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1. Einleitung, Stand des Wissens, Zielsetzung

Jahrlich wird eine hohe Anzahl pharmazeutisch wirksamer Substanzen in biologisch
aktiven Konzentrationen im Wasserkreislauf detektiert [Herberer et al. (2002)], von denen
viele aufgrund einer sehr geringen Abbaurate unveréndert aus Klaranlagen in die
Oberflachenwasser gelangen. In einigen Fallen reichen bereits niedrige Konzentrationen
dieser Substanzen aus, um einen negativen Einfluss auf das Okosystem auszuiiben [u.a.
Jones et al. (2005)]. Als Beispiel fir eine Umweltkontamination ist das Antiepileptikum
Carbamazepin (CBZ) zu sehen. CBZ wird zur Behandlung von Epilepsie, Demenz etc.
eingesetzt und weist die kritischen Eigenschaften persistenter, pharmazeutischer
Verunreinigungen im Wasserkreislauf auf [Clara et al. (2004)]. Bislang wurde noch keine
zufriedenstellende Losung des CBZ-Abwasserproblems gefunden. Denkbar ist ein Einsatz
von Mikroalgen, da fir sie ein hohes Potential zum Einsatz als biologische Filter fir CBZ
aufgezeigt wird [u.a. Vernouillet et al. (2010)]. Entscheidend dabei ist der intrazellulare
CBZ-Abbau in der Algenzelle.

Veranderungen der intra- und extrazellularen CBZ-Konzentration koénnen Uber
chromatographische (HPLC) und antikdrperbasierte Analysen (ELISA) bestimmt werden.
Zusétzlich sollte die Bildung toxischer Metabolite analysiert werden.

Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen pharmazeutischer Substanzen auf eine
Mikroalgenspezies Coccomyxa sp., am Beispiel von CBZ, systematisch zu untersuchen
und notwendige Messmethoden zu etablieren.

2. Material und Methoden

Algenkultur: Der Fokus der Untersuchungen lag auf der heimischen, im Fluss Leine
haufig vorkommenden, Mikoalgenspezies Coccomyxa sp.. Sie wurde aus dem
Flusswasser isoliert und phanotypisch bestimmt. Im Folgenden sind daher die Ergebnisse
exemplarisch fir Coccomyxa sp. aufgezeigt. Die Algenkulturen wurden in 200 ml
Erlenmeyerkolben als Schiittelkultur (Kompaktschiittler (LTF, Wasserburg), 100 U min™) in
2 % Diangermedium (Universal-Dinger mit Seevogel-Guano, Max Bahr (Kirkel,
Deutschland); pH 7) bei 20 °C und einer Lichtintensitat von 120 pmol m? s™ kultiviert. Fuir
die Stressuntersuchungen wurde CBZ in der durchschnittlich in deutschen Flissen
auftretenden Konzentration (1 pg L) zugesetzt. In allen Experimenten wurden 3



biologische Wiederholungen durchgefihrt. Alle gezeigten Tests wurden mit jeweils 14 bis
17 Millionen Zellen pro Kultur angeimpft. Die Wachstumsrate wurde auf Basis einer
Eichkurve durch Messung ihrer apparenten Absorption bei 850 nm bestimmit.

Chlorophyll Fluoreszenz: Die Chlorophyll Fluoreszenz wurde mit einem Imaging PAM
Fluorimeter (WALZ, Effeltrich, Deutschland) in 24-Well Platten gemessen. Dazu wurden
dunkel adaptierte Algensuspensionen eingesetzt. Fluoreszenzparameter wurden mit der
internen Software ausgewertet.

Pigmentgehalt: Pigmente wurden extrahiert und ihre Konzentration photometrisch
bestimmt [Robbelen (1957)].

Zellextrakt: Zur Gewinnung der Zellextrakte wurden Algensedimente in einer Zellmihle
(Retsch, Haan, Deutschland) mit Keramik Beads aufgeschlossen (4 min; 30 s™). Die
weiteren Schritte zur Gewinnung des Zelluberstandes wurden nach der Methode von
Vernouillet et al. (2010) durchgefiihrt. Der Uberstand wurde in folgenden Tests eingesetzt:
Superoxid Dismutase (SOD). Die SOD-Aktivitat wurde indirekt Gber die Hemmung der
Autooxidation von Pyrogallol nach Marklund and Marklund (1974) gemessen. Eine
Identifizierung der gebildeten Oxidationsprodukte ist aufgrund Uberlagernder
Absorptionsspektren nicht moglich [Abrash et al. (1989)]. Daher wurde die Anderung der
Absorption in Units angegeben. Ein Unit entspricht einer 50 %igen Hemmung der
Pyrogallol Autooxidation.

