerk und anschlieBend ein Vergleich
beider Stationen miteinander. Das Kapitel endet mit einem Vergleich der Ergebnisse
von den Aalmuttern der Wismarer Bucht mit entsprechenden Daten aus der Literatur.

5.1 Bewertung des entwickelten Verfahrens

Das hier entwickelte Verfahren erwies sich als geeignet fur die Extraktion und
Detektion fur die untersuchten estrogen wirksamen Verbindungen in Gallenflissig-
keiten von Fischen. Es war mdglich, die gesuchten Substanzen trotz erheblicher
Matrixeffekte in realen Proben zu detektieren und grofteils zu quantifizieren. Zudem
war das Verfahren empfindlich genug die natirlichen Estrogene und Industriechemi-
kalien in weiblichen Fischen nachzuweisen. Es konnten gute Wiederfindungen fiir die
Substanzen bestimmt werden. Auch waren die Blindwerte gering. Der Einfluss des
Matrixeffektes wird bei dem Vergleich der instrumentellen und realen Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen deutlich.

Bei der Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in Realproben wird
sowohl die Wiederfindung Uber das Gesamtverfahren als auch der Matrixeffekt
bericksichtigt, deshalb liegen diese Grenzen teilweise um den Faktor 100 héher. Die
Matrix in einer Gallenprobe fihrt zu einer Erhéhung der Bestimmungsgrenzen.
Wahrend sich die Bestimmungsgrenzen fur 4tert-Octylphenol nur um den Faktor zwei
noch oben verschoben haben, lagen die Bestimmungsgrenzen fur 17p3-Estradiol und
17a-Ethinylestradiol um den Faktor 30 Uber den instrumentellen Bestimmungs-
grenzen. Die anderen Industriechemikalien und die Phytoestrogene wiesen eine
Erhéhung der Bestimmungsgrenze um den Faktor 85-100 im Vergleich zu den
instrumentellen Grenzen auf. Dabei ist fir die Bestimmung Genistein die Grenze um
den Faktor 90, fur Daidzein nur um den Faktor 85 angestiegen.

Die Pharmaka weisen ebenfalls kein einheitliches Bild der Erhéhung der
Bestimmungsgrenzen auf. Wahrend Gemfibrozil und Carbamazepin nur eine ca.
25fache Menge zur Bestimmung in einer Realprobe notwendig sind, kam es bei der
Substanz Diclofenac zur Erhéhung um den Faktor 40 und flr Bezafibrat sogar um
95.

Bei der Auswertung von 17a-Ethinylestradiol in Realproben kam es zu einem
Problem mit der Matrix. Zur etwa gleichen Retentionszeit (18.8-18.9 min) trat ein
Peak im Chromatogramm auf, der ebenfalls die gleichen Massenibergange (295/145
und 295/142.9) wie 17a-Ethinylestradiol aufwies. Da aber das Verhéltnis der
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Intensitaten der beiden Massenlibergange nicht Ubereinstimmte (1.66 fur EE2, 2.93
fur die unbekannte Substanz), konnte nicht von der Substanz 17a-Ethinylestradiol
ausgegangen werden. Daraufhin wurden fur 17a-Ethinylestradiol noch zwei weitere
MassenlUbergange vermessen, die aber aufgrund ihrer geringen Intensitat im
Rauschen des Untergrundes bei der Messung einer Probe untergingen. Eine
Kontrolle war so folglich nicht méglich. Ein Test, bei dem zunéachst eine Probe und
anschlieBend dieselbe Probe mit Dotierungsstandard versehen vermessen wurden,
stellte sich heraus, dass es sich bei dem Peak im Chromatogramm zu dieser
Retentionszeit nicht um 17oa-Ethinylestradiol handelte. Unklar ist, inwieweit die Matrix
der Gallenprobe ein das Messsignal von 17a-Ethinylestradiol negativ beeinflusst hat
und deshalb nicht messbar war. 17a-Ethinylestradiol konnte jedenfalls in keiner der
untersuchten Gallenproben nachgewiesen werden.

5.2 Die hohen Konzentrationen von Bisphenol A und Nonylphenol

Auffallig sind immer wieder die hohen Konzentrationen von Nonylphenol und
Bisphenol A in den Gallenflissigkeiten der Aalmuttern. Selbst der héchste Blindwert
von Nonylphenol in Héhe von 0.13 ng/uL aus der Aufarbeitung weiblicher Aalmuttern
vom Wismarer Klarwerk kann die wesentlich héheren Konzentrationen in den Gallen
nicht erklaren. Allerdings wurden bei den Blindwerten die Probenahme nicht berick-
sichtigt. Ware es zu einem Herauslésen der Industriechemikalien aus dem Proben-
ahmematerial gekommen, musste aber in allen Proben ahnlich hohe Konzentration
zu finden sein. Dies ist aber nicht der Fall. Eine weitere mdgliche Erklarung ware
eine Anreicherung von Nonylphenol und Bisphenol A in der Galle (vergleiche Kapitel
2.2.2).

Im Wasser von Klaranlagenabldufen wurden Konzentrationen bis zu 3100 ng/L
Nonylphenol nachgewiesen. (SPENGLER ET AL., 2002, S. 30). In den Gallen der Aal-
muttern der Wismarer Bucht wurden im Mittel von 5.5 ng/puL (Station Wismar
Klarwerk, weibliche Tiere) festgestellt. Dies wiirde eine sehr hohe Anreicherung mit
einem Faktor von mehr als 1000 in der Galle bedeuten.

LARSSON ET AL. (1999, S.93) fanden bei Untersuchung von Fischen an Klaran-
lagenablaufen in der Galle dieser Fische eine 10°~10° mal héhere Konzentrationen
von endokrinen Substanzen als im Wasser. Eine Anreicherung in der Aalmutter kann
auch durch ihre Lebensweise erklart werden. Dieser Fisch lebt am Bodengrund, also
am Sediment und ernahrt sich auch dort von Lebewesen aus dem Bodengrund. Da
beispielsweise Nonylphenol als eine lipophile Substanz vorzugsweise am Sediment
gebunden vorliegt, ist der Lebensbereich der Aalmutter eher mit Nonylphenol
belastet als der anderer Fische des mittleren Wasserbereichs. Ein weiterer Hinweis
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darauf kdénnten die Ergebnisse der Untersuchungen von GERCKEN ET AL. (2002) auf
das Intersexvorkommen in Fischen sein. Die Aalmutter scheint von dieser Miss-
bildung besonders betroffen zu sein. Im Vergleich zum Dreistacheligen Stichling
(Gasterosteus aculeatus) und zum Barsch (Perca fluviatilis) wiesen die untersuchten
Aalmuttern aus den gleichen Gebieten das héchste Intersex-Vorkommen auf. So
wurden zum Beispiel bei den Aalmuttern bis zu 27,8 %, bei den Stichlingen nur bis
zu 12,5 % Intersexualitat festgestellt (GERCKEN ET AL. 2002).

