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DIN CEN/TS  17883:2024-04  

Nationales  Vorwort  

Dieses Dokument  (CEN/TS 17883:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC444 �Umweltbezogene  

Charakterisierung fester Matrices�  erarbeitet,  dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten wird. 

Das zustandige deutsche Normungsgremium ist der Unterausschuss NA119-01-02-04UA �Biologische Verfah-
ren�  im DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW). 

Technische Spezifikationen sind nicht Bestandteil des Deutschen Normenwerks. 

Eine Technische Spezifikation ist das Ergebnis einer Normungsarbeit,  das wegen bestimmter Vorbehalte zum 

Inhalt  oder wegen des gegenuber einer Norm abweichenden Aufstellungsverfahrens von DIN noch nicht als  

Norm herausgegeben wird. 

Erfahrungen mit  dieser Technischen Spezifikation sind erbeten: 

� vorzugsweise als  Datei per E-Mail  an  naw@din.de in Form einer Tabelle.  Die Vorlage dieser Tabelle  kann  

im Internet unter www.din.de/stellungnahme  abgerufen werden; 

� oder in Papierform an  den DIN-Normenausschuss NAW, 10772 Berlin (Hausanschrift: Burggrafenstraße 6,  

10787 Berlin). 

Aktuelle  Informationen zu diesem Dokument  konnen  uber die Internetseiten von DIN (www.din.de)  durch eine 

Suche nach  der Dokumentennummer aufgerufen werden. 
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Europäisches  Vorwort  

Dieses Dokument  (CEN/TS 17883:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC444 �Umweltbezogene  

Charakterisierung fester Matrices�  erarbeitet,  dessen Sekretariat von NEN gehalten wird. 

Es wird auf  die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokument  Gegenstand von Patentrechten 

sein konnen.  CEN ist nicht verantwortlich fur die Identifizierung solcher Patentrechte. 

Alle  Ruckmeldungen  und  Fragen zu diesem Dokument  sollten an  die nationale  Normungsorganisation des 

Benutzers gerichtet werden. Eine  vollstandige  Auflistung  dieser Stellen  ist auf  der CEN-Website zu finden. 

Nach der ftsordnung sind die nationalen  Normungsorganisationen der folgenden n-
der verpflichtet,  diese Technische Spezifikation zu veroffentlichen: Belgien,  Bulgarien,  Danemark, Deutschland,  

Estland,  Finnland,  Frankreich, Griechenland, Irland, Island,  Italien,  Kroatien,   emburg, 

Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Republik Nordmazedonien, Rumanien, Schweden,
Schweiz, Serbien, Slowakei,  Slowenien, Spanien,  Tschechische Republik,  Turkiye, Ungarn, Vereinigtes Konig-
reich und  Zypern. 
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Einleitung 

Ziel dieses Dokuments ist es, das Verfahren zur Vorbereitung und  Durchfuhrung  einer quantitativen  PCR zu 

beschreiben, mit  der die Auswirkungen  von Sickerwasser aus  Abfallen  und  Boden auf  reproduktive und  to
kologische Endpunkte  bei Daphnia  magna  quantifiziert werden. Das beschriebene Verfahren ermoglicht einen 

schnellen,  robusten und  empfindlichen Nachweis molekularer Reaktionen  und  kann  zur Analyse der to  

Wirkungen  von Sickerwasser aus  Boden und Abfallen  sowie der Empfangergewasser verwendet werden. 

Die Untersuchung von Messenger-RNA (mRNA) verschiedener lebender Organismen unter Verwendung ver-
schiedener molekularer Ansatze kann  zur Identifikation der Reaktionen  von Organismen auf  die  

gegenuber to  Stoffen verwendet werden. Messenger-RNA (mRNA) ubertragt  Informationen aus  der 

DNA, die alle  fur das  notwendigen Informationen speichert, an  die zellulare Maschinerie, die Prote-
ine synthetisiert. Proteine sind die Arbeitseinheiten in der Zelle  und ihre Anzahl  ist in hohem Maße  von den 

RNA-Werten in der Zelle  abhangig,  da alle  Proteine Translationsprodukte  der mRNA sind. Da die mRNA der 

erste Schritt der Reaktion  auf  to  Stoffe ist,  ist sie auch  ein schneller, praziser und  empfindlicher Bio-
marker fur die  der Informationen uber die Mechanismen liefert,  die fur das Reaktionsverhalten 

verantwortlich sind. Die Beziehung zwischen physiologischer Auswirkung  und mechanistischer Auflosung  ist 

in Bild 1  dargestellt.  