Katalase (CAT): Die Enzym-Aktivitdt wurde durch Messung der Extinktionsdnderung bei
250 nm in Mikrotiterplatten bestimmt. Dazu wurde die Methode von Zhang et al. (2004)
entsprechend modifiziert. 1 pl Zellextrakt wurden in 0,3 ml Inkubationsmedium (67 mM
Phosphat Puffer, pH 7,0 und 0,5 mM H,O,) inkubiert. Zur Berechnung der Aktivitat wurde
der Extinktionskoeffizient von H,O, mit 26,3 L molcm™ verwendet.
Glutathion-Reduktase (GR): Die GR-Aktivitat wurde nach der Methode von Vernouillet et
al. (2010) mit einem Extinktionskoeffizient von 14.150 L mol*cm™ [Sigma 2014] bestimmt.
Lipidperoxidation: Als Malf3 fur die Lipidperoxidation wurde der Gehalt an Malondialdehyd
mit einem Extinktionskoeffizienten von 155 L mmol*cm™ gemessen [Heath and Packer
(1968)].

Glutathiongehalt: Der Gehalt an reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG) Glutathion
wurde nach der Methode von Rahman et al. (2007) gemessen.

Datenanalyse: Die Wachstumsraten wurden Uber eine 4-parametrische sigmoidale
Kurvenanpassung mit Sigma Plot (Systat Software Inc., London, England) bestimmt.
Statistische Auswertungen der experimentellen Daten erfolgten mit dem Programm
Statistica (StatSoft, Hamburg, Deutschland). Varianzanalysen wurden in Verbindung mit
einem HSD-Test nach Dunnett (p=0,05) gerechnet. Signifikanzen wurden immer in Bezug
auf die jeweilige Kontrolle angegeben und mit * gekennzeichnet. Zur Vergleichbarkeit der
Ergebnisse wurden die Enzymaktivititen auf die entsprechende Zellzahl (10° Zellen)
bezogen.

3. Ergebnisse
Fur die weiteren Stressuntersuchungen wurden die Wendepunkte der exponentiellen

Wachstumsphasen als Zeitpunkt der hochsten enzymatischen Aktivitat ausgewahlt. Es
ergab sich der 4. bzw. der 6. Tag (siehe Abbildungl).
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Abb.1: Wachstumskurve von Coccomyxa sp. in Abhangigkeit der

CBZ-Konzentration; n=3, berechneter Verlauf nach Sigma Plot (4 Parameter,
sigmoidaler Fit).

Fur die entsprechenden Messtage sind die Photosyntheseparameter in Tabelle 1
zusammenfassend dargestellt.

Tab. 1: Durchschnittliche und auf 10° Zellen bezogene Photosyntheseparameter am
Wendepunkt der Wachstumskurven flr Coccomyxa sp. (n=15); * kennzeichnet die
signifikanten Veranderungen (p=0,05).

Mittelwert + STABW

Parameter der Photosynthese Kontrollkultur gestresste Kultur
(CBZ: 0 pug L") (CBZ: 1 pg L'

Chlorophyll Fluoreszenz (-)

- nicht-photochemisches 0,44+0,04 0,57*+0,01

Fluoreszenzquenching (NPQ)

- Elektronentransportrate (ETR) 6,13£1,93 6,12+0,76

Pigmentgehalt (ng)

- Chlorophyll a 0,54+0,09 1,17*+0,35

- Chlorophyll b 0,31+0,13 0,73+0,37

- Carotinoide 0,14+0,02 0,50%+0,09

Enzymaktivitaten

- Superoxid Dismutase (U) 155,1+47,0 546,6"+133,6

- Katalase (mmol L) 0,07+0,30 -0,46+0,35

- Glutathion-Reduktase (nmol L) 0,19+0,01 0,47*+0,03

Lipidperoxidation (nmol L) 67,6+9,29 141,6%+3,56

Glutathion (nmol L")

- Glutathion.gzierr (GSH) 0,24+0,4-107? 0,29+3,9-102

- Glutathiongge: (GSSG) 0,31+0,08 1,21+0,07




Die Messung der Photosyntheseparameter lieferte signifikante Messunterschiede zur
Kontrollkultur im NPQ-Gehalt, im Chlorophyll-a- und Carotinoid-Gehalt, in der SOD- und
GR-Aktivitat, in der Lipidperoxidation sowie im GSSG-Gehalt.

