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Referat

Die Wirkung der nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID) Ibuprofen und Naproxen,
sowie deren Metaboliten nach UV-C Behandlung und den beiden Storgrof3en
Ammonium und Nitrat aus der kommunalen Abwasserreinigung wurde am Modell-
organismus Caenorhabditis elegans (C. elegans) untersucht. Die Ergebnisse dieser
Experimente dienen der Entwicklung einer neuen effizienten, nachhaltigen Abwasser-
reinigungsstufe fur Spurenstoffe. Weiterhin wurde die Abbaubarkeit der Wirkstoffe
mittels UV-C Bestrahlung und die Eignung der Methode fiir eine Modellklaranlage auf
Grundlage der toxikologischen Untersuchungen gepruft.

Die akute Toxizitat (24 und 48 h) und der Einfluss auf die Lebensspanne und Lokomotion
der Nematode, zur Abbildung der chronischen Wirkung der Testsubstanzen, wurden be-
stimmt. Eine mdgliche Beeinflussung der Reproduktion wurde ebenfalls untersucht, um
die damit verbundenen potentiellen Wechselwirkungen im Okosystem zu diskutieren.
Die Substanzen und Metaboliten zeigten keine akute Toxizitat oder Effekte auf die
Beweglichkeit der Nematoden. Der Wirkstoff Naproxen wirkte sich nur in den mit E. coli
unkonditionierten Expositionsgruppen dosisabhéangig auf die Lebensspanne von
C. elegans aus. Bei der Exposition mit 25 UM Naproxen trat eine deutliche Abweichung
(p=0,00008) der Lebensspanne, eine Reduktion der medianen Lebensspanne auf 25 %
(95 % KI; 0,14-0,45), sowie der relativen Anzahl an Nachkommen/Nematode um 25 %
zur Kontrolle auf. Aus der Vorkonditionierung der Bakterien mit den Wirkstoff Naproxen
lie sich eine protektive Wirkung auf den Nematoden ableiten. Es zeigten sich
Veranderungen im Muster der Eiablage fur die Wirkstoffe, Metabolite und Stérgréf3en,
die mit keiner deutlichen Reduktion oder Zunahme der relativen Anzahl an Nach-
kommen/Nematode einhergingen. Insgesamt kann gezeigt werden, dass die beiden
NSAID keine bis moderate Auswirkungen auf den Modellorganismus besitzen. Die
Wirkungen waren beim Wirkstoff Naproxen ausgepragter.

Die StorgroBen nahmen keinen Einfluss auf C. elegans., sodass eine Exposition unter
Realbedingungen durchgefiihrt werden kann. Da keine adversen Effekte aus den
Untersuchungen mit UV-C Strahlung behandelten Wirkstofflosungen hervorgingen und
effiziente Abbaubarraten durch die Bestrahlung erzielt wurden, hat das untersuchte
Verfahren ein hohes Potential fiir die Entwicklung einer 4. Reinigungsstufe.

Es sind Untersuchungen mit erweiterten Endpunkten, zusatzlichen Organismen héherer

Trophiestufen und weiteren umweltrelevanten Arzneimittelwirkstoffen zu empfehlen.

Krings, Oliver Bewertung der Wirkung von Arzneimittelriickstanden in der Umwelt am
Modellorganismus C. elegans, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2023
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1 Einleitung
1.1 Arzneimittel in der Umwelt

Der Gebrauch von Arzneimitteln ist in der heutigen Gesundheitsversorgung fir Mensch
und Tier unverzichtbar, um Krankheiten und Beschwerden zu heilen, lindern oder vorzu-
beugen, physiologische Funktionen zu modulieren oder eine medizinische Diagnose zu
stellen (82 Absatz 1 AMG). Derzeit gibt es 105.067 verkehrsfahige Arzneimittel, die in
den Zustandigkeitsbereich des Bundesinstituts flr Arzneimittel und Medizinprodukte
fallen. Davon sind ca. ein Drittel freiverkauflich und nur ca. die Halfte rezeptpflichtig
(BfArM, 2022).

Arzneimittelwirkstoffe zahlen zu den am besten am menschlichen Organismus unter-
suchten Substanzen in Bezug auf ihre Absorption, Distribution, Metabolisierung und ihre
biologischen Effekte. Sie kénnen z.B. beabsichtigt die Sekretion oder Exkretion von
Drisen anregen, die Signallibertragung zwischen Nervenzellen modulieren oder den
Hormonhaushalt verandern (Lullmann et al., 2016; Geisslinger et al., 2019). Wissen-
schaftliche Studien zur Abbildung von biologischen Effekten auf unsere Umwelt und
andere Organismen fehlen allerdings fur viele unserer seit langem angewendeten
Humanarzneimittelwirkstoffe géanzlich (Kimmerer, 2001; SRU, 2007). Diese sind fir die
Durchfiihrung einer adaquaten Umweltrisikobewertung unabdingbar.

Erst mit der EU-Richtlinie 2004/27/EG sind fur alle Neuzulassung von Human-
arzneimitteln Prufungen zu maoglichen Auswirkungen auf die Umwelt durchzuftihren und
eine Umweltrisikobewertung vorzulegen (Salomon, 2005). ,Bislang liegen erst flr
schatzungsweise zehn Prozent der potentiell umweltrelevanten Arzneimittelwirkstoffe
aus der Humanmedizin ausreichende Informationen fur die Beurteilung des Umwelt-
risikos vor‘, so die deutsche Umweltbehérde (UBA, 2021a). Dies zeigt eine grof3e
Datenlicke im Bereich der Umweltbewertung von in Deutschland verkehrsfahigen
Altarzneimitteln auf, die mit Hilfe von 6kotoxikologischen Priifungen geschlossen werden
kann.

Aufgrund des kontinuierlichen Gebrauchs von Arzneimitteln zum Erhalt eines hohen
Gesundheitsstandards in der Bevdlkerung und in der Veterinarmedizin werden die
angewendeten Arzneimittel sowie deren Metabolite ungewollt (ber verschiedene
Eintragspfade in unsere Umwelt eingetragen (SRU, 2007). Dies fihrt dazu, dass in der
Umwelt wirksame Konzentrationen von Wirkstoffen zur Schmerztherapie, Empféangnis-
verhitung und Antibiose punktuell zustande kommen, die eine schadigende Wirkung auf
Okosysteme besitzen konnen (LAU, 2006; SRU, 2007; LAU, 2010; UBA, 2018;
UBA, 2020b). Um eine adaquate Einschatzung der Umweltfolgewirkung der
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Arzneimittelwirkstoffe vornehmen zu kénnen, bedarf es einer differenzierten Bewertung
des Gefahrdungspotentials und Expositionsabschatzung der untersuchten Substanzen
auf die Umwelt. Zwar besitzen manche Wirkstoffe eine hohe Wirkungsspezifitat und sind
nur in geringen Mengen in der Umwelt nachzuweisen, jedoch lassen sich die toxiko-
logischen Kenntnisse zur Wirkung am Warmbliter nicht oder nur teilweise auf die
Umwelt Gbertragen (SRU, 2007).

Neben dem Potenzial einer Substanz toxische Wirkungen zu entfalten, spielen ihre
Persistenz, Bioakkumulation und Mobilitat eine entscheidende Rolle (SRU, 2007).
Substanzen, die zugleich alle drei Eigenschaften — persistent, bioakkumulierend und
toxisch — aufweisen, nennt man PBT-Stoffe (LfU, 2016). Das Verhalten in der Umwelt ist
von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Wirkstoffe, wie der Mobilitét,
Ladung und Loslichkeit, gepragt, da diese die Persistenz, Bioakkumulation und
Verbreitung der Substanz in der Umwelt mafgeblich beeinflussen (SRU, 2007;
Arp und Hale, 2019).

Stoffe mit einer hohen Persistenz, Mobilitdt und Toxizitdt werden als PMT-Stoffe
bezeichnet (Arp und Hale, 2019). Die Arzneimittelwirkstoffe kdénnen natirlichen
Strukturen a@hneln, wie z.B. herzwirksame Glykoside oder Coffein, welche sich meist
besser abbauen lassen, als synthetische Strukturen, die nicht in der Natur bestehen
(Hilp, 2006). Beispielsweise wird der synthetische Wirkstoff Clofibrat (Lipidsenker)
schlecht abgebaut und trotz seines seit 2003 bestehenden Einsatzverbots kann sein
Metabolit Clofibrinsdure weiterhin im Trinkwasser nachgewiesen werden (LAU, 2006;
LAU, 2010; Bergmann et al., 2011). Die naturidentischen Wirkstoffe hingegen kommen
meist in geringen Konzentrationen vor, sodass ein Eintrag hochdosierter Mengen
bedenklich erscheint.

Die Bindung bzw. Anreicherung von Arzneimittelriickstanden in Sedimenten, Bdden,
Klarschlammen oder Organismen lasst sich nachweisen, welche zu einem spateren
Zeitpunkt freigesetzt werden konnen (Ebert et al., 2014). Gelangt ein Arzneimittel-
wirkstoff in die aquatische Umwelt, kommt es kurzzeitig zu hochwirksamen
Konzentrationen an der Eintragsstelle. Durch den Verdunnungseffekt, im Abwasser-
system und nattrlichen Wasserreservoir, wie dem Grundwasser, den Oberflachen- und
Kistengewassern, lassen sich die Arzneimittelrickstande jedoch in der Umwelt in nur
sehr geringen Konzentrationen nachweisen (Hilp, 2006; LAU, 2006; SRU, 2007;
LAU, 2010). Die Nachweisbarkeit von Arzneimittelriickstanden und Spurenstoffen wird
mit zunehmend besseren technischen Mdglichkeiten immer genauer, so liegen die
Bestimmungsgrenzen fir die nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID) Diclofenac und
Ibuprofen bereits bei 0,005 und 0,025 pg/l (LAU, 2006). Das Umweltbundesamt (UBA)

berichtet im Jahr 2021 Uber die Detektion von 414 unterschiedlichen
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Arzneimittelwirkstoffen in der Umwelt, wovon viele in Konzentrationen im Bereich von
0,1 bis 1 pg/l und nur kaum Wirkstoffe >1 ug/l nachgewiesen werden konnten. Diese
Arzneimittelriickstande lassen sich ,nahezu flachendeckend und ganzjéhrig in
FlieRgewassern“ (UBA, 2021a), sowie im Erdboden und Grundwasser detektieren.
Aulerdem konnten bereits vereinzelt Spuren von Arzneimitteln im Trinkwasser
festgestellt werden, welche jedoch kein Risiko fir die humane Gesundheit darstellen
(UBA, 2020a; UBA, 2021b). Allerdings ist kiinftig mit einem Anstieg der Nutzung von
Arzneimitteln und somit auch mit der Einbringung dieser Wirkstoffe und deren Metabolite
in den Wasserkreislauf zu rechnen. Die Ursachen fir diese Annahme liegen zum einen
im demographischen Wandel und zum anderen in der rezeptfreien Versorgung mit
vielfach genutzten wirkungsspezifischen Arzneimitteln, wie beispielsweise Diclofenac,
Ibuprofen und Naproxen, mit analgetischer und antipyretischer Wirkung (SRU, 2007;
Bergmann et al., 2011).

1.2 Eintrag von Arzneimittelwirkstoffen in die Umwelt

Humanarzneimittel werden Uberwiegend tber das kommunale Abwasser und Tier-
arzneimittel durch die Ausbringung von Mist und Gille eingetragen. Zu den Rahmen-
bedingungen, die den Eintrag von Arzneimittelwirkstoffen in die Umwelt regulieren
kénnen, gehort das Arzneimittelgesetzes (AMG), dass in § 48 AMG die Bedingungen
einer Verschreibung von Arzneimitteln festlegt. Eine grof3e Anzahl an NSAID sind
allerdings ,over-the-counter® (OTC)-Arzneimittel und koénnen in bestimmten Mengen
auch ohne arztliche Verordnung, in sog. Selbstmedikation, angewendet werden.

Das UBA (2012) gab unter Einbezug der zusammengestellten Verbrauchsdaten von
Arzneimitteln der IMS (Intercontinental Marketing Service) Health einen Verbrauch von
ca. 8.120 t fur umweltrelevante Substanzen an. Unter den sechzehn Arzneimittelwirk-
stoffen mit einem jahrlichen Verbrauch von mehr als 80 t, die rund zwei Drittel des
gesamten Jahresverbrauch ausmachen, finden sich die flunf NSAID Ibuprofen,
Metamizol, Acetylsalicylsaure, Paracetamol und Diclofenac wieder. Hierunter stellte
Ibuprofen im Jahr 2012 das zweithaufigste verbrauchte Humanarzneimittel mit Umwelt-
relevanz nach Metformin dar (Ebert et al., 2014). Sehr problematisch fur die Umwelt
kénnen Arzneimittel mit topischer Anwendung (Salben, Cremes, Gele, etc.) sein, da die
darin enthaltenen Wirkstoffe durch die tagliche Korperhygiene ungehindert und
unverandert in das Abwasser gelangen kénnen (DVGW, 2015).

Eine weitere Eintragsquelle stellt eine unsachgemé&fRe Entsorgung von Arzneimitteln
Uber die hauslichen Sanitareinrichtungen dar (Kimmerer, 2004; Gétz und Keil, 2007,
Klauer et al., 2019). Ein groRRer Anteil der nicht verbrauchten oder abgelaufenen

Arzneimittel kann und wird Uber die Restmilltonne oder in Schadstoffmobilen entsorgt.
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Der gesammelte Restmill wird nahezu vollstandig in Miullverbrennungsanlagen
transportiert und dort verbrannt, sodass keine Arzneimittelrickstande in die Umwelt
eingetragen werden (BMG, 2022; BfArM, 2023). Allerdings werden Arzneimittel oftmals
Uber die Toilette oder den Abfluss entsorgt und gelangen daher in den Wasserkreislauf.
Fur spezielle Arzneimittel, wie z.B. Medikamente zur Krebstherapie, gibt es gesonderte
Ruckgabemdoglichkeiten, die beim behandelnden Arzt bzw. zustandigen Apotheker
erfragt werden mussen (UBA, 2015; Schwarz und Leblanc, 2021; BMG, 2022). Andere
nicht zu vernachlassigende Eintragsquellen sind die Abwasser von Krankenh&usern,
Justizvollzugsanstalten sowie der pharmazeutischen Industrie selbst, welche in das
kommunale Abwassersystem eingeleitet werden, da diese deutlich erhdhte Arzneistoff-
konzentrationen aufweisen (Aus der Beek et al., 2016). Gémez et al. (2006) wiesen
diverse Antibiotika, Betarezeptorenblocker und Schmerzmittel mit Konzentrationen von
bis zu 150 ug/l in Krankenhausabwassern nach.

Sowohl die landwirtschaftliche Nutzung von Klarschlammen aus Abwasserbehandlungs-
anlagen oder Giille, Jauche und Mist als auch Sickerwasser von Deponien kénnen zur
Mobilitat von Human- und Tierarzneimitteln in die Umwelt beitragen (Kratz et al., 2000;
BLAC, 2003; Schulte-Oehlmann, 2007; SRU, 2007). Fur Ibuprofen konnten Gehalte von
max. 150 g/l in Deponiesickerwassern festgestellt werden, die vor allem zu Belastung-
en des Grundwassers fihrten, so die Bund/Lander-Arbeitsgemeinschaft Chemikalien-
sicherheit (BLAC) (2003).

Auch in Entwicklungs- und Schwellenlandern werden Analgetika (Diclofenac, Ibuprofen
und Naproxen), Antibiotika (Sulfamethoxazol, Trimethoprim) und das Antiepileptikum
Carbamazepin im Oberflachenwasser, Grundwasser oder Trinkwasser nachgewiesen
(Aus der Beek et al., 2016; Graumnitz und Jungmann, 2021).

Zu ahnlichen Beobachtungen kamen auch Kern und Lorenz (2008) zur regionalen
Umweltbelastung ausgewahlter Humanarzneimittel in Oberflachengewdssern im Raum
Halle (Saale). Sie wiesen die hochsten Gehalte an Wirkstoffriickstanden, darunter
Diclofenac (2.039 ng/l), lbuprofen (63 ng/l), Naproxen (93 ng/l) und Carbamazepin
(2.297 ng/l), im Ablaufwasser der Klaranlage Halle-Nord nach (Kern und Lorenz, 2008).
Gegenwartige Abwasserbehandlungsanlagen filtrieren bzw. entfernen bereits viele der
umweltbedenklichen Stoffe aus den eingeleiteten kommunalen Abwéssern, jedoch nicht
alle. Da Oberflachengewasser in Deutschland teilweise fur die Trinkwasseraufbereitung
genutzt werden, sind auch geringe Gehalte an Arzneimittelwirkstoffen im Trinkwasser
nachweisbar. Zu den sieben im Jahr 2013 meist verbrauchten Arzneimittelwirkstoffen,
welche im Trinkwasser nachgewiesen werden konnten, zahlten die vier Kontrastmittel

lomeprol (2431t), lopromid (78t), Amidotrizoesdure (52t) und lopamidol (28t), die



beiden NSAID Ibuprofen (1.081t) und Diclofenac (83t), sowie das Antikonvulsivum
Carbamazepin (49 t) (Brendler-Schwaab et al., 2017).

Zu den bedenklichen Arzneimittelriickstanden, die man im Wasserkreislauf detektieren
kann, zahlen somit viele unterschiedliche Substanzgruppen. Jedoch lassen sich die
Gruppen anhand ihrer Eigenschaften und beziglich der Dringlichkeit einer umwelt-
toxikologischen Priifung anhand von Abbaubarkeit und Eintragsmenge einstufen
(IMS Health, 2013; Brendler-Schwaab et al., 2017). So zeigen vor allem Arzneimittel aus
der Gruppe der NSAID eine grol3e Umweltrelevanz, aufgrund ihrer zum Teil schlechten
Abbaubarkeit, sehr hohen Eintragsmenge und ihrem toxischen Potential auf Organismen
in der aquatischen Umwelt. In die Gruppe der Wirkstoffe mit einer geringen Eintrags-
menge, jedoch schlechter Abbaubarkeit kann die Clofibrinsaure, ein Metabolit des
Clofibrats (Kapitel 1.1) eingeordnet werden, der noch stets im Trinkwasser nachweisbar
ist (SRU, 2007; Bergmann et al., 2011). In der deutschen TrinkwVO (2001) gilt fur Stoffe,
die das Trinkwasser verunreinigen oder seine Beschaffenheit nachteilig beeinflussen ein
Minimierungsgebot.

1.2.1 Nichtsteroidale Antiphlogistika

Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID) — auch nichtsteroidale Antirheumatika — sind
eine Gruppe von Arzneistoffen, die eine antiphlogistisch, antipyretisch und analgetisch
Wirkung besitzen. Sie werden oft der Wirkstoffklasse der Analgetika zugeordnet. Im
Gegensatz zu den Opioidanalgetika wirken NSAID beim Menschen nicht an den
Opioidrezeptoren, welche vornehmlich im Zentralennervensystem vorzufinden sind,
sondern hemmen die Cyclooxygenasen (COX) in therapeutischer Dosierung
(Ldllmann et al., 2017; Geisslinger et al., 2019).

Trotz des intensiven Wissens um die Wirkmechanismen der NSAID sind relevante

Aspekte insbesondere zur Umweltfolgewirkung nicht bekannt.
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Abb. 1: Strukturformeln von Ibuprofen (A) und Naproxen (B).

In der Gruppe der NSAID sind eine Vielzahl an Wirkstoffen enthalten, darunter einige
bekannte Wirkstoffe, wie die Acetylsalicylsdure, Diclofenac, lbuprofen, Naproxen,

Paracetamol, Metamizol und Celecoxib, ein selektiver COX-2 Inhibitor. Unter diesen
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Wirkstoffen stellt Ibuprofen (Abb. 1 A) die Substanz mit den héchsten Verbrauchszahlen,
von 1.188,7 t im Jahr 2017 und 1.211,7 t im Jahr 2020, mit weiter steigender Tendenz
dar und ist daher von besonderem Interesse flr das bearbeitete Forschungsvorhaben
(Bergmann et al., 2011, IQVIA, 2021). Ibuprofen kann in verschiedenen Wirkstoff-
konzentrationen bis hin zu 400 mg Wirkstoff rezeptfrei in deutschen Apotheken erworben
werden, wohingegen hdhere Dosierungen rezeptpflichtig sind. Fir den Wirkstoff wird
eine tagliche Hochstdosis von 1.200-2.400 mg fir Erwachsene und Jugendliche
ab 15 Jahren empfohlen, wobei die maximale Einzeldosis 800 mg nicht tberschritten
werden sollte. Ibuprofen wird nahezu vollstandig metabolisiert und nur zu 1 % der Dosis
unverandert ausgeschieden (SRU, 2007; Geisslinger et al., 2019). Zu den Metaboliten
von Ibuprofen zahlen z.B. 4-Isobutylacetophenon, mit bekannten adversen Effekten auf
Blut- und Nervenzellen (Ruggeri et al., 2013), sowie die weniger toxischen Metabolite
Carboxyibuprofen und 2-Hydroxyibuprofen (Marco-Urrea et al. 2009) mit einer potenziell
hoéheren Umweltbelastung aufgrund ihrer héheren Konzentrationen (Zwiener et al.,
2002; Collado et al., 2012). Daher ist es ebenfalls notwendig die Metabolite bei der
Abschatzung der Belastung durch gemessene Umweltkonzentrationen eines Arznei-
mittels zu bericksichtigen (Nurmi et al., 2019). Der Verteilungskoeffizient log Pow von
3,3 bei einem pH-Wert von 5 (BLAC, 2003) flur lbuprofen weist ebenfalls auf ein
moderates Bioakkumulationspotenzial hin. Das Erreichen toxikologisch relevanter Wirk-
schwellen in aquatischen Organismen kann aufgrund der moderaten Bioakkumulations-
tendenz von lbuprofen nicht mit hinreichender Sicherheit ausgeschlossen werden
(BLAC, 2003). zwar qilt lbuprofen als biologisch leicht abbaubar, jedoch wird der
Wirkstoff nur zu 58-90 % in Klaranlagen aus dem kommunalen Abwasser eliminiert
(Hanisch et al., 2004). Der Wirkstoff Ibuprofen lasst sich daher bereits seit langerem im
Oberflachenwasser (> 1 ug/l), Grundwasser (0,1-1 ug/l) und Trinkwasser (< 0,1 ug/l)
nachweisen, sodass Bergmann et al. (2011) den Wirkstoff ,unter Berticksichtigung des
Okotoxikologischen Wirkpotenzials, des Vorkommens in der aquatischen Umwelt [...]
und der Entwicklung der Verbrauchsmengen im Zeitraum 2002 bis 2009°
(Bergmann et al., 2011) mit einer mittleren umweltrelevanten Prioritdt einstufte.
Ibuprofen konnte als sehr persistent und sehr mobil, sowie PMT-Stoff klassifiziert werden
(Arp und Hale, 2019). Des Weiteren wurde Ibuprofen nach GefStoffV als toxisch fir
Wasserorganismen eingestuft und kann langerfristig zu schadlichen Wirkungen in
Gewassern fuhren (BLAC, 2003).

Ein dem Ibuprofen strukturell sehr ahnlicher Wirkstoff ist das Naproxen, wie aus der
Abb. 1 erkennbar ist. Beide Arzneimittel besitzen den gleichen Wirkmechanismus,

jedoch besitzt Naproxen eine langer anhaltende Wirkung, sodass es seltener ein-



genommen werden muss. Aufgrund von unterschiedlichen Verschreibungspflichten in
den USA, seit 1994 ein nicht verschreibungspflichtiges Analgetikum, und Deutschland,
seit Einfihrung 1999 rezeptpflichtig, unterscheiden sich die Verbrauchszahlen von
Naproxen in den beiden Landern deutlich (Brune et al., 2002; Herdegen, 2014). Fur den
Wirkstoff Naproxen sollte eine Tageshotchstdosis von 600 mg eingehalten werden
(Geisslinger et al., 2019). Die Verbrauchsmengen sind in Deutschland mit 29,3 t (2017)
und 33,8 t (2020) deutlich geringer als die von Ibuprofen, jedoch ist ebenfalls ein Anstieg
zu verzeichnen (IQVIA, 2021). Dartber hinaus weist Naproxen im Oberflachen-, Grund-
und Trinkwasser Konzentrationen von 0,1-1,4 pg/l auf. Angesichts eines mittleren
Predicted No Effect Concentration (PNEC)-Wertes und der steigenden Verbrauchs-
mengen zwischen den Jahren 2002 und 2009 wurde Naproxen eine hohe umwelt-
relevante Prioritat zugeordnet (BLAC, 2003; Brendler-Schwaab et al., 2011). Der PNEC-
Wert gibt die vorausgesagte Konzentration einer umweltbedenklichen Substanz an,
unterhalb dieser keine Effekte (adverse Wirkungen) zu erwarten sind. Zur Berechnung
des Wertes wird die niedrigste Konzentration bei der kein Effekt erkennbar ist,
No Observed Effect Concentration (NOEC), aus 6kotoxikologischen Untersuchungen
bendtigt, welche durch einen Sicherheitsfaktor (1-1.000) dividiert wird. Der Sicher-
heitsfaktor fallt abhéngig von der Vollstandigkeit der toxikologischen Daten groRer
(wenig aussagekraftige Daten) oder Kkleiner (viele aussagekraftige Daten) aus

(Bergmann et al., 2011).