Bild 1�Unterschiede  in physiologischer  Auswirkung und mechanistischer Auflösung  auf  

verschiedenen Organisationsebenen  

Zwischen der Bestimmung  der Wirkung  eines to  Stoffs und  dem Verstandnis  der Ursache dieser Wir-
kung  besteht ein wichtiger Unterschied. Wirkungen,  die ganzen Okosystemen Schaden zufugen,  werden ubli-
cherweise durch Veranderungen  der Populationen  festgestellt.  Wirkungen  auf  der Ebene  des Organismus/Indi-
viduums lassen  sich am  einfachsten an  Veranderungen  der Physiologie, der Morphologie oder des Verhaltens 

eines Organismus beobachten.  Da die Umwelt   sehr komple  und  stark  veranderlich ist,  hat  die Messung  

von Veranderungen  in Okosystemen, Populationen  oder Individuen im Zusammenhang mit  der Ermittlung  der 

Ursache einer beobachteten  Wirkung  eine sehr geringe Auflosung.  Um �kollektive  Beschuldigungen�  zu vermei-
den, ist es wichtig,  den Zusammenhang zwischen einer  und  der beobachteten  Wirkung  zu identifi-
zieren. Die empfindlichsten Verfahren hierfur sind auf  der RNA-Ebene  und  bei der Proteinregulierung auf  der 

zellularen Ebene  angesiedelt.  RNA ist das Bindeglied zwischen Proteinen und  der chromosomalen DNA (Gene). 

Die chromosomal lokalisierten  Gene konnen  auf  unterschiedliche Art  und  Weise reguliert werden, doch unab-
hangig  vom Regulationsmechanismus  fuhrt die  gegenuber to  Stoffen zu einer Veranderung  

der aktiven  RNA und  somit auch  des eiligen Proteins. 

Eine to  Reaktion  wird durch ein molekulares initiierendes Ereignis (MIE)  ausgelost.  Hierbei kann  es sich 

um  die  gegenuber einer anorganischen oder organischen Verbindung sowie gegenuber Radioak-
tivitat  handeln.  Auf das MIE  folgt  die molekulare  Interaktion zwischen der Verbindung, die das MIE  auslost,  

und  einem Molekul  (Rezeptoraktivierung, Proteinbindung, DNA-Bindung), die zu Veranderungen  in  diversen 

Schlusselereignissen (SE) fuhrt,  beginnend mit  Veranderungen  der Gene ession, die zu Veranderungen  in 

der Proteinproduktion fuhren. Dies wiederum fuhrt zu einer veranderten Signalkaskade,  die zu Veranderun-
gen  in den Funktionen von Zellen,  Geweben und  Organen  fuhren kann,  wenn sie die homoostatische  Kontrolle  

umgeht.  Diese funktionalen  Veranderungen  konnen  dann  zu unerwunschten Ergebnissen (UE) wie  Fehlbil-
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dungen,  Organdysfunktionen und schließlich zum Tod fuhren. Daraus ergibt sich ein UE  von regulatorischer 

Relevanz fur die Gefahrdungseinschatzung,  das entweder auf  Organismus- oder auf  Populationsebene eine 

offenkundige Beeintrachtigung  darstellt (Bild 2).  

Bild 2�Entstehung eines unerwünschten Ergebnisses 

Eine EUE  (Entstehung eines unerwunschten Ergebnisses) beginnt  mit  einer molekularen  Interaktion 

zwischen einer Chemikalie und  einem Molekul.  Dieser Schritt wird als  molekulares initiierendes Ereignis 

(MIE)  bezeichnet.  Darauf folgt  eine Reihe von Schlusselereignissen (SE),  die das Signal  an  hohere 

Organisationsebenen weitergeben. Dies fuhrt zu einem Ergebnis hinsichtlich der Physiologie eines 

Organismus, und  wenn dieses Ergebnis beeintrachtigend  ist,  wird es als  unerwunschtes Ergebnis (UE) 

bezeichnet.  Der vollstandige  Ereignisablauf wird daher als  Entstehung eines UE  (EUE)  bezeichnet und  

verbindet die anfangliche  uber eine molekulare Interaktion mit  einer physiologischen 

Veranderung  im Organismus. Bei ausreichenden Konzentrationen der Chemikalie und  

 kann  ein SE  so dominant  werden, dass es ein anderes SE  beendet und  die 

Abwehrmechanismen und  Adaptationsprozesse der Zellen  uberwindet.  

