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I

Einleitung

Werkstoff der Moderne: Silber-Nanopartikel

Seit mehreren Jahrtausenden ist bekannt, dass Silber (Ag) entkeimend wirkt

und sich zur Reinhaltung von Trinkwasser nutzen lässt. In der Neuzeit übertrug

man diese Fähigkeit auf chirurgische Werkzeuge (Alexander 2009) und auf die

Wundbehandlung in Form von festem Höllenstein bzw. als gelöstes Silbernitrat

(AgNO3, Cason et al. 1966, Klasen 2000). In atomarem Zustand (Ag) ist Silber

relativ inert. Erst die Entstehung von Ag+-Ionen in wässrigem Milieu ruft den

antibakteriellen Effekt hervor (Edwards-Jones 2009), der auf verschiedenen Me-

chanismen beruht: Ag+ greift die Atmungskette der Zelle an (Bragg & Rainnie

1974), stört Membrantransportprozesse (Schreurs & Rosenberg 1982) und führt

durch Interaktion mit Thiolgruppen zur Deaktivierung von Proteinen (Feng et al.

2000) – kurz, Silber ist in ionischer Form eines der toxischsten Metalle (Doudoroff

& Katz 1953).

Der Begriff „Nano“ (lateinisch: nanus = Zwerg) wurde im materialwissenschaft-

lichen Bereich erstmals von Taniguchi (1974) verwendet. Definitionsgemäß be-

zeichnet man Stoffe, die in mindestens einer Dimension < 100 nm sind, als Na-

nomaterialien (International Organization for Standardization 2008). Nanoma-

terialien kommen natürlicherweise in der Umwelt vor (Wigginton et al. 2007).

Inzwischen ist es jedoch technisch möglich, nano-skalige Substanzen für die

menschliche Nutzung gezielt in Reinform zu synthetisieren. Im Übergangsbe-

reich zwischen Einzelatom und Kolloid weisen viele Elemente grundlegend

neue physiko-chemische Eigenschaften auf (Henglein 1993, Schmid 1992, Varner
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I Einleitung

et al. 2010), die für die Entwicklung neuer Produkte von Interesse sind (Rai et al.

2014, Shenashen et al. 2014). Künstlich hergestellte Silber-Nanopartikel (npAg,

in allen drei Dimensionen <100 nm) zeichnen sich beispielsweise durch ihre

hervorragende elektrische Leitfähigkeit aus, die sie für druckbare Elektronik

attraktiv machen (Bai et al. 2007, Yang et al. 2013).

Auch in Form von npAg zeigt Silber bakterizide Wirkung (Marambio-Jones

& Hoek, Eric M. V. 2010, Markowska et al. 2013) und wird verbreitet für die

antibakterielle Ausrüstung von Produken eingesetzt (Chen & Schluesener 2008,

Edwards-Jones 2009, Rai et al. 2014). Mehr als 80 % des jährlichen weltweiten

npAg-Produktionsvolumens von 500 t npAg sind für antibakterielle Zwecke

bestimmt und werden in Farben, Imprägnierungen, Kosmetika, Textilien, Rei-

nigungsmitteln und medizinischen Verbrauchsmaterialien verwendet (Mueller

& Nowack 2008, Piccinno et al. 2012). Inzwischen sind mehrere Hundert npAg-

funktionalisierte Produkte frei auf dem Markt erhältlich (PEN 2014). Die Vorteile

von npAg gegenüber AgNO3 oder größerskaligem Silber sind, dass es in der Pro-

duktmatrix verankerbar ist und über längere Zeit konstante bakterizide Wirkung

zeigt (Smetana et al. 2008). Weiterhin lässt sich wegen des günstigen Oberfläche-

zu-Volumen-Verhältnisses Material einsparen: Ein Gramm Silber-Nanopartikel

(10 nm) weist eine Oberfläche von ca. 10 m2 auf (Navarro et al. 2008) – 10000-mal

mehr als ein kompakter Silberwürfel derselben Masse.

Ökotoxikologie von Silber-Nanopartikeln

Nicht nur beim Herstellungsprozess, sondern auch während der Benutzung

des funktionalisierten Produkts und spätestens bei dessen Entsorgung wird

npAg in die Umwelt freigesetzt (Benn & Westerhoff 2008, Mueller & Nowack

2008). Obgleich in Kläranlagen ein Großteil des eingetragenen npAg aus dem

Schmutzwasser beseitigt wird (Benn & Westerhoff 2008, Levard et al. 2012), kann

es in Oberflächengewässern und insbesonere im Kläranlagen-Ausflussbereich

ökotoxikologisch relevante Konzentrationen erreichen (Gottschalk et al. 2009,

O’Brien & Cummins 2010). Darüber hinaus wird vermutet, dass Kläranlagen

sogar als Quelle von npAg fungieren (in Form von Silbersulfid = Ag2S, Kim et al.

2010, Nowack 2010). Aquatische Ökosysteme sind somit für den Eintrag von

npAg besonders gefährdet.
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I Einleitung

npAg wird als „extrem toxisch“ eingestuft (Kahru & Dubourguier 2010). Aqua-

tische Organismen reagieren sogar noch empfindlicher auf npAg als die ei-

gentlichen Zielorganismen, die Bakterien (Bondarenko et al. 2013). Während

der Nanotechnologie-Markt kontinuierlich wächst (Walters et al. 2014), hält

die Anzahl ökotoxikologisch ausgerichteter Forschungsaktivitäten mit den an-

wendungsbezogenen Publikationen nicht Schritt (Forster et al. 2012, Kahru &

Dubourguier 2010, Paschen et al. 2004), sodass weiterhin Forschungsbedarf zu

potenziellen Gefahren von npAg besteht (Hansen et al. 2008, Reidy et al. 2013,

Walters et al. 2014). Der genaue Wirkungsmechanismus von npAg ist noch nicht

verstanden (Kim et al. 2007, McShan et al. 2014, Morones et al. 2005), allerdings

wurde die Einwirkung molekularen Sauerstoffs (O2) als Ursache der Lösung in

Ag+-Ionen und der daraus resultierenden Toxizität von npAg identifiziert (Choi

& Hu 2008, Lok et al. 2007, Loza et al. 2014, Xiu et al. 2012).

Silber-Nanopartikel in aquatischen Mollusken

Muscheln sind aufgrund ihrer filtrierenden Lebensweise dafür prädestiniert, in

Kontakt mit suspendierten Nanopartikeln zu geraten (Baker et al. 2014, Baun

et al. 2008, Griffitt et al. 2008, Moore 2006, Tedesco et al. 2010) und sollten in

nano-ökotoxikologischen Untersuchungen besonders berücksichtigt werden.