1.2.2 Human- und Okotoxizitat von nichtsteroidalen Antiphlogistika

Neben den gewilinschten Effekten besitzen NSAID auch Nebenwirkungen auf den
Menschen. Je nach Dosis und Dauer der empfohlenen Anwendung mit NSAID sind beim
Menschen mit vielfaltigen Nebenwirkungen, wie z.B. gastrointestinalen Beschwerden,
Magenschleimhautschadigungen und -blutungen, Magen- und Darmulzera, eine
Verlangerung der Blutungszeit durch die Hemmung der Thromozytenaggregation
(Acetylsalicylsaure), Nierenschaden (bei chronischem Gebrauch) sowie zentralnervése
Stérungen, wie Kopfschmerzen, zu rechnen (Geisslinger et al., 2019). Die Wirk-
konzentrationen bewegen sich hierbei meist im doppelstelligen mg-Bereich. In einem
Tierversuch konnte ein No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) von
40 mg/kg Korpergewicht bei wiederholter oraler Gabe von Ibuprofen bei Affen
beobachtet werden. In dieser Studie induzierte lbuprofen toxische Wirkungen in der
Niere (ECHA, 2023).

Daruiber hinaus lassen sich nachweisliche adverse Effekte bei Nichtzielorganismen
durch die Anwendung von Antiphlogistika beschreiben, welche entweder direkt oder
indirekt durch den Wirkstoff verursacht werden (SRU, 2007; UBA, 2021a). Ferrari et al.
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(2003) konnten akut toxische Wirkungen fur den Wirkstoff Diclofenac in Daphnia magna,
eine mittlere Effektdosis (ECso) von 22,43 mg/l, beobachten, wohingegen im Leucht-
bakterientest bereits eine ECso von mehr als 11,5 mg/l nachgewiesen werden konnte.
Daruber hinaus zeigten chronische Toxizitatsstudien gegeniiber aquatischen Crustacae
und Fischen, (Danio rerio: Low Observed Effect Concentration (LOEC) von 8 mg/l) eine
geringe Toxizitat von des Wirkstoffes Diclofenac auf (Ferrari et al., 2003). Hingegen
konnten die Untersuchungen von Triebskorn et al. (2004) fur eine kontinuierliche
Exposition von 1,06 pg/l Diclofenac bei Regenbogenforellen deutliche subletale
Wirkungen und histologische Veranderungen, wie glomerulére Schéden in der Niere,
beim Modellorganismus darlegen. Auch Schwaiger et al. (2004) zeigten, dass eine
vierwdchige Exposition von Regenbogenforellen mit 5 pg/l Diclofenac zu bedeutenden
pathologischen Veranderungen in den Bereichen der Niere und Kiemen fuhrte. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Hoger et al. (2005) nach Exposition von Bachforellen mit
Diclofenac in Konzentrationen, die in Oberflichengewadssern beobachtet werden. Die
Exposition im pg/l-Bereich fuhrte ,zu einer Verminderung der Hamatokrit-Werte, [...]
histopathologischen Veradnderungen in Kieme, Restniere und Leber, sowie zu einer
Zunahme der Granulozytenzahlen in Niere und Kieme und erhdhter MHC 1l-Expression
in der Niere“ (Hoger et al., 2005). Auf dem indischen Subkontinent konnte in den 1990er
Jahren ein enormer Rickgang mehrerer Geierpopulationen (Gyps bengalensis,
Gyps indicus und Gyps tenuirostris), von mehr als 95 %, beobachtet werden. Der Grund
fir diese drastische Veranderung lag in der nephrotoxischen Wirkung des Schmerz-
mittels Diclofenac, welches bereits in niedriger Dosierung zu Nierenversagen bei den
beschriebenen Geierarten fuihrte. Die Geier nahmen den Wirkstoff Uber Rinderkadaver
auf, die vor ihrem Ableben mit veterinarmedizinischen Dosen Diclofenac behandelt
worden waren (Oaks et al., 2004; Klauer et al., 2019). Auch in weiteren Wildtierarten,
wie z.B. Fischottern oder Forellen konnten Riickstédnde von Diclofenac nachgewiesen
werden (UBA, 2020a). Dies zeigt, dass neben der Exposition des Organismus mit einer
Substanz ebenfalls die Nahrungskette des Organismus eine entscheidende Rolle in der
toxikologischen Bewertung spielen kann. Trotz der geringen Vergleichbarkeit der
Beobachtungen mit dem Umweltmedium Wasser, zeigen diese Erkenntnisse, dass
unvorhergesehene Expositionswege unter Umstdnden verheerende toxikologische
Wirkungen auf die Umwelt beherbergen kénnen (Klauer et al., 2019).

Untersuchungen mit dem Wirkstoff Ibuprofen zeigten fur Bakterien eine akute Toxizitat
bei einer Konzentration von 12,3 mg/l (Hanisch et al., 2002). Bei der Exposition von
Algen und Wasserlinsen gibt es deutliche Unterschiede in der mittleren Effektdosis der
Substanz bei verschiedenen Spezies. Cleuvers (2003) gibt eine ECso von 315 mg/l

Ibuprofen im Grinalgentest mit Desmodesmus subspicatus an. Jedoch sind die
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Kieselalge Skeletonema costatum und Wasserlinse Lemna gibba deutlich empfindlicher
gegenulber einer Exposition mit Ibuprofen (im unteren mg-Bereich), so Cleuvers (2003).
Eine andere Studie von Brain et al. (2004) zeigte hingegen keine toxischen Effekte von
Ibuprofen auf die Wasserlinse Lemna gibba auf. Ahnlich groRe Unterschiede lassen sich
in den Ergebnissen der akuten Toxizitat von lbuprofen auf den Modellorganismus
Daphnia magna finden. Die Arbeitsgruppen Halling-Sérensen et al. (1998) und Stuer-
Lauridsen et al. (2000) stellten eine ECso um 10 mg/l fest, wohingegen Cleuvers (2003)
eine ca. elffach hohere ECso von 108 mg/l beobachtete. Die NOEC fur
Lepomis macrochirus wird von Hanisch et al. (2002) mit 10 mg/l Ibuprofen beschrieben.
Die langfristigen Auswirkungen von Ibuprofen auf die Umwelt und Nichtzielorganismen
sind weitgehend unbekannt (SRU, 2007).

Die Datenlage zur Okotoxikologischen Wirkung des Wirkstoffes Naproxen ist sehr
begrenzt. Isodori et al. (2005) beobachteten bei drei verschiedenen Crustacea akut
toxische Werte von ECso und mittlere akute Letalkonzentration im mg/I-Bereich. Dariiber
hinaus konnten sie zeigen, dass einige Metabolite von Naproxen bei chronischer
Exposition im Niedrigdosisbereich (ug/l) eine Hemmung des Populationswachstums bei
Ceriodaphnia dubia induzierten (Isodori et al., 2005). Die Arbeitsgruppe um Kwak et al.
(2018) bestimmte fir die chronische Exposition von Moina macrocopa eine NOEC von
0,3 mg/l Naproxen.

Im Vergleich zu den Einzelsubstanzen Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen und Acetyl-
salicylsaure, beschreibt Cleuvers (2004) eine erhebliche Steigerung der Toxizitat bei
Mischung der vier Substanzen. Die Untersuchungen mit unterschiedlichen Wirkstoff-
gemischen von Flaherty und Dodson (2005) zeigten, dass Gemische von Wirkstoffen zu
Okotoxikologischen Effekten fiihren konnen, die nicht von dem Verhalten der
Einzelsubstanz abgeleitet werden kann und oftmals die Wirkung der Substanz Uberstieg
(Bergmann et al., 2011). Es ist daher moglich, dass Substanzen ,in einer Konzentration
unterhalb ihrer individuellen NOEC in einer Stoffmischung den 6kotoxikologischen Effekt
steigern® (Fent et al., 2006).

1.3 Herkdbmmliche Elimination von Fremdstoffen aus dem Umweltmedium

Wasser

Der Wasserverbrauch in Deutschland pro Person und Tag betragt ca. 120 I. Das Wasser
wird unter anderem fir die alltdgliche Korperhygiene, die Toilettensplilung, zum
Waschen und Reinigen von Oberflachen und fir die Zubereitung von Lebensmitteln
genutzt, wodurch eine grol3e Menge Schmutzwasser aufkommt. Dieses enthélt eine
Vielzahl an Fremdstoffen, wie organische und chemische Verbindungen, Schwermetalle,

Medikamentenrickstéande und Feststoffe (Toilettenpapier, Kiichenabfélle), die nicht in

9



die Oberflachengewdasser und ins Grundwasser gelangen dtrfen (LfU, 2016). Daher wird
das Abwasser vor der Einleitung in die aquatische Umwelt in den Abwasser-
behandlungsanlagen gereinigt. Die Reinigung, der in die kommunalen Klaranlagen
eingeleiteten Wasser, erfolgt in einem dreistufigen Verfahren, welches alle Fremdstoffe
entfernen soll (LfU, 2013; BMUV, 2014).

In der ersten Phase, der mechanischen Abwasserreinigung, werden vor allem gréRRere
Feststoffe mittels Rechen und Sandfang aus dem Abwasser entfernt. Feinere Feststoffe
setzen sich auf dem Vorklarbeckenboden ab, welche den sog. Klarschlamm bilden
(LfU, 2013). Im Klarschlamm befinden sich neben Schwermetallen, eine Vielzahl
organischer Schadstoffe, wie Arzneimittelriickstande oder Krankheitserreger, Nano-
materialien und Kunststoffreste, weshalb dieser heute zu mehr als der Hélfte thermisch
entsorgt wird, statt ihn in der Landwirtschaft als Dingemittel wiederzuverwerten
(Roskosch und Heidecke, 2018).

Die zweite Reinigungsstufe, die biologische Abwasserbehandlung, eliminiert l6sliche
organische Substanzen mithilfe von aeroben und anaeroben Bakterien, der sog. Belebt-
schlamm. Die Mikroorganismen kénnen neben den organischen Verbindungen auch
Schadstoffe, wie Schwermetalle oder Arzneimittelwirkstoffe aufnehmen. Nach der
Reinigung kann der Belebtschlamm entweder wiederverwendet werden oder wird dem
Klarschlamm zugefihrt (LfU, 2013; BMUV, 2014).

In der dritten und letzten Reinigungsstufe, der weitergehenden Abwasserbehandlung fir
gezielte Nahrstoffe, sollen die restlichen organischen Verbindungen, sowie die
Phosphor- und Stickstoffverbindungen aus dem vorgeklarten Wasser entfernt werden.
Dem Abwasser werden chemische Fallmittel, wie Aluminiumchlorid oder Eisensulfat,
zugefuhrt, wodurch die Phosphate zu wasserunléslichen Metaboliten reagieren,
Ausfallen und sich auf dem Boden absetzen. Die Stickstoffverbindungen werden mittels
spezieller Bakterienstamme aus dem Abwasser eliminiert (LfU, 2013; BMUV, 2014;
Roskosch und Heidecke, 2018).

Alle bis zu diesem Zeitpunkt nicht aus dem Abwasser eliminierten Substanzen werden
in die aquatische Umwelt eingetragen und kdnnen dort moglicherweise negative Effekte
auf das Okosystem besitzen. Aus dem Bericht zum Sondermessprogramm 2002—2004
Uber Arzneistoffe in Zu- und Ablaufen von kommunalen Klaranlagen des Landes
Sachsen-Anhalt geht die Spitzenkonzentration im Klaranlagenzulauf, aller im Bericht
untersuchten Wirkstoffe und Klaranlagen, von 22,8 ug/l Ibuprofen in der Abwasser-
behandlungsanlage Freyburg hervor. Nach durchlaufener Abwasserbehandlung fanden
sich weiterhin bis zu 9,6 pg/l Ibuprofen im Klaranlagenablauf. In den anderen unter-
suchten Klaranlagen unterschritten die gemessenen Konzentrationen des Wirkstoffes

Ibuprofen im Klaranlagenablauf, die Bestimmungsgrenze von 0,025 pg/l selten. Darliber
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hinaus konnte fir Ibuprofen die groRte Jahresfracht von durchschnittlich 246 ug/l
Ibuprofen im Klaranlagenzulauf beobachtet werden. Auffallig war, dass die Klaranlagen
den Arzneimittelwirkstoff Ibuprofen im Abwasser unterschiedlich gut zurickhalten
konnten. So zeigten die Klaranlagen abhangig der Zulaufkonzentration des Wirkstoffes
und GroRenklasse (GK) der Abwasserbehandlungsanlage verschiedene Rickhalte-
vermégen von ca. 81-99,7 % fur Ibuprofen auf (LAU, 2006). Dies wird ebenfalls im
3. Bericht zum Messprogramm Arzneistoffe im Grundwasser, in FlieRgewassern und in
Zu- und Ablaufen von kommunalen Klaranlagen des Landes Sachsen-Anhalt (2006 bis
2007) deutlich. Die Klaranlage Oranienbaum wies deutlich erhdhte Frachten an
Ibuprofen im Vergleich zur ahnlich ausgestatteten Klaranlage Zorbig auf. Uberdies lieR
sich ein Anstieg der Ablauffrachten fur Ibuprofen in der untersuchten Klaranlage Stendal
fur das Jahr 2006 zum Vorjahr feststellen (LAU, 2010). Das Ruckhaltevermégen von
Naproxen in der konventionellen Abwasserreinigung wird von diversen Literaturquellen
mit ca. 54 % angegeben (Rémer, 2018).

Zu ahnlichen Ergebnissen kam die Forschungsgruppe Kern und Lorenz (2008), die
Ruckstande ausgewahlter Humanarzneimittel in Oberflachenwasserkérpern im Einzugs-
gebiet Halle (Saale) untersuchten. Im Klaranlagenablauf der Abwasserbehandlungs-
anlage Halle-Nord konnten mit Abstand die hdchsten Konzentrationen fir die
untersuchten Arzneimittelwirkstoffe bestimmt werden. Kern & Lorenz (2008) konnten
sichtbar erhthte Konzentrationen fiir die Schmerzmittel Fenoprofen, Ibuprofen und
Naproxen, sowie 2,0 ug/l fir Diclofenac und 0,3 ug/l fir Paracetamol messen. Trotz des
Verdunnungseffektes mit zunehmender Entfernung zur Klaranlage, lieBen sich die
Wirkstoffe in der Saale an den Probennahmen bei Lettin und Salzmiinde (unterhalb des
Klaranlagenablaufes), abhangig vom Verteilungs- und Abbauverhalten noch deutlich
erkennen (Kern und Lorenz, 2008).

Die vielfaltigen Messprogramme zu Vorkommen und Verbleib von Humanarzneimittel-
wirkstoffen in der Umwelt belegen die unzureichende Elimination von Pharmaka durch

die konventionellen Abwasserreinigungsverfahren.

1.3.1 StoérgrofRen in der Abwasserbehandlung

Zum Schutz von Gewassern vor dem Eintrag von StorgréRen gelten fur den
Klaranlagenablauf gesetzlich festgeschriebene Grenzwerte fur gewisse Fremdstoffe
gemal der Abwasserverordnung (AbWVO) Anhang 1 "Hausliches und kommunales
Abwasser", welche anhand der GroRenklasse (GK) der Klaranlage gestaffelt sind.
GroRRere Abwasserbehandlungsanlagen unterliegen héheren Anspriichen bezogen auf
ihre Reinigungsleistung. Da die regionale Klaranlage Halle-Nord als Referenzklaranlage

im EFRE-Projekt ,Verfahren zur kostenglnstigen Abtrennung von Problemstoffen am
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Beispiel von Arzneimittelriickstanden” (EphaA) herangezogen wurde und es sich hierbei
um eine Abwasserbehandlungsanlage der GK 5 handelt, wurden die Grenzwerte flr die
GK 5 fur die wissenschaftlichen Fragestellungen, Untersuchungen und die daraus
hervorgehende Diskussion herangezogen. Eine Abwasserbehandlungsanlage der GK 5
unterliegt den gesetzlichen Anforderungen fir die Parameter chemischer Sauerstoff-
bedarf von 75 mg/l, biochemischer Sauerstoffbedarf in finf Tagen von 15 mg/l,
Ammoniumstickstoff (NHs-N) von 10 mg/l, Gesamt-Stickstoff (Summe von Ammonium-,
Nitrit- und Nitratstickstoff) von 13 mg/l und Gesamt-Phosphor von 1 mg/l (LfU, 2013).
Daruiber hinaus wurde ein Grenzwert fur Nitratstickstoff (NO3s-N) max. 20 mg/l von der
Halleschen Wasser und Stadtwirtschaft GmbH (HWS) im Abwassermanagement der
Klaranlage Halle-Nord angegeben. Die Einhaltung der geforderten Grenzwerte wird im
Rahmen der eigenen taglichen Routineuntersuchungen im Kl&ranlagenbetrieb und
durch behdrdliche Kontrollen geprift (LfU, 2013). Gelegentlich kommt es jedoch auch
hier aufgrund von hohen Fremdstoffkonzentrationen im Zulauf des Abwassers zu Grenz-
wertlberschreitungen. In der Zusammenarbeit im Projekt ,EphaA* mit der GMBU e.V.
und HWS zeigten die MessgréRen NHs-N und NOs-N das hochste Potential einer
gesetzlichen Grenzwertiiberschreitung, weshalb diese beiden Substanzen als mdgliche
zusatzliche Storfaktoren auf den Modellorganismus C. elegans neben den Arzneimittel-
wirkstoffen Ibuprofen und Naproxen in den experimentellen Fragestellungen untersucht
wurden.

Kontinuierlich erhdhte Stickstoffkonzentrationen kénnen die Biozdnose in normalerweise
niedrig konzentrierten Okosystemen gefahrden, da diese von weit robusteren Arten
verdrangt werden kénnen. Zettler und Jueg (2001) zeigten in ihrer Studie, dass einige
Gewasserorganismen, wie die Bachmuschel (Unio crassus), aufgrund erhdhter Stick-
stoffkonzentrationen in Gewassern nicht mehr vorkommen. Die unter anderem durch
den vermehrten Eintrag von Stickstoffverbindungen verursachte Ubersduerung von
Gewassern fuhrt dazu, dass Fische und andere Lebewesen der FlieRgewasser ihre
natirlichen Habitate verlieren und dadurch aussterben kdénnen. ,In Nordeuropa war in
den letzten Jahrzehnten die Saurebelastung in vielen Flissen und Seen so hoch, dass
es kaum noch Fische gab.“, so das UBA (2011). Dartber hinaus kénnen erhdhte
Phosphor- und Nitratgehalte in Gewassern das Pflanzenwachstum erhéhen und somit
zu einer Eutrophierung des Gewassers fihren (UBA, 2011).

Weitergehend gelten fir die Einleitung der Klaranlagenablaufe in Oberflachengewésser
keine zusatzlichen chemischen Parameter, die z.B. den Eintrag von Arzneimittel-
wirkstoffen oder sonstigen umweltrelevanten Fremdstoffen regulieren und kontrollieren
(Kern und Lorenz, 2008). Somit kbnnen diese Substanzen ungehindert in den Wasser-

kreislauf eingetragen werden. Dies wird besonders relevant, wenn die Substanzen in

12



Grund- oder Oberflachengewasser gelangen, die fir die Trinkwassergewinnung genutzt
werden. Die deutsche TrinkwV setzt die Rahmenlinien fir die Qualitdt von Wasser flr
den menschlichen Gebrauch. Demnach darf das Trinkwasser keine chemischen Stoffe
in Konzentrationen enthalten, welche zur Beeintrachtigung der menschlichen Gesund-
heit fihren konnen. Die Konzentrationen der unerwiinschten chemischen Substanzen
sollen im Trinkwasser entsprechend dem Stand der Technik so gering wie mdglich
gehalten werden. Die Anlage 2 der TrinkwV gibt darliber hinaus gesetzlich fest-
geschriebene Grenzwerte flr einige Parameter wie z.B. Blei oder Nitrat an, die nicht

uberschritten werden durfen.

1.3.2 Die vierte Reinigungsstufe

Um mdgliche umweltrelevante Mikroverunreinigungen, wie Arzneimittelriickstande, aus
dem Abwasser vor der Einleitung in die aquatische Umwelt zu eliminieren, ware eine
vierte erweiterte Abwasserreinigungsstufe in Klaranlagen und bei Einleitern mit hohen
Konzentrationen vorzuschlagen. Entscheidend fiir das Eliminationsverhalten dieser
Spurenstoffe sind insbesondere die Molekulstruktur, die Polaritat, das Sorptions-
verhalten der Substanzen (Kaub und Biebersdorf, 2014). Es bestehen inzwischen
verschiedene wirksame Technologien, wie die Ozonung und Aktivkohlefiltration, die eine
verbesserte Reinigungseffizienz fir anthropogene Substanzen bieten. Beide Verfahren
entfernen bis hin zu 80 %, der im kommunalen Abwasser enthaltenen Spurenstoffe
(Gunthert und Rédel, 2013). Auch der Einsatz von Membrantechnologien, wie die Nano-
und Umkehrosmosefiltration, zeigt eine hohe Effizienz, mit Eliminationsraten von Uber
97 %, bei der Minderung von Arzneimittelriickstanden in Klaranlagen (SRU, 2004;
Herberer und Feldmann, 2004). Letztlich wiirde eine Installation und der kontinuierliche
Betrieb dieser Technologien die Abwasserreinigungskosten um schatzungsweise
0,01-0,05 €/m? fur eine Ozonungsanlage, ca. 0,20 €/m? fir eine Aktivkohlebeimengung
und ca. 0,19 bzw. 0,30-0,50 €/m? fur eine Membrantechnologie anheben. Die hierbei
aufkommenden Kosten kénnen jedoch je nach bestehender Klaranlagenkonzeption,
Abwasserzusammensetzung und den Reinigungszielen stark davon abweichen
(Ternes et al., 2004; Liebig, 2005; Bahr et al., 2007). Die Kosten fiur eine flachen-
deckende Einfuihrung einer vierten Reinigungsstufe in Deutschland werden auf bis zu
1,2 Mrd. €/Jahr geschatzt, was im Umlageverfahren tber die Abwassergeblhren einer
durchschnittlichen GebUhrensteigerung von ungefahr 15,20 €/Jahr/Person entsprechen
wirde (Civity, 2018). Dariiber hinaus sind die derzeitigen Filtersysteme, wie die
Aktivkohle, aus 6kologischen Gesichtspunkten bedenklich, da die Herstellungs- und
Recyclingverfahren energetisch unginstig sind und einen hohen COz-Eintrag ver-

ursachen (Civity, 2018). Das Verfahren der Ozonung erzeugt hohe Betriebs- und
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Personalkosten, bedarf hoher Sicherheitsanforderungen und einer ganzjahrig funktion-
ierenden Belebungsanlage, weil eine hohe geléste Kohlenstofffracht den Ozonbedarf
erfahrungsgemar steigert (Sistig, 2016). Entsprechend ist die Erforschung neuer
kostengtinstiger und nachhaltiger Verfahren notwendig.

Eine neuartige, nachhaltige und kostengtinstige Filtrationsmethode fiir wasserlosliche
Spurenstoffe, der GMBU eV, die aus dem Kooperationsprojekt ,EphaA“ hervorging,
beruht auf einem Filtersystem mit einer Membranoberflache aus der Silikatverbindung
Santa-Barbara-Amorphous Type 15 (SBA-15). Das SBA-15 reichert die Problemstoffe
an, welche anschliel3end mittels UV-C Strahlung mit und ohne Sauerstoffzufuhr wieder
abgetrennt werden sollen, sodass der Filter regeneriert und wiederverwendet werden
kann. Die nach der Oxidation des Filtersystems mdglicherweise entstandenen aktiven
Metabolite sollen daher in dieser wissenschatftlichen Arbeit auf ihre umwelttoxikologische
Unbedenklichkeit gepruft werden.

14 Modellorganismus Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) ist ein ca. 1 mm grofR3er Invertebrat und gehért zum
Stamm der Fadenwirmer (Nematoden), die mit ca. 20.000 beschriebenen Arten zu den
artenreichsten vielzelligen Tiergruppen zahlen. Der Nematode lebt nicht parasitar in
nahezu jedem Biotop (Boden, Salz- und SifRwasser) und ist nicht humanpathogen. Seit
den Arbeiten von Sydney Brenner 1965 wurde C. elegans zu einem der intensivsten
untersuchten Organismen und stellt heute neben Drosophila melanogaster, Danio rerio,
Mus musculus und dem Menschen einen bedeutenden Modellorganismus dar. Der erste
multizellulare Organismus, dessen Genom vollstandig entschliisselt wurde, war der
Fadenwurm C. elegans (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Zwischen 60 und
80 % der menschlichen Gene besitzen ein Ortholog im Modellorganismus C. elegans.
Fur C. elegans wurden hunderte genetisch unterschiedliche Stamme beschrieben,
darunter isolierte Wildtypen (WT) und Mutanten (Corsi et al., 2015). Der Organismus
wird unter anderem als in-vivo Modell fiir Zell-Zyklus-Kontrolle, Apoptose und Alterungs-
prozesse, in der Genetik, Biochemie, Zell-, Entwicklungs- und Neurobiologie verwendet.
Daruber hinaus findet C. elegans bereits Beachtung als Modellsystem in der Umwelt-
toxikologie und Pharmakologie, um z.B. Wirkpotenziale ermitteln zu kdnnen. Somit stellt
der Fadenwurm C. elegans ein Briickenorganismus in der Toxikologie dar, da er die
Licke zwischen der Ubertragbarkeit der Human- und Okotoxikologie schlieRen kann
(Brenner, 1973; Dengg und van Meel, 2004; Artal-Sanz et al., 2006).