5.3 Vergleich der Proben innerhalb einer Station und Geschlecht.

Ein Vergleich der Substanzgehalte in den Gallenflissigkeiten von Aalmuttern ohne
feststellbaren Missbildungen (no) und Fischen mit starken Missbildungen (strong)
sollen anhand der weiblichen Aalmuttern der Station Wismar Klarwerk dargestellt
werden. Diese Auswahl wurde getroffen, weil an dieser Station genigend
Gallenproben von Fischen mit starker Auspragung von Missbildungen vorhanden
waren.

Die folgende Abbildung 34 zeigt den Mittelwert aus jeweils vier Gallenproben, die
Aalmuttern ohne erkennbaren Missbildungen (no, blau) und Gallenproben von
Aalmuttern mit starker Auspréagung der Missbildungen (strong, griin) entnommen
wurden.

Ono
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Konzentration [ng/uL Galle]
OO0 OO0OO0OOOO—_A_22an

oCAMwROONPOOANWN
|
—

I +
l*-i I*ii =
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Octylphenol
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Abbildung 34: Vergleich von Gallen weiblicher Aalmuttern mit unterschiedlicher
Auspragung von Missbildungen (n=4).
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17B-Estradiol und seine Metabolite sind in den Aalmuttergallen mit vermehrt fest-
gestellter Atresie in héheren Konzentrationen als in den atresiefreien Fischen zu
finden. 17B-Estradiol konnte in ersteren mit einer mittleren Konzentration von
0.9 ng/uL Galle und in den Aalmuttern ohne Atresie mit einer mittleren Konzentration
von 0.6 ng/pL nachgewiesen werden. Eine héhere Konzentration von 1783-Estradiol
bedingt eine héhere Konzentration seiner Metabolite. Erwartungsgemal sind auch
die Metabolite Estron und Estriol in den Gallen von Aalmuttern mit Atresie ebenfalls
héher als zu den Vergleichsproben.

Es wére denkbar, dass das vermehrt im Organismus vorkommende 17B-Estradiol
auch Einfluss auf das Vorkommen von Atresien in den Aalmuttern hat.

Wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben, reguliert sich der hormonelle Regelkreis durch die
Synthese der Estrogen-Rezeptoren ausgelést von den Estrogenen selbst. Eine
Induktion der Rezeptorsynthese durch estrogen wirksame Verbindungen kdnnte
somit zu einer Erhéhung der Estradiolkonzentration filhren. Oder das Vorhandensein
von estrogen wirksamen Verbindungen im Organismus und der damit verbundenen
Konkurrenz an den Plasmaproteinen, die fur den Transport der Estrogene verant-
wortlich sind, fuhrt zu einem erhéhten Vorkommen von freiem 173-Estradiol im Blut
und somit zu dessen vermehrtem Abbau in der Leber.

Allerdings konnten in der Galle der Aalmutter mit Atresien keine hdheren
Konzentrationen an beispielsweise 4tert-Octylphenol festgestellt werden. Hier waren
die Konzentrationen der Industriechemikalie in den Aalmuttern ohne Atresien héher.
Auch die Industriechemikalien Nonylphenol und Bisphenol A weisen in den
Aalmuttern ohne Atresien hdéhere Konzentrationen auf als in den Vergleichsproben.
Die folgende Abbildung 35 zeigt den Mittelwert der beiden Substanzen in den
untersuchten Gallenflissigkeiten weiblicher Aalmuttern der Station Wismar Klarwerk.
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Abbildung 35: Vergleich von Nonylphenol und Bisphenol A in Gallen weiblicher
Aalmuttern mit unterschiedlicher Auspragung von Missbildungen (Nonylphenol n=4;
Bisphenol A/no n=2; Bisphenol A/strong n=3).

Die zu erwartende Verteilung wie der Industriechemikalien bei den naturlichen
Estrogenen in den Proben konnte hier nicht festgestellt werden. Die Konzentrationen
dieser Substanzen sind in den Aalmuttergallen ohne Atresien héher als in den
Fischen mit Missbildungen.

Aus den wenigen auswertbaren Messdaten ergeben sich allerdings Unsicherheiten.
Eine Interpretation von einer geringen Datenmenge ist schwierig. Ebenfalls muss ein
Fehler der Messdaten durch einen zu geringen Kalibrierbereich bericksichtigt
werden. Aufgrund dieser sich daraus ergebenen Ungenauigkeiten sind die
dargestellten Werte fir Nonylphenol und Bisphenol A nur als Tendenz zu verstehen.

5.4 Vergleich der Stationen Wismar Klarwerk und Salzhaff

Fur eine Vergleich der Stationen Wismar Klarwerk und Salzhaff wurde ebenfalls auf
die Proben weiblicher Aalmuttern zurickgegriffen. Die fiur diesen Vergleich
verwendeten Tiere wiesen keine Atresien auf. Diese Proben wurden gewahlt, da nur
von den weiblichen Tieren eine ausreichende Menge an aufgearbeiteten Proben und
jeweilige Probemenge zu Verfigung stand.

Die nachfolgende Abbildung 36 zeigt den Mittelwert der Konzentrationen der
natlrlichen Estrogene und 4tert-Octylphenol von jeweils vier Proben.
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Abbildung 36: Vergleich weiblicher Aalmuttern ohne Atresien beider Stationen (n=4).

Der Abbildung 36 ist zu entnehmen, dass sowohl die natirlichen Estrogene als auch
4tert-Octylphenol in den Aalmuttern der Station Salzhaff in héheren Konzentrationen
zu finden sind, als an der Station Wismar Klarwerk. Beispielsweise lagen die
Konzentrationen von 17B-Estradiol in den Tieren vom Salzhaff im Mittel bei fast
0.8 ng/uL wahrend die Tiere der Station Wismar Klarwerk nur im Mittel 0.6 ng/uL
aufwiesen. Diese Ergebnisse entsprachen nicht den Erwartungen. Erwartungsgemaf
sollten die niedrigeren Konzentrationen an der Station Salzhaff zu finden sein. Da
Klaranlagen der Haupteintragsweg estrogen wirksamer Substanzen in die Umwelt
sind (vergleiche Kapitel 2.3.2) und die Fische der Station Wismar Klarwerk in der
Nahe des Klarwerks Wendorf gefangen wurde, wurde auch vermutet, dass auch in
diesen Fischen eine hdéhere Konzentration festzustellen ist als in den Fischen der
Station Salzhaff. Letztere wurde ausgewahlt, weil sie von einer Klaranlage weit
entfernt war. Die Messungen ergaben aber das Gegenteil. Gerade die Industrie-
chemikalien wurden in héheren Konzentrationen an der Station Wismar Klarwerk
erwartet. Aber nicht nur 4tert-Octylphenol wurde am Salzhaff in héheren Konzen-
trationen gefunden, auch Nonylphenol und Bisphenol A wurden in den Aalmuttern
am Salzhaff mit hdheren Konzentrationen bestimmt. Die Ergebnisse sind in folgender
Abbildung 37 graphisch dargestellt.
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Abbildung 37: Vergleich von Industriechemikalien weiblicher Aalmuttern ohne
Atresien beider Stationen (Nonylphenol n=4; Bisphenol A/Wismar Klarwerk n=2;
Bisphenol A/Salzhaff n=3).