Die komplexe Rolle von Muscheln im aquatischen Nahrungsnetz reicht neben

der Verknüpfung des Pelagials und Benthals (Gergs et al. 2009) sogar über die

Grenzen des Gewässers hinaus, indem sie Wasservögeln als Nahrung dienen

können (Custer & Custer 1996, van Nes et al. 2008). Mesokosmos-Experimente

haben gezeigt, dass Muscheln eine wichtige biologische Senke für applizierte

Nanomaterialien darstellen (Ferry et al. 2009). Ein Verständnis der Reaktion

von Muscheln auf npAg wäre somit von übergeordneter Bedeutung, doch bis-

lang liegen lediglich zu vier Muschelspezies, darunter drei marine, Ergebnisse

zu Auswirkungen von npAg vor. Die Miesmuschel (Mytilus edulis) reagiert

auf npAg mit Abnormalitäten der Schalenbildung (Zuykov et al. 2011). In der

Großen Pfeffermuschel (Scrobicularia plana) wirkt sich npAg negativ auf die Fil-

trationsleistung aus und moduliert die Aktivität der anti-oxidativ wirkenden

Enzyme Glutathion-S-Transferase und Katalase (Buffet et al. 2013, 2014). In der

Amerikanischen Auster (Crassostrea virginica) werden durch npAg anti-oxidative

Abwehrmechanismen induziert und eine Erhöhung der gesamten Proteinmenge

hervorgerufen (McCarthy et al. 2013). Auch in der Süßwassermuschel Elliptio
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complanata wurden durch oxidative Prozesse hervorgerufene Schäden und davor

schützende Enzymaktivitäten nachgewiesen (Gagné et al. 2013). Zur Dreikantmu-

schel Dreissena polymorpha, die sich als Biomonitoring-Organismus etabliert hat

(Blackwell et al. 2013, Palos Ladeiro et al. 2014, Sluyts et al. 1996, Yeager-Armstead

& Yeager 2007), gibt es im Zusammenhang mit npAg noch keine Studien. Aller-

dings ist von Ag+ bekannt, in D. polymorpha zu akkumulieren, zu histologischen

Veränderungen und letztlich zum Tod zu führen (Berthet et al. 1992, Roditi et al.

2000, Zimmermann et al. 2002).

Neben Muscheln sind für Expositionstests mit Metallen auch aquatische Schne-

cken wegen ihrer großen Empfindlichkeit gut geeignet (Ali et al. 2014, Schirling

et al. 2006). Ag+ ist im Vergleich zu anderen Metallen besonders schädlich für

Süßwasserschnecken (Khangarot & Ray 1988). npAg vermindert in limnischen

Schnecken die Reproduktionstätigkeit (Völker et al. 2014), führt zu Verhaltensän-

derungen (Bernot & Brandenburg 2013, Justice & Bernot 2014), zu oxidativem

Stress, DNA-Schädigungen und zu erhöhter Sterblichkeit (Ali et al. 2014, Bernot

& Brandenburg 2013).

Von ökologischer Tragweite sind zudem die Akkumulationsfähigkeit von npAg

über die Nahrung (Croteau et al. 2011, 2014, Oliver et al. 2014) und Überlegun-

gen, npAg im Freiland als Molluskizid gegen Süßwasserschnecken einzusetzen

(Guang et al. 2013). Die aufgeführten Untersuchungen berücksichtigen keine

Embryonalstadien, obwohl diese in der Regel empfindlicher auf Metalle reagie-

ren als adulte Schnecken oder als Embryonen anderer Arten (Gomot 1998, Liu

et al. 2013, Osterauer et al. 2009, Sawasdee & Köhler 2009). Die Eignung von

Embryonen der im Süßwasser lebenden Paradiesschnecke Marisa cornuarietis

als Testorganismus wurde mehrfach gezeigt (Oehlmann et al. 2000, Osterauer

et al. 2009, Sawasdee & Köhler 2009, 2010, Schulte-Oehlmann et al. 2000) und ein

entsprechendes Testprotokoll etabliert (Schirling et al. 2006). Von acht Metallen

ist bekannt, die Embryonalentwicklung von M. cornuarietis zu beeinflussen (Os-

terauer et al. 2009, Sawasdee & Köhler 2009, 2010, Schirling et al. 2006). npAg-

oder Ag+-Expositionen wurden an M. cornuarietis allerdings noch nicht durchge-

führt.
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Untersuchungen dieser Arbeit

Sauerstoff (O2) bewirkt die Lösung von npAg in Ag+, wodurch die Toxizität des

npAg wesentlich erhöht wird (Choi & Hu 2008, Kittler et al. 2010, Loza et al. 2014).

Daher wird in einem mehrmonatigen Alterungsversuch das Auslösungsverhal-

ten des npAg in der Stammsuspension durch Lufteinwirkung betrachtet. Zum

Verständis der physiko-chemischen Eigenschaften des verwendeten npAg und

seiner Veränderlichkeit unter den Bedingungen der Expositionsversuche wird

mittels Mikrofiltration das Auflösungs- und Aggregationsverhalten von npAg

im Expositionsmedium untersucht und mit demjenigen von Ag+ verglichen.

Durch Expositionsversuche mit der Muschel Dreissena polymorpha soll die zeit-

abhängige Aufnahme von npAg mit derjenigen von Ag+ verglichen werden.

Die Sektion des Weichgebewes kann die Nachverfolgung der organspezifischen

Anreicherung ermöglichen. Mit Hilfe der Zellfraktionierung nach Wallace et al.

(2003) wird die subzelluläre Silberverteilung, die Aufschluss über Aufnahme-

und Detoxifizierungsmechanismen gibt, in den separierten Organbereichen von

D. polymorpha untersucht.

Weil der Nachweis akkumulierten Metalls im Gewebe noch keine direkte Aussa-

ge zur Toxikodynamik erlaubt (Berthet et al. 1992, McGeer et al. 2003, Vijver et al. 
2004), wird die Fitness von D. polymorpha mit Hilfe von Biomarkern abgeschätzt. 
Biomarker zeigen, dass zwischen Organismus und Fremdstoff Interaktionen 
stattgefunden haben und messen subletale Auswirkungen (Sarkar et al. 2006). 
Die Morphologie des Muschelgewebes verändert sich bei Schadstoffbelastung 
(Borcherding 1991, Schäfer 2012, Voets et al. 2009). Mit einem morphometrischen 
Fitness-Index (FI) sollen durch npAg- und Ag+-Exposition hervorgerufene Verän-

derungen des Weichgewebes sichtbar gemacht werden. Auf molekularer Ebene 
wird die Konzentrationsänderung von Hitzeschockproteinen der Molekülmasse 
70 kDa (HSP 70) analysiert, weil HSP 70 artübergreifend als unspezifische Anzei-

ger von Proteotoxizität bekannt sind (Sanders 1993). Exposition gegenüber npAg 
führt zu oxidativem Stress (Hayes & McLellan 1999). In D. polymorpha werden 
daraufhin Schutzmechanismen in Gang gesetzt, die sich in erhöhter Aktivität 
bestimmter Enzyme äußern (Buffet et al. 2013, 2014, Gagné et al. 2013, McCarthy 
et al. 2013, Navarro et al. 2011). Glutation-S-Transferase und Katalase sind zwei 
dieser Enzyme (Burmester et al. 2012, Navarro et al. 2011, Parolini & Binelli 2014), 
deren Aktivität in vorliegender Arbeit analysiert wird.
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I Einleitung

Die npAg- und Ag+-Aufnahme der Schnecke Marisa cornuarietis während der

Embryonalphase wird durch die Bestimmung der Silberkonzentration im Gewe-

be frisch geschlüpfter Embryonen untersucht. Auf Metall-Exposition können M.

cornuarietis-Embryonen mit Störungen in ihrer Entwicklung reagieren (Osterauer

et al. 2009, Sawasdee & Köhler 2010, Schirling et al. 2006). Zur Abschätzung

der durch npAg- und Ag+-Exposition hervorgerufenen toxischen Effekte in den

Embryonen wird nach dem Protokoll des Marisa Embryo Toxicity Tests (Schir-

ling et al. 2006) der Einfluss der beiden Silberspezies auf die Mortalität, die

Entwicklungsdauer, die Körpermasse zum Zeitpunkt des Schlupfes und die

Herzfrequenz untersucht.

Ziel der Arbeit

Ein Augenmerk dieser Dissertation soll auf den Charakteristika der verwendeten

Nanopartikel liegen, von deren Stabilität die Toxizität wesentlich abhängt. Zum

Einen wird der Einfluss von Luft auf die Freisetzung von Ag+ aus npAg in der

Stammsuspension überprüft. Zum Anderen wird unter möglichst versuchsnahen

Bedingungen die Auflösung und Aggregation von npAg im Expositionsmedium

charakterisiert.

