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De problematiek van hormoonontregekn.de stoffen in het milieu staat zowel in Nederland ais inter-

nationaal momenteel volop m de belangstelling. Reeds vele decennia weet men dat diverse stoffen,

zoals bepaalde chloorhoolwaterstoffen, kunnen leiden tot directe effecten op de voortplanting en de

populatie-ontwikkeling van aquatische toppredatoren, zoals visetende vogels en zeechonden. Door

maatregelen om de emissies van deze stoffen sterk te beperken zijn de gehaltes van deze stoffen sterk

verminderd, en aisgevolg hiervan ook de optredende nadelige populatie-effecten. Recentzijn in het

watermilieu echter stoffen gemeten die bij dieren op een subtieler niveau inwerken, ais hormoon-

ontregelaar. Daartoe behoort een aantal natuurlijke oestrogene hormonen en zogenaamde xeno-

oestrogenen. Over de mogelijke ecologische effecten is nog weinig bekend. Desalniettemin komen er

steeds meer aanwijzingen dat lokale blootstelling aan deze stoffen op den duur tot nadelige effecten

op de voortplanting kan leiden bij sommige diersoorten.

Hormoonontregelende stoffen zijn stoffen
die bij blootstelling het hormonale systeem
zodanig kunnen beinvloeden dat nadelige
effecten kunnen optreden voor het bloot-
gestelde organisme dan wel zijn ofhaar nage-
slacht In de internationale literatuur worden
deze stoffen aangeduid met de term ’endocrine
disrupters'.

Voorhormoonontregelende stoffen
bestaat momenteel veel aandacht, omdat:

* bij een breed scala van in het wild levende

dieren afwijkingen zijn gevonden aan

voortplantingsorganen ofin hetseksueel
gedrag die zijn toegeschreven aan bloot-
stelling aan stoffen die hormoonsystemen
kunnen beinvloeden;

effecten op de voortplanting en ontwikke-

ling van dieren grote betekenis kunnen

hebben voor het voortbestaan van een
populatie en daarmee op het goed functio-
neren van een ecosysteem;

* hormoonontregelende stoffen weinig
soortspecifiek zijn. Allerlei dieren in het
milieu kunnen worden geschaad. Daar-
door kunnen op vele plaatsen in ecosyste-
men verstoringen in structuur en functie

optreden, met onoverzienbare gevolgen;

® een eenmalige en betrekkelijke lage dosis
van een hormoonontregelende stof met
name in de kritieke fase van de ontwikke-
ling van een dier, al effectiefkan zijn. Bij
gecombineerde blootstelling aan meerdere
hormoonontregelaars tegelijk kan additi-

viteit van effecten optreden.

Meestal wordt de hormoonontregelende
werking van een stofvastgesteld in gecontro-
leerde laboratoriumexperimenten met proef-
dieren (in vivo), maar in veel gevallen ook op
een lager organisatieniveau, in speciaal
gekweekte cellijnen o fweefsels (in vitro). De
grote vraag hierbij is ofdeze laatste labora-
toriumuitkomsten ook geldig zijn voor intacte
organismen, en ofde in vivo-effecten die
worden waargenomen in hetlaboratorium
ook kunnen en zullen optreden onder natuur-

lijke omstandigheden.

De effecten in het milieu, die aan
hormoonontregelaars worden toegeschreven,
betreffen onder andere toename van vervrou-
welijking, onvruchtbaarheid, hermafroditisme
en afwijkend seksueel gedrag bij onder andere

vogels, zeezoogdieren, alligators, vissen en
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Drieluik

W atspeelternu allemaal op dit gebied? Is
er sprake van een nieuw probleem en om
welke stoffen gaat het nu eigenlijk? Afgelo-
pen zomer heeft de Gezondheidsraad advie-
zen uitgebracht die de overheid moeten
attenderen op het gevaar van hormoonont-
regelende stoffen. In de Verenigde Staten en
in Europa wordt momenteel zeer veel
onderzoek gedaan op dit gebied. In Neder-
land looptonder meer een omvangrijk
onderzoek naar de aanwezigheid en effec-
ten van oestrogeen-actieve stoffen (LOES).
In een drieluik beogen medewerkers van
het Rijksinstituut voor Kusten Zee, het
Rijksinstituut voor Integraal Zoetwaterbe-
heer en Afvalwaterbehandeling en enkele
universiteiten inzicht te geven in wat zoal
gaande is op het gebied van hormoonont-

regelaars in relatie tot het watermilieu.

slakken (Colborn e.a., 15192; CSTEE, 19951). Ook
in Nederland en West-Europa, en met name
in aquatische ecosystemen, zijn schadelijke
effecten bij sommige diersoorten waargeno-
men, die in verband worden gebracht met
blootstelling aan hormoonontregelende stof-
fen (tabel 1). De hier vermelde effecten werden
doorgaans waargenomen op duidelijk veront-
reinigde locaties; bij vissen en zeeslakken zijn
recentelijk ook wijdverspreide effecten vastge-
steld in gebieden, waarvan op basis van de
klassieke beoordeling werd aangenomen dat

ze niet ofalleen licht verontreinigd waren.

Er zijn verschillende mechanismen waar-
door hormoonontregelende effecten door stof-
fen kunnen worden veroorzaakt: ontregeling
van lichaamsprocessen door directe interactie
met receptor ofindirect door inwerking op
omzetting, transport ofuitscheiding van het
betreffende hormoon. De meeste aandacht
richtzich momenteel op effecten op de repro-
ductie door veranderingen in de geslachts-
hormoonhuishouding. Vooral in de belang-
stelling staan stoffen die de feminiserende
werking van de natuurlijke vrouwelijke
geslachtshormonen, via receptorbinding,
nabootsen. Deze stoffen worden xeno-oestro-
genen genoemd. Voor hetdetecteren van stof-
fen metdit type werkingsmechanisme zijn de
laatstejaren diverse testen beschikbaar geko-
men (zie het laatste artikel van dit drieluik op
pagina 20). Aan stoffen die m et andere hormo-
nen ofhormoonsystemen interacteren wordt
duidelijk minder aandacht besteed. Uitzonde-
ring hierop zijn de aangetroffen mannelijke
geslachtskenmerken (imposex) bij vrouwelijke
zeeslakken (afb. 1). Dit effect wordt toege-

schreven aan de hormoonverstorende eigen-
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schappen van organotinverbindingen (TBT)
die toegepast worden in aangroeiwerende

verven op schepen.

(Xeno)-oestrogenen zijn natuurlijke of
synthetische stoffen die de feminiserende
werking van de natuurlijke vrouwelijke
geslachtshormonen nabootsen doordat deze
binden aan de hormoonreceptor, met ais
gevolg een respons. De interactie van een
oestrogeen hormoon (ofxeno-oestrogene stof]
met zijn receptor veroorzaakteen aantal reac-
ties welke uiteindelijk leidt tot gewenste (of
onbedoelde] effecten met betrekking tot de
voortplanting en ontwikkeling. Bij niet-zoog-
dieren zoals bijvoorbeeld vissen zorgt i78-
oestradiol op deze wijze voor de aanmaak in
de lever van dooier-eiwit (vitellogenine]: zie
verderop in dit artikel. Een stofkan na
binding aan de hormoonreceptor de natuur-
lijke respons echter ookjuist tegengaan (anta-
gonistisch effect]. Men spreekt dan van een

anti- (xeno-)oestrogeen.

Nieuwe fase in verontreinigings-
problematiek

Reproductieverstoring, al dan niet langs
de weg van hormoonontregeling, is niet
nieuw. Al in de zeventigerjaren werd in
Nederland een aantal persistente chloorkool-
waterstoffen (dieldrin, DDT, PCB's en dioxine-
achtige verbindingen] verantwoordelijk
gehouden voor verstoring van de ontwikke-
ling en voortplanting bij aquatische toppreda-

toren (Koeman e.a., 1969]. Aangetoond is dat

ARB. i

DDT, PCB’s, dioxine-achtige stoffen en ook
endrin/ telodrin de reproductie van visetende
vogelsoorten, zoals de grote stern en de eider-
eend, verstoren. Een slecht broedsucces bij de
aalscholver in de Biesbosch en bij de visdiefin
het Haringvliet zijn door diverse onderzoekers
toegeschreven aan PCB's en dioxine-achtige
stoffen. In het onderzoek bij aalscholvers is
ook een correlatie aangetoond tussen dunne
eischalen en DDT-metabolieten. Bij zeehon-
den in de Waddenzee en de Oostzee is aange-
toond dat steriliteit kan optreden door aanwe-

zigheid in het milieu van PCB’s en metabolie-

Een vrouwtjeswulk. uit de open Noordzee met een mannelijkgesladiBorgaan (imposex). (Foto H. Kraf3],

ten daarvan. Van PCB’s is tevens bekend dat zij
een nadelige invloed hebben op de voortplan-

ting van marterachtigen, zoals de otter.