Auch diese beiden Substanzen, die ihren Haupteintragsweg ebenfalls Uber die
Klaranlage haben, sind in den Aalmuttern der Station Salzhaff auch in héherer
Konzentration als zur Vergleichsstation zu finden. Dabei wurde erwartet, diese in
héheren Konzentrationen in den Tieren der Station Wismar Klarwerk vorzufinden.
Eine mdgliche Erklarung fir diese Ergebnisse kdnnten andere Quellen des Eintrags
dieser Estrogene und estrogen wirksamer Substanzen sein. Denkbar wéare ein
Eintrag von naturlichen Estrogenen durch die an der Station Salzhaff vorherrschende
Landwirtschaft. Das Aufbringen von Giille auf die Ackerflachen und das AbflieRen
dieser Stoffe durch den Regen in die Ostsee, kénnte ein Eintragsweg darstellen. Die
héheren Werte der Industriechemikalien, die teilweise in Pestiziden Verwendung
finden, kénnen nicht auf einen Einsatz in der Landwirtschaft zurtickgefiihrt werden.
Eine andere mdgliche Erklarung kénnten Unterschiede innerhalb der ausgewahlten
Aalmuttern sein. Beispielsweise ist das Alter der Fische nicht bekannt. So kénnten
durch éaltere Aalmuttern an der Station Salzhaff und der damit langeren Akku-
mulierungszeit dieser Substanzen im Gegensatz zu den Aalmuttern des Wismarer
Klarwerks die Konzentrationen an erster Station erhéht sein.

Mit der geringen Probenanzahl in diesem Vergleich — maximal vier Proben je Station
— koénnen keine absoluten Aussagen getroffen werden, sondern lediglich eine
Tendenz angezeigt werden. Fiur eine eindeutige Aussage ist die Aufarbeitung einer



Diskussion 125

gréReren Probenzahl notwendig. Die Vergleiche stellen einen ersten Uberblick dar.
Fur konkrete Aussage fehlt eine statistische Absicherung.

5.5 Vergleich mit Daten aus der Literatur

PETTERSSON ET AL. (2004) untersuchte den Zusammenhang von estrogen wirksamen
Verbindungen im Abwasser von Klaranlagen und Papierindustrie und dem
Vorkommen dieser Substanzen in den Gallen von Barschen (Perca fluviatilis).

Die folgende Tabelle 39 gibt eine Ubersicht der in Schweden an zwei Stationen
gefundenen Realkonzentrationen. Die angaben wurden aus dem Diagramm der
Prasentation (SEATAC) abgeschatzt und stellen somit eine ungefahre Konzentration

dar.

Tabelle 39: Konzentrationenausgewéhlter Substanzen in verschiedenen
Gallenflussigkeiten: Barschgalle [ng/pg Gallenflussigkeit], in Aalgalle [ng/uL
Gallenflissigkeit] und den mittleren Konzentration (n=8) in weiblichen Aalmuttern der
Station Wismar Klarwerk [ng/pL Gallenflissigkeit].

Substanz Klaranlage
Kldaranlage Papierindustrie - Fliisse- OSts'gle -
jo - weibl.
[ng/kg] bzw. l(JFE;‘sTTsEJI:)ssE:rEsTcAhL(.e (PET'I?Ei;sSg:eET AL. (Terrf;aslzt al. | Aalmuttern
[ng/pL] (2004)) (2004)) (2004, S.70))

17B-Estradiol 2 6 0.4 0.8
Estron 0.2 0.6 <BG 0.1
Genistein - - 0.15 n.n.

17 -

Ethinylestradiol ] ] <BG n-n.
4tert-Octylphenol |<0.1 <0.1 - 0.05
Bisphenol A 0.5 6 - 4.2
Nonylphenol 5.4 9 - 5.5

Zu beachten bei dem Vergleich dieser Werte ist die Konzentrationsangabe. Diese
liegt bei der Untersuchung on PETTERSSON ET AL (2004) in ng/ug Gallenflissigkeit bei
den Aalmuttern der Wismarer Bucht aber in ng/uL vor. Unter der Annahme, dass
wassrige Gallenflussigkeit eine Dichte von eins hat, sind die Angaben direkt
vergleichbar.

Aus den Werten der Tabelle 39 ist erkennbar, dass die naturlichen Estrogene in den
Barschen aus dem Klaranlagenabfluss aus Utansjé (Schweden) héhere Konzen-
trationen als die weiblichen Aalmuttern der Station Wismar Klarwerk aufweisen.
Diese liegen doppelt so hoch wie bei den Aalmuttern. Fur 4tert-Octylphenol liegen
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keine genauen Konzentrationen der Barsche vor, aber es ist zu erkennen, dass diese
ebenfalls Substanz im Bereich bis 0.1 ng/ug nachweisbar war.

Die Konzentrationen von Nonylphenol in den Barschen konnten ebenfalls in etwa
gleicher Héhe in den Aalmuttern nachgewiesen werden. Die hohen Konzentrationen
scheinen also nicht ungewéhnlich fur Fische an Klaranlagenablaufen zu sein. Ein
grol3er Unterschied ist allerdings bei Bisphenol A zu erkennen. Lag die Konzentration
in den schwedischen Barschen nur bei ca. 0.5 ng/pg, wurden bei den Aalmuttern im
Mittel 4.2 ng/uL. Das ist die achtfache Konzentration. Allerdings scheint die Konzen-
tration von Bisphenol A abhangig von dem Einzugsgebiet der Klaranlage zu sein. Die
durch eine Klaranlage eines Papierherstellers in Barschen nachgewiesene Konzen-
tration von 6 ng/ug Gallenflissigkeit Ubertrifft die Konzentration in den Aalmuttern um
50 %. Im Vergleich zu Barschen nach dieser Klaranlage sind die Konzentrationen
nicht nur der Industriechemikalien in der Aalmutter wesentlich geringer. Mit ca.
9 ng/pg Nonylphenol weisen die Barsche in Schweden dort fast 4 ng mehr auf als die
Aalmuttern der Station Wismar Klarwerk. Auch die naturlichen Estrogene sind mit
einer sechsfach héheren Konzentration in den Barschen der Klaranlage des Papier-
herstellers im Vergleich zu den Aalmuttern zu finden.

TERNES ET AL. (2004, S. 70) untersuchte Gallen von Aalen aus siiddeutschen Flissen
auf Estrogene und Pharmaka. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 39
aufgefiihrt. In diesen Gallen konnten, wie in den Aalmuttergallen, ebenfalls weder
Pharmaka noch 17a-Ethinylestradiol bestimmt werden. Von den Estrogenen konnten
lediglich 17B-Estradiol mit einer mittleren Konzentrationen von 0.40 ng/uL nach-
gewiesen werden. Der Metabolit Estron konnte zwar nachgewiesen, nicht aber
bestimmt werden. In den Gallen der weiblichen Aalmuttern der Wismarer Bucht
konnten im Mittel 0.72 ng/uL 17B-Estradiol nachgewiesen werden. In einem Fall
sogar maximal von 3.6 ng/uL, wobei dieser Wert aufgrund seiner auffalligen Héhe
nicht im Mittelwert von 0.72 ng/pL eingerechnet wurde. Die Metabolite Estron und
Estriol konnten im Mittel mit 0.16 ng/uL bzw. 0.14 ng/uL bestimmt werden. Damit
liegen die Konzentrationen der naturlichen Estrogene in den weiblichen Aalmuttern
der Wismarer Bucht héher als in den Aalen suddeutscher Flisse. TERNES ET AL.
(2004) bestimmten eine maximale Konzentration des Phytoestrogens Genistein von
0.15 ng/uL in Aalgalle, welches in der Aalmutter nicht nachgewiesen werden konnte.