Aufgrund seiner geringen Anspriiche an seine Umgebung lasst sich C. elegans kosten-
gunstig und einfach unter Laborbedingungen kultivieren. Zum Kulturerhalt benétigt der

Nematode ein humides Milieu, moderate Temperaturen zwischen 12 °C und 25 °C,
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Sauerstoff und Bakterien wie E. coli als Nahrungsquelle. Der adulte Nematode lasst sich
aufgrund seiner geringen GrofRe von 1 mm und seiner hohen Reproduktionsrate auf
geringem Raum (40x10 mm Petrischalen) in grof3er Anzahl kultivieren. Der selbst-
befruchtende Hermaphrodit produziert innerhalb seines Lebenszyklus bis zu 300
Nachkommen, welche er nahezu alle innerhalb von drei bis funf Tagen hervorbringt.
Diese Eigenschaften ermdglichen umfassende Untersuchungen zur Reproduktion und
Lebensspanne der Fadenwirmer. Bei den toxikologischen Untersuchungen sind
unterschiedliche Parameter wie z.B. Temperatur und Nahrungsverfugbarkeit stets zu
beobachten, da sowohl die Ausbildung der verschiedenen Larvenstadien als auch die
Reproduktion von C. elegans von diesen abhéngig sind. Bei unglnstigen Umwelt-
bedingungen, wie z.B. Nahrstoffunterversorgung bilden die Larven ein Dauerstadium
aus, welches mehrere Monate Uberleben kann. Der Lebenszyklus kann durch héhere
Temperaturen beschleunigt oder niedrigere Temperaturen verlangsamt werden. Der
Nematode besitzt eine hohe Anpassungsfahigkeit beziglich seines Habitats, weshalb er
sich sowohl in terrestrischen als auch aquatischen Biotopen finden lasst. C. elegans ist
fir die Untersuchungen der aquatischen Umwelt geeignet und stellt somit einen
adaguaten Modellorganismus fiir die der Dissertation zugrundeliegenden Frage-

stellungen.
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2 Zielstellung

Die hohen Verbrauchsmengen an Humanarzneimitteln, die dem Erhalt der menschlichen
Gesundheit dienen, fihren zu einem stetigen und ungewollten Eintrag von Arzneimittel-
wirkstoffen in die Umwelt. In den komplexen und vielschichtigen Okosystemen kénnen
diese am Menschen gut beschriebenen Wirkstoffe auf Nichtzielorganismen einwirken
und adverse Effekte hervorrufen.
Die Briicke zwischen der Wirkung am Menschen und in der Umwelt kann mit Hilfe der
Nematode C. elegans geschlagen werden. Der Organismus ist hinsichtlich seiner
Physiologie und Stoffwechselleistungen gut beschrieben. Zudem ist auch der gesamte
Lebenszyklus methodisch gut zu beurteilen.
Die Verbrauchsmenge der nichtsteroidalen Antiphlogistika Ibuprofen und Naproxen sind
hoch und aufgrund der schlechten Abbaubarkeit werden sie in die aquatische Umwelt
eingetragen. Uberdies ist die Langzeitwirkung dieser Wirkstoffe auf dkotoxikologische
Endpunkte weitgehend unbekannt.
Die wissenschaftliche Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die fehlenden Daten zur
chronischen Wirkung der Arzneimittel in der Umwelt zu erschlieBen und eine effiziente
und nachhaltige Methode zur Elimination von Arzneimittelwirkstoffe auf ihre tkotoxiko-
logische Unbedenklichkeit zu prufen.
Um sich einer Exposition im Okosystem weiter anzunéhern, wurden die Bakterien E. coli,
die den Nematoden als Nahrung dienen, mit den Wirkstoffen vorkonditioniert, wodurch
eine Vorbelastung des Modellorganismus Uber die Nahrung untersucht werden sollte.
Die Ziele dieser Arbeit sind daher die Beschreibung der Sensitivitat von C. elegans
bezlglich der:
= akuten Wirkung nach Einmaldosis
Letalitat von C. elegans im Hochdosisbereich
= chronischen Endpunkte nach wiederholter Gabe
Erfassen der Uberlebenszeit von C. elegans
Veranderung der Beweglichkeit mittels Lokomotionsassay
Stabilitét der Reproduktion mittels Nachkommenschaftstest
= Storgrofien von Seiten der kommunalen Abwasserreinigung
Ammonium und Nitrat
UV-Bestrahlung
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Caenorhabditis elegans

Fur die einzelnen Experimente wurde jeweils der Stamm N2 mit dem Genotyp Wild-Typ
(WT) der Nematode Caenorhabditis elegans verwendet. Der Organismus Stamm
VC2010 wurde im Jahr 2012 vom Caenorhabditis Genetics Center (CGC) bezogen und
seitdem am Institut flir Umwelttoxikologie der Medizinischen Fakultét der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg kultiviert (CGC, 2008). Die Verwendung von transgenen
Wirmern wurde aufgrund der hohen Sicherheitsanforderungen, die aus dem GenTG im
Umgang mit gentechnisch verénderten Organismus hervorgehen, und der damit
schlechten Umsetzbarkeit in einer kommunalen Kléaranlage fir die wissenschaftlichen
Untersuchungen ausgeschlossen.

3.1.2 Bakterienstamme

Fur die Kultivierung von C. elegans wurden die Enterobakterien Escherichia coli (E. coli),
welche ebenfalls 2012 vom CGC bezogen wurden, verwendet (CGC, 2020). In
Vorversuchen wurde der E. coli Bakterienstamm OP50-1, welcher eine Streptomycin-
resistenz besitzt, genutzt. Die Arbeitsprozesse im Labor wurden so optimiert, dass in
den anschlieRenden toxikologischen Untersuchungen der Bakterienstamm OP50

verwendet werden konnte.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstamme.

Genotyp Stamm Beschreibung Herkunft

E. coli OP50 Uracil auxotroph CGC, University of
Minnesota (MN)

E. coli OP50-1 Uracil auxotroph, CGC, University of

Streptomycinresistenz ~ Minnesota (MN)
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3.1.3 Chemikalien

Tab. 2: Genutzte Chemikalien und deren Hersteller.

Chemikalie Hersteller

Agar-Agar, bakteriologisch Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Ammoniumchlorid Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Calciumchlorid (CaCly) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Cholesterol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dikaliumhydrogenphosphat (K2PO,) Merck, Darmstadt, DE
Ethanol absolut 99 % Merck, Darmstadt, DE
Ibuprofen Caesar & Loretz, Hilden, DE
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,) Merck, Darmstadt, DE
LB-Agar (Lennox) Carl-Roth, Karlsruhe, DE
LB-Medium (Lennox) Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck, Darmstadt, DE

(MgSOys x 7 H,0)

Naproxen Divi's Laboratories (unit II), IN
Natriumchlorid (NaCl) Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Natriumhydroxid (NaOH) Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Natriumhypochloritlésung 13 % Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Natriumnitrat (NaNO3) Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Pepton aus Fleisch Carl-Roth, Karlsruhe, DE

Tab. 3: Spezifikation der verwendeten Arzneimittel (Fagron Services B.V.,2017; Caelo, 2021;
Kim et al., 2021).

Spezifikation Ibuprofen Naproxen
CAS-Nummer 15687-27-1 22204-53-1
Molekulargewicht (MG) 206,28 g/mol 230,26 g/mol
Loslichkeit in Wasser bei 25 °C 0,021 g/l 0,0159 g/l
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3.1.4 LoOsungen

Fur jeden Versuchsdurchlauf wurden die verwendeten Lésungen frisch zubereitet, um
die eingestellte Konzentration bzw. Wirksamkeit der Ldsung Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum zu gewahrleisten. Die Stammlésungen wurden mit Hilfe eines

Membranfilters sterilfiltriert.

Tab. 4: Verwendete Losungen und ihre Zusammensetzung.

Losung Zusammensetzung
Ammonium-Stammlésung (42,9 mM) 2,295 g NH4CI
ad 11dH20
Bleicheltsung (500 pl) 250 pl Natriumhydroxidldsung 5 mol/l
250 ul Natriumhypochloritldsung 13 %
Ibuprofen-Stammlésung (50 uM) 10,31 mg Ibuprofen
ad 11dH20
Lésung A 0,5 g Cholesterol
ad 100 ml Ethanol (99 %, absolut,
unvergallt)
Lésung B (1 M CacCly) 36,8 g CaCl

ad 250 ml dH:0

autoklaviert

Lésung C (1 M MgSO.) 61,6 g MgSO,
ad 250 ml dH.0O
autoklaviert

Lésung D (1 M KPO4 Puffer) 108,3 g KH2PO4

35,6 g KoHPO4

ad 1 1 dH20; pH 6 einstellen

autoklaviert
Naproxen-Stammlésung (50 uM) 11,51 mg Naproxen

ad 11dH.O
Natriumhydroxidlésung 5 M MG: 39,997 g/mol

Einwaage: 1 g

ad 5 ml dHO
Nitrat-Stammldsung (85,8 mM) 7,287 g NaNO3

ad 11dH.O
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3.1.5 Medien

Tab. 5: Hergestellte Medien und ihre Bestandteile.

Medium

Bestandteile

LB-Agar

LB-Medium

NGMk-Agar

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract
5 g Natriumchloridl

20 g Bacto Agar

ad 11H20

autoklaviert

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract
5 g Natriumchlorid

ad 11dH20
autoklaviert

3 g Natriumchlorid
2,5 g Bacto Pepton
20 g Bacto Agar
ad 975 ml dHO

autoklaviert

nach dem Abkihlen (< 60 °C)

zugegeben

1 ml Lésung A
0,5 ml Lésung B
1 ml Lésung C
25 ml Lésung D
ad 11dH.O
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Medium

Bestandteile

NGMk-Medium

3 g Natriumchlorid

2,5 g Bacto Pepton
ad 975 ml dHO

autoklaviert

nach dem Abklhlen zugegeben

1 ml Lésung A

0,5 ml Lésung B

1 ml Lésung C

25 ml Lésung D

ad 11dH0

3.1.6 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien mit Bezeichnung und Hersteller.

Gerat/

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Analysewaage

Autoklav

Drigalskispatel

Handschuhe Nitril

Impfése
Impfésenhalter
Inkubator
37°C

Kuhlschrank

Stereomikroskop

Mettler AE 240

Varioclav Dampfsterilisator
Typ 500 EV-Z

Petrischalenspatel Drigalski

Glas
Nitra-Tex

Impfése Spezial-Edelstahl,

Osen-@ 5 mm

BB 16

Stemi 2000-C
KL 300 LED

Mettler Instrumente, CH

H+P Labortechnik,
OberschleiRheim, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, DE

Ansell, BE

WLD-TEC, Arenshausen,
DE

WLD-TEC, Arenshausen,
DE

Heraus Instruments, Hanau,
DE

Kyrosafe, Hans-S. Schréder,
Hamburg, DE

Carl Zeiss, Gottingen, DE
Schott, Mainz, DE
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Gerat/

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Pasteurpipetten

Peleusball

Petrischalen

Pipetten
Pipettenspitzen

Platindraht

Prazisionswaage
Reinstwasser-Anlage
Reaktionsgefal

Schuttelinkubator

Sicherheitswerkbank

Spektralphotometer

Sterilfilter
Thermoschrank
20 °C
Vortex-Schttler
Wurmpicker

Zentrifugen

Zentrifugenréhrchen

ROTILABO®

Universalmodell

94x16 mm

40x10 mm

2,5-1.000 pl

10 i, 100 pl, 1.000 pl
299,9 %, ¥ 0,3 mm

PLJ 3000-2CM

2 ml

Innova 4230

HERAsafe HS 12/2

DU 730 Life Science UV/Vis
Spectrophotometer

Millex GP 0,22 um
9020-0397

Vortex-Genie 2

Megafuge 1.0R

Biofuge fresco

15ml PP 17x120mm,

konisch, steril

Hirschmann Laborgeréte,
Eberstadt, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, DE

Greiner Bio-One,
Frickenhausen, DE
TPP, Trasadingen, CH

Eppendorf SE, Hamburg, DE
Eppendorf SE, Hamburg, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, DE

Kern, Balingen, DE
Werner Barnstead
Eppendorf SE, Hamburg, DE

New Brunswick Scientific,
us

Heraeus Instruments,
Hanau, DE

Beckman Coulter, US

Merck Millipore, IE
Binder, Tuttlingen, DE

Scientific Industries, US
eigene Herstellung
Heraeus Instruments,
Osterode, DE

Greiner Bio-One,

Frickenhausen, DE
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3.2 Methoden

Im Folgenden werden alle zugrundeliegenden Methoden aufgefuhrt und beschrieben,
die zur Untersuchung der Wirkungen der verschiedenen Arzneimittelwirkstoffe und
Storgréfien angewendet wurden. Alle Verfahren orientieren sich an den etablierten
Methoden von Stiernagle (2006). Erforderliche Anpassungen wurden aufgrund der
Laborexpertise am Institut fir Umwelttoxikologie und Institut fir Agrar- und Ernéhrungs-
wissenschaften, Professur flr Biofunktionalitat sekundarer Pflanzenstoffe unter Leitung
von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Wim Watjen, der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
oder fir die der Experimente zugrundeliegenden Fragestellungen vorgenommen. Alle
Arbeitsschritte wurden unter aseptischen Bedingungen durchgeftihrt, um einer
Kontamination der verwendeten Materialien vorzubeugen. Des Weiteren diente Parafilm
stets als Verdunstungsschutz. Um sicherzustellen, dass keine Zufallsbefunde fest-
gestellt und diese als allgemein gultig betrachtet wurden, wurden alle Experimente

dreimal repliziert.

3.2.1 Kultivierung, Aufkonzentrierung und Konzentrationsbestimmung von
Escherichia coli OP50

Fur die Kultivierung von E. coliOP50 wurde eine Einzelkolonie eines Bakterien-
ausstriches, von der LB-Agarplatte mit einer 10 pl Pipettenspitze in einen mit 200 ml
LB-Medium vorbereiteten Erlenmeyerkolben uberfiihrt. Zur Vorkonditionierung des
Bakterienstammes mit den verwendeten Substanzen wurde das LB-Medium zu Beginn
der Kultivierung lediglich mit der gewunschten Substanzkonzentration eingestellt.
Daraufhin inkubierte die Bakteriensuspension im Schuttelinkubator bei 200 U/min und
37 °C fur maximal 18 h. Nach Entnahme aus dem Schuttelinkubator wurde die
Bakteriensuspension aufkonzentriert, fraktioniert, auf Kontamination gepriift und bis zur
Verwendung bei 4 °C gelagert.

Die Suspension wurde nach der Inkubation fir die Aufkonzentrierung bei 40.000 U/min
fir 15 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand bis auf ca. 10 ml verworfen.
Nachfolgend wurden die Bakterienpellets mit dem zuriickgehaltenen Uberstand
resuspendiert und auf 2 ml Reaktionsgefal3e fraktioniert. Bei den konditionierten Proben
wurden die Bakterienpellets nach Verwerfen des Uberstandes mit 190 ml LB-Medium
resuspendiert und erneut bei 40.000 U/min fir 15 min zentrifugiert, um Substanz-
riickstande aus dem Uberstand zu entfernen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.
Danach wurden die Bakterienpellets wie oben beschrieben fraktioniert.

Die Konzentrationsbestimmung der Bakteriensuspension beruht auf der Lichtstreuung
der LOsung. Diese kann mithilfe eines Spektralphotometers bei einer Wellenlange von
600 nm als Extinktion bzw. optische Dichte (ODeoo) ermittelt werden (Beal et al., 2020).
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Hierzu wurde das Bakterienkonzentrat zweimal in einer 1:200 Verdinnung mit LB-
Medium verdinnt. Das Gesamtvolumen der Verdinnung betrug 1 ml, welches nach
Vermischen in eine Kuivette (berfuhrt und anschlieBend im Spektralphotometer
gemessen wurde. Der Leerwert ergab sich aus der ODggo-Messung von LB-Medium. Die
Extinktion der Bakterienverdinnung sollte zwischen 0,1 und 0,8 liegen, ansonsten ist
eine andere Verdinnung zu wahlen. Fir die toxikologischen Untersuchungen wurde
eine Bakterienkonzentration von 10° KBE/ml im Medium benétigt. Diese Konzentration
konnte rechnerisch ermittelt werden.

Vor Anwendung der hergestellten Bakteriensuspensionen wurde ein Kontaminations-
ausstrich  mittels Dreidsenausstrich auf einer LB-Agarplatte vorgenommen.
AnschlieBend wurde der Ausstrich bei 37 °C fur mindestens 12 h inkubiert. Sofern
kontaminationsfreie Einzelkolonien gebildet wurden, konnten die Bakterien fur die

toxikologischen Untersuchungen verwendet werden.

3.2.2 Kultivierung von Caenorhabditis elegans

Die Kultivierung von C. elegans erfolgte auf dem festem Nahrmedium NGMk bei 20 °C
im Thermoschrank. Hierzu wurden NGMg-Agarplatten hergestellt, mit 80 pl Bakterien-
suspension beimpft und bei 37 °C fir maximal 18 h inkubiert. E. coli Bakterien dienen
den Fadenwlrmern als Nahrungsquelle. Es mussten stets ausreichend Bakterien
vorhanden sein, da Hunger oder Uberpopulation Stress bei den Nematoden induziert
und dies die Ergebnisse in den toxikologischen Untersuchungen verfalschen kann.
Infolgedessen wurden ca. zehn gravide Adulte zweimal wochentlich auf frisch beimpfte
NGMk-Agarplatten umgesetzt. Diese Vorgehensweise wurde zum Kulturerhalt der
Population angewendet.

Weiterhin gibt es die Mdglichkeit der Kultivierung von C. elegans im flussigen
Nahrmedium NGMk. Diese Methode wurde fir die toxikologischen Untersuchungen
herangezogen, da eine Belastung der Testsubstanzen im aquatischen Raum gegeben
ist und dies das reale Expositionsszenario am besten widerspiegelt. Somit kann der
Nematode die Testsubstanzen tber das vorkonditionierte Futter, die topische Exposition
und den Einstrom des Mediums in den Pharynx aufnehmen. Die Kultivierung im flissigen
Nahrmedium NGMk erfolgte, wie auch bei den NGMk-Agarplatten, bei 20 °C im
Thermoschrank. Hierzu wurde eine Bakterienkonzentration von 10° KBE/ml im Medium

eingestellt.
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3.2.3 Synchronisation von Caenorhabditis elegans
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Abb. 2: Entwicklungsstadien von C. elegans (modifiziert nach Fielenbach und Antebi (2008)).

Die Abbildung zeigt die verschiedenen Entwicklungsstadien der Nematode C. elegans von den Embryonen
(A) Uber die Larvenstadien L1 (B), L2 (C) und L3 (D) bis hin zum L4-Stadium (E), die unter guten
Umweltbedingungen bei 15-25 °C durchlaufen werden. Bei schlechten Umweltbedingungen kdnnen die
Larven in ein sog. Dauerstadium (G) Ubergehen und so mehrere Monate Uiberleben. Bei einer Verbesserung
der Umweltbedingungen kdnnen sich die Dauerstadien ins L4-Stadium weiterentwickeln. Die L4-Larven
werden abschlieBend zu adulten Nematoden (F), die eine Lebenszeit von zwei bis drei Wochen besitzen.

Die Grundlage fur die toxikologischen Untersuchungen bildeten alterssynchronisierte
Nematoden, die durch Bleichesynchronisation gewonnen wurden. Dabei wurden
samtliche Larvenstadien und adulte Wirmer durch die Inkubation mit einer hergestellten
Bleichlésung abgetdtet und aufgeldst, sodass nur die durch ihre dicke Eischale
geschutzten Embryonen Uberleben. Das Alter der Eier variierte nur gering, weshalb die
sich daraus entwickelnden Larven in etwa dasselbe Alter aufwiesen. Eine hohe
Ausbeute bei der Synchronisation wurde erzielt, wenn ca. drei bis vier Tage alte
C. elegans NGM-Agarplatten genutzt wurden, da zu diesem Zeitpunkt viele jungadulte
Tiere, die viele Eier in sich tragen, vorhanden sind. Die Wirmer wurden mittels 2,5 ml
NGMk von der NGMg-Agarplatte durch mehrmaliges Pipettieren geldst und in ein 2 ml
Reaktionsgefafd Uberfuihrt. Nach ca. zwei Minuten hatten sich die Nematoden und Eier
am Boden abgesetzt und der Uberstand wurde bis auf 500 pl verworfen. AnschlieRend
erfolgte die Auflosung der Somata durch Zugabe von 500 ul Bleichelésung. Die
Suspension wurde mit dem Vortexer gemischt, fir 90 s inkubiert, um daraufhin fur eine
Minute bei 7.000 U/min zentrifugiert zu werden. Nach erneutem Verwerfen des Uber-
standes auf 500 pl, wurde das Reaktion mit NGMk auf 2 ml erganzt, das Pellet darin
resuspendiert und erneut fur eine Minute zentrifugiert. Dieser Vorgang diente der
Entfernung der Bleicheldsung und schloss sich insgesamt dreimal an. AbschlieRend
wurde das Pellet, bestehend aus Eiern und Bruchstiicken von adulten Wirmern, im
Uberstand von 500 pl resuspendiert und gleichmaRig auf neue mit E. coli beimpfte
NGMk-Agarplatten ausgebracht. Die Kultivierung erfolgte bei einer Temperatur von
20 °C fur etwa 42 h, bis die aus den Eiern geschlipften Nematoden zu L4-Larven

herangewachsen waren (Abb. 2).
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3.2.4 Substanzkonzentrationen in den verschiedenen Expositionsgruppen

In den zugrundeliegenden Experimenten wurden unterschiedliche Kombinationen der im
flussigen NGMk und Kultivierungsmedium von E. coli eingesetzten Konzentrationen an
Wirkstoffen, Storgréfien (NHs und NOs) und mit UV-C behandelte Wirkstofflosungen
verwendet. Die Konzentration der Stammldsungen der beiden Arzneimittelwirkstoffe
wurde anhand derer maximalen Loslichkeit in Wasser (siehe Tab. 3) festgelegt, die
Konzentrationen von NH4 und NOz anhand der gesetzlichen Grenzwerte fir NH4-N und
NOs-N in Abwasserbehandlungsanlagen der GK 5. Die GK 5 einer Abwasserbehand-
lungsanlagen entspricht laut Anhang 1 Absatz 1 AbwV einer Grofze mit einem bio-
chemischen Sauerstoffbedarf nach 5 Tagen von mehr als 6.000 kg/d (roh) bzw. einem
Abwasserzulauf von >100.000 Einwohnern.

Demnach wurden die Konzentrationen fur die Exposition mit Ibuprofen und Naproxen im
LB-Medium bzw. NGMk gleichermalRen auf 25 pM, 10 uM, 2,5 uM und 0 uM festgelegt,
damit die Wirkstoffe miteinander verglichen werden konnten. Fur die Darstellung der
biologischen Wirksamkeit von Ibuprofen und Naproxen wurden neben den Nematoden
auch die Bakterien im LB-Medium mit 25 uM, 10 pM, 2,5 uM und 0 uM der Wirkstoffe
kultiviert, sodass sich daraus 16 verschiedene Expositionsgruppen je Wirkstoff ergaben.
Fur die Behandlung der Wirkstofflosungen mit UV-C Strahlung und UV-C Strahlung unter
Sauerstoffeintrag wurden die gleichen Konzentrationen fiir die Stammldsungen von je
50 uM Wirkstoff verwendet. Nach Behandlung der Stammlésungen wurden die
Konzentrationen fir die Exposition gemafR der Verdinnung der normalen Wirkstoff-
[6sung (25 uM, 10 uM, 2,5 uM und 0 pM) eingestellt. Auf eine Vorkonditionierung der
Bakterien mit behandelten Wirkstofflosungen wurde verzichtet und eine Kontrollgruppe,
ohne Wirkstoff, wurde mitgefiihrt. Aufgrund der zwei untersuchten Wirkstoffe ergaben
sich sieben verschiedene Expositionsgruppen je angewendeter Behandlungsform.