Concentraties van bekende stoffen ais
PCB’s en metalen zijn de laatste tienjaar sterk
gedaald. Toch zijn nog effecten waargenomen
die niet te verklaren zijn aan de hand van de
concentraties die gemeten worden: het bron-
gericht beleid heeft weliswaar geresulteerd in
een sterke reductie van bekende, prioritaire
verontreinigingen, maar intussen bieden

andere potentieel verdachte stoffen zich aan.

Enkele gedocumenteerde effecten van hormoonontregelende stoffen op (populaties van] dieren in West-Europese en Nederlandse wateren (gebaseerd op CSTEE, 1959).

Tabel I:
effect organisme/diersoort locatie/regio
verminderd gewone zeehond Waddenzee

reproductiesucces

verminderd

reproductiesucces

verminderd broedsucces,

ontwikkelingsstoornissen

feminisatie bij

mannelijke vissen

masculinisatie bij
vrouwelijke dieren;
belemmering van de

voortplanting
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Europese otter

aalscholver, visdief

regenboogforel

(uitgehangen in kooien]

blankvoorn

bot

brasem

veie soorten zeeslakken,

o.a. purperslak en wulk

Noord-Europese landen

sedimentatiegebieden van

Rijn en Maas

oppervlaktewater nabij

lozingspunten van rwzi’s in

Groot-Brittannié
meerdere riviersystemen in
Groot-Brittannié

meerdere estuaria in

Groot-Brittannié en Nederland

1Jssel, Elbe
meeste kustgebieden,

open Noordzee

stof periode

PCB's en PCB-metabolieten jaren '70-'80; nu

bijna geen effecten

meer
PCB's jaren '80;
in Nederland
uitgestorven
DDE, PCB’s en dioxines jaren '60-90;

nu alleen nog
subtiele effecten
i7B-oestradioi, oestron, middenjaren 90
i7a-ethinyloestradiol,
alkylfenolderivaten

oestrogene Steroidhormonen eindjaren ‘go

onbekend eind jaren 90
onbekend eindjaren 90
tributyltin jaren 80-90



Doorde Gezondheidsraad zijn circa 80 stoffen
gescreend op potentiéle hormoonontregelende
werking (Gezondheidsraad, 1999). Gebleken is
dat 34 van deze stoffen voor Nederland van
belang kunnen zijn. Naast de klassieke veront-
reinigingen worden ook genoemd de organo-
broomverbindingen (polybroombifenylen en -
difenylethers), alkylfenolen (4-nonylfenol en 4-
octylfenol), bisfenol-A en in mindere mate de
ftalaten. Ook merkt de Gezondheidsraad
enkele natuurlijke hormonen (izB-oestradiol,
i7a-oestradiol en oestron), en het synthetische
hormoon i/a-ethinyloestradiol aan ais
hormoonontregelaars. Dit laatste hormoon
wordt in de anticonceptiepil voor de mens
gebruikt.

Deze oestrogene hormonen worden door
mensen en vooral landbouwhuisdieren in
aanzienlijke hoeveelheden uitgescheiden. De
oestrogene potentie van deze natuurlijke en
synthetische oestrogene hormonen is altijd veel
hoger dan die van xeno-oestrogenen (zie tabel
2). Deze laatste stoffen zijn doorgaans slecht
biologisch afbreekbaar en bovendien vaak
hydrofoob, waardoor ze de neiging vertonen
zich op te hopen in sedimenten en organismen.
De meeste xeno-oestrogene stoffen verspreiden
zich dan ook diffuus door het milieu.

In binnen- en buitenland wordt gewerkt
aan de uitbreiding van bestaande en de
ontwikkeling van nieuwe tests, die specifiek
gericht zijn op het aantonen van effecten ten
gevolge van hormoonontregeling, bijvoor-

beeld bij vissen. Ook is in veel landen veldon-
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Histologische opname van de testis van een mannelijke bot met kenmerken van interscksualiteit: naast spei-

matogenesezijn ook vrouwelijke kenmerken (pijltjes wijzen naar eicellen) aanwezig. (Foto S. Feist).

Effecten bij vissen

In veldstudies in Groot-Brittannié
(Desbrow e.a., 1998;Jobling e.a., 1558;
M atthiessen e.a., 1598; Routledge e.a., 1998)
zijn wijdverspreide effecten van oestrogeen-
actieve stoffen in het aquatisch milieu aange-
toond. Aangetoond is dat de meeste effluenten
van rwzi’s kunnen leiden tot feminiserende
effecten bij mannelijke vissen. Door fractione-
ring van het effluent heeft men de verant-

woordelijke stoffen voor deze oestrogene

Tabel z: De relatieve oestrogene potentie (EEF) van een aantal verdachte (xeno)-oestrogene stoffen in de ER-CALUX
screeningstest, uitgedrukt ten opzichte van i7B8-oestradiol (Legier, 1999).
stof EEF stof EEF
ER-CALUX ER-CALUX

i7B8-o0estradiol 1 di(2-ethylhexyl)ftalaat <3x10"8
oestron 0,058 bisfenol-A 7,8 x 10"
i7a-oestradiol 0,0if 4-nonylfenol 3,8 x 10-5
i7B-ethinyloestradiol 0,81 4-octylfenol 1,4x 106
dimethylftalaat 1.1 X 10-5 o,p-DDT 9,1 x 10 i
di-ethylftalaat 32x10"8 dieldrin 2,4 X 10-7
di-n-butylftalaat 1.8 X10"8 endosulfan 1,0x 10"
butylbenzylftalaat 1.4 X 10" chloordaan 9.6 x 10"7

derzoek en monitoring in gang gezet van
mogelijke reproductieproblemen bij in het
water levende dieren. Het onderzoek richt zich
dan ook voornamelijk op het aantonen van
causale relaties tussen effecten op populatie-
niveau in het veld en de aanwezigheid van
bepaalde (groepen) stoffen. Op enkele van de
gesignaleerde probleemlocaties zou het in de
toekomst mogelijk moeten worden de voor
hormoonontregeling verantwoordelijke stof-

fen ofstofgroepen te identificeren.

potentie kunnen herleiden tot natuurlijke en
synthetische hormonen (i78-oestradiol,
oestron en i7a-ethinyloestradiol) en alkyl-
fenolderivaten. Mensen en dieren scheiden
Steroidhormonen in de inactieve, geconju-
geerde vorm uit, de oestrogenen blijken
echter in actieve vorm voor te komen in gezui-
verd afval- en rioolwater. Waarschijnlijk zijn
bacterién verantwoordelijk voor deze opgetre-
den deconjugatie.

Ook in de ontvangende oppervlaktewate-

ren en in de estuaria zijn oestrogene effecten
bij mannelijke vissen gevonden, voornamelijk
vitellogenine inductie en inter-seksualiteit.
Vitellogenine inductie is de oestrogeen-
gestuurde aanmaak van vitellogenine in de
lever van de vis. Vitellogenine wordt normaal
alleen door vrouwtjes geproduceerd. Een
verhoogde aanmaak bij mannetjesvissen wijst
op een oestrogeen effect veroorzaaktdoor in
het milieu aanwezige oestrogeen-actieve stof-
fen (Sumpter e.a., 1995). Naast onnatuurlijke
vitellogenine-productie vertoonden manne-
lijke exemplaren van bepaalde vissoorten
bovendien inter-seksualiteit (afb 2).
Inter-seksualiteit bij vissen is een afwij-
king die gekenmerkt wordt door de ontwikke-
ling van eicellen in een overigens normale
testis van mannelijke individuen, waardoor
verminderde fertiliteit en steriliteit kan
ontstaan. Bij de blankvoorn bleeck dat zeer
hoge prevalenties van inter-seksualiteit (tot
plaatselijk meer dan 90 procent van de onder-
zochte populatie) voorkwamen. O fdeze effec-
ten ook daadwerkelijk nadelige gevolgen
hebben voor het voortplantingssucces en de
grootte van de populatie bij de vissen is nog

onbekend.