Bei diesen Zusammenstellungen ist allerdings unklar, ob hier die Vergleichbarkeit der
Fischarten gegeben ist, denn es sind das Alter, das Geschlecht, das Reifestadium
der Fische, die Menge an Gallenflissigkeit sowie die Anzahl der Proben nicht
bekannt. Wie schon in dem Kapitel 3.2.4 angemerkt ist ein Vergleich von
Konzentrationen in Fischgallen aufgrund der unterschiedlichen Gallenflissigkeits-
mengen und individuellen Estrogenspiegel nicht ohne weiteres méglich. Wie grof der
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Unterschied zwischen einem limnischen Fisch wie beispielsweise dem Aal und der
marinen Aalmutter besteht, ist ebenfalls nicht geklart. Auch wird das Alter der Fische
und der damit zusammenhangenden Zeit der Akkumulation endokriner Substanzen
in dem Organismus einen Einfluss haben. Nicht vernachlassigbar ist bezogen auf die
natlrlichen Estrogene ebenfalls der Zeitpunkt der Probenahme. Weibliche
befruchtete Tiere werden im Gegensatz zu juvenilen Fischen der gleichen Art mehr
natlrliche Estrogene aufweisen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit lag der Aufbau eines Extraktionsverfahrens fur
estrogen wirkende Substanzen aus Gallenflissigkeiten von Aalmuttern. Die Aufgabe
bestand in der Kopplung einzelner Verfahrensschritte und der Uberprifung der
Geeignetheit fir die Anwendung in der Praxis. Hintergrund dieser Diplomarbeit
waren zum einen die Untersuchungen der Aalmutter aus der Wismarer Bucht durch
Dr. Jens Gercken vom Institut fir Angewandete Okologie in Neu Broderstorf auf
Missbildungen in den Tieren, die wahrscheinlich auf eine endokrine Wirkung
zurickzufuhren sind. Und zum anderen war diese Arbeit ein Teil des Promotions-
vorhabens: ,Biotest-geleitete chemische Analyse estrogen wirksamer Substanzen in
der Wismarer Bucht® von Iris-Constanze Beck.

Die Extraktion aus Gallenflissigkeiten erfolgte dabei durch eine dreimalige Extraktion
mit Ethylacetat. Diese Flissig-Fllssig-Extraktion basierte dabei auf einer von LEGLER
ET AL. (2002) veroéffentlichten Methode. Der Aufreinigungsschritt mit Kieselgel und die
Messmethode dieser Substanzen fir die HPLC-MS/MS lagen bereits vor.

Als lonisierungsmittel wurde letztendlich eine Konzentration von 2.5 mmol von
Ammoniumacetat in den Laufmitteln Methanol und Wasser gewahlt. Die verwendete
Trennséaule Synergi™ 4 y Hydro-RP 80 A der Fa. Phemenomex geschitzt durch eine
Vorsaule war fur die Umkehrphasenchromatograpie geeignet.

Zunachst wurden in Vorversuchen mit Standardlésungen sowohl in Wasser als auch
in Gallenflussigkeiten, die Parameter Wiederfindungen uUber das Gesamtverfahren
und der Matrixeffekt dieses Versuchsaufbaus getestet werden. Die Wiederfindungen
Uber das Gesamtverfahren aus Aalmuttergalle lagen dabei fur die natirlichen
Estrogene zwischen 33 und 86 % (Stdabw: 1.5-7), fur die Industriechemikalien bei
19-86 % (Stdabw: 2—-8) und die Phammaka bei 58-92 % (Stdabw: 418). Anschliel3end
erfolgt dann die Anwendung der aufeinander abgestimmten Methodenschritte auf
Realproben bestehend aus Gallenfliissigkeiten von Aalmuttern der Wismarer Bucht.

Aus den vorliegenden Realproben wurden Gallenfliissigkeiten sowohl mannlicher als
auch weiblicher Aalmuttern der Stationen Wismar Klarwerk und Salzhaff ausgewahlt.
Die Proben wurden ebenfalls nach der Ausprdgung der Missbildungen in den
Fischen aufgearbeitet. Dafur wurde versucht, auf Extrema beziglich der
Missbildungen zuriickzugreifen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung war es mdéglich, die meisten unter-
suchten Analyte in realen Proben zu detektieren und gréRtenteils auch zu
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quantifizieren. Die Untersuchungen ergaben hohe Konzentrationen von Nonylphenol
und Bisphenol A in den Gallenfliissigkeiten unabhangig vom Standort, Missbildungs-
auspragung und Geschlecht. Die Konzentrationen der natirlichen Estrogene
unterschieden sich erwartungsgemal zwischen den mannlichen und weiblichen
Tieren. Auch war ein Konzentrationsunterschied der natirliche Estrogene in Bezug
auf das Vorkommen der Missbildungen festzustellen. In Tieren ohne Missbildungen
lagen geringere Konzentrationen der natirlichen Estrogene vor als in den Tieren mit
starken Missbildungen. Fur die Industriechemikalien konnte dieser Unterschied nicht
festgestellt werden. Pharmaka, Phytoestrogene und das synthetische Estrogen 17a-
Ethinylestradiol konnten in keiner Realprobe nachgewiesen werden.

Aufgrund der zeitlich begrenzten Bearbeitungszeit, welche fir eine Diplomarbeit zur
Verfugung steht, war es leider nicht mehr méglich, umfangreiche Untersuchungen
von Aalmuttergallen verschiedener Stationen und Missbildungsauspragungen
durchzufiihren. Dies musste auf acht Proben je Station und Geschlecht begrenzt
werden, weshalb keine generelle Aussage Uber den Gehalt von estrogen wirksamen
Substanzen in Aalmuttern der Wismarer Bucht gemacht werden kénnen.

Zur Steigerung der Aussagekraft von Gallenuntersuchungen ist es notwendig, eine
ausreichende Menge an Gallenflissigkeiten je Probe und genug Proben fir die
entsprechende Auspragung der Missbildung in den Tieren vorliegen zu haben. Die
Aussagekraft ist abhangig von der Anzahl der untersuchten Proben. Es lagen nicht
gentgend Proben von den einzelnen Stationen je Missbildungsauspragung vor, so
dass ein genereller Vergleich von nur wenigen Proben nicht gegeben war. Da jede
Probe einzeln aufgearbeitet und vermessen wurde, kann es zu Schwankungen der
Mittelwerte aufgrund der individuell vorherrschenden Matrix kommen. Eventuell
ist bei dem Nichtvorhandensein von geniigend Probenmaterial an ein ,poolen”
der Proben denkbar. Damit ware durch die dadurch entstehende mehrfache
Wiederholung der Aufarbeitung der Probenaliquote eine Kontrolle der Einzel-
aufarbeitungen maoglich.