Die Bestimmung der zu untersuchenden Konzentrationen fur die Stérgré3en Ammonium
und Nitrat gingen auf eine Analyse einer Ablaufwasserprobe Probennummer 3424/20
der HWS vom 04.08.2020 und die in der HWS gesammelten Erfahrungswerte zuriick.
Hier zeigten sich die beiden Substanzen als grofite Problemstoffe bei der Elimination
aus dem Abwasser. Des Weiteren erreichen Ammonium und Nitrat aufgrund ihrer hohen
Eintragsmengen ins Abwasser, durch menschliche Kdrperausscheidungen, am ehesten
die gesetzlichen Grenzwerte und Uberschritten diese auch in seltenen Fallen
(UBA, 2011, UBA 2022). Daher wurde als niedrigste Konzentrationen der jeweilige
gesetzliche Grenzwert (GW) und eine 15-fache bzw. 30-fache Uberschreitung des
Grenzwertes (GWx15 bzw. GWx30) als weitere Konzentrationen festgelegt. Fir die

Testsubstanz  Ammonium ergaben sich folglich die Konzentrationen von
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0,715 mM NH4 (GW), 10,725 mM NH4 (GWx15) und 21,45 mM NHs (GWx30) und
1,43 mM NOs (GW), 21,45 mM NOs (GWx15) und 42,9 mM NOs (GWx30) fur Nitrat im
NGMk. Eine Kontrollgruppe, ohne den Zusatz einer Substanz, wurde mitgefihrt und auf
eine Vorkonditionierung der Bakterien mit den untersuchten Stérgréf3en wurde ebenfalls

verzichtet. Hieraus resultierten sieben Expositionsgruppen fiir die beiden Stérgréfen.

3.2.5 Abbau der Arzneimittelriickstdande mittels UV-C Strahlung mit und ohne

Sauerstoffzufuhr

Abb. 3: UV-C Bestrahlungssystem (GMBU e.V.).

Die Abbildung zeigt, dass von der GMBU e.V. entwickelte UV-C Bestrahlungssystem bestehend aus einem
zylindrischen Reaktor und einen darin einfihrbaren UV-C Strahler. Das System diente der Elimination von
Arzneimittelriickstanden in wassrigen Lésungen.

Die Untersuchungen zum Abbau von Ibuprofen und Naproxen in wassriger Losung durch
UV-C Strahlung wurden von der GMBU e.V. durchgefiihrt. In Abb. 3 ist das UV-C
Bestrahlungssystem dargestellt, welches zur Anwendung kam. Die Laborversuchs-
anlage besteht aus einem zylindrischen Reaktorgefal3, in dessen Inneren ein UV-C
Strahler eingefuhrt werden kann. Verbaut wurde ein Mitteldruckstrahler mit einer
maximalen Leistung von 400 W, dessen Spektrum sich durch eine hdhere Bandbreite
und hoherer Energiedichte im Vergleich zu einem Niederdruckstrahler auszeichnet.
Zwar benotigen Mitteldruckstrahler fur ihren Betrieb eine hohe elektrische Leistung, sie
konnen jedoch stufenlos geregelt werden, sodass eine energieeffiziente Regulierung
moglich ist. Der Reaktor bietet mehrere Anschliisse zur Einleitung der zu behandelnden
Wasser, als auch zur eventuellen Zugabe weiterer Hilfsmittel, wie Oxidationsmittel oder

zur Installation erforderlicher Messtechniken. Das behandelte Wasser wird entweder
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durch einen Auslass am Reaktorboden oder seitlich im unteren Bereich ausgeleitet.
Innerhalb des Reaktors kdnnen relevante Parameter, wie Bestrahlungsdauer, -leistung,
Wassertemperatur und die Einleitung von Gasen gesteuert werden, die verschiedene
Expositionsszenarien ermdglichen. Fur die Untersuchungen zur Stabilitat der Arznei-
mittelwirkstoffe wahrend der UV-C Behandlung wurden ca. 1 mg/l der Ausgangs-
substanz fur bis zu 10 min bei unterschiedlichen Bestrahlungsstarken von 23,7 W/m? bis
250 W/m?2, sowie mit und ohne Sauerstoffzufuhr bestrahlt. Der Abbau wurde Uber die
Konzentrationsbestimmung mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie mindatlich
ermittelt. Die Rohdaten wurden dem Institut fir Umwelttoxikologie von der GMBU e.V.
zur Verfugung gestellt. Aus den Ergebnissen zum Abbau der Arzneimittel und der
Gebrauchstauglichkeit in Klaranlagen zeigten sich die verschiedenen Behandlungen fiir
den Einsatz von UV-C ohne und mit Sauerstoffzufuhr.

Die mittels UV-C Strahlung behandelten Proben, welche fur die toxikologischen
Untersuchungen genutzt wurden, sind im Institut der GMBU e.V. je an Tag O des
Experiments hergestellt worden. Nach UV-C Bestrahlung wurden die behandelten
Ldsungen lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur vom Labor der GMBU e.V. zum Institut fur
Umwelttoxikologie transportiert und standen ca. eine Stunde nach Behandlung den
Experimenten zur Verfigung. Im Institut fir Umwelttoxikologie wurden die behandelten
Losungen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum lichtgeschitzt bei einer

Temperatur von 20 °C gelagert.
3.2.6 Akuter Toxizitatstest

In Folge eines Vorversuches wurde die bisherige Versuchsdurchfihrung zur Unter-
suchung der akuten Toxizitdt angepasst, wodurch die Nematoden nicht in den zu

verwendenden 96er-Well-Platten, sondern in 40x10 mm Petrischalen exponiert wurden.

Zur Untersuchung der akuten Toxizitat wurden je Expositionsgruppe zehn alters-
synchrone L4-Larven in eine vorbereitete Petrischale Uberfuhrt und fir 48 h bei 20 °C
inkubiert. Die einzelnen Petrischalen bereitet man zuvor mit NGMg, der entsprechenden
Testsubstanz- und E. coli-Konzentration vor. Nach jeweils 24 und 48 h erfolgte die
Uberprufung des Vitalitatsstatus der Nematoden mit Hilfe des selbst hergestellten
Wurmpickers, nach der ,Touch-provoked-movement‘(TPM)-Methode. Hierzu wurden
die Wurmer in die drei Kategorien tot, lebend oder zensiert eingestuft. Als zensierte
Wirmer zahlen Nematoden, bei denen die Nachkommenschaft in den Gonaden
schlipfen, die Organe herausgetreten oder die nicht auffindbar sind und alle untrennbar
zusammenhangenden Wirmer. Die Gruppe der lebenden Wirmer beschreibt alle sich

eigenstandig oder nach Beriihrung fortbewegenden Wirmer, einschliel3lich derer deren
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Kopf, Schwanz oder Pharynx sich lediglich bewegt. Alle regungslosen Nematoden
werden als tot klassifiziert.

Nach 24 h wurden alle zensierten und toten Wirmer aus dem Testmedium entfernt.
3.2.7 Lebensspannentest

Die Ermittlung der chronischen Toxizitat erfolgte Uber die Analyse der Lebensspanne.
Hierzu wurden je Expositionsgruppe zehn alterssynchrone L4-Larven bei 20 °C in mit
NGMk, der entsprechenden Testsubstanz- und E. coli-Konzentration vorbereitete
Petrischalen Uberfuhrt und inkubiert. Der Expositionsbeginn startet mit Tag 0. Der
Vitalitatsstatus wurde taglich mittels TPM-Methode erfasst und die Wirmer wurden, wie
unter 3.2.6 Akuter Toxizitatstest beschrieben, kategorisiert. Die als lebend bewerteten
Nematoden wurden wahrend ihrer Reproduktionsphase (die ersten 14 Tage) taglich in
frisches Testmedium Uberfihrt, um eine Vermischung und Verwechslung der
Generationen zu vermeiden. AnschlieRend genilgte ein Umsetzen an jedem zweiten
Tag, um eine kontinuierliche Konzentration der Testsubstanz und E. coli zu gewahr-

leisten.

3.2.8 Lokomotionstest

Tab. 7: Kategorisierung von C. elegans zur Beurteilung der Motilitat.

Kategorie Beurteilung der Motilitat

A Der Nematode bewegt sich eigenstandig.

B Der gesamte Korper der Nematode bewegt sich nach TPM-Methode.
C Es bewegt sich Kopf, Schwanz oder Pharynx der Nematode nach

TPM-Methode.
D Der Nematode ist tot und bewegt sich nicht.

zensiert Durch internen Schlupf, heraushdngende Organe, dem untrennbaren
Zusammenhangen oder Nichtauffinden der Nematoden kann die

Motilitdt nicht bestimmt werden.

Fur die Bewertung der chronischen Toxizitat lasst sich ein weiterer Test anwenden, der
die Motilitdt von C. elegans beurteilt. Diese Untersuchung lasst sich in die Analyse zur
Lebensspanne integrieren, sodass die Versuchsdurchfiihrung dem Kapitel 3.2.7
Lebensspannentest zu entnehmen ist. Nach dreimaligen vorsichtigen Schwenken der

Petrischale mit den zu untersuchenden Nematoden, wurden die Wirmer aufgrund ihrer
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Motilitat und Pumpbewegung ihres Pharynx kategorisiert und von den toten sowie
zensierten Wirmern unterschieden, wie in Tab. 7 dargestellt.

In die Kategorie A waren alle Nematoden einzuordnen, die sich ohne externes Zutun
bewegten. Hiervon abzugrenzen sind alle Wirmer die sich erst nach TPM-Methode
bewegten. Bewegte sich nach Beriihrung des Wurms der gesamte Korper wurde er in
Kategorie B, bei einer Bewegung von lediglich dem Kopf, Schwanz oder der Pump-
bewegung des Pharynx in Kategorie C eingeordnet. Die Eingruppierung der zensierten
und toten Nematoden erfolgte gemald der Beschreibung im Kapitel 3.2.6 Akuter
Toxizitatstest. Die Gruppe der toten Wirmer wurden als Kategorie D bezeichnet. Als
Untersuchungszeitpunkte fur die Erhebung der Motilitat von C. elegans wurden der
4.,7.,14. und 21.Tag nach Inkubationsstart festgelegt.

3.2.9 Nachkommenschaftstest

Zur Untersuchung der Reproduktionstoxizitat der verwendeten Substanzen wurde die
Anzahl der Nachkommen bestimmt. Zu diesem Zweck wurden je Expositionsgruppe
zehn alterssynchrone L4-Larven bei 20 °C inkubiert. Durch tagliches Umsetzen der zehn
Nematoden in neues Testmedium, konnten die abgelegten Eier in den Petrischalen fur
weitere 24 h bei 20 °C inkubiert werden, bis sich aus den Embryonen zum Ausz&hlen
ausreichend groRe Larven entwickelt hatten. Die Nachkommen wurden mit Hilfe einer
ausgezogenen Glaspipette und Peleusball aufgesaugt und gezahlt. Der Beobachtungs-
zeitraum erstreckte sich Uber die gesamte reproduktive Phase der zehn alters-
synchronen L4-Larven, der bei ca. zehn Tagen lag. Au3erdem musste die Gesamtanzahl
der lebenden adulten Wirmer taglich notiert werden, um abschlieRend die durchschnitt-
liche Gesamtanzahl an Nachkommen pro adulter Nematode und die durchschnittliche
Anzahl an Nachkommen pro adulter Nematode an den verschiedenen Beobachtungs-

tagen zu berechnen.

3.2.10 Auswertung und Statistik

Im Jahr 2021 wurde vom Institut fur Umwelttoxikologie bei dem Dienstleister
IQVIA Commercial GmbH & Co. eine Sonderstudie fir ausgewahlte Analgetika in
Auftrag gegeben und ausgewertet, da fur die untersuchten Arzneimittelwirkstoffe keine

Gesamtstoffbilanzen verfugbar waren (IQVIA, 2021).

Die Erfassung und Aufbereitung der Daten erfolgten in Tabellen mit MS Office Excel
2007. Fur die grafische Darstellung und statistische Analyse der erhobenen Daten wurde

die Statistiksoftware GraphPad Prism 9 verwendet.
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Die 16 Expositionsgruppen zur biologischen Wirksamkeit je Wirkstoff, die Unter-
suchungen der zwei verschiedenen Behandlungsformen sowie zu den StorgréfRen
wurden jeweils parallel gefihrt, sodass die Ergebnisse innerhalb der Untersuchungs-
einheiten miteinander verglichen werden kénnen. In der graphischen Darstellung der
Daten wurde sich jedoch aufgrund der Vielzahl der erhobenen Daten auf die Darstellung
der Ergebnisse mit identisch vorkonditionierten E. coli und den einzelnen Substanzen
beschrankt. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurden anlasslich des explorativen
Studiendesigns vor allem erkennbare Muster dargestellt und diskutiert. Lediglich bei der
Beschreibung der akuten Toxizitat wurde die Darstellung der zensierten Individuen als
eigene Kategorie angewendet, um mdgliche akute Effekte zu erfassen. Fir die
Auswertung aller anderen Methoden wurde die Gruppe der zensierten Wirmer aus den

Daten zensiert.

Im Rahmen einer statistischen Beratung wurde am Institut for Medizinische
Epidemiologie, Biometrie und Informatik der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
durch Herrn apl. Prof. Dr. Andreas Wienke die statistische Auswertung der Ergebnisse
abgestimmt. Um die aktuellen wissenschaftlichen Ansichten zur Interpretation von
Ergebnissen zu beriicksichtigen, wurde bei der Auswertung der zugrundeliegenden
Daten bewusst auf die Verwendung des Begriffes ,signifikant® verzichtet
(Amrhein et al., 2019; Wasserstein et al., 2019).
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur akuten Toxizitat
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Abb. 4: Akut toxische Effekte von Ibuprofen in NGMk ohne vorkonditionierte E. coli O uM (A) und mit
vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 pM (C) und 25 puM (D) Ibuprofen auf C. elegans nach 24 und
48 h.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 pM; 2,5 pM; 10 pM; 25 pM) an
Ibuprofen in NGMk und E. coli fir 48 h bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder
zensiert kategorisiert. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit Standardabweichung (SD)
(N=3, n=10).

Bei den Untersuchungen zur akuten Toxizitat von Ibuprofen lebten nach 24 h Inkubation
alle Nematoden in den verschiedenen Expositionsgruppen (Abb. 4 A-D). Nach 48 h
starb lediglich in der Expositionsgruppe mit NGMk 25 uM und E. coli 10 uM Ibuprofen
ein Individuum. Ebenfalls wurden einige wenige Nematoden nach 48 h aufgrund von
internem Schlupf als zensiert kategorisiert. Die zensierten Wirmer in den Kontroll-
gruppen NGMk O puM Ibuprofen (Abb. 4 B und C) gehen auf das Nichtauffinden der
Nematoden zuruck.

Innerhalb der Beobachtungszeit lassen sich keine akut toxischen Effekte von Ibuprofen
in NGMk mit oder ohne Vorkonditionierung von E. coli mit Ibuprofenerkennen.

Nach der Inkubation mit der mit 125 W/m? UV-C bestrahlten lbuprofen-Losung fiir 10 min
(Abb. 5 A) starb bereits nach 24 h je ein Individuum in der Expositionsgruppe 2,5 uM und
25 puM lbuprofen. Die unter Sauerstoffzufuhr behandelte Ibuprofen-Losung (Abb. 5 B)
fuhrte nur in der héchsten Dosisgruppe zum Tod einer Nematode nach 48 h. Aufféllig
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war der erhohte Anteil (ca. 14 %) an zensierten Nematoden in der Expositionsgruppe
10 uM Ibuprofen (Abb. 5 B).

Es zeigten sich keine akut toxischen Effekte von lbuprofen in NGMk, wenn die Substanz
mit UV-C Strahlung (125 W/m?) oder mit UV-C Strahlung (48,4 W/m?) unter Sauerstoff-
zufuhr behandelt wurde.

A : 24 h 48 h B 1 24 h 48 h
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Abb. 5: Akut toxische Effekte von lbuprofen in NGMk nach zehnminitiger UV-C Bestrahlung bei
125 W/m? (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr (B) auf C. elegans nach 24 und 48 h.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 pM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM)
behandelter Ibuprofen-Losung fir 48 h bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder
zensiert kategorisiert. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).
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Abb. 6: Akut toxische Effekte von Naproxen in NGMk ohne vorkonditionierte E. coli 0 pM (A) und mit
vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 uM (C) und 25 uM (D) Naproxen auf C. elegans nach 24 und
48 h.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM) an
Naproxen in NGMk und E. coli fur 48 h bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder
zensiert kategorisiert. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).
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Bei den Untersuchungen zur akuten Toxizitdt von Naproxen starben nach 24 h
Inkubation in den Dosisgruppen NGMk 2,5 uM und 25 uM Naproxen ohne konditionierte
E. coli (Abb. 6 A) je zwei Nematoden. Am zweiten Tag starben weitere zwei Individuen
in der héchsten Konzentrationsgruppe. Demnach wurden dort nach 48 h ca. 14 % der
Nematoden als tot bewertet. Des Weiteren zeigte nach 24 h ein Wurm in der Expositions-
gruppe NGMk 25 uM und E. coli 25 uM Naproxen (Abb. 6 D) keine Vitalfunktion, sodass
dieser als tot kategorisiert wurde. Bei den beiden Gruppen mit vorkonditionierten E. coli
2,5 uM und 10 pM Naproxen konnte kein toter Fadenwurm beobachtet werden, jedoch
zensierte Nematoden in der Konzentrationsgruppe NGMk 10 uM Naproxen. Grund fur
die Kategorisierung war in allen Fallen das nicht Auffinden der Wiirmer.

Innerhalb der Beobachtungszeit lie3en sich keine eindeutig akut toxischen Effekte von
Naproxen erkennen.

A ] 24 h 48 h B 1 24 h 48 h

i zensiert m zensiert
_ 1001 EEE _ 1007 g o B %ﬂ%%ﬁ?
S 1 = ot g ] == tot
S lebend S lebend
g g
T B bS] -
g 50 1 g 50 ]
[} ()
z z J

0 n 0 n
o 2% 9y © % 9 8 Nap[uM]+UV-C o 239 8 © & 2 8 Nap[uM]+UV-CIO,
E. coli 0 upM E. coli 0 pM

Abb. 7: Akut toxische Effekte von Naproxen in NGMk nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei
125 W/m2 (A) und bei 48,4 W/m2 unter Sauerstoffzufuhr (B) auf C. elegans nach 24 und 48 h.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 puM; 2,5 pM; 10 pM; 25 uM)
behandelter Naproxen-Ldsung fir 48 h bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder
zensiert kategorisiert. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

Nach der Exposition mit der UV-C (125 W/m?,10 min) behandelten Naproxen-Lésung
(Abb. 7 A) starb je ein Wurm nach 48 h in den Konzentrationsgruppen 2,5 uM und
25 pM. Es wurden keine zensierten Nematoden festgestellt. Hingegen fuhrten in der
unter Sauerstoffzufuhr behandelten Naproxen-Ldsung (Abb. 7 B) die Konzentrationen
10 puM und 25 uM bereits nach einem Tag zum Tod einer Nematode.

Zusammenfassend lie3en sich nach der Exposition mit den unterschiedlich behandelten

Naproxen-Ldsungen sich keine akut toxischen Effekte beobachten.

Nach Inkubation von C. elegans mit Ammonium (Abb. 8 A) zeigten sich erst nach 48 h
Effekte auf den Modellorganismus. In den Dosisgruppen NHs GWx15 (10,725 mM) und
GWx30 (21,45 mM) starb je ein Nematode und in der Kontrollgruppe wurden ca. 14 %
der Nematoden als zensiert kategorisiert. Grund fiir die Einteilung war ein vermehrtes

Auftreten des internen Schlupfs im Testorganismus. Bei der Einwirkung von Nitrat
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(Abb. 8 B) konnten bereits nach 24 h zwei tote Wirmer in der Dosisgruppe NO3 GWx15
(21,45 mM) sowie ein Wurm in NO; GWx30 (42,9 mM) beobachtet werden. Nach zwei
Tagen starben 10 % der Nematoden in der Expositionsgruppe NO; GW (1,43 mM). Dies
stellt die hochste beobachtete Anzahl an verstorbenen Nematoden nach 48 h dar.
Weiterhin wiesen alle Gruppen zwischen ein (NO3 GWx30) und drei (NOs GW) zensierte
Nematoden nach zwei Tagen Inkubation auf. Grund fur die Kategorisierung war in allen
Fallen das nicht Auffinden der Wirmer. Es konnten somit keine aussagekréftigen akut
toxischen Effekte fur die StorgréRen Ammonium und Nitrat in den untersuchten
Dosisgruppen festgestellt werden.
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Abb. 8: Akut toxische Effekte von Ammonium (A) und Nitrat (B) in NGMk auf C. elegans nach 24 und
48 h.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen an NHs oder NOs (Grenzwert
(GW) - NH4=0,715 mM, NOs=1,43 mM, sowie den 15- und 30-fachen GW) fiir 48 h bei 20°C inkubiert. Die
Nematoden wurden als tot, lebend oder zensiert kategorisiert. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen
Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

4.2 Untersuchungen zur chronischen Toxizitat
4.2.1 Analyse der Lebensspanne

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Untersuchung der verschiedenen Test-
substanzen auf die Uberlebenszeit von C. elegans nach Kaplan-Meier dargestellt. Fiir
die Auswertung und Bewertung der Kaplan-Meier-Kurven ist zu beachten, dass die
Aussagekraft eines beobachteten Effektes mit abnehmender Anzahl lebender
Nematoden ebenfalls abnimmt. Dies liegt darin begrindet, dass durch jedes Aus-
scheiden (Tod oder Zensur) der relative Einfluss jedes nachfolgenden Ereignisses mehr
ins Gewicht fallt und somit zu einem deutlich starkeren Abfall der Uberlebenskurve fiihrt.
Daher wurden fur die Auswertung Parameter, wie die mediane Lebensspanne, das
Verhaltnis der medianen Lebensspanne der Expositionsgruppe zur Kontrollgruppe, das
95 % Konfidenzintervall dieses Verhaltnisses und der p-Wert mittels Log-Rank-Test

(MantelCox), bezogen auf die jeweilige Gruppenkontrolle, ermittelt.
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Uber alle Expositionsszenarien hinweg konnte festgestellt werden, dass eine Zensur der
Nematoden vornehmlich in den ersten zwei Wochen beobachtet werden kann. Grund fur
eine Zensur in den ersten sieben Tagen war fast ausschlieZlich interner Schlupf im
Testorganismus. Traten Zensuren in der zweiten Woche der Beobachtungszeit auf, so
waren sie Uberwiegend auf das Austreten der Organe der Nematoden zurtickzufiihren.
Nur einige wenige Fadenwirmer wurden zensiert, weil sie untrennbar Zusammenhingen
oder nicht auffindbar waren. Die niedrigste beobachtete maximale Lebensspanne mit
22 Tagen konnte in der Expositionsgruppe E. coli 2,5 pM und NGMk 25 pM Naproxen
(Abb. 11 B) festgestellt werden. Die hdchste maximale Lebensspanne wurde mit 42
Tagen in der Dosisgruppe E. coli 0 pM und NGMk 2,5 uM Naproxen (Abb. 11 A) sowie
in zwei Kontrollen E. coli O pM (Abb. 10 A, Abb. 11 A) beobachtet. Demnach lebten
einzelne Individuen fast doppelt so lang wie andere.
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Abb. 9: Toxische Effekte von Ibuprofen in NGMk ohne vorkonditionierte E. coli O uM (A) und mit
vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 uM (C) und 25 pM (D) Ibuprofen auf die Lebensspanne von
C. elegans.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 puM; 2,5 pM; 10 pM; 25 uM) an
Ibuprofen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder zensiert
kategorisiert und mittels Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (N=3, n=10).

In Abb. 9 sind die Kaplan-Meier-Kurven mit unterschiedlicher Konzentration der Test-
substanz Ibuprofen dargestellt. In allen Expositionsgruppen lasst sich eine Plateauphase
innerhalb der ersten 14 Tage feststellen, sodass sich die Uberlebensraten nur um

maximal 20 % nach zwei Wochen reduziert haben. Einzig bei der Kontrollgruppe E. coli
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0 uM Ibuprofen (Abb. 9 A) betragt die Uberlebensrate nach zwei Wochen immer noch
100 %. Nach den ersten zwei Wochen fallen die Uberlebensraten in den verschiedenen
Expositionsgruppen kontinuierlich ab. Eine Ausnahme stellt jedoch die Dosisgruppe
E. coli 25 pM und NGMk 25 uM Ibuprofen (Abb. 9 D) dar, bei der ein starker Einbruch
der Uberlebensrate an Tag 22 von ca. 45 % auf ca. 10 % zu verzeichnen ist. Des
Weiteren weist die Kurve der Expositionsgruppe E. coli 10 uM und NGMk 25 uM
Ibuprofen (Abb. 9 C) eine deutliche Abweichung zur Kontrollgruppe (p=0,015) auf. Nach
dem Abfall der Uberlebensrate innerhalb der ersten vier Tage auf 80 % verlauft die
Uberlebenskurve nahezu parallel zur Uberlebenskurve der Kontroligruppe. Die
medianen Lebensspannen liegen mit 17 bis 21 Tagen (Tab. 8) relativ nah zusammen,
sodass die hochste Differenz der medianen Lebensspanne von vier Tagen in der
Dosisgruppe E. coli 25 uM Ibuprofen zwischen der Kontrollgruppe (17 Tage) und NGMk
25 pM Ibuprofen (21 Tage) festzustellen ist. Die niedrigste mediane Lebensspanne liegt
in der Expositionsgruppe E.coli 25 puM und NGMk 10 uM Ibuprofen sowie der
dazugehorigen Kontrolle vor. Die héchste mediane Lebensspanne weisen zwei Gruppen

mit einer Konzentration von 25 pM Ibuprofen im NGMk vor (Tab. 8).
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Abb. 10: Toxische Effekte von Ibuprofen in NGMk nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei
125 W/m? (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr (B) auf die Lebensspanne von C. elegans.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 puM; 2,5 pM; 10 pM; 25 pM) an
behandelter lbuprofen-Lésung bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder zensiert
kategorisiert und mittels Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (N=3, n=10).