Des Weiteren wird untersucht, in welchem Ausmaß npAg im Vergleich zu Ag+

von der Süßwassermuschel Dreissena polymorpha und Embryonen der Süßwasser-

schnecke Marisa cornuarietis aufgenommen wird. In D. polymorpha sollen durch

die Betrachtung der organspezifischen Akkumulationskinetik Hinweise auf Ein-

trittswege in die Muschel gewonnen und Organbereiche identifiziert werden,

die bei toxischer Belastung besonders gefährdet sein könnten. Die Untersuchung

der subzellulären Silberverteilung in D. polymorpha soll weitere Erkenntnisse zu

Aufnahmewegen und Detoxifizierungsprozessen liefern.

Mit der Bestimmung morphometrischer und molekularer Biomarker wird gleich-

zeitig eine quantitative und qualitative Abschätzung des durch die npAg-Aufnahme

hervorgerufenenen Stresses vorgenommen. An der Schnecke Marisa cornuarietis

wird untersucht, in wieweit npAg imstande ist, während der Embryonalphase

Schädigungen hervorzurufen.
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II

Methoden

Verwendete Chemikalien, Materialien, Geräte und elektronische Programme sind

im Anhang (s. VI ab S. 122) in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet. Die Unter-

suchungen der vorliegenden Arbeit gliedern sich in Experimente zum Verhalten

des nanopartikulären Silbers (npAg) nach Luftkontakt und im Expositionsme-

dium (II.2, S. 16) und in Silber-Expositionsversuche mit den Testorganismen

Dreissena polymorpha (II.3, S. 18) und Marisa cornuarietis (II.4, S. 31). In diesen

beiden Mollusken wurde jeweils die Aufnahme von npAg mit der Aufnahme

von gelöstem Silber (Ag+) verglichen. Darüber hinaus wurden in den Tieren die

durch die Silber-Exposition hervorgerufenen Biomarker-Antworten analysiert.

Eine Übersicht der durchgeführten Untersuchungen gibt Abb. II.1.1 auf S. 13.
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sflöj sflkj sölsflöj adölfkj slfkj sflöj sflkj sölkj sflkjs lfj sölfkj sfölkj sflkjs fölksj fölksj

fölksj fölskjf löskjf sölkdfj lsökfj slkdf lskdjf lskf slökf lskdf löskf löskdf lskd

flsökdf löskf lsökdf lskf lsökdfj sladölfkj slfkj sflöj sflkj sölfj sölfkj sfölkj sflkjs

fölksj fölksj fölksj fölskjf löskjf sölkdfj lsökfj slkdf lskdjf lskf slökf lskdf löskf

löskdf lskd flsökdf löskf lsökdf lskf lsökdfj slakdf
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Abbildung II.1.1: Übersicht der Untersuchungen dieser Arbeit.
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1 Silber-Analytik

Voraussetzung für die Untersuchung der Silberanreicherung war eine vali-

de Silber-Analytik. Die Probenaufbereitung erfolgte durch Mikrowellenauf-

schluss, die Silber-Detektion mittels Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie

(AAS).

1.1 Mikrowellenaufschluss

Die Gewebe-Einwaagen betrugen max. 50 mg (Frisch- oder Trockenmasse) bzw.

1 mL Flüssigkeit. Der Gewebeaufschluss erfolgte nach Zugabe von 1,3 mL 65 %-

iger HNO3-Lösung und 2,5 mL 30 %-iger H2O2-Lösung gemäß Zimmermann et al.

(2001) in einer Mikrowelle. Verwendet wurden Teflon®-Gefäße. Die Mikrowelle

wurde nach dem in Tab. II.1.1 beschriebenen Programm druckgesteuert. Die

Aufschlüsse wurden anschließend mit Reinstwasser auf 5 mL aufgefüllt und im

Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle II.1.1: Mikrowellenaufschluss-Programm.

Stufe 1 2 3 4 5

Druck (Bar) 2,48 4,96 5,99 6,95 0,96
Anstiegszeit (min) 10 10 15 25 30
Haltezeit (min) 5 5 7 20 0
Maximale Leistung (W) 300 300 300 300 300

1.2 Detektion

Standardreihen einer Konzentrationsspanne von 5 -35µg Ag/L wurden mit

wässriger AgNO3 in 1 %-iger HNO3-Lösung angesetzt, sowohl für die Ana-

lyse von Gewebeaufschlüssen als auch von Wasserproben. Ein Vergleich mit
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II Methoden 1 Silber-Analytik

matrix-angepassten Kalibrierreihen zeigte keine Unterschiede in der Steigung

der Kalibriergeraden.

Die Proben wurden entweder direkt analysiert oder, bei erwarteten Konzentra-

tionen außerhalb des Kalibrierbereichs, zunächst ggf. mit 1 %-iger HNO3-Lösung

verdünnt. Die Dreifach-Silber-Detektion (3 ∗ 20µL) erfolgte bei einer Wellen-

länge von 328,1 nm mit einem Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometer mit

Zeeman-Untergrundkorrektur. Das Spektrometer wurde nach dem in Tab. II.1.2

beschriebenem Pogramm betrieben.

Tabelle II.1.2: Atomabsorptionsspektrometer-Programm.

Stufe Trocknung Pyrolyse Atomisierung Reinigung

Temperatur (°C) 110 130 600 1700 2400
Anstiegszeit (s) 1 5 10 0 1
Haltezeit (s) 20 30 20 4 2
Argon-Gasstrom
(mL/min)

250 250 250 0 250

1.3 Validierung

Die Richtigkeit der AAS-Messungen wurde an Aufschlüssen von ca. 50 mg Refe-

renzmaterial (1566b oyster tissue) überprüft, welche mit einer Analysenwaage

eingewogen wurden. Der zertifizierte Silbergehalt betrug 0,666 ± 0,009 mg/kg

TM. Nachgewiesen wurde eine Ag-Konzentration von 0,66 ± 0,1 mg/kg TM

(n = 52).

Die Blindproben wurden durch Mikrowellenaufschlüsse ohne Zugabe von Pro-

benmaterial gewonnen. Die Nachweisgrenze , d. h. die dreifache SD des arithme-

tischen Mittelwerts dieser Blindwerte, lag bei 0,005µg/L, die Bestimmungsgren-

ze (neunfache SD) bei 0,016µg/L (n = 161).
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2 Untersuchungen zur Stabilität der

Silber-Nanopartikel

2.1 Einfluss von Luft

Das Auflösungsverhalten der npAg-Stammsuspension wurde an zwei frischen

npAg-Stammsuspensionen und drei gealterten npAg-Stammsuspensionen be-

trachtet. Die „alten“ Suspensionen waren 6 Tage, 3,5 Monate bzw. 8 Monate

zuvor synthetisiert worden und seitdem durch mehrfache, jeweils ca. einminüti-

ge Öffnung des Gefäßes mit Luft in Kontakt gekommen. Die Häufigkeit und die

Gesamtdauer des Luftkontakts war jedoch von keiner der „alten“ Stammsuspen-

sionen bekannt. Mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS, durchgeführt von der

AG Prof. Dr. Epple, Universität Duisburg-Essen) wurde die Größenverteilung

des npAg untersucht.