De resultaten van het Engelse onderzoek
zijn relevant voor de Nederlandse situatie. In
Nederland heeft omvangrijk onderzoek naar
vitellogenine-productie en inter-seksualiteit
bij vissen nog niet plaatsgevonden. Uit het
nog beperkte onderzoek onder vispopulaties
in ons land blijktdat er in enkele sterk veront-
reinigde zoetwatersystemen en estuaria
sprake is van verhoogde vitellogenine-
gehalten in mannelijke vissen, overeenko-
mend metde gehalten aangetroffen in vis van

Engelse wateren.
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N ationaal beleid

In 799-7heeft de Gezondheidsraad een
advies uitgebrachtover de invloed van
hormoonontregelende stoffen op de gezond-
heid van de mens. Hierin werd geconcludeerd
dat geen aanwijzingen bestaan dat blootstel-
ling aan hormoonontregelende stoffen een
acute dreiging vormt voor de gezondheid,
maar dat deze stoffen - gezien de brede bloot-
stelling - wel serieuze aandacht behoeven. Een
ander geluid komtuit hetvorigjaar doorde '
raad uvitgebrachte advies overhormoonontre-
gelaars in ecosystemen. Met name bij dieren
die deeluitmaken van aquatische ecosystemen
zijn wel effecten van hormoonontregelende
stoffen op de voortplanting aangetoond of
aannemelijk. De gevolgen daarvan voor
levensgemeenschappen en gehele ecosystemen

zijn echter nog onbekend.

De bezorgheid over hormoonontregelende
stoffen in het milieu heeft in /997 geleid tot
vragen vanuitde Tweede Kamer. Ais antwoord
heeft de minister van VROM vorige zomer een
notitie 'Hormoonontregelende stoffen’opge-
steld, waarin een overzicht wordt gegeven van
hetbeleid en lopend onderzoek op het gebied
van hormoonontregelende stoffen. Hierin
staat de conclusie dat de aanpak van
hormoonontregelende stoffen niet principieel
anders benaderd dient te worden dan die van
andere stoffen die ecotoxicologische effecten
kunnen veroorzaken. Dit betekentdat
hormoonontregeling ingebracht kan worden
in de daarvoor bestemde stofbeoordelings-
kaders. Daarvoor is het van belang betrouw -
bare testmethoden beschikbaar te krijgen om
stoffen op hormoonontregelende kenmerken
te kunnen screenen. Geconstateerd is dat het
aantal geproduceerde (bestaande) stoffen zeer
grootisen het toepassen van hetrisicobeleid

op al deze stoffen tijdrovend en duur is.

COMPREHEND is de afkorting van ’the
COMmunity Programma ofResearch on Envi-
ronmental Hormones and Endocrine Disruptors.
Hetis een door de Europese Unie medegefinan-
cierd onderzoeksprogramma op het gebied van
hormoonontregelaars in het aquatisch milieu.
Het wordtuitgevoerd door het consortium
Euraqua, een samenwerkingsverband van natio-
nale watennstituten, waaronder het RIZA in
Nederland. In de tien landen (zie kaartje) wordt
onderzoek verricht naar onder meer hormoon-
ontregelaars in representatieve effluenten van
industrie en rioolwaterzuiveringsinstallaties,

worden probleemstoffen geidentificeerd, effecten

op 'wildlife' gezocht op hetniveau van populatie-

Het ministerie van VROM is begonnen
methetprogramma 'Beleidsvernieuwing stof-
fen’, ook wel 'Strategie omgaan met stoffen’
genoemd. Van deze nieuwe strategie voor het
omgaan met stoffen zullen hormoonontrege-
lende stoffen ook deel gaan uitmaken. Omdat
in Nederland weinig veldonderzoek is verricht
naar de mogelijke effecten van hormoonontre-
gelaars in ecosystemen adviseert de Gezond-
heidsraad de deels al bestaande monitoring-
programma’s naar dit soortstoffen uit te brei-
den meteen aantal specifiek voor dit doei
ontwikkelde testmethoden. Hierbij wordt
opgemerktdater geen beproefde blauwdruk
van aanpak bestaat, maar dat dit veldonder-
zoek een iteratiefproces van samenwerking
tussen verschillende disciplines vereist, waar-
bij stapsgewijs moet blijken welke aanpak de
meest effectieve is. Verder beveelt de Gezond-
heidsraad aan veldonderzoek te richten op

specifieke bronnen, zoals mest.

N ationale onderzoeksactiviteiten

In Nederland zijn bij het onderzoek naar
hormoonontregelende stoffen diverse discipli-
nes van onderzoeksinstituten van overheid,
onderwijs en bedrijfsleven betrokken. In 1996
en 19518 zijn op initiatiefvan Rijkswaterstaat
twee nationale studiedagen gehouden. De
verslagen hiervan geven een goed beeld van de
actuele ontwikkelingen in Nederland
(Leonards, 1996; Vethaak, 1999). In het laatste
verslag wordt de lezer tevens geinformeerd over
het vorigjaar opgerichte Nederlands Onderzoe-
kers Platform "Hormoonontregelaars’ (LOPES).
Eén van de taken van dit platform, waarin de
meeste belanghebbenden op dit terrein partici-
peren, is hetcodrdineren en prioriteren van het
benodigde onderzock. Een eerste aanzet voor
chemische en biologische effectmetingen voor
oestrogeen-actieve stoffen in het Nederlandse

watermilieu wordt op nationaal niveau

ontwikkeling en screeningsmstrumenten

ontwikkeling en gestandaardiseerd Het COMPREHEND-programma loopt tot en met 2002.

Een ecerste overzicht van de resultaten wordt in de loop van ditjaar verwacht.

Voor meer informdtie kunt u contact opnemen met C. v d. Guchte en A. Gerritsen van het RIZA m Lelystad.
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momenteel gerealiseerd in het'Landelijk
Onderzoek oEstrogene Stoffen (LOES)’en in
Europees verband in het onderzoekprogramma
'COMmunity Programme o fResearch on Envi-
ronmental Hormones and Endocrine

Disrupters (COMPREHEND)’ (zie kader).

De centrale vraag bij het LOES-projectisof
in Nederland oestrogene effecten op vispopu-
laties optreden ten gevolge van de aanwezig-
heid van (xeno)-oestrogenen in water-
systemen. In het project wordt de aanwezig-
heid van potentiele (xeno)-oestrogene stoffen
in diverse matrices van regenwater, leidingwa-
ter, zoeten zoutoppervlaktewater, en al dan
niet gezuiverd stedelijk o fbedrijfsafvalwater
in Nederland in kaart gebracht. Daarnaast
worden in het laboratorium met in vitro-en in
v/vo-screemngstests potentiéle en actuele
effecten bepaald (zie het laatste artikel in dit
drieluik). Verder worden bij in het veld verza-
melde vis m et specifieke biomarkers, zoals
vitellogenine inductie, oestrogene effecten en
mogelijke verstoring van de reproductie gein-
ventariseerd. Ook zullen op een aantal
(verdachte) locaties vissen ofmosselen worden
uitgehangen in kooien en gedurende enige
tijd worden blootgesteld aan oppervlakte-
water ofbiologisch gezuiverd afvalwater. Door
toepassing van een combinatie van gelijktij-
dige stof- en effectgerichte monitoring moet
duidelijk worden welk gedeelte van de gecon-
stateerde effecten verklaard kan worden door
de aanwezigheid van de hormoonontregelende

stoffen.