Die Uberlebenskurven der Expositionsgruppen der Ibuprofen-Lésungen, welche mit UV-
C Strahlung unterschiedlich behandelt wurden (Abb. 10 A, B), wiesen ebenfalls Plateau-
phasen innerhalb der ersten 14 Tage auf, sodass sich die Uberlebensraten nur um
maximal 20 % nach zwei Wochen reduziert haben. Bei den Expositionsgruppen unter
125 W/m2z UV-C (Abb. 10 A) besitzt die Kontrollgruppe bis Tag 21 die niedrigste
Uberlebensrate. Allerdings tberleben einige Nematoden bis zu sechs Wochen in dieser
Gruppe. Dies fuhrt zu einer medianen Lebensspanne von rund 26 Tagen fur die Kontroll-

gruppe (Tab. 9), wohingegen die medianen Lebensspannen der anderen Dosisgruppe
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drei bis funf Tage geringer sind. In den Expositionsgruppen mit 48,4 W/m2 UV-C unter
Sauerstoffzufuhr  (Abb. 10 B) sind keine Auffalligkeiten zu beobachten. Die
Uberlebenskurven verlaufen nahezu identisch, mit medianen Lebensspannen von 19
und 20 Tagen (Tab. 9) und einer maximalen beobachteten Lebensspanne von 32 Tagen
in der Kontrollgruppe.

Tab. 8: Analyseergebnisse der Lebensspanne mit Ibuprofen in NGMk ohne und mit
vorkonditionierten E. coli.

Ibuprofen [uM] Ibuprofen [uM] mediane  Verhéltnis 95% Konfidenz- p-Wert Log-
Konditionierung  in NGMk Lebens- mediane intervall des Rank-Test
E. coli spanne Lebensspanne Verhaltnisses (Mantel-Cox)
[Tage] zur Kontrolle
0 20 n. a. n. a. n. a.
0 2,5 20 1,00 0,54-1,84 0,985

0 19 n. a. n. a. n. a.

2,5 18 0,95 0,54-1,65 0,490

n. a.

0,56-1,99
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Tab. 9: Analyseergebnisse der Lebensspanne mit Ibuprofen in NGMk nach unterschiedlichen UV-C

Behandlungen.

Behandlung mit  lbuprofen [uM] mediane  Verhéltnis

UV-C Strahlung  in NGMk

Lebens- mediane

95% Konfidenz-

intervall des

spanne Lebensspanne Verhaltnisses

p-Wert Log-
Rank-Test
(Mantel-Cox)

[Tage] zur Kontrolle
0 26 n. a. n. a. n. a.
bei 125 W/m? 2,5 23 0,88 0,47-1,65 0,515
flr 10 min 10 21 0,81 0,42-1,57 0,429
25 23 0,88 0,47-1,65 0,332
0 20 n. a. n. a. n. a.
bei 48,4 W/m?
1S 2,5 19 0,95 0,51-1,77 0,090
fir 10 min unter
1 2 1 4-1 77
Sauerstoffzufuhr 0 0 0,54-1,85 0.8
25 20 1 0,53-1,87 0,943
E. coli 0 yM B E. coli 2,5 uM
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Abb. 11: Toxische Effekte von Naproxen in NGMk ohne vorkonditionierte E. coli 0 pM (A) und mit
vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 uM (C) und 25 pM (D) Naproxen auf die Lebensspanne von

C. elegans.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 puM; 2,5 pM; 10 pM; 25 uM) an
Naproxen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder zensiert
kategorisiert und mittels Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (N=3, n=10).

Im Vergleich zum Wirkstoff Ibuprofen konnten beim untersuchten Wirkstoff Naproxen,

trotz gleicher Wirkstoffkonzentrationen, deutlich mehr Effekte beobachtet werden. In
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allen Expositionsgruppen bei denen vorkonditionierte E. coli verwendet wurden
(Abb. 11 B-D), lassen sich Plateauphasen von sieben bis hin zu 14 Tagen innerhalb der
ersten zwei Wochen feststellen. Insgesamt zeigte sich eine Reduktion der Uberlebens-
rate in einzelnen Dosisgruppen (E. coli 2,5 puM und NGMk 2,5 uM; E. coli 10 uM bzw.
25 uM und NGMk 25 puM) um maximal 30 % nach den ersten beiden Wochen
Beobachtungszeit. Die medianen Lebensspannen innerhalb der einzelnen Expositions-
gruppen E. coli 2,5 pM, 10 uM und 25 pM Naproxen wichen nur ein bis zwei Tage von
der jeweiligen Kontrollgruppe ab (Tab. 10). Nach den ersten beiden Wochen reduziert
sich die Uberlebensrate dieser Expositionsgruppen kontinuierlich nahezu simultan
(Abb. 11 B-D).

In den Dosisgruppen ohne Vorkonditionierung der E. coli (Abb. 11 A) zeigte sich
hingegen bereits nach wenigen Tagen ein starker Abfall der Uberlebensraten um
ca. 20 % fur NGMk 2,5 uM und 10 uM Naproxen, sowie bis zu ca. 50 % in der héchsten
Dosisgruppe. Dieser erhebliche Unterschied spiegelt sich auch in den erhobenen
medianen Lebensspannen wider. Die Kontrollgruppe besitzt eine mediane Lebens-
spanne von 24 Tagen, wahrend sich die medianen Lebensspannen in den Dosisgruppen
NGMk 2,5 uM und 10 uM um 9 bzw. 10 Tage gegenuber der Kontrolle reduziert haben.
Bei der maximalen Dosis von NGMk 25 uM Naproxen verringert sich die mediane
Lebensspanne auf nur noch 6 Tage. Dies stellt eine Reduktion der medianen Lebens-
spanne zur Kontrollgruppe von rund 75 % dar. Betrachtet man die Abweichung der
Uberlebenskurven in den Expositionsszenarien E. coli 0 uM zur Kontrollgruppe, lassen
sich Abweichungen flir NGMk 2,5 pM Naproxen (p=0,074) und NGMk 10 uM Naproxen
(p=0,040) und sogar eine aullerst deutliche Abweichung fir NGMk 25 uM (p=0,00008)
zur Kontrolle beobachten. Darliber hinaus lasst sich in den Gruppen mit konditionierten
E. coli eine deutliche Abweichung fur E. coli 2,5 uM und NGMk 25 uM zur Gruppen-
kontrolle (p=0,044) erkennen, aufgrund des abrupten Abfalls der Uberlebensrate an den
Tagen 17 und 18 um ca. 50 % (Abb. 11 B). Des Weiteren weichen die Uberlebenskurven
der Dosisgruppen E. coli 25 pM und NGMk 10 pM (p=0,034) und NGMk 25 uM (p=0,012)
deutlich von der Gruppenkontrolle ab. Beide Uberlebenskurven verlaufen nach 7 Tagen
nahezu parallel zur Uberlebenskurve der Kontrolle (Abb. 11 D). In der Expositionsgruppe

E. coli 10 uM (Abb. 11 C) lieRen sich keine Abweichungen zur Kontrollgruppe erkennen.
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Abb. 12: Toxische Effekte von Naproxen in NGMk nach zehnminitiger UV-C Bestrahlung bei
125 W/m? (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr (B) auf die Lebensspanne von C. elegans.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 pM; 2,5 pM; 10 pM; 25 pM) an
behandelter Naproxen-Ldsung bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden als tot, lebend oder zensiert
kategorisiert und mittels Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (N=3, n=10).

Tab. 10: Analyseergebnisse der Lebensspanne mit Naproxen in NGMk ohne und mit
vorkonditionierten E. coli.

Naproxen [pM] Naproxen [uM] mediane  Verhéltnis 95% Konfidenz- p-Wert Log-
Konditionierung  in NGMk Lebens- mediane intervall des Rank-Test
E. coli spanne Lebensspanne Verhaltnisses (Mantel-Cox)
[Tage] zur Kontrolle
0 24 n. a. n. a. n. a.
25 14 0,58 0,32-1,06 0,074
0

0 18 n. a. n. a. n. a.

2,5 17 0,94 0,46-1,94 0,712

2,5

n. a.

0,52-1,92

n.

a.

0,52-1,75
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Die Exposition mit den unterschiedlich behandelten Naproxen-Lésungen (Abb. 12 A, B)
wies kaum Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven der verschiedenen Dosis-
gruppen zur jeweiligen Kontrollgruppe auf. Ebenfalls wiesen sie lange Plateauphasen
innerhalb der ersten vierzehn Tage auf, sodass sich die Uberlebensraten auf max. 90%
nach zwei Wochen reduziert hatten. Bei den Expositionsgruppen mit den Naproxen-
Ldsungen die mit 125 W/m2 (Abb. 12 A) behandelt wurden, lagen die medianen Lebens-
spannen zwischen 21 und 23 Tagen. Die medianen Lebensspannen des anderen
Expositionsszenarios, bei dem die Naproxen-Losungen unter Sauerstoffzufuhr
behandelt wurden, lagen zwischen 19 und 22 Tage. Die maximalen Lebensspannen in
den beiden Expositionsszenarien unterschieden sich nur gering um wenige Tage, mit
Ausnahme der Gruppe 2,5 puM Naproxen 48,4 W/m?, deren Nematoden bereits an
Tag 26 vollstéandig verstorben sind.

Tab. 11: Analyseergebnisse der Lebensspanne mit Ibuprofen in NGMk nach unterschiedlichen UV-C
Behandlungen.

Behandlung mit  Naproxen [uUM] mediane  Verhaltnis 95% Konfidenz- p-Wert Log-
UV-C Strahlung  in NGMk Lebens- mediane intervall des Rank-Test
spanne Lebensspanne Verhaltnisses (Mantel-Cox)
[Tage] zur Kontrolle
0 21 n. a. n. a. n. a.
bei 125 W/m2 25 22 1,05 0,59-1,87 0,830
far 10 min 10 23 1,10 0,62-1,94 0,796
25 22 1,05 0,58-1,88 0,744
0 20 n. a. n. a. n. a.
i 2
bei 48,4 W/m 25 19 0,95 0,52-1,73 0,332
fur 10 min unter
Sauerstoffzufuhr 10 22 1,10 0,60-2,02 0,500
25 22 1,10 0,59-2,06 0,303

AbschlieRend wurden die Effekte von den beiden in Abwasser enthaltenen Stérgréfzen
Ammonium und Nitrat auf die Lebensspanne von C. elegans (Abb. 13) untersucht.
Hierbei lieRen sich kaum Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven der mit
Ammonium exponierten Dosisgruppen und der Kontrollgruppe erkennen. Innerhalb der
ersten zwei Wochen sind, ahnlich der zuvor beschriebenen Expositionsszenarien,
Plateauphasen bei den beiden StérgrofRen (Abb. 13) zu beobachten, sodass sich die
Uberlebensraten in dieser Zeit um 10 bis 20 % reduzierten. Einzige Ausnahme stellte
die Gruppe NO3z GW (Abb. 13 B) dar, deren Uberlebensrate zu diesem Zeitpunkt bereits

auf ca. 60 % gefallen war. Die Kaplan-Meier-Kurve dieser Dosisgruppe wies daher eine
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deutliche Abweichung (p=0,041) im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Bei der
Kontrollgruppe und den Dosisgruppen NOs GWx15 und GWx30 lieRen sich mediane
Lebensspannen von 20 Tagen beobachten, wohingegen die Dosisgruppe NOs GW eine
mediane Lebensspanne von lediglich 16 Tagen aufzeigte. Die maximalen Lebens-
spannen in den beiden Expositionsszenarien lagen zwischen 25 und 35 (NH4) bzw. 36
(NO3).
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Abb. 13: Toxische Effekte von Ammonium (A) und Nitrat (B) in NGMk auf die Lebensspanne von
C. elegans.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen an NHs4 oder NOs (Grenzwert
(GW) - NH4=0,715 mM, NO3=1,43 mM, sowie den 15- und 30-fachen GW) bei 20°C inkubiert. Die
Nematoden wurden als tot, lebend oder zensiert kategorisiert und mittels Kaplan-Meier-Kurve dargestellt
(N=3, n=10).

Tab. 12: Analyseergebnisse der Lebensspanne mit Ammonium und Nitrat in NGMk.

Substanz Konzentration  mediane  Verhéltnis 95% Konfidenz- p-Wert Log-
in NGMk Lebens- mediane intervall des Rank-Test
spanne Lebensspanne Verhaltnisses (Mantel-Cox)
[Tage] zur Kontrolle
0 20 n. a. n. a. n. a.
GW 19 0,95 0,563-1,72 0,418
NHa
GWx15 19 0,95 0,51-1,77 0,591
GWx30 22 1,10 0,58-2,10 0,918
0 20 n. a. n. a. n. a.
GW 16 0,80 0,44-1,46 0,041
NOs3
GWx15 20 1,00 0,54-1,86 0,735
GWx30 20 1,00 0,54-1,86 0,984
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4.2.2 Lokomotionsassay

Neben den Beobachtungen zur Uberlebenszeit der Nematoden wurde ein weiterer
toxikologischer Endpunkt bzgl. der chronischen Toxizitat der zu untersuchenden
Substanzen beurteilt, der Verlust der Beweglichkeit. Hierzu wurden die Nematoden nach
Exposition an Tag 4, 7, 14 und 21 mikroskopisch untersucht und in vier verschiedene

Kategorien (siehe Tab. 7) eingeordnet.
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Abb. 14: Effekte von Ibuprofen in NGMk ohne vorkonditionierte E.coli OpM (A) und mit
vorkonditionierten E.coli 2,5uM (B), 10 uyM (C) und 25 puM (D) Ibuprofen auf die Motilitdt von
C. elegans nach 4, 7, 14 und 21 Tagen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM) an
Ibuprofen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden an den Tagen 4, 7, 14 und 21
nach 3.2.8 Lokomotion Tab. 7 kategorisiert. Kategorisierung: A - Spontanbewegung; B - Bewegung des
ganzen Korpers nach TPM-Methode; C - Bewegung nur von Kopf, Schwanz oder Pharynx nach
TPM-Methode; D - tot. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

Die Ergebnisse zur Beweglichkeit nach Exposition mit Ibuprofen sind in Abb. 14
dargestellt. An Tag 4 waren Uberwiegend Wirmer mit Spontanbewegung (ca. 70 %),
ca. 25 % der Kategorie B und ca. 5 % der Kategorie C in fast allen Dosisgruppen zu
beobachten. Abweichend hiervon sind die Expositionsgruppen mit maximaler E. coli-
Konzentration (25 puM), bei denen bereits ein gréRerer Anteil an unbeweglicheren
Nematoden der Kategorie C (ca. 15%) in den Gruppen NGMk O uM und 10 pM Ibuprofen
vorlagen. Uber den Beobachtungszeitraum konnte eine Abnahme der in Kategorie A
eingruppierten Nematoden in allen Dosisgruppen von ca. 75 % an Tag 4, tUber ca. 60%
an Tag 7 und ca. 20-30 % an Tag 14, auf ca. 0-5 % an Tag 21 festgestellt werden. Die

Anzahl an in Kategorie B eingeordnete Wiurmer anderte sich kaum und liegt fir alle
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Dosisgruppen bei ca. 20-30 % fir die ersten drei Beobachtungszeitpunkte. An Tag 21
lieBen sich nahezu keine Nematoden (ca. 0-5%) in die Kategorie B einordnen. Die
Kontrollgruppe und die beiden héchsten Dosisgruppen mit E. coli 25 uM lbuprofen sind
die einzigen Gruppen bei denen nach 21 Tagen keine Nematoden mit eigenstandiger
Spontanbewegung vorlagen. Auch fir die Kategorie C lassen sich dosistbergreifende
Effekte erkennen. So nahm die Anzahl derer in Kategorie C einzuordnenden Wirmer
tber den Beobachtungszeitraum, von ca. 5 % an Tag 4 auf ca. 20-40% an Tag 21, zu.
Eine Besonderheit l&sst sich an Tag 7 in den Gruppen E. coli 0 pM und NGMk O puM und
2,5 uM, E. coli 2,5 pM und NGMk 25 pM, E. coli 10 uM und NGMk 25 pM sowie E. coli
25 pM und NGMk 2,5 pM lbuprofen (Abb. 14) feststellen. In diesen Expositionsgruppen
stieg die Anzahl der Nematoden mit Spontanbewegung im Vergleich zum vorherigen
Beobachtungszeitpunkt leicht an. Des Weiteren liel3 sich lediglich im Expositions-
szenario E. coli 0 uM an Tag 14 ein dosisabhangiger Effekt in den Kategorien A und C
erkennen. Je hoher die Konzentration im NGMk war desto weniger Nematoden wurden

in Kategorie A und desto mehr wurden in Kategorie C eingruppiert.
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Abb. 15: Effekte von Ibuprofen in NGMk nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei 125 W/m?2 (A) und
bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr (B) auf die Motilitat von C. elegans nach 4, 7, 14 und 21 Tagen.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 pM; 10 pM; 25 uM)
behandelter Ibuprofen-Lésung bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden an den Tagen 4, 7, 14 und 21
nach 3.2.8 Lokomotion Tab. 7 kategorisiert. Kategorisierung: A - Spontanbewegung; B: Bewegung des
ganzen Koérpers nach TPM-Methode; C - Bewegung nur von Kopf, Schwanz oder Pharynx nach
TPM-Methode; D - tot. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

Die Exposition mit den unterschiedlich behandelten lbuprofen-Lésungen (Abb. 15 A, B)
wies leichte Unterschiede in der Eingruppierung der Nematoden bzgl. ihrer Beweglich-
keit der verschiedenen Dosisgruppen auf. An den ersten Untersuchungszeitpunkten
lieBen sich zunachst ahnliche Beobachtungen machen wie bereits bei den Unter-
suchungen zu Ibuprofen ohne UV-C Behandlung. Mit zunehmender Expositionszeit sank
die Beweglichkeit der lebenden C. elegans dosisubergreifend von zu Beginn
ca. 90-100 % in der Kategorie A auf 0-25%. Die Untersuchungen mit der UV-C
bestrahlten Probe (Abb. 15 A) zeigten an Tag 14 leichte Unterschiede in der Einteilung
bzgl. der Beweglichkeit. Die beiden hdchsten Konzentrationen wiesen eine insgesamt

hohere Uberlebensrate auf, jedoch besalRen die Wirmer zur Halfte (30-50 %) eine
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geringere Beweglichkeit (Kategorie B und C). Die Wirmer der Kontrollgruppe bewegten
sich nahezu alle selbststandig und die Wirmer der Dosisgruppe 2,5 UM wies den
geringsten Anteil an Wirmern mit Eigenbewegung auf. Bei der unter Sauerstoffzufuhr
behandelten Ibuprofen-Lésung (Abb. 15 B) zeigten sich teilweise andere Auswirkungen
auf den Modellorganismus. So lieRen sich an Tag 14 die meisten lebenden Nematoden
in der Kontrollgruppe finden, wobei auch in dieser Gruppe der Anteil an Wirmern, die
nur ihren Kopf, Schwanz oder Pharynx bewegen konnten, mit ca. 30 %, am grof3ten ist.
An Tag 21 anderten sich die Verhaltnisse innerhalb der Dosisgruppen und die beiden
hochsten Dosisgruppen wiesen den hodchsten Anteil (20-30%) in Kategorie C ein-
gruppierter Warmer auf. Die hdchste Dosisgruppe stellt die einzige Gruppe dar, bei der
sich nach 21 Tagen keine Nematode eigenstandig bewegte.
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Abb. 16: Effekte von Naproxen in NGMk ohne vorkonditionierte E.coli OpM (A) und mit
vorkonditionierten E.coli 2,5uM (B), 10 uyM (C) und 25 puM (D) Naproxen auf die Motilitdt von
C. elegans nach 4, 7, 14 und 21 Tagen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM) an
Naproxen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden an den Tagen 4, 7, 14 und 21
nach 3.2.8 Lokomotion Tab. 7 kategorisiert. Kategorisierung: A - Spontanbewegung; B: Bewegung des
ganzen Korpers nach TPM-Methode; C - Bewegung nur von Kopf, Schwanz oder Pharynx nach
TPM-Methode; D - tot. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

Im Lokomotionsassay der Exposition mit Naproxen konnte mit fortschreitender
Beobachtungszeit eine Abnahme der Beweglichkeit beobachtet werden (Abb. 16).
Ahnlich wie in den zuvor beschriebenen Untersuchungen zu lbuprofen reduzierte sich
der Anteil der in Kategorie A und es erhdhte sich der Anteil der in Kategorie C
einzugruppierenden Nematoden uber den Zeitraum von drei Wochen. Leichte Effekte

der Vorkonditionierung von E. coli lieRen sich nur an Tag 4 erkennen. Es konnten sich
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durch die Konditionierung dosisunabhangig mehr Wiurmer der Kategorie B in den
verschiedenen Kontrollgruppen (Abb. 16 B-D) beobachten lassen im Vergleich zur
Kontrollgruppe E. coli 0 uM NGMk 0 uM Naproxen (Abb. 16 A). Nach 21 Tagen ver-
zeichnete die Expositionsgruppe E. coli 2,5 uM NGMk 25 uM Naproxen, die wenigsten
lebenden Nematoden (ca. 5 %), welche alle eine Bewegung des Kopfes, Schwanzes
oder Pharynx nach TPM-Methode aufwiesen (Abb. 16 B). Hingegen wies die Kontroll-
gruppe E. coli 2,5 uM Naproxen (Abb. 16 D) noch rund 20 % lebende Nematoden auf.
Bei den Expositionsgruppen E. coli 25 pM Naproxen lieRen sich fur die hochste
Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe stehts hohere Anteile an toten und in
Kategorie C eingruppierten Nematoden beobachten. Eine weitere Abweichung lasst sich
in der Expositionsgruppe E. coli 0 uM NGMk 25 uM Naproxen (Abb. 16 A) an Tag 7
feststellen. Hier scheint es als waren Nematoden wieder aktiver als an Tag 4.
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Abb. 17: Effekte von Naproxen in NGMk nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei 125 W/m?2 (A) und
bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr (B) auf die Motilitat von C. elegans nach 4, 7, 14 und 21 Tagen.
Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM)
behandelter Naproxen-L6sung bei 20°C inkubiert. Die Nematoden wurden an den Tagen 4, 7, 14 und 21
nach 3.2.8 Lokomotion Tab. 7 kategorisiert. Kategorisierung: A - Spontanbewegung; B: Bewegung des
ganzen Kérpers nach TPM-Methode; C - Bewegung nur von Kopf, Schwanz oder Pharynx nach
TPM-Methode; D - tot. Gezeigt sind die gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

Die Beobachtungen zur Exposition mit unterschiedlich behandelten Naproxen-Lésungen
in NGMk zeigten eine Abnahme der Beweglichkeit tiber die Zeit von 21 Tagen (Abb. 17).
An den Tagen 4 und 7 waren keine Unterschiede erkennbar. An Tag 14 schienen die
Nematoden aus den Gruppen, die mit 10 uM und 25 pM unter Sauerstoffzufuhr
behandelter Naproxen-Lésung (Abb. 17 A, B) exponiert wurden, eine héhere Beweglich-
keit als die jeweilige Kontrollgruppe zu besitzen. Der Anteil an Nematoden mit Spontan-
bewegung war zwar &ahnlich der Kontrollgruppe, jedoch besaflen die beiden mit
48,4 W/m? behandelten Expositionsgruppen (Abb. 17 B) einen hoheren Anteil in
Kategorie B eingruppierte Wirmer. Bei der mit UV-C behandelten Probe ohne Sauer-
stoffzufuhr (Abb. 17 A) zeigte sich an Tag 14 eine hohere Lebensrate in allen drei
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Unterschied lief3 sich an Tag 21 nicht

mehr erkennen.
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Abb. 18: Effekte von Ammonium (A) und Nitrat (B) in NGMk auf die Motilitat von C. elegans nach 4,
7,14 und 21 Tagen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen an NHs oder NOs (Grenzwert
(GW) - NH4=0,715 mM, NO3=1,43 mM, sowie den 15- und 30-fachen GW) bei 20°C inkubiert. Die
Nematoden wurden an den Tagen4, 7, 14 und 21 nach 3.2.8 Lokomotion Tab. 7 kategorisiert.
Kategorisierung: A - Spontanbewegung; B: Bewegung des ganzen Koérpers nach TPM-Methode;
C - Bewegung nur von Kopf, Schwanz oder Pharynx nach TPM-Methode; D - tot. Gezeigt sind die
gemittelten prozentualen Anteile [%] mit SD (N=3, n=10).