Da bei der DLS zwar Informationen zur Größe des partikulär vorliegenden

Silbers gewonnen werden können, keine Hinweise jedoch darauf, ob ein Teil

des Silbers gelöst vorliegt, wurde durch Mikrofiltration (0,2µm) die gelöste

von der partikulären Fraktion getrennt. Die „neuen“ und zwei der gealterten

Stammsuspensionen wurden dazu in einem Glaskolben mit rekonstituiertem

Wasser, einer auf deionisiertem Wasser basierenden Salzlösung, wie es in den

Expositionsversuchen (II.3, S. 18 und II.4, S. 31) verwendet wurde, auf eine

Nominalkonzentration von 100µg Ag/L verdünnt. Ein Teil dieser Verdünnung

wurde filtriert, der andere Teil blieb unfiltriert, sodass sich der Anteil des gelösten

Silbers an der Gesamt-Silbermenge berechnen ließ. Die Stabilisierung der Probe

durch Ansäuerung (S. 20) erfolgte erst nach der Filtration. Anschließend erfolgte

die Silberbestimmung mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS, II.1, S. 14).

Da das Ausmaß des Lufteintrags in die in beschriebener Weise gealterten npAg-

Stammsuspensionen nicht genau bekannt war und sie unterschiedlichen Herstel-
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II Methoden 2 Untersuchungen zur Stabilität der Silber-Nanopartikel

lungschargen entstammten, wurde die Untersuchung mit npAg-Stammsuspension-

Aliquoten eines einzigen Synthetisierungsvorganges wiederholt. Dreißig Aliquot-

Gefäße wurden für ca. 1 min geöffnet, wieder verschlossen und anschließend

für bis zu 78 Tage bei 7 °C im Kühlschrank gelagert. Währenddessen sollte dem

npAg die Möglichkeit gegeben werden, zeitabhängig durch den bei der Öffnung

eingetragenen Sauerstoff Ag+ freizusetzen (Lee et al. 2012, McShan et al. 2014).

In Abständen von wenigen Tagen wurde wie oben beschrieben je ein Aliquot

in Reinstwasser verdünnt und filtriert. Jedes Aliquot wurde nur ein einziges

Mal beprobt, sodass auf diese Weise an 30 verschiedenen Zeitpunkten Proben

gewonnen werden konnten, deren Silbergehalt per AAS bestimmt wurde (II.1,

S. 14).

2.2 Verhalten im Expositionsmedium

Das Verhalten von npAg im Expositionsmedium wurde unter möglichst ähn-

lichen Bedingungen, wie sie im D. polymorpha-Expositionsversuch (II.3, S.18)

zu erwarten waren, untersucht. Um einen möglichst ähnlichen Gehalt organi-

scher Substanzen zu simulieren, wurden in zwei Versuchsaquarien zunächst

je 265 Muscheln mit einer Schalenlänge von 18–28 mm für drei Wochen in 20 L

rekonstituiertem Wasser ohne Futterzugabe gehältert. Einen Tag vor Experiment-

beginn wurden die Muscheln entfernt und das verbleibende Wasservolumen

mit rekonstituiertem Wasser auf 20 L aufgefüllt. Sodann erfolgte der Versuchs-

start durch die Zugabe von npAg bzw. im anderen Aquarium mit Ag+ in Form

wässriger AgNO3-Lösung. Beide Silberspezies wurden mit einer nominellen

Konzentration von jeweils 100µg Ag/L eingesetzt. Die abiotischen Parameter

des Versuchsmediums sind im Anhang einzusehen (Tab. VI.5.1, S. 134).

Über zwei Wochen hinweg wurden zu 15 Zeitpunkten unfiltrierte, 8µm-, 1,2µm-,

0,45µm- und 0,2µm-filtrierte Wasserproben gewonnen, wodurch eine Zuord-

nung des beprobten Silbers zu den Größenklassen > 8µm / 8–1,2µm / 1,2–

0,45µm / 0,45–0,2µm und < 0,2µm ermöglicht wurde. Die Silberkonzentratio-

nen der Wasserproben wurden nachfolgend mittels AAS bestimmt (II.1, S. 14).
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3 Expositionsversuche mit

Dreissena polymorpha

3.1 Testorganismus

Die Zebramuschel Dreissena polymorpha (Pallas 1771, Eulamellibranchiata: Dreis-

senidae), auch Dreikant- oder Wandermuschel genannt, erreicht eine Schalenlän-

ge von ca. 3 cm (Schaefer & Brohmer 2002). Sie besitzt die für Süßwassermuscheln

außergewöhnliche Fähigkeit, sich auch im adulten Stadium mit Hilfe von Byssus-

fäden am Substrat anheften zu können. Ein weiteres besonderes Merkmal ist das

pelagische Veligerlarvenstadium (Götting 1974).

Ihr ursprüngliches Verbreitungsgebiet befindet sich im Bereich des Schwarzen

und Kaspischen Meeres. Als Neozoon, neugebaute Kanäle und die aufkommen-

de Dampfschifffahrt nutzend, wanderte sie ab dem 17. Jahrhundert nach Mittel-

und Osteuropa ein (Kinzelbach 1992, van Martens 1865, Thienemann 1950, S.

658–662). Um 1985 wurde sie vermutlich dank des Larvenstadiums via Ballast-

wasser aus Europa in die Großen Seen Nordamerikas verschleppt (Herbert &

Muncaster 1989). Dort ruft sie bis heute enorme ökologische und wirtschaftliche

Schäden hervor (Cox 1999, LePlage 1993). Kurz nach der Einschleppung nach

Amerika ist D. polymorpha dadurch ganz besonders ins Blickfeld der Ökologen

gerückt.

Ihre weite Verbreitung, die leichte Identifizierbarkeit, die sessile Lebensweise

der Adulten, das populationsstarke Vorkommen und ihre filtrierende Ernäh-

rungsweise machen D. polymorpha für ökotoxikologische Studien interessant.

Weitere Vorteile sind, auch Laborversuche betreffend, dass sie keine aufwändigen

Hälterungstechniken benötigt und durch ihre Größe viel Material für Analysen

liefert. Außerdem zählt sie nicht zu den geschützten Arten, deren Beprobung nur
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II Methoden 3 Expositionsversuche mit Dreissena polymorpha

eingeschränkt möglich wäre (Elder & Collins 1991, Yeager-Armstead & Yeager

2007).

Zum in-situ-Bioumweltmonitoring wird D. polymorpha seit den 1990ern zur

Überwachung der Gewässerqualität eingesetzt (Borcherding 1992b, Umwelt-

probenbank des Bundes 2013). Auf kommerzieller Ebene ist das Testsystem

MOSSELMONITOR® zu nennen, mit welchem durch Aufzeichnung der Scha-

lenbewegungen von D. polymorpha Gewässerkontaminierungen nachverfolgt

werden können (Sluyts et al. 1996, de Zwart et al. 1995). Bei Metall-Expositions-

konzentrationen im Labor, die deutlich oberhalb des umweltrelevanten Konzen-

trationsbereichs liegen, zeigt D. polymorpha ein zur Außenkonzentration propor-

tionales Anreicherungsverhalten, was sie für Akkumulationsuntersuchungen

qualifiziert (Gundacker 1999, Roditi & Fisher 1999). Außerdem erweist sich D. po-

lymorpha im Vergleich mit anderen Muschelspezies als sehr robust gegenüber

Silber-Exposition und überlebt eine Expositionskonzentration im Wasser von

400µg Ag/L mehrere Wochen lang, während auf histologisch-biochemischer

Ebene durchaus Effekte nachzuweisen sind (Berthet et al. 1992). All diese Eigen-

schaften machen D. polymorpha zu einem geeigneten Versuchsorganismus, nicht

nur im Freiland, sondern auch im Labor.