Eine Vervollstandigung des Verfahrens zum Nachweis estrogen wirksamer
Substanzen in Gallenflissigkeiten ist durch das Verwenden unterschiedlicher
Enzyme machbar. Durch das Inkubieren mit nur einem in ausreichender Menge
vorliegenden Enzym, der [(-Glucuronidase, konnten auch hauptsachlich die
glucuronidierten Metabolite der gesuchten Analyte nachgewiesen werden. Es lag
auch ein geringer Anteil an Aryl-Sulfatase in der Enzymlésung vor. Eine Uberprifung
der vollstandigen Umsetzung der sulfatiert vorliegenden Substanzen wurde aber
nicht vorgenommen. Es ist unwahrscheinlich in der Galle die gesuchten Substanzen
in frei vorliegender Form vorzufinden, da die Galle die Substanzen beinhaltet, die
nach dem Metabolismus in der Leber entstehen. Da fur viele Substanzen der genaue
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Abbau in der Leber nicht bekannt ist und damit auch nicht angegeben werden kann,
zu welchen Anteilen die entsprechenden Metabolite entstehen, ist es zur
Bestimmung der Gesamtmenge der untersuchten Substanz notwendig, mit mehreren
Enzymen in der Aufarbeitung zu arbeiten. Zwar stellt die Glucuronidierung den
Hauptmetabolismusweg der untersuchten Substanzen dar, doch sollten auch die
Glutathionkonjugation und die Sulfatierung als Metabolismusweg ebenfalls beriick-
sichtigt werden. Auch wurden die Gallen lediglich beispielsweise nach Nonylphenol
als Muttermolekil untersucht. Da aber Nonylphenol nur einen Endprodukt der
verschiedenen Abbauwege von Nonylphenolpolyethoxylaten aus Tensiden darstellt,
ist es so nicht méglich die gesamte Menge an Tensidriickstanden in den Fischen
festzustellen.

Fur weiterfihrende Versuche ist es notwendig, die Proben so auszuwahlen, dass die
untersuchten Tiere ein vergleichbares Alter aufweisen. Durch einen Altersunter-
schied kénnte es zu einer unterschiedlichen Akkumulierungszeit von Substanzen in
den Tieren kommen, was die Ergebnisse verzerren wirde.

Auch ist auf eine ausreichende Dotierung besonders der Industriechemikalien zur
Bestimmung des Matrixeffektes zu achten. Durch eine Dotierung unterhalb der
Realkonzentration kann der Matrixeffekt fir diese Substanz nicht bestimmt werden.
Der Matrixeffekt hat bei Gallenproben aber einen grofen Einfluss und muss daher
berucksichtigt werden.

Umfangreichere  Untersuchungen zu einer mdéglichen Korrelation der
Missbildungsauspragung und dem Gehalt an estrogen wirkenden Substanzen in der
Galle mit mehr Probematerial wéare ein interessantes Projekt, das durch das
Kombinieren mehrerer Studien zu einer umfassenden Untersuchung wird.

Interessant wéare auch eine Untersuchung in wieweit der Aufenthaltsort des Fisches
ausschlaggebend fur den Gehalt in der Galle ist. Dafur kénnten planktonfressende
Fische aus dem mittlern Wasserbereich mit Fischen des Bodengrundes verglichen
werden.

Denkbar ware ebenfalls eine Erweiterung des Substanzspektrums, um weitere
synthetische Estrogene wie beispielsweise Mestranol und endokrin wirksame
Pestizide in die Missbildungsproblematik von Fischen in der Wismarer Bucht mit
einzuschliel3en.
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Anhang

8 ANHANG

8.1 Ubersichtstabellen: Verwendete Chemikalien und Geréte

8.1.1 Die Chemikalien

Im Folgenden sind Ubersichtstabellen der verwendeten Chemikalien und der
Konzentrationen der Dotierungsstandards aufgefuihrt. Die Standardlésungen und ihre

Reinheit sind in Kapitel 3.1.1 aufgefluhrt.

Tabelle 40: Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien.

Name Reinheit Firma
2-Propanol pro anasysi Merck
Aceton Picograde Promochem
Ammoniumacetat Fractopur® Merck
Dichlormethan Picograde Promochem
Essigsaure pro analysi 100 % Merck
Ethanol pro anasysi Merck
Ethylacetat SupraSolv® Merck
Justierlésung pH-Meter Titrisol, pH5,pH7, pH10 Merck
Kieselgel Kieselgel 60, 0.063—0.200 mm | Merck
Methanol SupraSolv® Merck
Methyl-tert-Butlylether SupraSolv® Merck
Natriumacetat-Trihydrat Reag. Ph. Eur. Merck
Salzsadure Suprapur® 30 % Merck
B-Glucuronidase Typ: H-3, 145700 units/mL Sigma
aus Helix promatia
B-Estradiol, 17B3-D-Glucuronid |enthalt 2 mol/mol H,O Sigma
Ethanol pro anasysi Merck
Glycin pro analysi Merck
Natriumacetat-Trihydrat Reag. Ph. Eur. Merck
Natriumchlorid pro analysi Merck
Phenolphthalein Reag. Ph. Eur. Merck
Phenolphthalein-mono-$- enthalt 2 mol/mol H,O aus Sigma

Glucuronsaure

Kaninchenurin
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8.1.2 Verwendete Dotierungslésungen
Tabelle 41: Konzentrationen der Dotierungsstandardlésungen.
Substanzen Dotierungsstandardiésungen [ng/L]
20ng/pL |5ng/uL |1 ng/pL |0,5ng/uL
17B-Estradiol 21.40| 4.279 1.070 0.535
Estron 20.66| 4.131 1.033 0.516
Estriol 20.28| 4.056 1.014 0.507
Genistein 20.36] 4.072 1.018 0.509
Daidzein 21.14| 4.228 1.057 0.528
17a-Ethinylestradiol 21.44| 4.288 1.072 0.536
4tert-Octylphenol 21.59| 4.318 1.079 0.540
Bisphenol A 15.82| 3.164 0.791 0.396
Nonylphenol 60.00] 12.00 3.000 1.500
Gemfibrozil 24.66| 4.932 1.233 0.617
Bezafibrat 21.58| 4.316 1.079 0.540
Diclofenac 25.65| 5.129 1.282 0.641
Carbamazepin 32.66| 6.532 1.633 0.817
Dihydrocarbamazepin 21.94| 4.389 1.097 0.549
Estradiol D3 21.27| 4.255 1.064 0.532
Bisphenol A D16 21.34| 4.268 1.067 0.533
8.1.3 Die verwendeten Gerate
Es folgt eine Liste mit den in dieser Arbeit verwendeten Geréaten.
Tabelle 42: Ubersicht tiber die verwendeten Geréte.
Gerat Name Firma
AutoSampler Agilent 1100 G1313A 0 |Agilent
Technologies
EinenggefaRe 1,5 mL mit Graduierung |Wheaton
1T™M -
Flussigkeitschromatographiesaule ggrfrgl 4 p Hydro-RP Phenomenex
Agilent