AbschlieRend wurde der Einfluss der StorgréRen Ammonium und Nitrat auf die Beweg-
lichkeit der Nematoden untersucht (Abb. 18). Nach vier Tagen konnten bei allen
Expositionsgruppen wenige Nematoden mit Bewegung des ganzen Korpers nach
TPM-Methode beobachtet werden im Vergleich zur Kontrollgruppe, deren Nematoden
alle eine Spontanbewegung aufwiesen. Der grofdte Unterschied zeigte sich bei der
Expositionsgruppe NOs; GWx30 zur Kontrolle, bei der ca. 20 % der Nematoden der
Kategorie B zugeordnet wurden (Abb. 18 B). An Tag 7 lieRen sich kaum Veranderungen
der Beweglichkeit feststellen. Nach zwei Wochen waren in der Kontrollgruppe nahezu
alle Nematoden lebendig (ca. 95 %). Alle anderen Expositionsgruppen wiesen eine
erkennbar niedrigere Lebensrate nach zwei Wochen auf. Von den Nematoden der
Kontrollgruppe besal} der grof3te Anteil (ca. 45 %) eine Beweglichkeit der Kategorie C,
ca. 40 % eine Spontanbewegung und ca. 15 % bewegten sich nach TPM-Methode
vollstandig. Einzig die hochste Dosisgruppe von NHs GWx30 zeigte einen héheren Anteil
an Nematoden mit Spontanbewegung von ca. 50 % im Vergleich zur Kontrolle nach
14 Tagen. Dementgegen liel3 sich bei den niedrigeren NH4-Konzentrationen eine dosis-
abhangige Reduktion der Beweglichkeit an Tag 14 beobachten. Fir NOs zeigte sich an
Tag 14 ebenfalls eine Reduktion der Beweglichkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
niedrigste Beweglichkeit besal} die Gruppe mit der geringsten NOs-Konzentration und
stieg dann mit zunehmender Konzentration wieder an. An Tag 21 liel3en sich bei NH4
keine Unterschiede in der Beweglichkeit beobachten. Hingegen bei der Exposition mit
NOs konnten zwei Besonderheiten festgestellt werden. Die Nematoden der Dosisgruppe
NOsz; GW, mit der geringsten Anzahl lebender Wirmer (ca. 5 %), haben sich alle eigen-

standig fortbewegt. Andererseits zeigte die hochste Dosis keine Nematoden mit
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Spontanbewegung, jedoch war sie zusammen mit der Konzentration NOs GWx15, die

Gruppe mit den meisten lebenden Wirmern (ca. 30 %).

4.3 Untersuchungen zur Reproduktionstoxizitéat

Um einen weitergehenden toxikologischen Einfluss der zu untersuchenden Substanzen
abbilden zu kénnen, ist es notwendig neben den direkten Effekten auf die Nematoden,
wie die Letalitat und die Beweglichkeit, auch die Fortpflanzung des Modellorganismus
und Entwicklung der Nachkommen zu betrachten. Zu diesem Zweck wurde mittels Nach-
kommenschaftstest die Nachkommenanzahl pro Nematode und Tag sowie die relative
Nachkommenanzahl pro Nematode wahrend der reproduktiven Phase von C. elegans
untersucht (Abb. 19-28).
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Abb. 19: Relative Anzahl an Nachkommen pro Nematode nach Inkubation mit Ibuprofen in NGMk
ohne vorkonditionierte E. coli 0 uM (A) und mit vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 uM (C) und
25 uM (D) Ibuprofen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM) an
Ibuprofen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezéhlt. Gezeigt ist die gemittelte relative Nachkommen-
anzahl/Nematode mit SD (N=3, n=10).

Bei der Betrachtung der relativen Nachkommenanzahl/Nematode nach Exposition mit
Ibuprofen (Abb. 19) zeigte nur die hdchste Dosisgruppe der mit 10 puM vorkonditionierten
E. coli einen leichten Anstieg um ca. 50 Larven/Nematode im Vergleich zur jeweiligen

Kontrollgruppe. In den verschiedenen Expositionsgruppen lag die relative Anzahl an
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Nachkommen/Nematode zwischen 230 (E. coli 0 uM und NGMk 2,5 uM lbuprofen) und
310 (E. coli 25 pM und NGMk 10 uM lbuprofen) Larven/Nematode. Die Vorkondition-
ierung von E. coli und der Einsatz von lbuprofen im NGMk besal3 keinen Einfluss auf die

relative Nachkommenanzahl/Nematode.
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Abb. 20: Relative Anzahl an Nachkommen pro Nematode nach Inkubation mit Ibuprofen in NGMk
nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei 125 W/m? (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr
(B).

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 pM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM)
behandelter Ibuprofen-Lésung bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezahlt. Gezeigt ist die gemittelte relative Nachkommen-
anzahl/Nematode mit SD (N=3, n=10).

Nach der Exposition gegentber mit UV-C Strahlung und unter Sauerstoffzufuhr
behandelter Ibuprofen-Lésung lieRen sich fir die Dosisgruppen 2,5 uM und 10 uM
Ibuprofen ca. 200 Larven/Nematode beobachten (Abb. 20 B). Im Vergleich zur Kotroll-
gruppe konnten somit ca. 30 Larven/Nematode weniger identifiziert werden. Bei der
hdchsten Konzentration konnte kein Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden. Die
Expositionen der mit UV-C Strahlung behandelten Loésungen (Abb. 20 A) zeigten eine
leicht erhohte relative Nachkommenanzahl/Nematode fir alle untersuchten Dosis-
gruppen, um ca. 40 Larven/Nematode, gegentber der Kontrolle. Die mit UV-C Strahlung
behandelten Ibuprofen-Proben lieRen keinen Effekt auf die relative Nachkommen-
anzahl/Nematode erkennen.

Ebenso wurden die reproduktionstoxikologischen Untersuchungen fur Naproxen mit
unterschiedlichen Konzentrationen durchgefuihrt (Abb. 21). Hier lieRen sich Unter-
schiede in den Expositionsgruppen E. coli O uM (Abb. 21 A) und 2,5 uM (Abb. 21 B)
feststellen. Einzig der Einsatz der maximalen Dosis von 25 pM Naproxen in NGMk fuhrte
in der Expositionsgruppe mit unbehandeltem E. coli zu einer deutlichen Reduktion der
relativen Nachkommenanzahl/Nematode um ca. 25% im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abb. 21 A). Auch in den Expositionsgruppen E. coli 2,5 uM konnte eine Reduktion der
Nachkommenanzahl/Nematode, von ca. 30-40 Larven/Nematode im Vergleich zur

Kontrollgruppe, in allen Dosisgruppen beobachtet werden. Insgesamt konnten fur alle
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mit Naproxen vorkonditionierten E. coli Kontrollgruppen (Abb. 21 B-D) zwischen 50 und
75 Larven/Nematode mehr beobachtet werden, verglichen mit der unkonditionierten

Kontrollgruppe, welche ca. 200 Larven/Nematode aufwies (Abb. 21 A).
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Abb. 21: Relative Anzahl an Nachkommen pro Nematode nach Inkubation mit Naproxen in NGMk
ohne vorkonditionierte E. coli 0 uM (A) und mit vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 pM (C) und
25 uM (D) Naproxen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM) an
Naproxen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezéhlt. Gezeigt ist die gemittelte relative Nachkommen-
anzahl/Nematode mit SD (N=3, n=10).

Die Ergebnisse zur Exposition mit unterschiedlich behandelten Naproxen-Lésungen in
NGMk nach UV-C Behandlung mit und ohne Sauerstoffzufuhr sind in Abb. 22 dargestellt.
Die ohne Sauerstoffzufuhr behandelte Losung fuhrte in allen verabreichten Konzentra-
tionen zu einer geringfiigigen Erhéhung der relativen Nachkommenanzahl/Nematode,
um ca. 20 Larven/Nematode, im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 22 A). Fir die unter
Sauerstoff behandelte Naproxen-Losung ist ein umgekehrtes Muster zu erkennen
(Abb. 22 B). Hier schlupften in allen Expositionsgruppen durchschnittlich
15 Larven/Nematode weniger als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 22: Relative Anzahl an Nachkommen pro Nematode nach Inkubation mit Naproxen in NGMxk
nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei 125 W/m? (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr
(B).

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM)
behandelter Naproxen-Losung bei 20°C inkubiert und téglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezéhlt. Gezeigt ist die gemittelte relative Nachkommen-
anzahl/Nematode mit SD (N=3, n=10).

>
@

300+ 300+
200+ I

100

Larven / Nematode
Larven / Nematode

0
GW
GWx15
GWx30
0
GW
GWx15
GWx30

NH, NO3

E. coli 0 uM E. coli O uM

Abb. 23: Relative Anzahl an Nachkommen pro Nematode nach Inkubation mit Ammonium (A) und
Nitrat (B).

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen an NHs und NOs (Grenzwert
(GW) - NH4=0,715 mM, NO3=1,43 mM, sowie den 15- und 30-fachen GW) bei 20°C inkubiert und taglich in
neue Kulturschalen umgesetzt. Die abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezéhlt. Gezeigt ist die
gemittelte relative Nachkommenanzahl/Nematode mit SD (N=3, n=10).

Fir die untersuchten StorgrofRen NH4 und NOs konnte ein Anstieg der relativen Anzahl
an Nachkommen pro Nematode im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden
(Abb. 23 A, B). Ein erkennbarer Anstieg um ca. 40 Larven/Nematode zeigte sich in den
Expositionsgruppen NHs GW, NHs GWx30 und NO3z GW. Bei NH4 schwankte die relative
Nachkommenanzahl/Nematode in den héheren Dosisgruppen, wohingegen sie bei NO3
mit zunehmender Konzentration abnimmt, jedoch nicht unterhalb des Wertes der

Kontrollgruppe gelangt.

Uber alle Untersuchungen hinweg lieRen sich Schwankungen der beobachteten

relativen Nachkommenanzahl/Nematode unterhalb der Kontrollgruppen beobachteten.
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Die Nachkommenanzahl/Nematode schwankten in diesen Gruppen von 200 bis
300 Larven/Nematode.

Um ein differenziertes Bild Gber den reproduktionstoxischen Effekt auf die Nematoden
zu erhalten, wurde neben der relativen Anzahl an Nachkommen/Nematode ebenso eine
Aufschliisselung pro Tag vorgenommen. In nahezu allen Expositionsszenarien traten an
Tag 3 die meisten Nachkommen/Nematode auf. Ausnahmen bildeten die Expositions-
szenarien E. coli 0 pM und NGMk 2,5 pM Ibuprofen + UV-C/O2 (Abb. 25 B) bzw. NGMk
10 uM Naproxen (Abb. 26 A), die ihren Maximalwert bereits an Tag 2 erreichten. Die
Expositionsgruppe E. coli 2,5 pM und NGMk 2,5 uM Naproxen (Abb. 26 B) zeigten an
Tag 2 und Tag 3 ihre Maxima auf. Die beobachtete Reproduktionsphase von C. elegans
lag zwischen finf und maximal zehn Tagen, wobei nach ca. funf bis sechs Tage
annadhernd keine Nachkommen identifiziert werden konnten, da es nur noch vereinzelt

zur Eiablage kam.
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Abb. 24: Anzahl an Nachkommen pro Nematode und Tag nach Inkubation mit Ibuprofen in NGMk
ohne vorkonditionierte E. coli 0 pM (A) und mit vorkonditionierten E. coli 2,5 pM (B), 10 uM (C) und
25 uM (D) Ibuprofen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen an (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM)
Ibuprofen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezahlt. Gezeigt ist die gemittelte Nachkommen-
anzahl/Nematode und Tag mit SD (N=3, n=10).

Die Vorkonditionierung von E. coli mit Ibuprofen lie3 eine verlangerte Ablage von
einzelnen Eiern und damit das Auftreten von Nachkommen nach Tag 6 erkennen
(Abb. 24 B-D). Bereits bei der Betrachtung der relativen Nachkommenanzahl/Nematode

liel sich ein leichter dosisabhéngiger Effekt fir die Dosisgruppen der Exposition mit
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E. coli 10 uM Ibuprofen feststellen (Abb. 19). Dies ist in der nach Tagen aufgetragenen
Darstellung (Abb. 24 C) nun deutlicher an den Tagen 2 bis 5 erkennbar.
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Abb. 25: Anzahl an Nachkommen pro Nematode und Tag nach Inkubation mit Ibuprofen in NGMk
nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei 125 W/m?2 (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr

(B).

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 pM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM)
behandelter Ibuprofen-Lésung bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebriitet und ausgezahlt. Gezeigt ist die gemittelte Nachkommen-
anzahl/Nematode und Tag mit SD (N=3, n=10).

Bei der Exposition mit den unterschiedlich behandelten Ibuprofen-Lésungen
(Abb. 25 A, B) lieBen sich geringe Unterschiede feststellen. Zum einen zeigte die
Gruppe 2,5 UM Ibuprofen + UV-C (Abb. 25 A) an Tag 3 das héchste Maximum unter den
Expositionsgruppen auf, welches sich von der Kontrolle unterschied, zum anderen wies
die Gruppe 2,5 uM lbuprofen + UV-C/O, (Abb. 25 B) bereits ihr Maximum an Tag 2 auf.

Ahnlich der Vorkonditionierung von E. coli mit lIbuprofen zeigte auch die Vorkonditio-
nierung mit Naproxen eine Verlangerung der Reproduktionsphase von sechs auf sieben
Tage fur alle Gruppen mit E. coli 2,5 uM Naproxen (Abb. 26 B) bzw. acht Tage fir E. coli
10 pM bzw. 25 pM und NGMk 0 pM bzw. 25 pM Naproxen (Abb. 26 C, D). Des Weiteren
wies die Dosisgruppe E. coli 0 pM und NGMk 25 puM Naproxen an Tag 6 erkennbar mehr
Nachkommen/Nematode auf als die Kontrollgruppe. Ein umgekehrtes Bild liel3 sich fir
die Expositionsgruppen der E. coli 2,5 uM Naproxen beobachten, bei der die Kontrolle
ca. 20 Larven/Nematode mehr aufwies im Vergleich zu den Dosisgruppen.

Fur die Expositionen gegenitber mit UV-C Strahlung und UV-C Strahlung unter
Sauerstoffzufuhr behandelter Naproxen-Ldsung lassen sich, abgesehen von der leicht
hoéheren Anzahl an Nachkommen/Nematode je Tag fir die ohne Sauerstoffzufuhr

behandelten Dosisgruppen, keine Unterschiede feststellen (Abb. 27).
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Abb. 26: Anzahl an Nachkommen pro Nematode und Tag nach Inkubation mit Naproxen in NGMk
ohne vorkonditionierte E. coli 0 uM (A) und mit vorkonditionierten E. coli 2,5 uM (B), 10 uM (C) und
25 uM (D) Ibuprofen.

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 pM; 25 uM) an
Naproxen in NGMk und E. coli bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezahlt. Gezeigt ist die gemittelte Nachkommen-
anzahl/Nematode und Tag mit SD (N=3, n=10).
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Abb. 27: Anzahl an Nachkommen pro Nematode und Tag nach Inkubation mit Naproxen in NGMk
nach zehnminutiger UV-C Bestrahlung bei 125 W/m? (A) und bei 48,4 W/m? unter Sauerstoffzufuhr

(B).

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM)
behandelter Naproxen-Lésung bei 20°C inkubiert und taglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die
abgelegten Embryonen wurden bebritet und ausgezdhlt. Gezeigt ist die gemittelte Nachkommen-

anzahl/Nematode und Tag mit SD (N=3, n=10).

Die Beobachtungen zur Exposition mit den beiden Stérgréf3en in NGMk lield zwei Trends
substanziubergreifend erkennen. An Tag 2 und Tag 3 reduzierte sich die Anzahl der
geschlipften Nachkommen pro Nematode mit steigender Konzentration der jeweiligen
StorgréfRe (Abb. 28). An Tag 4 und Tag 5 war ein inverser Effekt fur NHs und kein

dosisabhéngiger Unterschied fir NOs sichtbar. Wie bereits erwahnt zeigten die mit NH4
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und NOs exponierten Nematoden eine leicht erhéhte Nachkommenanzahl, welche hier

nochmals erkennbar wird (Abb. 23).
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Abb. 28: Anzahl an Nachkommen pro Nematode und Tag nach Inkubation mit Ammonium (A) und
Nitrat (B).

Alterssynchrone L4-Larven wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM; 2,5 uM; 10 uM; 25 uM)
behandelter Naproxen-Losung (Grenzwert (GW) - NH4=0,715 mM, NO3=1,43 mM, sowie den 15- und
30-fachen GW) bei 20°C inkubiert und téglich in neue Kulturschalen umgesetzt. Die abgelegten Embryonen
wurden bebriitet und ausgezahlt. Gezeigt ist die gemittelte Nachkommenanzahl/Nematode und Tag mit SD

(N=3, n=10).

4.4  Abbau von Ibuprofen und Naproxen mittels UV-C Bestrahlung

Die Untersuchungen zum Abbau von Ibuprofen und Naproxen in wassriger Losung durch
UV-C Strahlung wurden von der GMBU e.V. mit Hilfe eines analytischen Verfahrens
durchgefuhrt. Die Rohdaten aus der Messung mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung wurden zur weiteren Auswertung

an das Institut fir Umwelttoxikologie tbermittelt.
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Abb. 29: Abbau von Ibuprofen (A) und Naproxen (B) nach zehnminutiger Behandlung mit UV-C
Strahlung ohne Sauerstoffeintrag.

Die Ibuprofen- und Naproxen-Losungen wurden von der GMBU e.V. mit UV-C Strahlung unterschiedlicher
Bestrahlungsstarke (23,7; 48,4; 84,7; 125; 166; 208 und 250 W/m?) ohne Sauerstoffeintrag fir 10 min
behandelt. Zur Beobachtung des Abbaus von Ibuprofen und Naproxen erfolgte mindtlich eine Bestimmung
der Konzentration in der L6sung.

Der Abbau von Ibuprofen in wassriger Losung nach einer zehnminitigen Behandlung
mit UV-C Strahlung ohne Sauerstoffeintrag (Abb. 29 A) sowie des Wirkstoffes Naproxen
(Abb. 29 B) unterschied sich bei nahezu allen Bestrahlungsstarken kaum zum
Ausgangswert, am Zeitpunkt O min. Lediglich die Untersuchungen bei den beiden

hochsten Bestrahlungsstarken 208 und 250 W/m? zeigten nach ca. 10 min eine
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sichtbare Reduktion der Ibuprofen-Konzentration mit Abbauraten von 13,9 % und
29,8 %, fur Naproxen mit Abbauraten von 37,8 % und 44,7 % auf. Aufgrund der
Kostenintensitat durch eine Bestrahlung mit 208 und 250 W/m? wurde sich fur die
toxikologischen Untersuchungen auf eine geringere Bestrahlungsstarke mit annehm-
baren Abbauraten gestitzt. Hierzu wurde die Abbaurate nach der Halfte der
Bestrahlungsdauer betrachtet, wobei der Einsatz von 125 W/m? die besten Abbauraten
erzielte. Die Experimente zur toxikologischen Untersuchung der Effekte von UV-C
behandelten Arzneimittelldsungen ohne Sauerstoffzufuhr, wurden daher mit einer
Bestrahlungsstarke von 125 W/m? durchgefihrt.
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Abb. 30: Abbau von Ibuprofen (A) und Naproxen (B) nach Behandlung mit UV-C Strahlung mit
Sauerstoffeintrag.

Die Ibuprofen- und Naproxen-L&sungen wurden von der GMBU e.V. mit UV-C Strahlung unterschiedlicher
Bestrahlungsstarke (23,7; 48,4; 84,7; 125; 166; 208 und 250 W/m?) mit Sauerstoffeintrag fir 10 min
behandelt. Zur Beobachtung des Abbaus von Ibuprofen und Naproxen erfolgte minditlich eine Bestimmung
der Konzentration in der Lésung.

Im zweiten Teil der Untersuchungen wurde wahrend der zehnminitigen UV-C
Behandlung der Arzneimittellésungen Sauerstoff zugefihrt. Durch die UV-C Strahlung
mit Eintrag von Sauerstoff liel? sich der Gehalt an lbuprofen (Abb. 30 A) deutlich
reduzieren. Je hoher die Bestrahlungsstarke, desto hoher sind die Abbauraten nach
zehnminutiger Bestrahlungsdauer. Die Abbauraten fiir Ibuprofen liegen zwischen 61,4 %
(23,7 W/m?) und 92,8 % (250 W/m?). Fur den Wirkstoff Naproxen zeigten sich mit
steigender Bestrahlungsstarke nach 10 min Abbauraten von 95,1 % (23,7 W/m?),
97,2 % (48,4 W/m?) und bis zu 100 % (84,7 bis 250 W/m?) des Wirkstoffes. Da eine
Abbaurate von 100 % nicht energieeffizient ist und die Ergebnisse der beiden Wirkstoffe
vergleichbar bleiben sollten, wurde somit eine Bestrahlungsstarke von 48,5 W/m? bei

gleichzeitigem Eintrag von Sauerstoff fir die toxikologischen Untersuchungen festgelegt.
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5 Diskussion

Der Eintrag von Arzneimittelwirkstoffen in die Umwelt wurde erstmals in den 1970er
Jahren néher untersucht, obgleich Humanarzneimittel beziglich ihrer Pharmakokinetik
und -dynamik zu den im Warmbliter am besten untersuchten und charakterisierten
Stoffen zahlen (BLAC, 2003; Stock und Reupert, 2006). Die aus einer chronischen
Exposition gegenuber geringen Konzentrationen an Arzneimittelwirkstoffen moglichen
Wirkungen (Kapitel 1.1 und 1.2) sind 6kotoxikologisch weitgehend unerforscht, missen
aber fur eine differenzierte Analyse und Risikobewertung untersucht werden. Fir die
nichtsteroidalen Antiphlogistika Ibuprofen und Naproxen, deren Entwicklung und
EinfUhrung in spaten 1960er und 1970er Jahren lagen, fehlen Langzeitstudien bzgl. ihrer
Umweltfolgewirkungen géanzlich (SRU, 2007; Klauer, 2019). Die Ergebnisse dieser
Arbeit leisten einen Beitrag zur Schliel3ung dieser Datenliicke. Fir die NSAID Ibuprofen
und Naproxen ist bisweilen der Wirkmechanismus tber die Hemmung der Cyclooxy-
genasen 1 und 2 im menschlichen Organismus bekannt (Geisslinger et al., 2019). Ob
die Wirkstoffe Einfllisse auf andere Mechanismen oder Signalkaskaden besitzen, kann
zum derzeitigen wissenschaftlichen Stand nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Viele Arzneimittelwirkstoffe fuhrten selbst im Menschen zu unvorhersagbaren oder
unerwarteten Wirkungen. So zeigte beispielsweise das in den 1950er Jahren vertriebene
Hypnotikum, Thalidomid, zunéchst eine geringe akute Toxizitat und keine Neben-
wirkungen im Tierversuch. Da der Wirkstoff neben seiner hypnotischen Wirkung auch
gegen die Ubelkeit im ersten Trimenon der Schwangerschaft wirkt, wurde es gezielt als
Beruhigungs- und Schlafmittel fir Schwangere empfohlen. Ende der 1950er Jahren
konnten vermehrt Missbildung von Neugeborenen beobachtet werden. Der Zusammen-
hang zwischen dem Wirkstoff und den Fehlbildungen wurde kurze Zeit spéater
wissenschaftlich belegt und der Wirkstoff Thalidomid wurde im Jahr 1961 vom Markt
genommen (Marquardt und Schéfer, 2004; Geisslinger et al., 2019). Daher ist davon
auszugehen, dass die beiden untersuchten Wirkstoffe mit spezifischer Wirkung, wie
auch Sexualhormone und Antibiotika, weitere Mechanismen in Nichtzielorganismen
ansprechen koénnen und stellen ein potenzielles Risiko fur die Umwelt dar. Dariiber
hinaus ist aufgrund der grof3en Anzahl an unterschiedlichen Spezies in der Umwelt mit
wesentlich mehr unerwarteten biologischen Effekten bei den Organismen zu rechnen,
sodass nicht nur die vorsehbaren Wirkungen einer Substanz bericksichtigt werden
missen (Daughton und Ternes, 1999; BLAC, 2003). Die Untersuchung mdglicher
okotoxikologischer Effekte ist insbesondere ,aufgrund der Komplexitat natirlicher Oko-
systeme, der individuellen Empfindlichkeit verschiedener Spezies und Lebensstadien®

(BLAC, 2003) besonders herausfordernd und vielschichtig. Bei einer vollumfassenden
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Umweltprifung von potentiell umweltrelevanten Substanzen muissen daher stets
mehrere Trophiestufen betrachtet werden, um die Komplexitat des natiirlichen Oko-
systems abzubilden. In der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden daher zwei
Trophiestufen, der Modellorganismus C. elegans und seine Nahrungsquelle E. coli, bei
den Untersuchungen zur biologischen Wirkung der Wirkstoffe Ibuprofen und Naproxen
beobachtet. Eine adverse Wirkung auf das Wachstum der Population von E. coli hatte
indirekte Auswirkungen auf den Fadenwurm. Beispielsweise bei einer Nahrungsunter-
versorgung wirden die Larven zunachst in das deutlich widerstandsfahigere Dauer-
stadium Ubergehen (Kapitel 1.4), in dem sie mehrere Monate ausharren kdnnen. Eine
langer anhaltende Nahrungsunterversorgung kann zu einer Reduktion bzw. Ver-
drangung der Population in ihrem natirlichen Habitat fihren. Dies kann wiederrum
Einfluss auf andere Organismen haben, die in Wechselwirkung (Nahrungsquelle, Sym-
biose, Parasitismus) mit C. elegans zusammenleben. Neben der direkten Wirkung der
Arzneimittelwirkstoffe auf E. coli sollte eine Vorkonditionierung die bessere Aufnahme
der Wirkstoffe in den Wurm ermdglichen. Das Bakterium kdnnte die Substanzen tber
Endozytose aufnehmen und im Anschluss metabolisieren, abbauen oder im Zytosol
anreichern. Der Nematode ist somit Uber die Exposition im Nahrmedium NGMk hinaus,
auch uUber sein Futter gegentber den untersuchten Substanzen bzw. mdglichen

Metaboliten exponiert, was eine Annaherung an eine Exposition in der Umwelt darstellt.