3.2 Exposition der Muscheln

3.2.1 Herkunft der Versuchstiere

Individuen von D. polymorpha wurden im September und Oktober in der Stever

zwischen dem Hullerner und dem Halterner Stausee gesammelt (51,745° n. B.,

7,247° ö. L.). In vorangegangenen Arbeiten der Abteilung Aquatische Ökolo-

gie an der Universität Duisburg-Essen wurde gezeigt, dass die Silberkonzen-

trationen im Gewebe der dort lebenden Muscheln unter der Nachweisgrenze

liegen. Hätte eine Vorbelastung der Muscheln mit Silber stattgefunden, hätte

bei späteren Expositionsversuchen die Akkumulationsfähigkeit möglicherweise

vermindert gewesen sein können (Tania & Wang 2004). Die Wassertemperatur

betrug zur Zeit der Entnahme aus dem Freiland 12–15 °C, der pH-Wert 7, die

Leitfähigkeit etwa 350µS/cm. Die Tiere wurden in mit Flusswasser gefüllten

Tanks innerhalb von 2 h ins Labor überführt. Ab dann wurden die Muscheln
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II Methoden 3 Expositionsversuche mit Dreissena polymorpha

für vier Monate in 50 L großen Plastikbottichen gehältert, wobei rekonstituiertes

Wasser (vgl. S. 126) eingesetzt und regelmäßig erneuert wurde. Die Wassertem-

peratur betrug 15 °C, das Lichtregime 12 : 12 h. Belüftung wurde durch Druckluft

gewährleistet, die mittels Sprudelsteinen ins Wasser gepumpt wurde.

3.2.2 Durchführung des Expositionsversuchs

Neben dem Kontrollansatz (nur rekonstituiertes Wasser) wurden Versuchsansät-

ze mit Ag+ (in Form wässriger AgNO3-Lösung), npAg und Polyvinylpyrrolidon

(PVP) hergestellt, jeweils mit einer nominellen Konzentration von 100µg/L

(Tab. II.3.1, S. 21). PVP ist ein organisches Polymer, welches als Hüllsubstanz der

verwendeten npAg diente. Es verhindert die Agglomeration und Verschmelzung

der Silber-Nanopartikel (Wang et al. 2005).

Parallel zur regelmäßigen Überprüfung von Temperatur, pH-Wert und Leitfä-

higkeit (Tab. II.3.1, S. 21) wurden mit einer 60 mL-Plastikspritze Wasserproben

entnommen. Die Beprobungszeitpunkte sind Tab. VI.5.2 (S. 134) zu entnehmen.

Der Spritzeninhalt wurde zu gleichen Teilen unfiltriert belassen bzw. 8µm- und

0,45µm-filtriert. Die je 5–10 mL umfassenden Wasserproben wurden durch Vor-

lage von 10µL 65 %-iger HNO3-Lösung in den Probengefäßen stabilisiert. Bis zu

Silberbestimmung per AAS (II.1, S. 14) wurden die Proben im Dunkeln und bei

Raumtemperatur gelagert.

Die Muscheln wurden mit einem Schwamm vorsichtig gesäubert und von Auf-

wuchs befreit und für 9–12 Tage in rekonstituiertem Wasser in den Versuchs-

aquarien akklimatisiert. Das Wasser wurde einen Tag vor Experimentbeginn

vollständig erneuert. Jedes Versuchsaquarium à 15 L rekonstituiertem Wasser

war mit 400–450 Muscheln bestückt, zur Verringerung der Verdunstungsverluste

mit einer Plastikscheibe abgedeckt und mit einem an Druckluft angeschlossenen

Sprudelstein versehen. Stichprobenartige Messungen des Sauerstoffgehalts er-

gaben in allen Versuchsansätzen eine O2-Sättigung von > 93 % (> 9 mg/L). Die

stetige Durchmischung des Wassers sollte zudem ein rasches Sedimentieren

der Expositionssubstanzen verhindern und nach Versuchsstart ihre rasche und

gleichmäßige Verteilung im Medium ermöglichen. Die Versuchstemperatur be-

trug 15 °C. In allen Becken betrug die Schalenlänge der Muscheln 18–28 mm, was

einem Alter von 2–3 Jahren entspricht (Morton 1969b). Innerhalb dieser Spanne

war die Größenverteilung gleichmäßig und zufällig (Tab. II.3.1, S. 21).
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Während des gesamten Versuchs betrug die Mortalität in allen Ansätzen < 0,25 %.

Die Muscheln wurden weder vor noch während der Experimente gefüttert. Hier-

durch sollten Modifikationen der Expositionssubstanzen verhindert und die

Biomagnifikation (Akkumulation von Stoffen per Nahrungsaufnahme) ausge-

schlossen werden. Eine derart lange Zeitspanne ohne Nahrungszufuhr verträgt

D. polymorpha ohne erwähnenswerte Sterblichkeit (Zimmermann et al. 2005).

Darüber hinaus birgt eine unpräzise abgestimmte Futtermenge die Gefahr, dass

sich der Gesundheitszustand der Muscheln trotz Futterzugabe verschlechtert

(Kilgour & Baker 1994).

Zunächst wurde mit den vier genannten Versuchsansätzen eine Langzeit-Expo-

sition mit Beprobungszeitpunkten zwischen einem und 21 Tagen durchgeführt.

Die Ag-Konzentration im Gewebe von D. polymorpha zeigte sich allerdings ab

der ersten Beprobung unverändert. Um Einblick in die Aufnahmekinetik zu ge-

winnen, wurde das Experiment als Kurzzeitversuch, mit Beprobungsintervallen

zwischen 3 h und einem Tag, wiederholt (Tab. II.3.1, S. 21).

Je Probenahmezeitpunkt wurden aus jedem Versuchsaquarium 60 Individuen

entnommen und kurz mit deionisiertem Wasser abgespült. 40 Individuen dieser

Probe wurden für die Untersuchung der Aufnahmekinetik vor dem Einfrieren

bei -80°C zunächst für 24 h in mittels eines Sprudelsteins belüftetem, frischem

rekonstituiertem Wasser belassen, um die Entleerung des Darms herbeizuführen.

Die übrigen 20 Muscheln wurden für die Zellfraktionierung und die Biomarker-

untersuchungen direkt bei -80°C eingefroren.

3.2.3 Sektion und Probenvorbereitung

Die für die Aufnahmekinetik bestimmten Muschelproben wurden bei 7 °C über

Nacht aufgetaut. Die für die Zellfraktionierung und die Biomarkeranalysen be-

stimmten Proben wurden hingegen je nach Muschelgröße für 45 min bis 1,5 h

bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschließend wurde in beiden Gruppen auf

Eis gearbeitet. Von außen an den Muscheln haftendes Wasser wurde mit ei-

nem Papiertuch entfernt. Mit einer Schieblehre wurden bis auf 0,5 mm genau

Schalenlänge, -breite und -höhe vermessen. Anschließend wurde mit einer Ana-

lysenwaage die Gesamtmasse erfasst. Mit einem Skalpell wurden die Muscheln

geöffnet und das Weichgewebe von der Schale getrennt. Das Weichgewebe wur-
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de kurz auf saugfähigem Papier abgetupft und die leere Schale wurde nochmals

abgetrocknet, bevor von beidem die Masse erfasst wurde.

In vorliegender Studie gelang es mittels Pinzette, Schere und Skalpell, das Weich-

gewebe in die Organbereiche Mantel/Muskulatur, die Kiemen und die Gonade

samt Verdauungstrakt aufzuteilen (Abb. II.3.1). Die Geschlechtsbestimmung

anhand von Gonadenfärbung und -struktur war nur in Einzelfällen zweifelsfrei

möglich. Die Byssusdrüse samt anhängender Byssusfäden wurde nach dem

Einwiegen verworfen.

Länge

gesamtes

Weichgewebe

Schale

Mantel/

Muskulatur

Kiemen

Gonade/

Verdauungstrakt

H
ö

h
e

Byssusdrüse +

-fäden

Abbildung II.3.1: Sektion und morphometrische Messungen an
Dreissena polymorpha.