Het LOES-programma wordt onder auspi-
cién van Rijkwaterstaat uitgevoerd door een
grootaantal onderzoeksinstellingen en labora-
toria (onder andere Instituut voor Milieu-
vraagstukken, Wageningen Universiteit sectie
Toxicologie, Universiteit van Amsterdam
vakgroep Milieu- en Toxicologische Chemie,
Rijksinstituut voor Volksgezondheid en
Milieu, Tauw BV, AquaSense, Rijksinstituut
voor Visserij-Onderzoek Universiteit Utrecht,
veterinaire faculteit RITOX en het Hubrecht
laboratorium). De samenwerkende Rijn- en
Maaswaterleidingbedrijven (RIWA), het RIVM,
W etterskip Fryslan en het RIKZ en RIZA finan-
cieren het programma. Daar waar mogelijk
vindt integratie plaats van het LOES-
programma met het EU-onderzoekpro-
gramma COMPREHEND. Binnen dit laatste
driejarig durende programma, waaraan door
13 onderzoeksinstellingen (waaronder RIZA) in
negen Europese landen wordt bijgedragen, zal
de ernst van de huidige situatie in Europa
nader geinventariseerd worden.

Ter voorbereiding van het LOES-
programma is in 1997-1998 een voorstudie
uitgevoerd, waarbij een eerste indruk is

verkregen van de aanwezigheid van enkele



(xeno)-oestrogene stoffen en de oestrogene
potentie in watersystemen en afvalwater (Bei-
froid e.a., iggg). De resultaten kunt u lezen in

de twee volgende artikelen.
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Speuren naar [xenojoestrogene sporen

A.BELFROID, VRIJE UNIVERSITEIT VAN AMSTERDAM ,INSTITUUT VOOR M ILIEUVRAAGSTUKKEN

P. DE VOOGT, UNIVERSITEIT VAN AMSTERDAM, VAKGROEP MILIEU EN TOXICOLOGISCHE

CHEM IE

E. VAN DER VELDE, RIJKSINSTITUUT VOOR

G.RIJS,RIJKSINSTITUUT VOOR INTEGRAAL

In een voorstudie is een eerste indruk gekregen
van de aanwezigheid van enkele verdachte
hormoonontregelaars in watersystemen in
Nederland. De resultaten tonenaan dat natuur-
lijke oestrogene hormonen en xeno-o estrogene
stoffen van niet natuurlijke oorsprong in ajval-
water voorkomen. Ook m oppervlaktewater
werden natuurlijke oestrogene hormonen en
bisfenol-A aangettoffen, terwijlftalaten en
alkylfenol(ethoxylaten] voornamelijk in
zwevend stofen sedimentgevonden werden.
Dezeresultaten maken duidelijk dat een uitge-
breide 'baselme’-studie van hormoonontrege-

lende stoffen in Nederland noodzakelijk is.

Wereldwijd worden verschillende stoffen
geidentificeerd die ais potentieel verdacht
worden aangemerkt voor hormoonontregeling.
Ditkunnen stoffen zijn die in diverse indus-
triéle productieprocessen worden toegepast,
maar ook de natuurlijke oestrogene hormonen
die worden uitgescheiden door mens en vee en
hetsynthetische i/a-ethinyloestradiol, datin
de anticonceptiepil wordt toegepast. Het doei
van de voorstudie (Beifroid e.a., xggg), uitge-
voerd in het najaar van lyg7, was om de
beschikbare chemische en biologische analyse-
methoden in diverse milieumatrices te optima-
liseren en vervolgens een eerste indruk te krij-
gen van de aanwezigheid van deze (xeno)-
oestrogenen in afval- en oppervlaktewater in
Nederland, alsmede het meten van de totale
oestrogene potentie in dezelfde milieumon-

sters (zie het volgende artikel in dit drieluik).

Locatiekeuze

Bij de keuze van de meetlocaties voor het
oppervlaktewater in de zoete, brakke en zoute
Rijkswateren is zoveel mogelijk aangesloten
bij het landelijk routinematig monitoringson-
derzoek, datjaarlijks door RIZA en RIKZ wordt
uitgevoerd. Voor het afvalwater zijn de meet-
locaties (stedelijk en industrieel) zo geselec-

teerd dat deze een zo goed mogelijke afspiege-

VOLKSGEZONDEHEID EN

ZOETWATERBEHEER EN

M ILIEU

AFVALWATERBEHANDELING

ling geven van de afvalwaterstromen in
Nederland. Hetstedelijk afvalwater betreft het
influent en effluent van rioolwaterzuiverings-
inrichtingen. Het industrieel afvalwater is
afkomstig van twee (biologische) afvalwater-
zuiveringsinstallaties en van twee persleidin-
gen van industrieterreinen. Doelbewust is niet
gekozen voor afvalwaterstromen, waarvan op
basis van de samenstelling een hoge concen-
tratie van één van de te analyseren stoffen

werd verwacht.

Resultaten
Oestrogene hormonen

Oestrogene hormonen (lyB- en 17a-
oestradiol, oestron en hetsynthetische 17a-
ethinyloestradiol) werden aangetroffen in
oppervlaktewater in rivieren en kanalen nabij
stedelijke agglomeraties, maar niet in open
wateren waar veel verdunning optreedt
(afb. x). De oestrogene hormonen die veelvul-
dig werden aangetroffen in oppervlaktewater
zijn de natuurlijke hormonen i78-oestradiol
en oestron. De in Nederland aangetroffen
gehalten zijn vergelijkbaar met die in de ons
omringende landen.

In afvalwater werden naast i78-oestradiol
en oestron ook de overige twee gemeten
hormonen, i7a-oestradiol en het synthetische
i7a-ethinyloestradiol, aangetroffen. In afbeel-
ding 2 is het gehalte van i7B8-oestradiol in
afvalwater weergegeven; voor de andere
oestrogene hormonen werd een vergelijkbaar
patroon gevonden. De gegevens tonen dat
oestrogene hormonen voornamelijk in huis-
houdelijk afvalwater voorkomen. De gehalten
in het effluent van rwzi’s zijn hierbij aanzien-
lijk lager dan in ruw rioolwater. De dataset is
echter nog te gering om een uitspraak te doen

over de verwijderingsefficiéncy.
Ftalaten
Ftalaten worden onder andere toegepast

ais weekmakers in plastics. Door wijdverbreide
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AB. i
Nederland in 799/.

toepassing en uitloging kunnen ftalaten
overal in het milieu aangetroffen worden. In
de voorstudie bleek het mogelijk om deze
groep van stoffen in alle matrices (leidingwa-
ter, oppervlaktewater, sediment, zwevend
stof, mosselen, afvalwater en zuiveringsslib) te
kunnen aantonen.

In oppervlaktewater werden gehalten

aangetroffen die lagen in de orde van jjg/1.

Tabel I:

DMP) DEP
leidingw ater <d.l. <d.l.-o0,i
milieumatrices
oppervlaktewater <d.L-0,5 <d.L- 2,6
sediment <d.L <d.l.-33
zwevend stof <d.l.- 58 22-40
biota <d.l. 58 - 660
stedelijk afvalwater
influent/rioolwater 1,L1-46 7-30
nool-/zuiveringsslib <d.L-430 <d.L-1500
effluent 0,2 0,4-1,8
industrieel afvalwater
influent/rioolwater 03-19 1,0-77
riooh/zuiveringsslib <d.L- 580 <d.L - 2800
effluent 0,1-03 1,2- 14

Aanwezigheid van oestrogene hormonen (in ng/l) in oppervlaktewater in

Zechaven
Delfzijl

RWZI

AB. 2

RWZI

rioolwater, sept
o effluent, sept
g noolwater, dec

o effluent, dec

AWZI AWZI
A B

Gehalten (in ng/l) aan i/3-oestradiol in vijfrwzi's en drie rioolpunten in

IpfBy. HHD jSraw rioolwater van een woonwijk. RW Z11-3 zijn stedelijke

nvzi's. AWZI A en B zijn industriéle awzi’s en IND CenD zijn locaties voor

rioolwater van twee industrieterreinen.

Veel hogere gehalten
werden echter
aangetroffen in
zwevend stofen
sediment (tot 30.000
Mg/kg droge stof). D it
houdt verband met
het hydrofobe karak-
ter van veel ftalaten.
Een overzicht van
het voorkomen van
ftalaten is weer-
gegeven in tabel x. Hieruit blijkt dat de meest
algemeen voorkomende ftalaat de hydrofobe
di(2-ethylhexyl)ftalaat (DEHP) is.