Flussigkeitschromatographiesystem

HP 1100

Technologies

Becherglaser, Kolben

GlasgefiRe otc Schott, Brand

HPLC-Ofen Agilent 1100 G1316A 0 | Agilent
Technologies

HPLC-Pumpe Agilent 1100 G1312A 0 | Agilent

Technologies
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Tabelle 43: Ubersicht tiber die verwendeten Gerate (Fortsetzung).
Gerat Name Firma
Applied
Turbo lon Spray zum .
lonenquelle API13000 und API4000 Blo_systems/MDS
Sciex
Agilent

Lésungsmittelentgaser

Agilent 1100 G1322A 0

Technologies

API3000 : Perkin-

Triple Quadrupole Elmer Sciex
Massenspektrometer LC/MS/MS Instruments _
Massenspektrometer API14000: Applied
API3000 und AP14000 |Biosystems/MDS
Sciex
Messvial 250 L, 1,5 mL Abimed
Messvialdeckel 8 mm, 11 mm Supelco
Mikroliterspritzen 100 uL, 500 pL, 1000 uL | Hamilton
Pasteurpipetten Brandt
WTW (Wiss.-
pH-Meter PH 91 Techn-
Werkstatten)
Reinstwasseranlage Milli-Q Plus 185, Elix 5 | Millipore
Rotavapor R200 Buchi
Rotationsverdampfer Heating Bath B-490 Bachi
Pumpe CVC2000 vacuubrand
Schraubdeckelglasvials 7 mL, 11 mL, mit Teflon Supelco

Liner

Gesellschaft f.

Schiittelinkubator GFL 3031 Labortechnik mbH
Stickstoffgenerator API13000 75-72 Whatman
Stickstoffgenerator AP14000 Reihe API Systems Peak Scientific
Stirrer Relax top Heideoloph

Vapotherm mobil Labor Technik
TCS-Probenaufbereitungssystem Trockentemperiersystem B

. arkey

zur Aufkonzentrierung

2.5-10 L, 5-25 L,
Transferpettoren 251 OO“pL H Brandt
UV-Spektrometer UV-1601 PC Shimadzu
Vorsiule ASfecurity Guard™ C18 Phenomenex

x2mm

Waage AE 163 Mettler
Zentrifuge Contifuge 17S, Rotor Heraeus

8570 Sepatech
Zentrifugenglaser 10 mL Schlee
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8.2 Ubersichtstabellen: Vorkommen estrogen wirkender

Substanzen und Pharmaka in der Umwelt

In diesem Kapitel sind Tabellen mit Studien Uber etrogen wirkenden Substanzen in
der Umwelt aufgefiihrt.

8.2.1 Vorkommen in Fliissen

Tabelle 44: Konzentrationen von Estrogenen und estrogen wirksamen Stoffen in

Oberflachengewassern.

Ort [ng/L] |E2 E1 EE2 NP BP A |4tert-OP |Referenz
Rhein, Neckar SACHER
und Donau 42-110 1 12-150 (2002)
Elbe und ARGE ELBE
Nebenfliisse 7-52 19125 10463 | 500
Deutsche Fliisse |0.15-3.6 |0.1-4.1|0.1-5.1 |6.7-134 |0.5-14 | 0.8-54 é%%ﬁ)ETAL'
Siiddeutschland | ) 2.4 STUMPF ET
9 Fliisse AL. (1996)

.. TERNES ET
Deutsche Fliisse | - 1.6 - AL 1999b

Tabelle 45: Konzentrationen von Pharmaka in Oberflachengewassern, [ng/L].

Substanzen Neckar Rhein Elbe Elbe
Carbamazepin | 290 180 170 1.1

Diclofenac 200 150 420 1.20

Bezafibrat 190 67 75 3.1

Gemfibrozil 36 45 220 0.51

Referenz SACHER (2002) | SACHER (2002) (nggng ETAL | TernES (1998a)
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8.2.2 Vorkommen in Kldaranlagenablaufen
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8.2.3 Vorkommen in Trinkwasser

Tabelle 47: Trinkwasseranalysen (FENT 2000), verandert.

Substanz Ort Jahr Konzentration
[ng/L]

17B-Estradiol Deutschland 1995 <1

Estron Deutschland 1995 <1

Estriol Deutschland 1995 <1
17a-Ethinylestradiol |Deutschland 1977/1996 |0.3-22.5/<1
Bisphenol A USA 1997 <10-40

Nonyl-, Octylphenol |USA 1998 <20-32900

8.3 API3000

In diesem Kapitel sind die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sowie die Para-
metereinstellungen der gemessenen Substanzfragmente des API3000 dargestellt.

8.3.1 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

In folgender Tabelle sind die instrumentellen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
des API3000 angegeben. Dabei erfolgte die Messung mit Laufmitteln, denen 0.6
mmol Ammoniumacetat und 0.6 mmol Essigsaure zugesetzt waren.

Tabelle 48: Instrumentelle Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Quantifier am
API3000, Bestimmung mit Standardlésungen.

LOD LoQ LOD LoQ
Substanzen
[pg/10pL] | [pg/10uL] [pg/uL] [pg/pL]
178 Estradiol 69.4 231 6.93 23.1
Estron 18.0 60.1 1.80 6.01
Estriol 68.9 229 6.89 23.0
Genistein 4.85 16.2 0.48 1.62
Daidzein 1.06 3.52 0.1 0.35
17a-Ethinylestradiol 307 1023 30.7 102
4-tert-Octylphenol 106 356 10.7 35.6
Bisphenol A 172 573 17.2 57.4
Nonylphenol (techn. Mix.) 135 450 13.5 450
Gemfibrozil 285 94.9 2.85 9.49
Bezafibrat 2.76 9.20 0.28 0.92
Diclofenac 2.74 9.14 0.27 0.91
Carbamazepin 1.60 5.33 0.16 0.53
Dihydrocarbamazepin 0.87 2.89 0.09 0.29
Estradiol D3 158 529 15.9 52.9
Bisphenol A-D16 1020 3403 102 340
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8.3.2 Messparameter API3000
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8.4 Ergebnisse des Enzymtests

Im Folgenden sind Tabellen mit den Mesdaten des Enzymtests zur Uberpriifung der
Aktivitat der B-Glucuronidase aufgefihrt.

Tabelle 51: Messdaten zur Berechnung der Kalibriergrade des Enzymtests (y =
0.0119x — 0.0471).

Messung|Blank (Std1 |Std 2 |Std 3 |Std 4
1| 0.009| 0.154|0.293| 0.413| 0.611
2| 0.008| 0.152{0.293| 0.412| 0.61
3| 0.009| 0.152|0.292| 0.412| 0.609

Tabelle 52: Messdaten der dreifachen Enzymaktivitdtsbestimmung.