Die für die Aufnahmekinetik-Untersuchung bestimmten Proben stellten eine

Sammelprobe der jeweiligen Organbereiche aus 40 Muscheln dar. Sie wurden

bei -80 °C eingefroren, anschließend für > 48 h gefriergetrocknet und mit einem

Mikropistill zerkleinert. Dieses Homogenat wurde im Dunkeln bei Raumtem-

peratur gelagert. Für den Mikrowellenaufschluss und die nachfolgende Silber-

bestimmung per AAS (II.1) wurden mit einer Analysenwaage drei Aliquote à

50± 10 mg abgewogen.
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Auf Grundlage der Gewebe-Silberkonzentration und der Silberkonzentration im

Expositionsmedium wurde der Biokonzentrationsfaktor (BCF) nach Elder & Col-

lins (1991) berechnet. Mit dem BCF lässt sich das Anreicherungspotential eines

Stoffes in einem Organismus abschätzen. Ein Verteilungsgleichgewicht zwischen

Innen- und Außenkonzentration vorausgesetzt, werden Innen- (= Muschel) und

Außen- (= Expositionsmedium) Konzentration folgendermaßen zueinander in

Beziehung gesetzt:

Biokonzentrationsfaktor (BCF) =
Innenkonzentration
Außenkonzentration

(II.3.1)

Für die Zellfraktionierung wurden fünf bis acht Individuen seziert. Die jeweili-

gen Organbereiche wurden in drei Sammelproben zusammengeführt. Außerdem

wurde eine Probe des gesamten Weichgewebes gewonnen, die aus einer Sam-

melprobe der gesamten Weichgewebe von zwei bis drei Individuen bestand.

Die Proben wurden durch mindestens fünf einsekündige Ultraschallimpulse à

70 W homogenisiert, in drei jeweils ca. 100 mg Gewebe umfassende Aliquote

aufgeteilt und direkt weiterverarbeitet (II.3.2.4, S. 25).

Für die Biomarkeranalyse wurde aus neun Muscheln je Organbereich eine se-

parate Probe gewonnen, d. h. je Versuchsansatz und Beprobungszeitpunkt 27

Einzelproben. Maximal 150 mg Frischgewebe eines Organbereichs wurden mit

fünf einsekündigen Ultraschallstößen à 70 W homogenisiert. Nach Zugabe von

200µL Phosphatpuffer, welcher 5 Volumen-% Proteasehemmer enthielt, wurde

das Gewebe mit weiteren fünf Ultraschallimpulsen suspendiert. Die Proben

wurden anschließend bei 14000 g bei 4 °C für 10 min zentrifugiert. Der Über-

stand wurde abgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung (II.3.2.5, S. 27) bei

-20 °C gelagert.
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3.2.4 Zellfraktionierung

Die Zellfraktionierung nach Wallace et al. (2003) ermöglicht durch mehrfache Er-

hitzung und Zentrifugation die Aufspaltung von Gewebeproben in fünf Zellkom-

partimente: Membranen + „Rest“, Kern/Lysosomen/Mitochondrien, hitzelabile

Proteine, Metallothioneine und metallreiche Granula (Abb. II.3.2).

Die homogenisierten D. polymorpha-Gewebeproben-Aliquote wurden dem in

Abb. II.3.3 (S. 26) dargestellten Schema gemäß verarbeitet. Sofern nicht anders

gekennzeichnet, erfolgten die Arbeitsschritte bei 4 °C. Im Anschluss wurden

die Proben bei -80°C gelagert und vor dem Mikrowellenaufschluss bzw. der

Silberbestimmung (II.1) für bis zu 1 h bei Raumtemperatur aufgetaut.

Die als Pellet vorliegenden D. polymorpha-Proben (jeweils max. 50 mg FM: metall-

reiche Granula, Kern/Lysosomen/Mitochondrien, Proteine) wurden mit einem

Teil der im Mikrowellenaufschluss verwendeten HNO3-Lösung resuspendiert

und in die Mikrowellen-Aufschlussgefäße überführt. Jener Zentrifugationsüber-

stand, der die Membranen + „Rest“-Fraktion enthielt, wurde zunächst mit Reinst-

wasser auf 2 mL aufgefüllt, um die Probenvolumina zu vereinheitlichen. Sodann

wurden hiervon 1 mL abgenommen und ebenfalls in der Mikrowelle aufgeschlos-

sen. Der in dieser Suspension enthaltene organische Anteil belief sich ebenfalls

auf max. 50 mg FM. Der die Metallothion-Fraktion enthaltende Zentrifugations-

überstand wurde erst mit Reinstwasser auf 2 mL aufgefüllt und dann nicht in

der Mikrowelle aufgeschlossen, sondern direkt per AAS analysiert.

Abbildung II.3.2: Schematischer Zellaufbau mit Betonung der
durch die Zellfraktionierung nach Wallace et al. (2003)
unterschiedenen Kompartimente. Nach Alberts et al. (1999).

25



II Methoden 3 Expositionsversuche mit Dreissena polymorpha

P
el

le
t

Ü
b

er
st

a
n

d

M
et

al
lo

th
io

n
ei

n
e

P
el

le
t

Ü
b

er
st

a
n

d

P
el

le
t

M
em

b
ra

n
en

 +
 

„R
es

t“
P

ro
te

in
e

P
el

le
th
o

m
o

g
en

is
ie

rt
es

 

G
ew

eb
e

Ü
b

er
st

a
n

d

m
et

a
ll

re
ic

h
e 

G
ra

n
u

la

Ü
b

er
st

an
d

K
er

n
,

L
y

so
so

m
en

,

M
it

o
ch

o
n

d
ri

en


m

it
 R

ei
n

st
w

as
se

r 
au

f 
  

2 
m

L
 a

u
ff

ü
ll

en


A

A
S


M

ik
ro

w
el

le
n

-

a
u

fs
ch

lu
ss


A

A
S


m

it
 R

ei
n

st
w

as
se

r 

au
f 

2 
m

L
 a

u
ff

ü
ll

en


1 

m
L

 f
ü

r 
M

ik
ro

-

w
el

le
n

au
fs

ch
lu

ss


A

A
S


M

ik
ro

w
el

le
n

-

au
fs

ch
lu

ss


A

A
S


1 

m
L

 H
E

P
E

S
 


14

50
 g

 (
1
5 

m
in

) 

 1
00

00
0
 g

 (
1 

h
) 


8
0°

 C
 (

10
 m

in
) 


5
00

00
 g

 (
20

 m
in

) 


R

es
u

sp
en

si
o

n
 i

n
 5

00
 µ

L
 

H
E

P
E

S
, 
10

0°
 C

 (
2 

m
in

)


30

0
 µ

L
 1

 M
 N

aO
H

, 6
5°

 C
 (

1
 h

)


20

° 
C

, 5
00

0
 g

 (
10

 m
in

)


20

° 
C

, 2
 x

 [
30

0 
µ

L
 1

 M
 N

a
O

H
, 

50
00

 g
 (

1
0 

m
in

)]


M
ik

ro
w

el
le

n
-

au
fs

ch
lu

ss


A

A
S

A
bb

il
du

ng
II

.3
.3

:Z
el

lf
ra

kt
io

ni
er

un
g

na
ch

W
al

la
ce

et
al

.(
20

03
).

So
fe

rn
ni

ch
ta

nd
er

s
ge

ke
nn

ze
ic

hn
et

,e
rf

ol
gt

en
di

e
A

rb
ei

ts
sc

hr
it

te
be

i4
°C

.