Gehalten in effluenten van rwzi's liggen
in dezelfde orde van grootte ais in oppervlakte-
water en zijn veel lager dan in ongezuiverd
afvalwater. Ftalaten lijken zowel in huishou-
delijk ais industrieel afvalwater in gelijke mate

voor te komen. De aangetroffen gehalten in

Concentratie ranges (in pg/l of pg/kg droge stof3 van zesftalaten in diverse milieumatrices (1997).

DBP BBP DEHP DOP
02-23 <d.L 0,4'3,5 <d.l.
<d.l.- 0,7 «LL 0,04-1,9 «LL
<d.L-114 <dl1.-56 106- 2866 «LL
98-1500  <d.L-705 590 - 27000 «LL
190 - 4380 <d.l.-1730 <d1- 8040 <d.l.
1,8-56 0,3 -2,0 8,7-27 <d.1.-04
690-1100 < T ©©  X600-98000 <d.L- 2000
0,8 -2, <d.i. 1,0- 2,9 «LL
1,0-9,6 <d.1.-05 <0,4-263 <d.l.-04
720-3200  <d.L- 990 8000-258000 <d.l.-i7000
0,6-0,8 <d.l 0,7 - 4,1 «LL

1) DMP =dimethylftalaat, DEP =diethylftalaat, DBP =di-n-butylftalaat, BBP =butylbenzyl-
ftalaat, DEHP =di(2-ethylhexyl)ftalaat, DOP = di-n-octylftalaat.

H3jO # i'Zooo

Nederland zijn vergelijkbaar met die in ons

omringende landen.

Bisfenol-A

Bisfenol-A wordt eveneens gebruikt bij de
productie van plastics en in epoxyharsen. Het
algehele beeld is dat de concentraties bisfenol-
A'in rivieren en bij riviermondingen hoger
lagen dan op de overige locaties (gemiddeld
rond 40 ng/1 tegenover elders 4 ng/1) (afb. 3).

In afvalwater was het bisfenol-A gehalte
veel hoger; in ruw rioolwater gewoonlijk
tussen de 200 en xoo00 ng/l, in het effluent van
een rwzi/awzieen factor xo lager. Ook in zuive-
ringsslib werd bisfenol-A regelmatig aange-
troffen. Gehaltes liepen daarin op tot 7000 ng/1
(270 pg/kg droge stof). Erzijn weinig meetge-
gevens over bisfenol-A in oppervlakte- ofafval-
water uit de ons omringende landen beschik-

baar, zodat een vergelijking niet mogelijk is.

APEO's

Alkylfenolethoxylaten (APEO’s) zijn opper-
vlakte-actieve stoffen die onder andere in
industriéle reinigingsmiddelen worden toege-
past. Ze vormen een groep van verbindingen
met verschillende eigenschappen (zie ook
kader). Nonylfenol (NP), de belangrijkste
alkylfenol (AP), is een grondstof voor de
APEO-productie en wordt tevens ais stabilisa-
tor in plastics gebruikt. In deze studie zijn in
zwevend stofen sediment APEO-gehaiten van
8 pg/kg droge stof(tabel 2) aangetroffen,
terwijl in oppervlaktewater het gehalte zelfs
op relatiefverontreinigde locaties onder de
detectielimiet bleef

In afvalwater, met name industrieel afval-
water, werden relatiefhoge gehalten APEO’s
aangetroffen in de orde van pg/l tot zelfs mg/1.
Zoals uit tabel 2 blijkt zijn de gehalten in efflu-
entvan rwzi/awziaanzienlijk lager dan in
influent. Ditduidt op omzetting van de
oorspronkelijke verbindingen en/of adsorptie
aan slib in een rwzi (zie kader). Ook in zuive-
ringsslib werden hoge gehaltes NPEO's en NP

aangetroffen. Op een enkele locatie werden ook



Ajb. 3

wo-

octylfenolethoxylaten in het slib aangetoond.
De gehalten van NP en NPEO's in opper-
vlaktewateren in Nederland liggen volgens de
studie uit 1957 over het algemeen lager dan
elders in Europa en Noord-Amerika zijn geme-
ten. De in deze studie gemeten concentraties
in afvalwater komen goed overeen metde in
de literatuur gerapporteerde ranges. De geme-
ten waarden in effluenten van rwzien awzi’s
liggen in tegenstelling tot de ons omringende
landen doorgaans in het lage gebied van deze

concentratieranges.

Algemene patronen van voorkomen
hormoonontregelaars

Samengevat kan worden gesteld dat in
oppervlaktewater alle onderzochte stoffen
worden aangetroffen en dat daarbij oestrogene
hormonen en bisfenol-A voornamelijke opge-
lostaanwezig zijn, terwijl ftalaten en APEO’s
zich voornamelijk bevinden in zwevend stof
en sediment.

In ongezuiverd afvalwater zijn alle verbin-
dingen die in deze voorstudie zijn betrokken,
meerdere malen aangetroffen. Gehalten waren
relatieflaag voor de hormonen (tot 150 ng/1),
terwijl voor de andere verbindingen bisfenol-A,
ftalaten en APEO's gehalten lagen in de orde
van enkele tot tientallen pg/l In effluenten van
rwzi/awzi's waren de gehalten van deze verbin-
dingen vergelijkbaar ofhoger met die van
oppervlaktewater. Hormonen werden zoals
verwacht vooral aangetroffen in stedelijk afval-

water, terwijl APEO’s en bisfenol-A meer lijken

Aanwezigheid van bis/enoi-A (in ngjii) in oppervlaktewater in Nederland in

voor te komen in
industrieel afvalwater.
Overigens is het van
belang op te merken
dathet hier om slechts
een kleine a-selecte
meetcampagne gaat.
Hetis dan ook belang-
rijk de resultaten in
dit licht te zien: een
eerste inventarisatie

van de aanwezigheid

van potentieel verdachte (xeno)-oestrogene stof-

fen in diverse milieumatrices in Nederland.

Tabel 2:

laten (NPEO's) en nonylfenol (NP) in diverse milieumatrices in 1997.

milieumatrices
oppervlaktewater
sediment

zwevend stof
stedelijk afvalwater
influent/rioolwater
riool-/zuiveringsslib

effluent

industrieel afvalwater

influent/rioolwater
riool-/zuiveringsslib

effluent

Concentratie ranges (in yg/! ofmg/kg droge stofvan nonylfenolethoxy-

PLATFORM

(OCH,CHj)n— OH
n=1-40

afvalwater anaéroob

behandeling

0 —(CH2CHIO) — H 0 —(CHjCHjO)— H

n=1,2(APIEO, AP2E0) n =1, 2(APIEO, AP2E0)

-0 —(CHJCHJO) — CH-COOH

n =0, I(APIEC AP2EC)

anaéroob slib
behandeling

AB. 4 Aérobe en. anaérobe rrans/ormatie van alkylfenolethoxylaten

(Thiele e.a., 1997)

De oplosbaarheid in water van NPEO neemtafmet een afnemend
aantal ethoxylaat-eenheden. Ais gevolg hiervan hebben nonylfenol
en de lagere oligomeren de neiging te zich te verplaatsen naar een
lipofiele omgeving, zoals slib sediment en biota. Nonylfenol is zeer
slecht oplosbaar in water.

Tussen hetlozingspunten het momentdathet afvalwater de rwzi
bereikt worden de hogere goed in water oplosbare oligomeren (metn
EO > 8)al deels omgezetin de lagere, slecht in water oplosbare
verbindingen. Zo kan in ruw rioolwater een relatieve aanrijking van
de lagere oligomeren worden waargenomen. In de rwzi vindt een
verdere omzetting plaats waardoor de hogere oligomeren vrijwel
geheel verdwijnen ten gunste van de omzettingsproducten (zie
afbeelding 4). Deze producten zijn resistent tegen verdere biologi-
sche afbraak en verlaten de rwzi gedeeltelijk via het effluent. Het
grootste gedeelte van de gevormde lagere oligomeren (NPiEO,
NP2EO en NP) adsorbeert door hun lipofiele karakter echter aan het
slib. In anaéroob slib is verdere omzetting van NPXxEO en NP2EO tot
NP aangetoond. (Giger e.a., 1984)

Wat betekent dit?