Messung |[Test1 |Test2 |Test3 |[Blank1 |Blank 2 |Blank 3

1| 0.287| 0.296| 0.324 0.01 0.011 0.01
2| 0.287| 0.295| 0.324 0.01 0.011 0.01
3| 0.286| 0.295 0.324 0.01 0.011 0.01

8.5 Ergebnistabellen der Untersuchung von Realproben

Dieses Kapitel beinhaltet Ergebnistabellen von den Messungen der Aalmuttergallen
aus der Wismarer Bucht. Zunachst werden die Matrixeffekte aufgefiihrt. Es folgen die
Rohdaten der Gehalte an estrogen wirkenden Stoffen in den Gallenflissigkeiten.
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8.5.1 Der Matrixeffekt

Tabelle 53: Matrixeffekte der Substanzen in den weiblichen Aalmuttergallen der Station

Wismar Klarwerk [%].

Missbildungen: no |no |[no no strong |strong |strong |strong
Probemenge [uL]: 80| 80| 100/ 100 100 100 100 100
Probe-Nr.: 44| 45 53 61 43 49 50 52
Substanzen [%]

17B-Estradiol 18.1] 21.8| 20.8| 22.9 21.3 26.0 18.3 15.6
Estron 28.6| 30.1| 28.2| 31.4 34.8 35.6 28.1 26.4
Estriol 34.0| 29.4| 26.9| 32.1 33.8 31.4 30.5 28.5
Genistein 28.6| 33.5| 38.9| 36.0 44.0 41.3 42.4 46.4
Daidzein 31.9| 40.8| 55.7| 47.1 51.3 56.4 54.4 55.9
17a-Ethinylestradiol 17.0| 17.4| 154| 16.9 21.1 17.7 17.4 15.9
4tert-Octylphenol 80.5| 67.2| 53.5| 73.5 87.3 70.7 67.3 73.9
Bisphenol A -7.9| 81.8 31| 145 71.3 18.5 449 29.9
Nonylphenol 87.6| 72.3| 70.0| 67.7 93.7 87.8 51.3 102.4
Gemfibrozil 71.1| 71.7| 66.3| 68.7 86.8 81.8 74.8 71.4
Bezafibrat 26.9 39.1| 46.9| 459 491 46.4 48.3 50.6
Diclofenac 17.4) 21.7| 29.5| 29.5 26.1 26.8 29.5 35.7
Carbamazepin 61.0| 85.0f 98.7| 103 80.4 105 114 121
Interne Standards

Dihydrocarbamazepin 57.3] 93.6| 118 100 88.1 119 124 135
Estradiol D3 18.1] 22.2| 182 21.5 24.8 24 4 19.0 16.0
Bisphenol A D16 60.6| 56.3| 53.2| 46.9 64.5 57.3 47.0 33.9

Tabelle 54: Matrixeffekte der Substanzen in den weiblichen Aalmuttergallen der Station

Salzhaff [%].

Missbildungen: no no no no no low low mod
>mod

Probemenge [pL]: 100 50 75 60 60 25 45 75
Probe-Nr.: 152 171 173 179 190 186 174 176
Substanzen [%]
173-Estradiol 19.0) 26.1| 248 26.3| 423 37.9] 32.8| 20.7
Genistein 341 691 658 86.0f 789 86.00 70.8 58.3
Daidzein 48.7| 88.2| 98.0 109 97.6 106 79.7| 71.0
Estron 24.8| 342| 33.5| 343| 47.3| 479| 420| 224
Estriol 27.8| 324 33.8/ 30.6| 451 409| 36.0[ 18.5
17a-Ethinylestradiol 19.2| 182 19.3] 22.7| 30.3] 24.3] 226| 196
4tert-Octylphenol 66.9| 752 80.6| 67.0f 836| 76.0f 69.8| 59.8
Bisphenol A 23.5 -1.7] 443| 399 149 258 80.0| 27.5
Nonylphenol 50.0f 754| 754| -519| 57.0f 914 85.1| 26.3
Gemfibrozil 66.1| 79.7| 83.8/ 926| 955 93.1 90.4| 64.9
Bezafibrat 351 67.8| 737 948 905/ 99.1 68.3| 51.2
Diclofenac 23.6| 53.7| 576 716| 59.2| 686 484| 409
Carbamazepin 71.2 126 133 147 154 146 93.6| 111
Interne Standards
Dihydrocarbamazepin 88.3 139 155 113 135 130 99.0f 109
Estradiol D3 211 216| 224/ 188 36.4| 321 27.5| 225
Bisphenol A D16 65.2| 589 654 441 56.9| 581 63.8| 48.8
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Tabelle 55: Matrixeffekte der Substanzen in den méannlichen Aalmuttergallen der
Station Wismar Klarwerk [%].

Missbildungen: no no no no no low low mod

Probemenge [uL]: 50 80 45 80 43 60 58| 100
Probe-Nr.: 51 46 47 62 66 40 54| 48
Substanzen [%]

17B-Estradiol 372 31.0f 435 320 37.00 349 36.0 29.7
Genistein 35.9] 406| 53.8) 435 52.1| 46.8/ 454 49.5
Daidzein 61.6| 56.5| 629 6854 69.7f 53.7] 57.8| 56.9
Estron 431 37.8| 479 411 406| 420 40.9| 33.2
Estriol 496| 46.4| 495 56.6)] 49.2| 46.7) 50.3| 40.6
17a-Ethinylestradiol 30.8] 26.3] 323 29.7| 29.6| 27.2| 27.2| 273
4tert-Octylphenol 78.4| 67.4| 904| 80.1 89.0) 80.6| 833 744
Bisphenol A 55.4 -6.1| 133.1| 36.6| 62.8 160 62.8| 70.0
Nonylphenol 92.7| 48.8| 634 102 94.9| 53.8/ 79.6| 52.0
Gemfibrozil 90.6| 78.4| 88.2] 954 96.5| 827 83.3| 72.7
Bezafibrat 715 655 750 771 792 657 66.7| 61.4
Diclofenac 31.9] 343| 458 434 476 454 38.7| 43.8
Carbamazepin 62.3| 57.2| 63.3] 66.00 69.8/ 586 623 56.7
Interne Standards

Dihydrocarbamazepin 64.6| 64.7| 626/ 688 716/ 680 63.5 61.8
Estradiol D3 40.4| 33.4| 455 30.2] 40.7] 423| 36.9| 32.2
Bisphenol A D16 541 69.2| 859 52.0f 575/ 81.0f 46.8 654

Tabelle 56: Matrixeffekte der Substanzen in den méannlichen Aalmuttergallen der
Station Salzhaff [%].