26



II Methoden 3 Expositionsversuche mit Dreissena polymorpha

3.2.5 Analyse verschiedener Biomarker

3.2.5.1 Fitness-Index

Zur Ermittlung der Fitness-Indizes wurden die morphometrischen Daten sämtli-

cher Muscheln eines Beprobungszeitpunktes herangezogen, unabhängig davon,

ob sie für die Akkumulations- oder Biomarkeruntersuchungen bestimmt waren.

Der Fitness-Index (condition index nach Schäfer 2012) berechnete sich folgender-

maßen:

Fitness-Index (FI) = Weichkörpermasse / Schalenmasse (II.3.2)

3.2.5.2 Proteingehalt-Bestimmung

Als Bezugsgröße der Enzymaktivitäten und der Hitzeschockprotein-Konzentration

diente der Proteingehalt der Proben, der nach dem Protokoll des Pierce® BCA

Protein Assay Kit photometrisch bestimmt wurde. Hierfür wurde eine 96er-

Mikrotiterplatte benutzt.

3.2.5.3 Hitzeschockprotein-Konzentration

Hitzeschockeproteine (HSP) assistieren bei der Faltung und Reparatur von Prote-

inen. Wenn äußere Einflüsse zu vermehrten Schäden an Proteinen führen, können

HSP in der Zelle in höheren Konzentrationen auftreten als zuvor (Sanders 1993).

In dieser Arbeit wurden HSP der Masse 70 kDa (HSP 70) per Gelelektrophorese

isoliert, durch Western Blot auf eine Membran transferiert und immunologisch

semi-quantitativ nachgewiesen.

Vom bei der Probenvorbereitung gewonnenen Überstand wurden 20µL 1 : 1

mit Laemmli-Puffer verdünnt und für 5 min bei 95 °C erhitzt. In die Taschen

des Elektrophorese-Gels wurde eine 10µg Protein entsprechende Probenmenge

pipettiert (max. 16µL). Als Vergleichsstandard für sämtliche Proben dienten

4µL einer Aal-Leberprobe. Die mit Elektrodenpuffer befüllte Gelelektrophorese-

kammer wurde 20 min bei 180 V betrieben. Anschließend wurden die Gele zu-

rechtgeschnitten, einige Sekunden in Transferpuffer geschwenkt und für 1,5–2 h
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bei ca. 10 V in der Western-Blot-Kammer auf eine Nitrocellulosemembran geblot-

tet, welche zuvor einige Minuten erst in Reinstwasser, dann in Transferpuffer

eingeweicht wurde. Die Membranen wurden dann für mindestens 2 h in Ab-

sättigungslösung eingelegt und nach einer fünfminütigen Spülung in TBS über

Nacht in Primärantikörper-Suspension inkubiert. Nach einer weiteren fünfminü-

tigen Spülung in TBS erfolgte für 1,5–2 h die Inkubation in Sekundärantikörper-

Suspension. Die Membranen wurden in TBS gespült und in die Färbelösung

überführt. Der Färbevorgang wurde nach etwa 10 min in Reinstwasser been-

det. Nach der Trocknung wurden die HSP 70-Banden eingescannt (Bitmap mit

Auflösung 600 dpi), in Corel® PHOTO-PAINT™X6 in ein 8-Bit-Graustufenbild

konvertiert und mit dem Programm ImageJ unter Verwendung der Gelanalyse-

Funktionen ausgewertet (Abb. II.3.4).

Abbildung II.3.4: Auswertung der Hitzeschockprotein-Banden.
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3.2.5.4 Glutathion-S-Transferasen-Aktivität

Oxidativer Stress stellt durch Peroxidation von Lipiden, Schädigung der DNA

und Protein-Inhibition für die Zelle eine erhebliche Gefahr dar. Er kann in der Zel-

le einerseits durch reaktive Sauerstoff-Spezies wie z. B. Wasserstoffperoxid (H2O2)

hervorgerufen werden, die während normaler Stoffwechselprozesse freigesetzt

werden (Winston & Di Giulio 1991). Andererseits können auch elektrophile Xeno-

biotika und deren toxische Abbauprodukte zu oxidativem Stress führen (Hayes &

McLellan 1999). In Muscheln führt Exposition mit npAg zu oxidativem Stress. In

den Muscheln werden daraufhin verschiedene anti-oxidativ wirkende Enzyme

aktiviert (Buffet et al. 2013, 2014, Gagné et al. 2013, McCarthy et al. 2013, Navarro

et al. 2011). Zu diesen Enzymen gehört die Gruppe der Glutathiontransferasen

(GST, Enzyme Commission number 2.5.1.18). Sie katalysieren die Reaktion, in

der das nukleophile Molekül Glutathion (GS H) oxidativ wirksame Moleküle

(R X) mittels Thioetherbildung in unschädliche Glutathion-S-Konjugate (GS R)

überführt (Armstrong 1997, Sies 1989):

GS H + R X GST GS R + H X (II.3.3)

Mit der durch GST vermittelten Konjugation des Substrats CDNB mit GS H

geht eine Erhöhung der Absorption von Licht bei einer Wellenlänge von 340 nm

einher. Diese Absorptionszunahme hängt proportional mit der GST-Aktivität

der Probe zusammen. Die Veränderung der Absorption über die Zeit wurde

photometrisch bestimmt.

Vom vorbereiteten Zentrifugations-Überstand wurden 4µL in UV-durchlässiger

96er-Mikrotiterplatte mit 196µL der GST-Reaktionslösung versetzt. Alle Proben

wurden in Triplikaten photometrisch bei 340 nm analysiert. Diese Messungen

wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Zur Auswertung der GST-Aktivität

wurde folgende Formel herangezogen:

U
mg Protein

=
∆A340

εmM ∗ V ∗ cProbe
(II.3.4)

∆A340 = Änderung der Extinktion pro Minute bei 340 nm

εmM = CDNB-Extinktionskoeffizient = 4,989024

V = Volumen der Probe, 4µL

cProbe = Proteinkonzentration der Probe
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3.2.5.5 Katalase-Aktivität

Neben der GST-Aktivität kann auch die Aktivität des Enzyms Katalase in D. po-

lymorpha oxidativen Stress anzeigen (Burmester et al. 2012, Navarro et al. 2011,

Parolini & Binelli 2014). Katalase ist imstande, durch die Reaktion

2 H2O2
Katalase 2 H2O + O2 (II.3.5)

Wasserstoffperoxid (H2O2) zu detoxifizieren (Hermel & Ravelmann 1966). In

dieser Arbeit wurde der enzymatische Umsatz des Substrats H2O2 photometrisch

über die Zeit nachverfolgt.

Zur Kalibrierung wurde mit Phosphatpuffer eine H2O2-Verdünnungsreihe mit

Konzentrationen von 0–30 mM hergestellt und die Kalibriergerade bestimmt.

Vom bei der Probenvorbereitung gewonnenen Zentrifugationsüberstand wurden

4µL mit 216µL Phosphatpuffer verdünnt. Unmittelbar vor der Dreifachbestim-

mung, die in UV-durchlässigen Mikrotiterplatten bei 25 °C stattfand, wurden

jeweils 90µL Substrat, d. h. 100 mM H2O2 hinzugegeben. Es folgten nun in 15-

sekündigem Abstand zehn photometrische Messungen der Extinktion bei 240 nm.