Hormonen en andere hormoonontrege-
lende stoffen kunnen
worden aangetoond in
Nederlandse watersystemen
en afvalwater. De gehalten

liggen in de orde van ng/l

NPEO NP voor de oestrogene hormo-
nen tot pg/l voor de xeno-
oestrogene verbindingen.

«LI. <d.l.- 0,14 Voorde natuurlijke hormo-

2,6-5,7 0,63 -1,70 nen waren de gemeten

0,70 - 8,0 0,21 - 0,62 gehalten weliswaar laag,
maar bevonden zich op een

2,1-170 <d.l.- 23 aantal locaties boven het

0,7 - 2400 <d.L-125 effectniveau van 0,3 ng/1.

<d.L- 6,1 <d.L-1,0 Ditis de drempelwaarde
waarbij één van de

20 - 2270 <d.L- 400 hormoonontregelende

<d.L-1400 <d.L- 2500 kenmerken, de oestrogeen-

09-15 <dl-1.2 gestuurde aanmaak van

dooiereiwit/vitellogenine
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bij mannelijke regenboogforellen na langdu-
rige blootstelling, is aangetoond.

Belangrijk bij het beoordelen van de
concentratieranges van de overige (xeno)-
oestrogene stoffen is de zogenaamde relatieve
oestrogene potentie (EEF-factor) van een
verbinding. Zoals de naam al doet vermoeden
zijn de oestrogene hormonen zeer potent ais
oestrogene stof) waardoor deze bij lage concen-
traties al een feminiserend effect zouden
kunnen veroorzaken. De andere xeno-oestro-
gene verbindingen in deze studie bezitten een
veel lagere relatieve oestrogene potentie. (Zie
tabel 2 in vorig artikel). Een nadere toelichting
van het meten van oestrogene potenties met
behulp van in vitro-testen wordtin het hier-
navolgende artikel gegeven.

Ontregeling van de hormoonhuishouding
door (xeno)-oestrogene stoffen in een orga-
nisme wordt bovendien niet alleen doorde
potentie van een stofen de concentratie in het
milieu bepaald, maar ook door het milieuche-
mische gedrag van deze stof) haar biologische
beschikbaarheid en de kinetiek en afbraak in
hetorganisme zelf Al deze gegevens zijn nog
grotendeels onbekend voor de (xeno)-oestro-
gene stoffen in deze studie. O fde gemeten
concentratieniveaus aan (xeno)-oestrogene
stoffen ook werkelijk kunnen resulteren in
ecologische consequenties kan op basis van
deze studie dan ook niet worden bepaald.
Hiervooris inzicht noodzakelijk in de relatie
tussen gehalten van hormoonontregelende
stoffen en in het veld geconstateerde effecten,
alsmede inzichtin de betekenis van deze effec-
ten op populatie- en ecosysteemniveau. Even-
min kan op basis van de gemeten gehalten
(xeno)-oestrogene stoffen in oppervlaktewater
en afvalwater een uitspraak worden gedaan
over de risico's van deze stoffen in het Neder-
lands milieu. Voor beide vragen zijn aanvul-

lende studies nodig.
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Hormoonontregelaars in water

opsporen met biologische effectmetingen

T. MURK, WAGENINGEN UNIVERSITEIT, SECTIE TOXICOLOGIE

A. BELFROID, VRIJE UNIVERSITEIT VAN AMSTERDAM, INSTITUUT VOOR MILIEUVRAAGSTUKKEN

D. VETHAAK, RIJKSINSTITUUT VOOR KUST EN ZEE

Van sommige in Nederland voorkomende
milieuverontreinigingen is bekend dat ze een
hormoonverstorende werking kunnen hebben.
Erwordtmetname veel aandachtbesteed aan
stoffen die de werking van vrouwelijke hormo-
nen kunnen nabootsen, de xeno-oestrogenen. De
groep van verdachte xeno-oestrogene stoffen
groeit nog steeds. Onduidelijk is w at de totale
verstoring van alle stoffen samen is. Door
ijebruik te maken van biologische effectmetin-
gen wordt het mogelijk de totale 'oestrogene
potentie' van mengsels van stoffen te bepalen en
onbekende [xenofoestrogene stoffen op te

sporen.

Hiervoor worden zowel laboratoriumtes-
ten met vissen [in vivo) ais voor dit doei
ontwikkelde in victo-testen met speciaal
gekweekte cellen gedaan. Het is ook mogelijk
om in natuurlijke vispopulaties biomarkers
voor oestrogene effecten te bepalen. In een
voorstudie voor LOES (Landelijk Onderzoek
oEstrogene Stoffen) zijn de voor- en nadelen
van een aantal in vitro-testen met elkaar
vergeleken. De gemeten oestrogene potentie is,
vergeleken met de berekende oestrogene
potentie, gebaseerd op gemeten chemische
concentraties van enkele verdachte (xeno)-

oestrogene stoffen.

Ontregeling van geslachtshormonen zou
een serieuze bedreiging kunnen vormen voor
de voortplanting en daarmee voor het voortbe-
staan van soorten. Door het wegvallen van
diersoorten kunnen natuurlijke evenwichten
in kwetsbare ecosystemen ontregeld raken en
ditkan op zijn beurt weer het voortbestaan
van andere soorten onder druk zetten. De
beschikbare kennis over hormoonontregeling
isopditmomentnog zeer beperkt. Zo is er tot
nu toe vrijwel uitsluitend aandacht besteed
aan het chemisch meten van gehaltes van een
klein aantal zogenoemde (xeno)-oestrogenen.
W aarschijnlijk nog maar een fractie van de

potentiéle probleemstoffen is ook werkelijk

onderzocht op oestrogene werking.

Hetonderzoek naarhormoonverstoring
metbehulp van effectmetingen kent verschil-
lende niveaus. Elk niveau vertegenwoordigd
een graad van (biologische) organisatie van
molecuul (stof) tot ecosysteem. Naarmate het
niveau hoger wordtneemtde voorspellende
waarde en daarmee de ecologische relevantie
toe. Anderzijds neemt de verstoring door
andere (fysiologische en ecologische) factoren
ook toe en daarmee de mogelijkheid om een
effect te koppelen aan een stof(groep)juistaf
(afb. 1). Al naar gelang de doelstelling, kunnen
verschillende niveaus worden ingezet voor
effectmeting. De keuze wordt daarbij in
belangrijke mate bepaald door de soort infor-
matie die men wenst, het beschikbare budget
en de termijn waarop een resultaat gewenst is.

Effectmetingen worden binnen LOES
ingezet met verschillende doelstellingen. De
oestrogene potentie van monsters uit verschil-
lende milieu matrices van verschillende loca-
ties worden bepaald met in vitro-testen. De
vergelijking van deze resultaten met de
chemisch vastgestelde concentraties aan
(xeno)oestrogene stoffen zullen inzicht
verschaffen in de aanwezigheid van (xeno)-
oestrogenen en de al dan niet corresponde-
rende oestrogene potentie in het watermilieu.
Hieruit kan men onder andere afleiden ofer
nog verder naar onbekende xeno-oestrogene
stoffen moet worden gezocht.

Metingen aan natuurlijke vispopulaties
moeten inzicht geven in de daadwerkelijke
oestrogene effecten in de Nederlandse wate-
ren. Experimenten waarbij vissen, op locatie
en in het lab, worden blootgesteld aan biolo-
gisch gezuiverde effluenten zullen informatie
verschaffen over de bijdrage van deze lozingen

aan de in het veld waargenomen effecten.

Principes van de in vitro-testen
Om een indicatie te krijgen van de oestro-
gene potentie van stoffen in bepaalde milieu-

matrices is het gebruik van in vitro-testen zeer
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De ecologische relevantie en tijdsduur totdat een effectgemeten kan worden hij meting van biologische ejfec-

ten in het veld op verschillende niveaus van biologische organisatie. Rechts staat aangegeven op welk niveau

in vivo- en in vitro-testen uitgevoerd kunnen worden, lokaal o fin het lab met materiaal uit het veld. Bij risi-

cobeoordeling wordt stapsgewijs het 'voorzorg'-trajectgevolgd, terwijl voor het verklaren van daadwerkelijk

waargenomen effecten in het veld het omgekeerde traject wordt doorlopen.

geschikt. De testen zijn snel, relatiefgoedkoop
ener is meestal maar weinig materiaal nodig.