In der ersten Phase der toxikologischen Untersuchungen wurde die akute Toxizitat der
verschiedenen Testsubstanzen nach 24- und 48-stiindiger Exposition ermittelt. Fur keine
der untersuchten Expositionsszenarien konnte eine eindeutige akut toxische Wirkung
beobachtet werden. Wenige tote Nematoden konnten nach 48 h in den Expositions-
gruppen E.coli OpuM NGMk 25uM Naproxen (Abb.6 A) beobachtet werden,
wohingegen in den vorkonditionierten Gruppen E. coli 2,5 uM und 10 uM Naproxen
(Abb. 6 B, C) mit gleicher Konzentration im Medium keine Effekte erkennbar waren.
Betrachtet man die Vorkonditionierung der E. coli, so besitzt diese keinen Einfluss auf
die akut toxischen Wirkungen auf den Modellorganismus. Auffallig zeigte sich, dass die
wenigen als ,tot“ kategorisierten Wirmer nahezu ausschlielich in den Expositions-
gruppen mit der héchsten Wirkstoffkonzentration von 25 uM Ibuprofen oder Naproxen
im Medium auftraten. Es kann davon ausgegangen werden, dass der Modellorganismus
die Wirkstoffe Uber die Umgebung oder die Nahrungsquelle aufnimmt, die verwendeten
Konzentrationen jedoch nicht ausreichend hoch sind, um bei C. elegans akut letale
Effekte hervorzurufen. Daher sind Untersuchungen zur chronischen und reproduktions-

toxischen Wirkung der Testsubstanzen erforderlich gewesen, um sensitivere Endpunkte,
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wie Effekte auf das Wachstum, das Bewegungsverhalten und die Nachkommenschaft,
der Nematoden zu prufen.

Grundsatzlich kann die Alterung und die damit verbundene Lebensdauer von C. elegans
Uber verschiedene Stoffwechselwege beeinflusst werden. Die Lebensdauer von
C. elegans unterliegt der Regulierung durch mehrere Signalwege und Transkriptions-
faktoren, welche durch die Induktion von Stress und die Nahrstoffverfigbarkeit moduliert
werden konnen (Vijg und Campisi, 2008; Kenyon, 2010). Hierbei gehtren die Hemmung
der insulindhnlichen Signaltbertragung und Stérung des mitochondrialen Stoffwechsels
zu den am besten untersuchten Signalkaskaden, die die Lebensspanne der Nematode
beeinflussen (Lakowski und Hekimi, 1996; Mukhopadhyay et al., 2005; Kenyon, 2010).
DAF-16 ist ein Transkriptionsfaktor der Nematode C. elegans (Homolog im Sauger:
Forkhead-Box-Protein O3), der fir lebensverlangernde Effekte (ber den insulin-
ahnlichen Signalweg benttigt wird (Mukhopadhyay et al., 2005; Kenyon, 2010). Es ist
denkbar, dass die beiden untersuchten Wirkstoffe und Stérgréf3en diese Stoffwechsel-
wege modulieren und somit zu einer Verkirzung oder Ausdehnung der Lebenszeit des
Modellorganismus fihren kénnen. Eine Vielzahl an Wirkstoffen und sekundaren
Pflanzeninhaltstoffen greifen nachweislich in diesen Signalweg ein, was im Falle des
Wurzelextraktes von Scutellaria baicalensis zu einer deutlichen Erhéhung der Lebens-
spanne fuhrt (Havermann et al., 2016). Ching etal. (2011) konnten zeigen, dass
Celecoxib, ein selektiver COX-2 Hemmer, die Lebensdauer von C. elegans verlangert
und altersbedingte physiologische Veranderungen, wie den Riickgang der motorischen
Aktivitat verzogert. Weiterhin verzdgerte Celecoxib das Fortschreiten der alters-
bedingten Proteotoxizitat sowie das Tumorwachstum in der Nematode. Die lebens-
verlangernden Effekte wurden unabhdngig von der COX-2-Hemmaktivitdt des
Wirkstoffes beobachtet und lieBen sich auf eine direkte Wirkung auf die
3-Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase-1, einem Bestandteil der insulindhnlichen
Signalkaskade zur Verlangerung der Lebenszeit, zurtickfihren (Ching et al., 2011). Es
ist denkbar, dass Substanzen mit ahnlicher Struktur oder Wirkweise, ahnliche Effekte
beim gleichen Modellorganismus hervorrufen. Fir die Identifizierung des genauen Wirk-
mechanismus der Wirkstoffe sind daher vertiefende Untersuchungen mit transgenen
Nematoden dieser wissenschaftlichen Arbeit anzuschliel3en.

Aus der chronischen Exposition gegenuber den verschiedenen Testsubstanzen
resultierten unterschiedliche Ergebnisse auf die Lebensspanne des Modellorganismus
C. elegans. Fur alle Expositionsgruppen bis auf die Expositionsgruppe E. coli 0 uM
NGMk 25 pM Naproxen (Abb. 11 A) konnten Plateauphasen in den ersten vierzehn
Tagen der Uberlebenszeitkurven beobachtet werden, woraus mediane Lebenszeit-

spannen von 14 bis maximal 26 Tagen resultieren. Indessen wies die Expositionsgruppe
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E. coli O uM NGMk 25 uM Naproxen lediglich eine mediane Lebenszeitspanne von
6 Tagen auf. Dies zeigte eine deutliche Reduktion der medianen Lebensspanne auf nur
noch 25 % (95 % KI; 0,14-0,45) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tab. 10) auf. Daraus
lasst sich schlielRen, dass die Exposition der Nematoden gegeniber mit Naproxen
vorkonditionierten E. coli einen protektiven Effekt in der Hochdosisgruppe besitzt.

Fur den Arzneimittelwirkstoff Ibuprofen konnte eine deutliche Abweichung (p=0,015)
zwischen der Kaplan-Meier-Kurve der Dosisgruppe E. coli 10 uM und NGMk 25 pM
Ibuprofen und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Die beobachtete Abweichung ist
auf den schnellen Abfall der Uberlebenskurve der Dosisgruppe innerhalb der ersten
Tage zuruckzufuhren. Die medianen Lebensspannen der beiden Expositionsgruppen
deuten hingegen auf keinen bedeutsamen Unterschied der beiden Gruppen hin. Eine
Reduktion der Population in den ersten Tagen, kann jedoch einen enormen Einfluss auf
die Anzahl der Nachkommen besitzen, da zu dieser Zeit die Eiablagerate der Nematoden
in der reproduktiven Phase am héchsten ist. Dies schwécht die Population im Wachstum
und Konkurrenzkampf um 6kologische Nischen mit anderen Organismen. Einen Einfluss
auf die Anzahl der Nachkommen, konnte fiir die Dosisgruppe E. coli 10 uM und NGMx
25 uM Ibuprofen nicht beobachtet. Wiederum zeigten die maximalen Dosisgruppen mit
E. coli 2,5uM bzw. 25 uM Ibuprofen (Tab. 8) sogar eine Zunahme der medianen
Lebensspanne gegenlber der Kontrolle von 11 % (95 % KI; 0,61-2,01) und 24 %
(95 % KI; 0,62-2,47), was eher einen entgegengesetzten lebensverlangernden Effekt
von Ibuprofen auf C. elegans vermuten lasst. Demnach lasst sich kein eindeutiger Effekt
von lbuprofen bei chronischer Exposition am Testorganismus bestimmen. Andererseits
lassen sich bei den Untersuchungen mit dem Wirkstoff Naproxen dosisabhéngige
Unterschiede der Kaplan-Meier-Kurven fir alle Expositionsgruppen E. coli 0 uM
Naproxen zur Gruppenkontrolle beschreiben. Je hdher die Wirkstoffkonzentration im
Medium, desto groRer war die Abweichung der Uberlebenskurve zur Kontrolle. Fiir die
Konzentrationen von 2,5 uM (p=0,074) und 10 uM (p=0,04) Naproxen konnte eine
deutliche Abweichung, furr die hochste Dosis von 25 uM (p=0,00008) sogar eine &ulRerst
deutliche Abweichung beschrieben werden. Die Expositionsgruppen mit E. coli 2,5 uM
und NGMk 25 uM (p=0,044), sowie E. coli 25 uM und NGMk 10 uM (p=0,034) bzw.
25 uM (p=0,012) Naproxen zeigten deutliche Unterschiede der Kaplan-Meier-Graphen
zur jeweiligen Kontrollgruppe. Bei der Betrachtung der medianen Lebensspannen,
weisen lediglich die Expositionsgruppen mit unkonditionierten E. coli eine deutliche
Reduktion von 37-75 % (95 % KI, 0,35-1,13 und 0,14-0,45) zur jeweiligen Kontrolle auf.
Diese Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass die Vorkonditionierung der
Bakterien mit Naproxen protektiv auf den Modellorganismus C. elegans wirkt, da die

durch im NGMk induzierte dosisabhdngige chronische Toxizitdt von Naproxen
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abgeschwacht wird. Dies wird aus den verbesserten Verhaltnissen der medianen
Lebensspannen zur Kontrolle (Tab. 10) ersichtlich.

Fur die mit UV-C Strahlung behandelten Proben zeigten sich sowohl flr Ibuprofen als
auch Naproxen keine chronischen Effekte auf die Nematoden. Diese Beobachtung stellt
sich besonders positiv fur den Wirkstoff Naproxen dar, welcher in den Untersuchungen
zur Lebensspanne (Abb. 11 A) eindeutige toxische Effekte aufwies, diese jedoch nach
einer UV-C Behandlung der Proben bei 125 W/m? fir 10 min oder 48,4 W/mz2 fiir 10 min
mit Sauerstoffzufuhr nicht mehr gezeigt werden konnten.

Die Untersuchungen mit den Storgrof3en Ammonium und Nitrat resultierten einzig in der
Expositionsgruppe NOs GW in einer deutlichen Abweichung (p=0,041) der Uberlebens-
kurve zur Kontrolle, welche mit einer Reduktion der medianen Lebensspanne um 20 %
(95 % KI, 0,44-1,46) einherging. Ein derartiger Effekt kdnnte sich z.B. auf eine
Metabolisierung von nicht toxischen bzw. protektiven Substanzen in wirksamen Dosen
erst bei hoheren Wirkstoffkonzentrationen zuriickfihren lassen. Bei naherer Betrachtung
der Ergebnisse lieRen sich in dieser Dosisgruppe deutlich mehr zensierte Nematoden in
den ersten Tagen beobachten, die den Verlauf der Kaplan-Meier-Kurve mafRgeblich
beeinflusst haben, da die Grundgesamtheit der Nematoden hierdurch sank. Je kleiner
die Grundgesamtheit der Nematoden, desto starker fallt die Uberlebenskurve beim Aus-
scheiden eines toten Wurms ab, wodurch die deutliche Abweichung zur Kontrollgruppe
resultierte. Ein toxisches Verhalten von NO; auf die Lebensspanne von C. elegans ist
fir den Konzentrationsbereich des gesetzlichen Grenzwertes fiir NO3 im Ablaufwasser
von Klaranlagen der GK5 von 20 mg/l NOs-N auszuschliel3en.

Fur eine weitere Bewertung der chronischen Toxizitat wurde eine Einteilung der Beweg-
lichkeit von C. elegans nach Tab. 7 (siehe 3.2.8 Lokomotionstest) mittels TPM-Methode
vorgenommen. Bei dem Bewegungsreiz durch Bertuhrung handelt es sich um eine
Signalweiterleitung Uber Mechano-, Inter- und Motoneuronen, die den Reiz in eine
Kontraktion umwandeln (Goodman und Sengupta, 2019). Hierdurch lassen sich Effekte
auf die neuronale Reizweiterleitung im Wurm erkennen. Fir beide Wirkstoffe lie3 sich in
der Expositionsgruppe E. coli 0 uM lediglich an Tag 14 eine dosisabhéngige Reduktion
der Motilitat (Abb. 14 A, Abb. 16 A) feststellen. In der Kontrollgruppe der bestrahlten
Ibuprofen-Probe unter Sauerstoffzufuhr konnte ein erhéhter Anteil an Nematoden der
Kategorie C an Tag 14 festgestellt werden. Die Dosisgruppen bei einer Exposition mit
der behandelten Naproxen-Probe unter Sauerstoffzufuhr zeigten an Tag 14 eine
verminderte Zuordnung von Nematoden in die Kategorie C im Vergleich zur Kontroll-
gruppe auf (Abb. 17 B). Des Weiteren konnte fir E.coli O pM und NGMk 25 puM
Naproxen an Tag 4 eine erh6hte Anzahl an Wirmer der Kategorie C beobachtet werden.

Die beiden Storgrofien Ammonium und Nitrat wiesen keine Auffalligkeiten bei der
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Kategorisierung der Motilitdt der Nematoden gegenlber der Kontrollgruppe auf.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Beweglichkeit der Nematoden mit
zunehmendem Lebensalter abnahm. Dies erkennt man am sinkenden Anteil in
Kategorie A eingeordnete Nematoden und dem Anstieg der Kategorien C und D Uber
den Expositionszeitraum. Bei genauerer Betrachtung der Ergebnisse scheint es in
manchen Fallen zu einer Verbesserung der Motilitit gekommen zu sein, da an einem
nachfolgenden Beobachtungszeitpunkt die Anzahl der Wiurmer in Kategorie A grof3er
geworden ist. Dieses Ergebnis ist der mikroskopischen Beobachtung der Nematoden
und Zuordnung in die unterschiedlichen Kategorien auf Grundlage ihres Bewegungs-
musters geschuldet, die Ungenauigkeiten beinhalten kann. Einzelne Nematoden aus
Kategorien geringerer Lokomotion kénnen daher an folgenden Tagen wieder in eine
Kategorie mit hoherer Beweglichkeit eingruppiert worden sein. Fir die exakte
Umsetzung dieser Methode ist geschultes Personal zwingend notwendig, um die
Ungenauigkeiten bei einer mikroskopischen Untersuchung mittels TPM-Methode
weitgehend zu vermeiden und eine mdglichst objektive Bewertung der Beweglichkeit zu
erhalten. Die beobachtete Variabilitat in der Beweglichkeit des Modellorganismus
C. elegans konnte durch den Medienwechsel, den damit verbundenen Konzentrations-
schwankungen der Wirkstoffe, des Futters und der moglicherweise entstandenen
Metabolite in NGMk, sowie den mechanischen Reizen beim Umsetzen verursacht bzw.
beeinflusst worden sein. Die Durchflihrung dieser Methode birgt ein gewisses Mal3 an
Unsicherheiten, weshalb eine genaue Zuordnung der Effekte erschwert wird.
Zusammenfassend lassen sich fur die verschiedenen Testsubstanzen daher keine
eindeutigen und konsistenten Effekte auf das Bewegungsmuster der Nematoden Uber
den Beobachtungszeitraum von 21 Tage beschreiben.

Einige Humanarzneimittel besitzen eine gewiinschte (Kontrazeptiva) oder eine uner-
wiinschte Wirkung auf die Fortpflanzung des Menschen und kdnnen womdoglich auch
einen Einfluss auf die Reproduktion von Nichtzielorganismen aufweisen. Fruchtbarkeits-
schadigende Effekte am Menschen zeigen beispielsweise die Zytostatika Methotrexat,
welches in niedrigerer Dosierung bei rheumatoider Arthritis eingesetzt wird, oder
Etoposid (Marquardt und Schéfer, 2004; Geisslinger et al., 2019). Lee und Kang (2017)
beobachteten, dass die Exposition von C. elegans mit Etoposid wahrend der friihen
Wachstumsphase ausreichte, um eine Schadigung der Fortpflanzungsorgane herbei-
zufuhren. Die Schadigung resultierte in einer erkennbaren Reduktion der Nach-
kommenanzahl (Lee und Kang, 2017). Reproduktionstoxische Substanzen koénnen
neben einer volligen Unfruchtbarkeit, auch eine Einschrankung der Sexualfunktionen
hervorrufen oder die embryonale Entwicklung dauerhaft beeinflussen. Dies kann sich in

einer Verringerung der Gesamtanzahl an Nachkommen oder einer Fehlbildung,
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Wachstumsstérung und sogar im Tod der Nachkommen von C. elegans &auf3ern
(Marguardt und Schéfer, 2004). Bei den Untersuchungen der verschiedenen Wirkstoffe
auf die Reproduktion von C. elegans konnten Effekte beschrieben werden, die sich in
einer unterschiedlichen Nachkommenanzahl darstellen lieRen. Die relative Anzahl an
Nachkommen/Nematode der Expositionsgruppen E. coli 10 uM und NGMk 25 uM
Ibuprofen (Abb. 19 C), NHs GW bzw. GWx15 und NO; GW (Abb. 23) waren leicht
erhoht, die der Dosisgruppe E. coli O uM und NGMk 25 puM Naproxen (Abb. 21 A)
verringert gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe. Die deutliche erkennbare Reduktion
der relativen Anzahl an Nachkommen/Nematode in der Expositionsgruppe E. coli 0 uM
und NGMk 25 uM Naproxen ist auf den starken Abfall der Uberlebensrate (Abb. 11 A)
innerhalb der reproduktiven Phase zurlickzufuhren. Die reproduktive Phase der
Nematoden, die ca. zwei bis drei Tage nach Erreichen der Geschlechtsreife vorliegt,
zeigte sich zwischen den Beobachtungstagen 2 und 4 (Corsi et al., 2015). Ein Anstieg
der Nachkommenanzahl kann genauso schadigend auf die Population und die Umwelt
einwirken, wie eine Abnahme der Nachkommen, da sich hierdurch ein Nahrstoffmangel
einstellen kénnte und die Nematoden in das widerstandsfahigere Dauerstadium
ubergehen wiirden, um sich vor einer Uberpopulation zu schiitzen. Die Ergebnisse zur
relativen Anzahl an Nachkommen/Nematode sollten mit Vorsicht bewertet werden, da
dieser Wert durch die Anzahl an zensierten Nematoden verzerrt werden kann. Demnach
kann eine Nematode die gesamte reproduktive Phase durchlaufen haben, wird jedoch
zu einem spateren Zeitpunkt zensiert. Hierdurch wiirde die relative Anzahl an
Nachkommen/Nematode ansteigen. Hingegen bei der Betrachtung einer taggenauen
Aufschliisselung der Nachkommen/Nematode lassen sich differenziertere Aussagen
treffen, da Anderungen in der Zeitspanne der Eiablage beobachtet werden kénnen.
Demnach zeigte sich bei der Expositionsgruppe E. coli 0 uM und NGMk 25 uM Naproxen
(Abb. 26 A) eine leichte Verlagerung des Zeitraumes der Eiablage beim Modell-
organismus C. elegans um ein bis zwei Tage. An Tag 6 kann flr diese Dosisgruppe eine
erkennbare Anzahl von ca. 10 Larven/Nematode im Vergleich zur Kontrolle beobachtet
werden. Teilweise zeigt die Exposition mit NGMk 25 puM Ibuprofen bzw. Naproxen
vereinzelt Nachkommen nach sechs Tagen auf. Des Weiteren wiesen die Nematoden in
nahezu allen Dosisgruppen NH. und NOsz an allen Tagen mehr Nachkommen/Nematode
auf. An Tag4 und 5 zeigte die Dosisgruppen NH. bzw. NO3z GWx30 die hodchste
Nachkommenanzahl/Nematode, wohingegen die Kontrolle das niedrigste Verhdltnis
vorwies. Die Eiablage kann durch eine Reihe von weiteren Umweltbedingungen negativ
beeinflusst werden. Eine mechanische Stimulation der sensorischen Rezeptoren ALM
und PLM, durch eine anhaltende Vibration des Kulturmediums, oder hypertone

Salzlésungen kénnen die Eiablage hemmen (Sawin, 1996; Schafer, 2005). Daruber
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hinaus zeigen Nematoden in Gegenwart von reichlich Futter eine deutlich héhere
Eiablagerate gegeniber Individuen die in Abwesenheit von Futter gehalten wurden
(Schafer, 2005). Moglicherweise zeigt ein Uberschuss an Stickstoff im Medium einen
ahnlich positiven Effekt auf die Reproduktion der Nematode, wie die Gegenwart von
ausreichend Futter, da Stickstoff zum Aufbau zellularer Strukturen, z.B. Proteine oder
Desoxyribonukleinséaure, bendétigt wird (UBA, 2011). AbschlieRend lieBen sich zwei
verschiedene Muster der Eiablage erkennen. Die meisten Expositionsgruppen zeigten
eine Eiablage innerhalb von fiinf Tagen auf, dessen Verlauf am ehesten einer Parabel
ahnelt, mit dem Scheitelpunkt am dritten Tag. Einzig die Expositionsgruppen E. coli 0 uM
und NGMk 10 puM bzw. 25 uM Naproxen, sowie die Dosisgruppe NGMk 2,5 uM Ibuprofen
behandelt mit UV-C Strahlung unter Sauerstoff lieRen eine maximale Nachkommen-
anzahl/Nematode an Tag 2 erkennen. Danach fiel die relative Anzahl an Nach-
kommen/Nematode bis zum Tag 5 bzw. 6 ab. Ein eindeutiger Effekt auf die Anzahl der
Nachkommen/Nematode konnte sich nur in der Expositionsgruppe E. coli O uM und
NGMk 25 uM Naproxen feststellen lassen.

Die wissenschatftlichen Ergebnisse dieser Arbeit beleuchten die biologischen Effekte von
den Einzelsubstanzen lbuprofen, Naproxen und deren Abbauprodukte nach UV-C
Behandlung mit und ohne Sauerstoffzufuhr, sowie von Ammonium und Nitrat auf den
Modellorganismus C. elegans und seine Nahrungsquelle E. coli. In der aquatischen
Umwelt bzw. im Abwasser liegen diese Substanzen mit weitaus mehr Stoffen in einer
sogenannten Mischexposition vor. Wie Cleuvers (2004) zeigte, lieBen sich in Versuchen
mit einer Mischexposition aus Diclofenac, Ibuprofen, Naproxen und Acetylsalicylsaure
deutlich starkere Effekte erkennen, als in den Untersuchungen der Einzelsubstanzen.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass diese Wirkstoffe mit ahnlichem Wirk-
mechanismus eine additive bzw. teilweise synergistische Wirkung aufweisen kénnen.
Die vorliegenden toxikologischen Ergebnisse, der Einzelsubstanzen Ibuprofen und
Naproxen, unterschreiten aller Voraussicht nach in Mischexposition den tatsachlichen
Effekten in der Umwelt. Zugleich kbnnen weitere Substanzen einen positiven oder
negativen Einfluss auf die Umweltwirkung der Wirkstoffe besitzen, indem sie
beispielsweise die Absorption, den Metabolismus zu toxikologisch relevanten oder
weniger relevanten Verbindungen oder die Exkretion modulieren. Ein klassisches
Beispiel fur eine Wechselwirkung mit einem Arzneimittelwirkstoff in der Humanmedizin
stellt der in der Grapefruit enthaltene sekundére Pflanzeninhaltstoff Furanocumarine dar.
Diese Substanz steigert die Bioverfugbarkeit von CYP3A4-Substraten, wie z.B.
Verapamil oder Simvastatin, und fuihrt somit zu einer Uberdosierung des Wirkstoffes im

menschlichen Organismus, welche mit teilweise starken Nebenwirkungen verbunden ist
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(Geisslinger et al., 2019). Daher sind ebenfalls weiterfilhrende Untersuchungen zu den
Umweltwirkungen von Mischexpositionen und Wechselwirkungen zwischen
Arzneimittelwirkstoffen und anderen StorgroRen in Realwassern auf C. elegans vor-
zunehmen.