4, Diskussion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass umweltrelevante CBZ-Konzentrationen
Effekte, hervorgerufen durch oxidativen Stress, bei der Mikroalge Coccomyxa sp.
verstarken konnen.

Der hemmende Effekt von CBZ in umweltrelevanter Konzentration auf das Wachstum von
Coocomyxa sp. konnte in dieser Studie gezeigt werden. Der Einsatz von 1 ug CBZ L™
erzielte dabei eine Hemmung von 54 % gegentber der Kontrolle. Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) kdnnen zu einer Wachstumshemmung beitragen [Melis (1999)].
Mit den folgenden Analysen sollte herausgefunden werden, welche biochemischen
Parameter mit der CBZ-induzierten Wachstumshemmung Kkorrelieren. Signifikante
Veranderungen konnte im  Chlorophyll-a- und Carotinoidgehalt sowie im
nicht-photochemischen Fluoreszenzquenching (NPQ) gemessen werden. Der CBZ
induzierte Anstieg im Chlorophyllgehalt deutet auf eine erhdhte Gefahrdung der Zellen
durch die Produktion von ROS hin. Der Anstieg im Chlorophyll-a-Gehalt geht allerdings
einher mit einem Anstieg im Carotinoidgehalt sowie im NPQ. Carotinoide und das NPQ
sind zelleigene Abwehrmechanismen zur Kompensation intrazellularer ROS-Bildung durch
erhdhten Energieabbau [Buchanan et al. (2000); Szabo et al. (2005)]. Dieser
Energieabbau ist ein entscheidender Prozess flr den Schutz des photosynthetischen
Elektronentransports [Melis (1999)]. Auch eine erhdhte SOD-Aktivitdt deutet auf eine
ROS-Entgiftung hin  [Marklund and Marklund (1974)]. Veranderungen im
Elektronentransport kénnen zur Hemmung grundlegender Stoffwechselprozesse (z. B.
Umwandlung der Lichtenergie in chemische Energie) fuhren. In dieser Studie konnte
jedoch kein CBZ-Effekt auf den Elektronentransport gemessen werden. Eine
CBZ-Konzentration von 1 pg CBZ L' fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der
Lipidperoxidations-Produkte. Die Fahigkeit von CBZ Lipidperoxidations-Produkte zu bilden
wurde erstmalig von Tsiaka et al. (2013) beschrieben. Als mégliche Ursachen sind eine
CBz-Aufnahme in die Zelle [Andreozzi et al. (2002)] und weitere intrazellulare
Metabolisierungsschritte [Vernouillet et al. (2010)] zu nennen.

Der Fokus weiterer Analysemethoden lag auf der Entgiftung der ROS. Es ist anzunehmen,
dass die ROS-Entgiftung in der getesteten Mikroalge Uber Glutathion erfolgt. Sowohl der
GSSG-Gehalt als auch die Aktivitdat des katalysierenden Enzyms (GR) wiesen eine
signifikante Steigerung gegeniber der Kontrolle auf. Eine Steigerung der CAT-Aktivitat
konnte nicht gemessen werden. Zur Dokumentation des intrazellularen CBZ-Abbaus sind
weitergehende Analysen wie HPLC und ELISA notwendig.

5. Schlussfolgerung

Die Durchfuihrung der etablierten Messmethoden ermdglicht eine erste Aussage Uber den
physiologischen Einfluss sowie eine intrazellulare Aufnahme von CBZ bei Mikroalgen.
Fur die Auswahl geeigneter Mikroalgenspezies zum Einsatz als Biofilter sind weitere
Analysen notwendig, bei denen Coccomyxa sp. als Referenz genutzt werden kdnnte.
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