In het vooronderzoek voor LOES (Beifroid
e.a., 19951a) zijn drie in vitro-testen toegepast:
de 'estrogenreceptor'-bindingstest (Schwartz
e.a., 1993), de 'yeast estrogen’-test (Routledge
e.a., 1996) en de 'chemical activated luciferase
gen expression’-test (Legier e.a., 1999a). In het
kader van een STOW A-onderzoek (Beifroid e.a.,
1999b) naar biomarkers voor oestrogeen-
actieve stoffen is bovendien de E-screen (Soto,
1995) toegepast. De ER-bindingstesten en E-
screen zijn uitgevoerd aan de Vrije Universiteit
Amsterdam; de ER-calux en YES-testen door
Wageningen Universiteit.

De genoemde testen meten alle vier
verschillende aspecten van de effectketen van
een stofdie een cel binnenkomten uiteinde-
lijk tot oestrogene verstoring kunnen leiden.
Ter toelichting is in afbeelding 2 het principe
van de werking van een (xeno)-oestrogene stof
beschreven. Wanneer (xeno)-oestrogene stoffen
de celmembraan passeren, kunnen deze
binden aan de oestrogeen-receptor in het cyto-
sol van de cel. Vervolgens kan de receptor
worden geactiveerd waarna een complex
ontstaat van twee beladen receptoren aan
elkaar. Dit complex migreert naar de celkern,
waar hetbindt aan een specifiek stukje DNA,
het estrogen responsive element’(ERE). Bij het
'vitlezen' van DNA worden eiwitten gevormd
zoals in een normale reactie op oestrogene
hormonen in een vrouwtjesdier. Eén van de
eiwitten die gevormd kunnen worden, is vitel-
logenine. D it is een dooier-eiwitdat van
nature alleen in de lever van vrouwelijke

vissen wordt aangemaakt, maar bij blootstel-

ling aan (xeno)-oestrogene stoffen uit het
omringende milieu ook door mannelijke
vissen kan worden geproduceerd. Het vormt
derhalve een goede indicator voor oestrogene
effecten.

De oestrogeen-receptor-bindingstest (ER)
geeft informatie overhetbinden van een stof

aan een uit cellen geisoleerde oestrogeen-
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receptor. Geen informatie wordt gegeven over
de activering ofremming van de receptor. In
de praktijk geven hierbij zowel actieve (xeno)-
oestrogenen ais anti-oestrogenen een positieve
respons.

in de 'yeast estrogen'-test (YES) meet men
de binding van een oestrogene stofaan een in
de cel gebrachte humane oestrogeen-receptor
(de gistcel heeftdeze zelfniet) inclusiefde
activatie van deze receptor en het eveneens
ingebrachte reporter-gen. Dit geeftdus een
maat voor de stimulerende (agonistische)
werking van de (xeno)oestrogenen. Doordatde
gistcel een relatiefmoeilijk doorlaatbare
celwand heeft, passeren zowel grotere molecu-
len ais vrij lipofiele moleculen niet ofnauwe-
lijks de celmembraan. Ais deze dus in het
milieu-extract aanwezig zijn, zullen ze geen
respons geven in deze test. Voor zover bekend
geven stoffen metanti-oestrogene werking
geen verlaging van de respons.

In de 'chemical activated luciferase gen
expression'-test (ER-CALUX) wordt in een
humane borstkankercellijn ook het hele ptoces
van binding aan de receptor tot en met de acti-
vatie van de genen gemeten. Dit gaat ook op
basis van hetingebrachte reporter-gen, maar de
receptor zit van nature al in de cel. De respons is
eenresultante van zowel oestrogene en anti-
oestrogene activiteit. Voor zover bekend passe-
ren zowel hydrofiele ais lipofiele stoffen zonder
probleem de celwand. Ditbetekentdatalle stof
fen die in een extractaan de cellen worden

aangeboden de celwand ook daadwerkelijk

Principe van werkingsmechanisme van natuurlijke oestrogenen en xeno-oestrogenen in een cel.
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kunnen passeren. Ook kan er in de cellen
omzetting van de stoffen plaatsvinden waar-
door effecten van metabolieten (afbraakproduc-
ten) meegemeten kunnen worden.

De E-screen maakt gebruik van een borst-
kankercellijn die oestrogenen in het groei-
medium nodig heeft om te kunnen delen.
(Xeno)oestrogenen uit een milieu-extract
zullen in principe dus ook de celgroei stimule-
ren. De E-screen is een relatiefbewerkelijke in
vitro-test, omdat onder andere controles
moeten worden uitgevoerd op stoffen die
mogelijk de groei van de cellen remmen.

Nietin de voorstudie meegenomen maar
welin het LOES-onderzoek Wordtin een
nieuw ontwikkelde in vitro-test de productie
van hetdooier-eiwit vitellogenine in celcultu-
res van vissenlevers bepaald door blootstelling
aan (xeno)-oestrogenen uit milieu-extracten.
Deze test is weliswaar (nog) moeilijk uitvoer-
baar, maar de vergelijkbaarheid met in vivo-
testen, eveneens uitgevoerd met vissen, wordt

hiermee eenvoudiger.

Resultaten vooronderzoek

Omdatde genoemde vier in vitro-testen
nog nieteerder toegepast waren op de geselec-
teerde milieumonsters, moesten de voorbe-
werkingsmethoden van de monsters nog
worden ontwikkeld. Waterige monsters
werden na filteren over glasvezelfilters
geéxtraheerd meteen SDBXC-disk en geélu-
eerd met methanol. Zwevend stof, sediment
en zuivelingsslib werden na vriesdrogen
geéxtraheerd in een ’accelerated solvent
extractor’ met dichloormethaan/aceton (1:1).
Alle extracten werden uiteindelijk in DMSO
aan de in vitrotesten toegevoegd. In het vorige
artikel was te lezen welke locaties zijn bemon-

sterd.

Prestatiekarakteristieken van de in vitrotesten
Alle in vitro-testen bleken goed te kunnen
worden uitgevoerd met extracten van alle
milieumonsters. De respons van deze tests
worden steeds uitgedruktten opzichte van het

natuurlijke oestrogene hormoon i78-oestra-

diol, ais oestradiol
equivalenten (EEQ/s).
Zoals verwachtis de
oestrogene potentie,
gemeten met de ER-
bindingstest, veel
hoger dan die geme-
ten metde andere
testen. Ditkomt door-
dat stoffen niet zoals 100
bij levende systemen

een celwand hoeven te

RWZI11

passeren en binding
van anti-oestrogenen Ajb. 3
op dezelfde wijze

bijdragen aan het

signaal ais oestro-

genen. De ER-CALUX nen.

en de YES-test geven

resultaten te zien die

vrij goed overeenkomen, hoewel de respons op
de laatste test wat vaker onder de detectiel-
imiet lag.

Doordat karakteristicken zoals detectie-
limiet, maximale inductiefactor en spreiding
nogal verschillen tussen de in vitrotesten is
ook de hoeveelheid monstermateriaal, die
bewerkt moet worden, per test sterk verschil-
lend. Tabel 1geeft een overzicht van de
hoeveelheden materiaal die gemiddeld nodig
zijn om de oestrogene potentie goed te
kunnen bepalen. In deze tabel is tevens de
detectielimiet en benodigde blootsteilings-

duur weergegeven.