Neben einer Interaktion verschiedener Substanzen untereinander, welche ihre Wirkung
gegenseitig verstarken oder hemmen kénnen und dadurch advers auf den Test-
organismus einwirken, ist auch der allgemeine (Vitalitats-)Zustand des Organismus von
besonderer Bedeutung. Kimmerer (2010) beschreibt in seinen Untersuchungen, dass
ein vorbelasteter Organismus eher zu einer negativen Wirkung im Expositionsszenario
tendiert. Als vorbelastet zahlen z.B. Individuen die eine genetische Fehlveranlagung
eines Genes besitzen, welches ein Enzym zum Abbau der Substanz exprimiert oder
deren Gewebe in ihrer Funktion geschadigt sind. Die beiden StorgréRen NHs und NO3
tben bei einem zu hohen Eintrag in die Umwelt einen grof3en Selektionsdruck auf viele
Pflanzen- und Tierarten aus, kénnen zur Eutrophierung der Gewasser und somit auch
zu einer Vorbelastung von Organismen und der Reduktion der biologischen Vielfalt
fihren (DUH, 2017). Die toxikologischen Untersuchungen mit den Stérgréfien NH4 und
NOs zeigten keine Effekte am Modellorganismus C. elegans auf. Basierend auf den
Untersuchungen unter Laborbedingungen kénnte die Nematode daher fir Feldstudien
oder zur Entwicklung eines Reporterorganismus in der Abwasserreinigung genutzt
werden. C. elegans wurde bereits zur Bewertung der Wasserqualitat in den 70er Jahren
genutzt (Zullini, 1976). Hierbei verglich Zullini (1976) die chemisch-physikalischen
Wasserparameter mit dem Vorkommen, sowie der Spezieszusammensetzung der
Nematoden. Eine toxikologische Begutachtung des Modellorganismus fehlte allerdings

ganzlich.

Trotz multipler Unsicherheiten, aufgrund der Vielschichtigkeit der zu betrachtenden
Okosysteme, konnen mithilfe der toxikologischen Untersuchungen der Einzelsubstanzen
wichtige Entscheidungswerte erhoben und aufgestellt werden, die unter Einbeziehung
von Abstandsfaktoren, zur einer vollstandigen Umweltrisikobewertung einer Substanz
herangezogen werden. Die verwendeten Konzentrationen der beiden NSAID orientierten
sich an ihrer Loslichkeit in wassriger Lésung und den Nachweisen in Wasser. Die
niedrigste untersuchte Konzentration von 2,5 uM lbuprofen liegt 23-fach Uber der
gemessenen Spitzenkonzentration im Klaranlagenzulauf von 22,8 ug/l Ibuprofen in der
Abwasserbehandlungsanlage Freyburg 2002-2004 (LAU, 2006). Aus den Laborunter-
suchungen zur chronischen und reproduktiven Toxizitat (Kapitel 4.2 und 4.3) lassen sich
fir den Modellorganismus C. elegans eine NOEC von 2,3 mg/l (10 uM) fir Ibuprofen und
von 0,58 mg/l (2,5 uM) fur Naproxen in NGMk ableiten. Mit den beobachteten NOEC und
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einem maximalen Unsicherheitsfaktor von 1.000 kénnen PNEC-Werte von 2,3 pg/l fur
Ibuprofen und 0,58 ug/l fir Naproxen berechnen werden. Da der Modellorganismus
C. elegans nicht in den Leitlinien fur die aquatische Risikoabschatzung als
Testorganismus enthalten ist, wurde der maximale Abstandsfaktor fur die
PNEC-Bestimmung verwendet. Vergleicht man diese Werte erneut mit den gemessenen
Umweltkonzentrationen (Kapitel 1.2.1 und 1.3), sind teilweise héhere Konzentrationen
der beiden Wirkstoffe in der Umwelt beobachtet worden. Die Ergebnisse geben allen
Anlass Minimierungsmaf3nahmen zu entwickeln, um mit Nachdruck den Eintrag von
Arzneimittelrickstanden in die Umwelt zu minimieren. Aufgrund der hohen Artenvielfalt
und der unterschiedlichen Sensitivitat verschiedener Spezies, kdnnen andere Organis-
men eine héhere oder geringere Toxizitat fir die untersuchten Substanzen aufweisen.
Fur die Umweltrisikobewertung miissen daher immer Organismen aus drei verschied-
enen Trophiestufen betrachtet werden, sodass noch weitere Langzeituntersuchungen
mit weiteren Testorganismen aus der Okotoxikologie, wie z.B. Daphnia magna oder
Danio rerio durchgefuhrt werden sollten, um eine abschlieRende Bewertung vornehmen
zu konnen. Anhand der vorliegenden Ergebnisse zeigt sich der Testorganismus
C. elegans als nutzlich fur das Screening und die Bewertung umweltrelevanter
Substanzen in wassrigen Losungen. Der Bedarf an kostengiinstigen, schnelleren und
aussagekraftigen Toxizitatstest nimmt stetig zu, sodass der Modellorganismus
C. elegans bei der Entwicklung kinftiger neuartiger Assays und Bewertungsmethoden

in der Umweltrisikobewertung einen wichtigen Beitrag leisten kann (Hunt, 2017).

Die Ergebnisse sollten Anlass geben den Eintrag von Arzneimittelwirkstoffen in unsere
Umwelt zu reduzieren. Allerdings kann die Reduktion des Eintrages von Arzneimittel-
wirkstoffen zu dem Zielkonflikt zweier Schutzgiter fihren. Zum einen der Schutz der
menschlichen Gesundheit und zum anderen der Schutz der Umwelt und des
Trinkwassers. Bei genauerer Betrachtung sind diese beiden Schutzgiiter sehr eng
miteinander verkntipft, da der Schutz unserer Umwelt und des Trinkwassers unmittelbar
der menschlichen Gesundheit zugutekommt. Daher ist es von groRem Interesse
Losungsansatze zu finden, die alle schitzenswerte Interessen berticksichtigen. Solange
eine grof3e wissenschaftliche Datenliicke in Hinsicht der Umweltfolgewirkungen diverser
Arzneimittelwirkstoffe besteht, greift das Vorsorgeprinzip im deutschen bzw. euro-
paischen Arzneimittel- und Umweltrecht. Das Vorsorgeprinzip soll Belastungen fiur die
Umwelt, bei mangelnder wissenschaftlicher Datenlage Uber das Umweltrisiko einer
Substanz, durch friihzeitiges und vorausschauendes Handeln vermeiden (Klauer, 2019).
Um die Unsicherheiten im Umgang mit Arzneimittelriickstanden zu minimieren, sind

stets neue Erkenntnisse uber die Auswirkungen von verschiedenen pharmazeutischen
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Wirkstoffen unabdingbar. Neben der Erhebung neuer Daten zur Umweltfolgewirkung
missen auch neue Strategien zur Minimierung von Arzneimittelriickstanden entwickelt
und umgesetzt werden. Hierzu lassen sich unterschiedliche Ansatze verfolgen, die
jedoch nur in ihrer Gesamtheit zur Reduktion der Eintrage von Arzneimittelwirkstoffen in
die Umwelt beitragen kdnnen. Zunachst lassen sich quellenorientierte MalRhahmen
anstreben, die den Einsatz reduzieren oder einen umweltschonenden Umgang mit den
Wirkstoffen erzielen sollen. Hierunter wiirden beispielsweise Anwendungsbeschrank-
ungen zahlen, die durch gezielte Indikation der Arzneimittel oder eine Verschreibungs-
pflicht der Wirkstoffe Ibuprofen und Naproxen durchgesetzt werden kénnte. Dies konnte
zu einem bewussteren Umgang mit den beiden Schmerzmitteln fihren. Die Anwen-
dungsgebiete der Wirkstoffe liegen besonders in der symptomatischen Behandlung von
bei alltdglichen leichten bis mittleren Schmerzen, wie z.B. Kopf- und Menstruations-
schmerzen, was folglich zu einer Substitution mit anderen freiverkauflichen Schmerz-
mittel fihren wirde, die wiederrum selbst eine potentiell umweltschadigende Wirkung
besitzen. Demnach ware es ratsamer die Entwicklung umweltvertraglicher Wirkstoffe
voranzutreiben, als Beschrankungen und Verbote zu verhangen. Auch ist die Aufklarung
der Bevdlkerung Uber einen bewussten Umgang mit Arzneimittelwirkstoffen und deren
sachgemale und bundesweit einheitliche Entsorgung wichtig. Ferner kann auch die
Verbesserung der allgemeinen Gesundheit einer Bevélkerung durch z.B. eine gute
Gesundheitsvorsorge, ausreichende Bewegung und eine ausgewogene Ernahrung als
mdgliche MalRnahme zur Verringerung des Arzneimitteleintrages gesehen werden, da
diese Erkrankungen, wie z.B. Arthrose, vorbeugen kénnen und somit auch die damit
verbundene Einnahme von NSAID (Salomon, 2005). Aufgrund seiner etablierten
Anwendungen von NSAID in den vielfaltigen Bereichen der heutigen medizinischen
Versorgung, lasst sich deren Eintrag nicht verhindern, jedoch missen gerade deshalb
zusatzliche MaRnahmen zur Entfernung dieser Arzneimittelriickstanden in der Umwelt
ergriffen werden. Zu diesen dezentralen MalRnahmen zé&hlen die Separation der
Substanzen am Entstehungsort inkl. deren sachgerechte Entsorgung, eine umwelt-
schonende Landwirtschaft, sowie die Vorbehandlung von hochbelasteten Abwéassern
vor der Einleitung in das kommunale Abwassersystem. Da der Anteil an Arzneimittel-
rickstanden, der aus Krankenhausabwassern in das kommunale Abwasser eingeleitet
wird wesentlich hoéher ist, ware eine Vorbehandlung dieser Abwasser sinnvoll
(Klauer et al., 2019). Die Wirkstoffkonzentrationen der Krankenhausabwéasser liegen mit
Werten bis zu 150 pg/l deutlich Giber den Konzentrationen im Klaranlagenzulauf aufgrund
des bereits einsetzenden Verdinnungseffektes im kommunalen Abwassersystems
(Goméz et al., 2006, Kern und Lorenz, 2008). Des Weiteren lassen sich in den Kranken-

hausabwassern eine Vielzahl an Arzneimittelwirkstoffen detektieren, welche vorwiegend
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in Krankenhausern verwendet werden, wie z.B. Rdntgenkontrastmittel, welche zur
Verbesserung der Darstellung von bildgebenden Verfahren wie Réntgendiagnostik,
Magnetresonanztomografie und Sonografie genutzt werden (Geisslinger et al., 2019).
Diese Wirkstoffe, mit ebenfalls hoher Persistenz, sollten am bestens direkt am
Eintragungsort aus dem Abwasser eliminiert werden bzw. erst gar nicht ins Abwasser-
netz eingetragen werden, um moglichst wenig Frischwasser zu verunreinigen. Dies
konnte in Kliniken z.B. durch das gesonderte Sammeln von Urin und Fazes der Patienten
mit spezieller Arzneimittelanwendung oder durch eine Vorklarung der Krankenhaus-

abwasser vor Einspeisung in das kommunale Abwassersystem umgesetzt werden.

Basierend auf den diversen Messprogrammen des BLAC (2003), Landesamt fir
Umweltschutz Sachsen-Anhalt (2006, 2010) und UBA (2018, 2020b) sind die derzeitigen
Techniken der kommunalen Abwasserreinigung zu Uberdenken, da viele potentiell
umweltbedenkliche Substanzen, in die Umwelt eingetragen werden. Es sind daher
gréRere Anstrengungen notwendig, um den Eintrag zu reduzieren. Hierzu kdnnte eine
weiterfuhrende Abwasserreinigungsstufe in den kommunalen Klaranlagen eingebaut
werden, welche die Substanzen nahezu vollstandig filtriert bzw. abbaut. Der Abbau
potentiell umweltrelevanter Substanzen durch thermische, enzymatische, biologische
oder chemische Prozesse zur Minimierung von Spurenstoffen im Abwasser kann
entweder zu einer vollstdndigen Mineralisierung des Stoffes oder zur Bildung von aktiven
und inaktiven Metaboliten fihren. Unter den entstandenen Metaboliten kénnen z.T.
toxischere Verbindungen vorkommen als es die Muttersubstanz ist (Kimmerer, 2010).
So entstehen beispielsweise beim thermischen Abbau von Tetrachlorethen, einem
Ldsungsmittel, welches in der Textil- und Metallindustrie Anwendung findet, diverse
gefahrliche Metabolite, darunter Vinylchlorid, ein bekanntes Humankanzerogen
(Ruwwe et al., 2005). In der Trinkwasseraufbereitung konnen Nitrosamine auf
unterschiedliche Weise gebildet werden, so z.B. durch die Anwendung von Chloramin-
Desinfektionsmitteln,  Aktivkohle, sowie bei der Ozonung oder Photolyse
(Kumar et al., 2023). Die Stoffklasse der Nitrosamine wurde von der europdischen
Behdrde fur Lebensmittelsicherheit als humankanzerogen und genotoxisch eingestuft
(Schrenk et al., 2023). Die Verwendung von Aktivkohle oder die Ozonung sind
Verfahrenstechniken, welche fir die Entwicklung einer vierten Reinigungsstufe zur
Diskussion stehen bzw. teilweise bereits zur erweiterten Abwasserbehandlung genutzt
werden. Wéahrend eine Ozonung den Wirkstoff Diclofenac sehr gut aus dem Abwasser
entfernen wirde, ist die Abbaurate fur Ibuprofen bei einem Einsatz von 10 mg/l Ozon
von 62 % nicht zufriedenstellend. Die Nutzung von Aktivkohle ist aufgrund der hohen

Abbauraten von mehr als 90 % sehr effektiv, fuhrt aber zu hohen Betriebskosten. Zudem
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sind Aktivkohlefilter weder regenerierbar noch nachhaltig (LANUV, 2007). Eine weitere
Alternative der Abwasserreinigung stellt die Verrieselung der geklarten Abwéasser aus
kommunalen Klaranlagen auf landwirtschaftlichen Nutzflachen dar. Auch bei dieser
Methode ist keine vollstandige Elimination der Spurenstoffe, durch die Sedimentation in
den verschiedenen Gesteins- und Erdschichten, gewahrleistet. Darliber hinaus kénnte
diese Anwendung auf lange Sicht zu einer dauerhaften Belastung des natirlichen
Grundwassersreservoirs fihren. Daher wurde die aus dem Kooperationsprojekt ,EphaA*®
von der GMBU e.V. entwickelte neuartige, nachhaltige und kostengunstige Filtrations-
methode fur wasserldsliche Spurenstoffe auf ihre 6kotoxikologische Unbedenklichkeit im
Einsatz als vierte Reinigungsstufe in der vorliegenden Arbeit geprift. Hierzu wurden die
Wirkstofflosungen mittels UV-C Strahlung mit und ohne Sauerstoffzufuhr behandelt, da
diese von der Membranmatrix SBA-15 nach erfolgreicher Adsorption in der Reinigungs-
phase wieder abgetrennt werden sollten. Die Beobachtungen zum Abbau der Wirkstoffe
Ibuprofen und Naproxen in den beiden Behandlungsszenarien ohne (Abb. 29) und mit
Sauerstoffeintrag (Abb. 30) wahrend der UV-C Behandlung zeigten deutlich bessere
Abbauraten bei gleicher Bestrahlungsstarke fur die Proben unter Sauerstoffeintrag auf.
Aus technischer und 6konomischer Sicht sollte daher die Behandlung mit Sauerstoff-
eintrag bevorzugt werden. Die Bestrahlungsstarke von 48,5 W/m? bei gleichzeitigem
Eintrag von Sauerstoff wurde als energieeffizientestes Szenario identifiziert. Die Ein-
fihrung einer derartigen Abwasserbehandlung wére von der technischen Seite in
kommunalen Klaranlagen (Referenzklaranlage Halle-Nord) moglich, da diese Uber
UV-Niederdruckstrahler mit entsprechend bendtigter Bestrahlungsstarke verfligen. Die
mit UV-C Strahlung unterschiedlich behandelten Lésungen wiesen keine Auffalligkeiten
in den toxikologischen Untersuchungen am Modellorganismus auf. Auf Grundlage der
vorliegenden Ergebnisse kann von einer Unbedenklichkeit des Verfahrens auf den
Modellorganismus C. elegans unter Laborbedingungen ausgegangen werden. Ferner
mussen weitere Untersuchungen unternommen werden, um eine generelle Unbedenk-
lichkeit der Bestrahlungsmethode auf die aquatische Umwelt aussprechen zu kénnen.
Ein sich dieser Arbeit anschlieRendes Forschungsvorhaben, sollte sich auf die
gualitative und quantitative Analyse der durch die UV-C Behandlung entstandenen
Metabolite konzentrieren, um Rulckschlisse auf deren mogliche Wirkung auf den
Modellorganismus und andere Spezies ziehen zu kénnen. Weiterhin sollten sich die
Untersuchungen mit weiteren toxikologischen Endpunkten, Trophiestufen bzw. Organis-
men und einer Mischexposition beschéaftigen. Abschlieend waren o6kotoxikologische

Experimente unter Realbedingungen in einer Modellklaranlage anzustreben.
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Um eine aktuelle und adaquate Expositionsabschatzung fir den Verbrauch von Human-
arzneimitteln vornehmen zu kénnen, ist eine héhere Transparenz bei den Verkaufs-,
Verbrauchs- und Abgabemengen von Arzneimittelwirkstoffen in Deutschland zwingend
erforderlich. Basierend auf den von IQVIA (2021) angeforderten Verbrauchsdaten von
ausgewahlten Arzneimitteln der Jahre 2017 und 2020 lieRBen sich nur grobe Schéatz-
ungen Uber den Verbrauch und den daraus resultierenden Eintrag der Wirkstoffe
erheben. In Rucksprache mit IQVIA konnten lediglich fur die beiden angeforderten Jahre,
vollstandige Datensatze zur Verfugung gestellt werden, da fur die anderen Jahre
teilweise Daten fehlten. Es fehlen in diesen Zusammenstellungen Abgabemengen von
z.B. Bundeswehr oder Justizvollzugsanstalten ganzlich. Uberdies liegen keine Daten
aus der Veterindrmedizin vor, obwohl die Anzahl der im Jahr 2022 in deutschen
Haushalten lebenden Haustiere auf ca. 34,3 Mio. geschatzt wurde und sich der
Nutztierbestand von Gefliigel in Deutschland im Jahr 2020 auf ca. 173 Mio. belief
(BMEL, 2020; ZZF, 2023). Dies fuhrt zu erheblichen Schatzungsunsicherheiten bei der
Bestimmung der Verbrauchsmengen der Arzneimittelwirkstoffe, da auch unsere Haus-
und Nutztiere umfassend veterinarmedizinisch behandelt werden. Es ware daher ratsam
eine einheitliche Datenbank fir die Verbrauchs- und Abgabemengen von Arzneimittel
fir Apotheken, Krankenhauser, Veterindrmedizin und sonstige Einrichtungen
aufzubauen, die eine genauere umweltbezogene Expositionsabschatzung ermdglichen
wilrden. Neben der SchlieRung der Datenliicke zu dkotoxikologischen Langzeitstudien
zur Umweltfolgewirkung von Humanarzneimittelwirkstoffen ist auch eine fortlaufende
Untersuchung, Beobachtung und Dokumentation von Verbrauchsdaten von Arznei-
mitteln und deren Konzentrationen im Abwasser und Oberflachen-, Grund- und
Trinkwasser unerlasslich, um aktuelle und zukiinftige Gefahren zu identifizieren. Diese
Daten konnten ebenfalls dazu genutzt werden punktuell hohe Eintragsquellen zu
identifizieren, um diese bereits vor dem Eintrag gesondert zu behandeln oder die

Wirkstoffe am Eintragsort zu entfernen.

Diese Arbeit steuert einen Teil zur SchlieBung der Datenliicke fir eine Umweltrisiko-
bewertung der Humanarzneimittelwirkstoffe Ibuprofen und Naproxen bei. Es werden
jedoch weiterhin Studien zum Umweltverhalten von Arzneimittelwirkstoffen und Misch-

expositionen bendtigt, welche mit einem erheblichen Zeitaufwand verbunden sind.
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6 Zusammenfassung

Humanarzneimittelriickstande werden zum grof3ten Teil Uber das kommunale Abwasser,
in die Umwelt eingetragen. Fir eine Vielzahl der in Oberflachengewassern im ug/l-
Bereich nachgewiesen Arzneimittelwirkstoffe, wie die nichtsteroidalen Antiphlogistika
Ibuprofen und Naproxen, fehlen, trotz ihrer zunehmenden Verbrauchsmengen, Langzeit-
studien zu ihrem Umweltverhalten.

Die toxikologische Wirkung von Ibuprofen und Naproxen im Medium NGMk und vor-
konditionierter E. coli auf Caenorhabditis elegans wurde anhand vier unterschiedlicher
toxikologischer Endpunkte untersucht. Des Weiteren wurden die Untersuchungen mit
den Wirkstoffldsungen nach der Behandlung eines neuartigen nachhaltigen Reinigungs-
verfahrens mittels UV-C Bestrahlung und mit zwei in der kommunalen Abwasser-
reinigung vorhandenen Storgrof3en, die den Modellorganismus zusétzlich vorbelasten
koénnten, durchgefiihrt. Es konnten keine akut toxischen Wirkungen und Effekte auf die
Lokomotion an C. elegans beobachtet werden.

Die Exposition mit Naproxen fiihrte dosisabhéngig zur Reduktion der medianen Lebens-
spanne auf bis zu 25 % (95 % KI; 0,14-0,45) und einer deutlichen Abweichung der Kurve
in der hochsten Dosisgruppe im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer zusatzlichen
Konditionierung der Bakterien mit dem Wirkstoff zeigten sich keine Abweichungen mehr,
sodass von einem protektiven Effekt durch die Vorkonditionierung ausgegangen werden
kann.

Fur beiden StérgréRen NOs und NH4 konnten keine Unterschiede bei C. elegans fest-
gestellt werden. Somit zeigten die toxikologischen Untersuchungen, dass C. elegans fir
Experimente in einer Modellklaranlage geeignet ist.

Dariiber hinaus erzeugte die UV-C Behandlung der Wirkstofflosungen bei 48,4 W/m? fur
10 min unter Sauerstoffzufuhr keine adversen Effekten am Modellorganismus. Die
Reinigungsmethode erwies sich aufgrund der guten Abbauraten als effiziente und
nachhaltige Methode zur Entfernung der beiden Wirkstoffe in wassriger Losung.

Ferner sind weiterfihrende Untersuchung zum Abbauverhalten der beiden Wirkstoffe
und anderer umweltrelevanter Humanarzneimittelwirkstoffe mittels UV-C Bestrahlung
vorzunehmen. Um die Lucke an fehlenden Daten zum Langzeitverhalten von Arznei-
mittelriickstédnden in der Umwelt zu schlieRen, werden weitere toxikologische Unter-
suchungen, bei denen andere Endpunkte an der Nematode untersucht und weitere
Organismen beprobt werden, bendtigt. Neben der Darstellung und Bewertung der bio-
logischen Effekte der Wirkstoffe auf die Umwelt und Nichtzielorganismen sind zwingend
nachhaltige MaRnahmen zur Minimierung des Arzneimitteleintrages erforderlich. Eine

Maf3nahme stellt die Entwicklung einer erweiterten Abwasserreinigung dar.
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Thesen

Ibuprofen, Naproxen, deren Metabolite nach UV-C Behandlung, sowie NH4 und
NOs induzieren keine akut toxischen Effekte auf die Nematode

Caenorhabditis elegans (C. elegans).

Naproxen reduziert mit einer Konzentration von 25 uM im Medium (NGMk) die
mediane Lebensspanne von C. elegans auf 25 % (95% KiI; 0,14-0,45) deutlich.

E. coli 0 pM und NGMk 10 bzw. 25 uM Naproxen zeigen deutliche Abweichungen
der Uberlebenskurven von C. elegans im Vergleich zur Kontrolle auf.

Die Konditionierung von E. coli mit Naproxen zeigt einen protektiven Effekt auf

C. elegans bei gleichzeitiger Exposition in NGM.

Naproxen fuhrt zu einer Verdnderung des Eiablagemusters von C. elegans.

Der Wirkstoff Naproxen weist eine hohere Toxizitat als Ibuprofen bei C. elegans
auf.

Fir C. elegans lassen sich ein No Observed Effect Concentration von 2,3 mg/I
(10 pM) fir lbuprofen und von 0,58 mg/l (2,5 uM) fiir Naproxen in NGMk aus den
Untersuchungen ableiten.

Eine 10-minltige UV-C Behandlung bei einer Bestrahlungsstarke von 48,4 W/m2
unter Sauerstoffzufuhr erweist sich als effizienteste Methode zur Elimination der
Wirkstoffe.

Beide Bestrahlungsmethoden zeigen keine toxikologisch bedenklichen Wirkungen
am Modellorganismus C. elegans.

C. elegans wird nicht durch die beiden StérgréRen NHs und NO3 advers
beeintrachtigt.

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass der Nematode als Modellorganismus

fur Feldstudien genutzt werden kann.
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