Damit  es zu einem UE  kommt,  muss also  zunachst eine molekulare  Interaktion auftreten, die zu Veranderun-
gen der Genaktivitat  fuhrt.  Wahrend das UE  das Maß  fur die Schadigung/To t  der  ist,  sind die 

anfanglichen Veranderungen  der Genaktivitat  eine direkte Reaktion  auf  die  

Das to ogenomische qPCR-Verfahren ermoglicht es, das erste SE  in der Kaskade,  die vom MIE  zum UE  fuhrt,  

direkt zu messen. Dies kann  durch die Analyse von Genen geschehen, die mit  der gewahlten  EUE  in Verbin-
dung  stehen, z. B.  Metallto t,  enobiotische To t,  Stressreaktion, Reproduktion, Stoffwechsel, Atmung,  

Zellzyklus  (Krebs und  Apoptose). Durch die Ermittlung  der Korrelation zwischen signifikanten  Veranderungen  

der Gene ession und  spezifischen EUE  ist es somit moglich, den auslosenden  Faktor  zu identifizieren. Eine 

fehlende Korrelation zwischen einer EUE  und  dessen MIE  zeigt an,  dass die  im Zusammenhang mit  

dieser EUE  keine Auswirkungen  hat.  Ein  Vorteil dieses Verfahrens ist,  dass es die Identifizierung der Ursache 

des UE  ermoglicht,  da  Gen durch einen spezifischen Satz  von Rezeptoren und  Transkriptionsfaktoren 

reguliert wird. 

Die Analyse von RNA-Werten ist daher das robusteste und  empfindlichste Verfahren zur Bestimmung  des 

Mechanismus, der die Wirkungen  hervorruft, die nach  einer  beobachtet  werden. Zum Vergleich 

kann  die Reproduktion von Daphnia  magna  durch Zahlen  des Nachwuchses in einer Untersuchung uber 

21Tage analysiert werden. Eine Ab-  oder Zunahme des Nachwuchses zeigt an,  dass die  die 

Reproduktion beeinflusst.  Gleichzeitig wird eine kurze  (24 h bis 96 h) mit  einer anschließenden 

Analyse der RNA-Werte zu zeigen in der  sein, ob  sich die fur die Reproduktion erforderliche Maschinerie 

verandert hat.  

Ein  Vorteil der Analyse der Genregulierung besteht darin, dass die Induktion  oder Reduktion  der RNA unmit-
telbar  mit  spezifischen Verbindungen korreliert,  die die Gene ession regulieren konnen.  Eine Kombination 
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der Analyse der reproduktiven RNA mit  der Analyse der RNA durch Messung der To t  ermoglicht somit die 

Feststellung,  welcher Typ to  Wirkung  durch die Verbindungen auftritt,  denen der Organismus ausge-
setzt ist.  Durch Analysieren der RNA-Regulierung  ist es daher moglich, Wirkungen  zu bestimmen,  die sowohl 

mit  HP10 (reproduktionsto  als  auch  mit  HP14 (okoto  d. h.  to  fur Organismen in der Umwelt)  

in Verbindung stehen. 

Wahrend  Daphnien (24 h bis 48 h alt)  verwendet werden konnen,  um  die ession von Genen zu unter-
suchen, die mit  biologischen Stoffwechselpfaden in Verbindung stehen, die wahrend der Fruhentwicklung  des 

Tieres aktiviert  werden (d. h.  Metallreaktion,  o ver Stress), sind altere Daphnien (> 72 h alt)  erforderlich, 

um  Auswirkungen  der untersuchten Verbindung auf  Gene zu analysieren, die mit  Stoffwechselpfaden in  Ver-
bindung  stehen, die ihre Funktionalitat  in  spateren en wie z. B.  der Reproduktion entfalten.  

Um Gene abzudecken,  die an  Entwicklung,  To t  und  Reproduktion beteiligt  sind, ist  es daher wichtig,  die 

Tiere ab  Schlupfen/Geburt  bis 96 h zu e en. 

Die Analysen konnen  auf  Grundlage  fruherer chemischer Daten konzipiert werden, die den angestrebten 

sitionstyp der Daphnia  magna  anzeigen. Die Auflosung  der Untersuchung kann  durch die Auswahl  spezifischer 

Gene erhoht  werden, deren Reaktion  auf  spezifische Einflusse bekannt  ist.  Daruber hinaus ist es moglich, durch 

kontrollierte  gegenuber spezifischen Verbindungen zu ermitteln, ob  diese zu einer gemessenen bio-
logischen Wirkung  beitragen  (siehe Bild 3).  So lasst sich bestimmen,  ob  die Wirkung  durch eine betrachtete 

Verbindung oder durch ublicherweise auftretende abiotische Eigenschaften der sung  verursacht 

wird. 
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