Missbildungen: no |no (nho |no low low mod |strong
Probemenge [pL]: 30/ 28| 80 38 25 38 25 18
Probe-Nr.: 153| 154| 157| 164 168 169 183 178
Substanzen [%]

17B-Estradiol 23.9| 32.3] 22.8| 31.7| 27.0 24 .4 26.5 34.8
Genistein 60.2| 57.7| 55.3| 80.3| 80.3 102 81.0 94.2
Daidzein 66.1| 67.9| 64.2| 80.8] 94.0 121 85.5 110
Estron 33.3| 42.2| 31.4| 394| 36.6 -2.8 36.1 44.5
Estriol 29.7| 36.1| 32.4| 33.6| 321 31.4 29.8 41.7
17a-Ethinylestradiol 23.5| 24.3| 19.9| 27.9| 2238 22.0 21.1 28.4
4tert-Octylphenol 82.4| 73.7| 79.8| 914| 728 90.7 78.9 93.8
Bisphenol A 65.6| 36.2| 48.9| 82.5| 41.2| 1054 70.3 62.4
Nonylphenol 68.0( 66.1] 91.9 111 104 115 80.6 101
Gemfibrozil 85.2| 90.1| 84.8/ 99.8| 86.6 96.8 84.7 95.8
Bezafibrat 66.5| 70.9| 60.2| 80.4| 95.3 113 92.6 117
Diclofenac 58.1| 65.0| 60.1| 90.4| 75.0 120 89.1 111
Carbamazepin 73.6| 85.0| 82.7 108 117 141 106 138
Interne Standards

Dihydrocarbamazepin 66.8| 86.2| 89.5| 97.1 172 158 137 129
Estradiol D3 249 38.8| 25.9| 35.3| 334 26.4 29.5 39.4
Bisphenol A D16 64.9| 74.9| 68.5| 81.3 102 110 101 107
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8.5.2 Rohdaten der aufgearbeiteten Realproben.

Die Daten in den Tabellen sind um den Blindwert korrigiert. Die Werte fur Bisphenol
A und Nonylphenol in den Tabellen 57 und 58 (kursiv dargestellt) sind keine exakten
Angaben, da diese Konzentrationen oberhalb der Kalibriergraden lagen.

Tabelle 57: Konzentrationen der Substanzen in den weiblichen Aalmuttern der
Station Wismar Klarwerk [ng/uL].

Missbildungen: no no no no | strong | strong | strong | strong
Probe-Nr.: 44 45 53 61 43 49 50 52
Substanzen [ng/uL]

17B-Estradiol 0.08 0.17 0.14| 0.12 0.10 0.19 0.21 0.20
Estron 0.02 0.03 0.05| 0.03 0.02 0.04 0.04 0.05
Estriol 0.02 0.04 0.03] 0.02 0.02 0.02 0.05 0.03
Genistein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17a-Ethinylestradiol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.02 0.01 0.06f 0.03 0.03 0.05 0.01 0.03
Bisphenol A 3.75| 2.54 1.46| 1.58 0.51 3.56 0.65 0.63
Nonylphenol 4.93 4.35 5.75 4.29 2.15 4.91 3.11 3.70
Gemfibrozil n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Tabelle 58: Konzentrationen der Substanzen in den weiblichen Aalmuttern der
Station Salzhaff [ng/pL].

Missbildungen: no no no no no low low>mod mod
Probe-Nr.: 152 171 173 179 190 186 174 176
Substanz [ng/pL]

17B-Estradiol 0.17 0.22| 026 0.20, 0.12 0.16 0.17 0.63
Estron 0.04 0.08f 0.09] 0.06] 0.05 0.04 0.06 0.1
Estriol 0.04 0.08/ 0.03] 0.05 0.02 0.03 0.02 0.13
Genistein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17a-Ethinylestradiol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.03 0.06f 0.05| 0.07( 0.07 0.1 0.09 0.03
Bisphenol A 0.75 3.72| 369 227 290 4.80 1.95 1.35
Nonylphenol 3.00 7.28| 872 9.76| 9.21 12.3 10.5 5.78
Gemfibrozil n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
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Tabelle 59: Konzentrationen der Substanzen in den mannlichen Aalmuttern der
Station Wismar Klarwerk [ng/uL].

Missbildungen: no no no no no low low mod
Probe-Nr.: 46 47 51 62 66 40 54 438
Substanz [ng/uL]

17B-Estradiol <BG <BG <BG| <BG <BG <BG <BG <BG
Estron <BG <BG <BG| <BG <BG <BG <BG <BG
Estriol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0.01 n.n. n.n.
Genistein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17a-Ethinylestradiol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.03 0.04 0.14| 0.06 0.05 0.03 0.03 0.02
Bisphenol A 3.18 3.07 3.1 2.31 1.59 1.29 1.92 1.14
Nonylphenol 3.43 3.92 13.9] 9.43 7.91 242 6.61 1.84
Gemfibroazil n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Tabelle 60: Konzentrationen der Substanzen in den mannlichen Aalmuttern der

Station Salzhaff [ng/uL].

Missbildungen: no no no no low low mod | strong
Probe-Nr.: 153 154 157 164 168 169 183 178
Substanz [ng/pL]

17B-Estradiol 0.02 <BG n.n. <BG 0.02 <BG| <BG <BG
Estron <BG <BG <BG <BG <BG <BG| <BG <BG
Estriol 0.01 n.n. n.n. n.n. 0.02 <BG| 0.02 <BG
Genistein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Daidzein n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
17a-Ethinylestradiol n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
4tert-Octylphenol 0.08 0.10 0.03 0.11 0.04 0.07| 0.06 0.09
Bisphenol A 2.73 3.92 1.36 6.07 6.28 248 4.12 4.47
Nonylphenol 6.61 17.7 5.36 19.2 12.5 8.73] 10.1 19.1
Gemfibrozil n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Bezafibrat n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diclofenac n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Carbamazepin n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
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8.6 Ausgewdhlte Chromatogramme

Die folgenden sechs Abbildungen zeigen ausgewahlte Chromatogramme zum einen

von einer Kalibrierstandardlésung und zum anderen von sowohl dotierter als auch
undotierter Realprobe (Probe 49). Es sind jeweils Chromatograme des postitiven und
negativen Messmodus dargestellt.

W |C of -MRM (28 pairs): 271.2/145.0 amu from Sample 16 (KALA_negl) of 20040603wismark.. Max. 1.2e5 cps.|
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Abbildung 38: Chromatogramm des Kalibrierstandards Nr. 4 (0,25ng/uL) im negativen
Messmodus.
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Abbildung 39: Chromatogramm des Kalibrierstandards Nr. 4 (0,25ng/uL) im positiven
Messmodus.
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[ XIC of -MRM (28 pairs): 271.2/145.0 amu from Sample 76 (WK_49_neg) of 20040603 wismar.. Max. 1.1e5 cps.
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Abbildung 40: Chromatogramm des undotierten Extraktes von Probe 49 (Wismar Klarwerk)
im negativen Messmodus.
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Abbildung 41: Chromatogramm des dotierten Extraktes von Probe 49 (Wismar
Klarwerk) im negativen Messmodus.

W 3 C of +MRM (12 pairs): 271.0/153.1 amu fram Sample 77 (¥K_49_pos) of 20040603 wisrm .. Max. 1180.0 cps.
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Abbildung 42: Chromatogramm des undotierten Extraktes von Probe 49 (Wismar Klarwerk)
im positiven Messmodus.

[ IC of +MR M (12 pairs): 271.0/1583.1 amu fram Sample 126 (WK_49+_pos) of 20040603 wis... Max. 1.6e4d cps.
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Abbildung 43: Chromatogramm des dotierten Extraktes von Probe 49 (Wismar
Klarwerk) im positiven Messmodus.