Oestrogene potentie in afvalwater

Zoals in afbeelding 3 te zien is verschilt de
oestrogene potentie van hetafvalwater sterk
per monsterperiode. Voor gefiltreerd stedelijk
rioolwater ligt de oestrogene potentie in de
orde van grootte van 1tot 300 pmol EEQ/1 voor
ER-CALUX en YES. Deze waarde van de oestro-
gene potentie is equivalentaan 0,3 totgo ng
i7B-oestradiol/l. Voor de ER-bindingstest
bedroeg deze waarde 500 tot 2500 pmol EEQ/1
In de rwzi’s vindt een aanzienlijk reductie

plaats (met een factor tien tot 20), wat resul-

Tabei 1: Enkele prestatiekarakteristieken en per matrix de hoeveelheid benodigd materiaal van vier in vitra-tests.
ER-binding YES ER-CALUX E-screen
blootstellmgsduur 3uur 3 dagen 1dag 8 dagen
detectielimiet (pM) 1000 10 0,5 33
oppervlaktewater (ml) + 950 60 - 250 6-30 15-90
zwevend stof(g) + 1500 50 - 400 16- 40 45-120
ruw rioolwater (ml) + 400 4-100 0,2-25 0,6-1,5
effluent (ml) + 400 10-100 0,9-9 3-18
zuiveringsslib (g) + 150 5-40 0,5%4 1,5-12

H20 # i-rooo

B rioolwater, sept
) effluent, sept
g rioolwater, dec

o effluent, dec

RWZI12 RWZI3 AWZIA

Aanwezigheid van oestrogene potentie in afvalwater, gemeten met ER-
CALUX in vijfnvzi/awzi’s en in drie rioolputten. HHD is ruw rioolwater van
woonwijk, RWZI 1-3 zijn stedelijke nvzi’s, AWZI A en B zijn industri€le

awzi's en IND CenD zijn locaties voor rioolwatervan twee industrieterrei-

teert in lagere gehalten in effluent in de orde
van grootte van 1tot 30 pmol EEQyoor ER-
CALUX en YES. De oestrogene potentie van het
gefiltreerde rioolwater vanafindustrieter-
reinen ligtmet 1tot 75 pmol EEQ/1 voor ER-
CALUX en YESbeduidend lager dan ruw stede-
lijk rioolwater. Ook zuiveringsslib bevatnog
vrij veel oestrogene potentie.

Deze gemeten responsen van de in vitro-
testen zijn hoger dan wordt berekend op basis
van chemisch gemeten gehalten. Deze gehal-
ten aan individuele stoffen worden vermenig-
vuldigd met de relatieve oestrogene potentie
(EEF) van deze individuele stoffen, waarna alle
producten van de afzonderlijke stoffen in een
mengsel bij elkaar worden opgeteld. Afhanke-
lijk van het type screeningstest alsmede de
matrix is het percentage van de oestrogene
potentie, wat verklaard kan worden, wisse-
lend. Zo is voor het effluent van een rwzi/awzi
het berekende percentage van het chemisch
verklaarde deel slechts 30 procent van de
gemeten oestrogene potentie metde ER-
CALUX. Ditbetekent dat70 procent van de
gemeten oestrogene potentie waarschijnlijk
veroorzaaktwordt doornog onbekende stof-
fen. Voor het influentis het chemisch te
verklaren deel een factor twee groter. Een
belangrijk deel van deze berekende oestrogene
potentie wordtbepaald door de aanwezigheid

van de oestrogene hormonen.

Oestrogene potentie in opperviaktewater

Ook in oppervlaktewater en zwevend stof
blijktde oestrogene potentie tussen de
bemonsteringslocaties sterk te kunnen
verschillen, maar ook de matrix waarin deze
voorkomt (zie afb. 4 en 5). In oppervlaktewater
is de oestrogene potentie over hetalgemeen
laag: 0,1 tot 1,7 pmol EEQ/1 voor ER-CALUX en
waarden tot4 pmol EEQ/1 voor YES. Voor
zwevend stoflag de oestrogene potentie tussen

0,1 en 2,5pmol EEQ/g droog materiaal. Bij



Eijsden

Afi. 4
Nederland, gemeten met ER-CALUX en YES.

Eijsden is de gemeten oestrogene potentie in
zowel de waterige ais vaste fractie over het al
gemeen hoger dan bij de andere drie locaties.
Metde ER-bindingsassay zijn de gemeten
niveau's, indien deze boven de detectielimiet
uitkwamen, altijd veel hoger (tot io pmol
EEQ/1 en 300 pmol EEQ/g droge stofvoor
respectievelijk de waterige fractie en zwevend
stof] dan gemeten met de YES o fER-CALUX.
De berekende oestrogene potentie
uitgaande van de chemisch gemeten gehalten
van de individuele stoffen in oppervlaktewater
waren enkele factoren hoger dan de daadwer-
kelijk gemeten responsen met de in vitro-
testen. Mogelijke verklaring is dat de
chemisch gemeten gehalten van de diverse
stoffen in oppervlaktewater dicht tegen de
detectielimiet liggen, waardoor de onzeker-

heid in de berekende potentie vrij groot wordt.

Betekenis van de resultaten

Zoals uit het vooronderzoek blijkt zijn in
het Nederlandse milieu stoffen aanwezig met
oestrogene potentie. Zelfs in rivierwater kon
soms een oestrogene potentie worden gemeten
die op hetniveau lag van 1.1 pmol EEQ/1
(equivalentaan 0,3 ng i/B-oestradiol/l), het
niveau waarbij in het laboratorium met
oestrogene hormonen ais zuivere stofis aange-
toond dat bij mannelijke forellen vitellogenine
productie optreedt. O fdit ook bij vissen in
deze rivieren op zal treden is nog niet bekend,
omdatniet precies bekend is welke stoffen
deze oestrogene potentie vormen en o fze goed
zullen worden opgenomen door vissen.
Daarom is hetvan belang om naast in vitro-
testen met extracten ook in wVo-experimenten
met dezelfde extracten en niet-geextraheerd
water uit te voeren. Een ecologisch relevantere
parameter is een nadelig reproductie-effect op
lokaal levende vissen met effecten op de popu-
latie. Dit is methodisch echter vaak zeer moei-
lijk vast te stellen. In het LOES-project zal
echter een goede schatting kunnen worden

gemaakt van de risico’s van de huidige niveaus

Aanwezigheid van oestrogene potentie in oppervlaktewater op vier locaties in

ER-CALUX. aug
B YES. aug
o ER-CALUX, nov
o YES, nov
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ER-CALUX aug;
a YES. aug
o ER-CALUX. nov
.Q YES, nov

Eijsden

Aanwezigheid van oestrogene potentie in zwevend sto/op vier locaties in

Nederland, gemeten met ER-CALUX en YES.

aan (xeno)oestrogene stoffen op de reproductie
van vissen in Nederland. Tevens zal het de
mogelijkheid bieden voor nadere biologische
en ecologische validatie van de gebruikte

screeningstesten.

De volgende validatiestappen zullen
worden uitgevoerd;
in vitro-respons met extracten (ER-
CALUX, YES, vitellogenine inductie in
karpercellen),
in wVo-respons met extracten (transgene
zebravis). Zeer recentelijk is een transgene
genetisch gemanipuleerde zebravis
ontwikkeld in respons vergelijkbaar met
de ER-CALUX. Hiermee kunnen in alle
levensstadia van de vis de orgaanspecifieke
effecten van oestrogeen-actieve stoffen
bepaald worden (Legier, 2000],
in wVo-respons met compleet water (life-
cycle test met zebravis]. Tijdens deze test
worden zebravissen gedurende een hele
levenscyclus bloot gesteld aan niet-ge-
éxtraheerd water, waarbij de effecten op
het voortplantingssucces van deze dieren
en hun nakomelingen worden bekeken,
biomarker-effecten door in kooien uitge-
hangen vis (karpers en regenboogforel).
Gekeken zal worden naar de vitellogenine
inductie na drie weken blootstelling.
Daarnaast zullen bepaalde inteelt-karpers,
waarvan de nakomelingen honderd
procentmannelijk ofhonderd procent
vrouwelijk zijn, lokaal worden uitgezet in
kooien ofblootgesteld onder laboratorium-
omstandigheden. Deze dieren zijn zeer
geschikt om naast vitellogenine inductie
de mate van interseksualiteit ten gevolge
van de aanwezigheid van oestrogeen-
actieve stoffen te bepalen
en vitellogenine inductie, histologisch
onderzoek aan gonaden en afwijkingen
aan geslachtsverhoudingen bij lokaal in

het wild levende vissen.

Doorde toenemende complexiteit wordt
het met toenemende ecologische relevantie
steeds moeilijker om de relatie met de
chemisch bepaalde gehaltes aan (xeno)-oestro-
gene stoffen vast te stellen. Door de chemisch-
biologische geintegreerde benadering in het
LOES-project zal het echter mogelijk zijn na
ecologische validatie van de in vitro-testen
voor bepaalde matrices een grenswaarde aan
te geven, waaronder geen nadelige oestrogene

effecten te verwachten zijn.
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