Die Steigung der Extinktion der Proben wurde aus den Extinktionswerten, die

nach einer halben Minute (E240 (0,5)) und viereinhalb Minuten (E240 (4,5)) gemessen

wurden, gebildet. Die Extinktionsänderung (∆E240) pro Minute berechnete sich

in folgender Weise:

∆E240 =
E240(4,5) − E240(0,5)

4, 5 min − 0,5 min
(II.3.6)

Die Katalase-Aktivität (U/mg) Protein wurde mit folgender Formel ermittelt:

U
mg Protein

=
∆E240 ∗ 1000

a ∗ V ∗ cProbe
(II.3.7)

∆E240 = Änderung der Extinktion pro Minute bei 240 nm

Faktor 1000 = Umrechnung von µg Protein in mg Protein

a = Steigung der Kalibriergeraden Extinktion
mM H2O2

= E/mM, auf alle 10 Extinktionsmess-

werte bezogen

V = Volumen der Probe, 4µL

cProbe = Proteinkonzentration der Probe (vgl. S. 27)
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4 Expositionsversuche mit

Marisa cornuarietis

4.1 Testorganismus

Die bis zu 5 cm große, ovipare Süßwasserschnecke Marisa cornuarietis (Linné 1758,

Prosobranchia, Familie Ampullariidae) tritt, wie auch die Muschel D. polymorpha,

als Neozoon auf. Sie wurde in den 1980er Jahren aus ihrem ursprünglichen

Verbreitungsgebiet, der Karibik und Südamerika, zur Eindämmung der para-

sitären Erkrankung Schistosomiasis nach Afrika eingeführt (Brown 1994). Ihr

Vorkommen ist mittlerweile in Europa nachgewiesen (Arias & Torraba-Burrial

2014).

Abbildung II.4.1: 14 Tage
alter, normal entwickelter
Marisa cornuarietis-Embryo
im Ei. Größe des Embryos
ca. 1,3 mm.

Die Eignung der noch im Ei befindlichen Embryo-

nen als ökotoxikologisches Testsystem ist seit dem

Jahr 2000 bekannt (Oehlmann et al. 2000, Schulte-

Oehlmann et al. 2000). Zu ihren besonderen Vortei-

len zählt die unkomplizierte Hälterung der adulten

Schnecken im Labor und die ganzjährige Laichaktivi-

tät. Außerdem werden die Eier wenige Tage nach

der Befruchtung transparent (Schirling et al. 2006,

Abb. II.4.1), was eine Untersuchung der Embryonen

erlaubt, ohne in den Versuch eingreifen zu müssen.

Aufgrund der Größe der Embryonen, welche zum

Schlupfzeitpunkt ca. 1,3 mm beträgt (Demian & You-

sif 1973), ist die Beobachtung mit einfachen optischen

Methoden möglich. Der Marisa Embryo Toxicity Test (MariETT), dessen Proto-

koll in dieser Arbeit in leicht variierter Form eingesetzt wurde, ist von Schirling
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et al. (2006) entwickelt und seitdem mehrfach erfolgreich zur Toxizitätsabschät-

zung von Metallen angewendet worden (Osterauer et al. 2009, 2011, Sawasdee &

Köhler 2009, 2010).

4.2 Marisa Embryo Toxicity Test

4.2.1 Hälterung der Versuchstiere

Adulte M. cornuarietis, bezogen aus der Stammkultur der AG Prof. Dr. Heinz-R.

Köhler, Universität Tübingen, wurden in 40–250 L großen Glasaquarien bei einer

Wassertemperatur von ca. 24 °C gehältert. Es wurde rekonstituiertes Wasser

verwendet, welches mindestens einmal pro Woche zu etwa 30 % erneuert wur-

de. Gefüttert wurde mit TetraMin®- Flockenfutter und biologisch angebauten,

geschälten Karotten, Gurken, Zucchini und Kohlrabi.

4.2.2 Durchführung

4.2.2.1 Expositionsmedium

Als Nullkontrolle diente rekonstituiertes Wasser, eine auf deionisiertem Wasser

basierende Salzlösung. Daneben wurden als Kontrollen zu den npAg-Ansätzen

analog konzentrierte Ansätze des Hüll-Polymers PVP verwendet. Diese Ansätze

wurden aus einer Stammsuspension der Konzentration von ca. 0,1 g PVP/L

hergestellt. Als Kontrollen für Ag+ dienten NO –
3 -Ansätze (Konzentration der

Stammlösung: ca. 0,1 g NaNO3/L), weil Ag+ in Form von AgNO3 eingesetzt

wurde (Konzentration der Stammlösung: 50µg Ag/L). Toxischer Einfluss von

Na+-Ionen wurde als vernachlässigbar eingeschätzt, da die zugefügte Natrium-

menge < 3 Gewichts-% der Na+-Konzentration des Hälterungswassers ausmach-

te. Zudem wurden gealtertes („altes“) und frisch synthetisiertes („neues“) npAg

verwendet (Konzentrationen der Stammsuspensionen: ca. 0,5 mg/L). Die im

MariETT eingesetzten nominellen Expositionskonzentrationen sind in Tab. II.4.1

(S. 33) aufgeführt.

Das Expositionsmedium wurde täglich komplett erneuert. Der Wasserwechsel

erfolgte mit Hilfe von Plastiksieben, durch welche das Expositionsmedium samt
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Tabelle II.4.1: Versuchsansätze des MariETT.

Kon-
trolle

PVP NO –
3 Ag+ npAg

„alt“∗ „neu“∗

N
om

in
al

-
ko

nz
en

tr
at

io
n

(µ
g/

L)

0 x
10 x x x x x
30 x
50 x x x x
100 x
200 x x x

∗ Vgl. II.2.1 (S. 16) und III.1 (S. 40)

der darin enthaltenen Eier gegossen wurde. Zum erneuten Ansetzen der Ex-

positionen wurden zunächst wenige mL des rekonstituierten Wassers in die

Petrischale gegossen, wo hinein die Expositionssubstanz pipettiert wurde. An-

schließend wurden die Eier aus dem Sieb zurück in die Petrischale gegeben,

welche dann zur vollständigen Durchmischung des Inhalts zügig mit rekonstitu-

iertem Wasser auf 60 mL aufgefüllt wurde.

Zur Gewährleistung konstanter Versuchsbedingungen wurde der Versuch in

einer Klimakammer durchgeführt. Die Versuchstemperatur betrug 25± 1 °C,

gleichzeitig war ein Hell-Dunkel-Zyklus von 12 : 12 h gegeben. Direkt vor dem

Austausch des Expositionsmediums wurden Temperatur, pH-Wert und Leitfä-

higkeit gemessen (Tab. VI.5.4, S. 136), wobei zunächst teils Sammelproben aus

bis zu drei Einzelreplikaten hergestellt wurden. Diese Messungen fanden je nach

Exposition insgesamt ein- bis zweimal statt. Ebenfalls stets kurz vor dem Was-

serwechsel wurden dem Expositionsmedium in unregelmäßigen Abständen wie

unter II.3.2.2 (S. 20) beschrieben unfiltrierte und 0,2µm-filtrierte Wasserproben

entnommen.

4.2.3 Toxikologische Endpunkte

Für die Experimente wurden ausschließlich Eier, die innerhalb der vorangegan-

genen 24 h abgelegt worden waren, verwendet. Je nach Laichaktivität konnten

zwischen einem und sieben Gelegen auf einmal entnommen werden. Die in

einer Gallertmasse eingeschlossenen Eier wurden mit einer Pinzette aus den

Aquarien entfernt, mit einer Schere vereinzelt, unter dem Stereomikroskop auf
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Unversehrtheit und normalen Aufbau überprüft und gleichmäßig auf Petrischa-

len verteilt. Jede Petrischale wurde mit 17–22 Eiern bestückt. Wie im Protokoll

des MariETT (Schirling et al. 2006) vorgesehen, untersuchte auch diese Arbeit die

Herzfrequenz am 9. Expositionstag und die Masse der geschlüpften Schnecken.

Tentakel- und Augenbildung wurden in vorliegender Arbeit nicht berücksichtigt.

Ab dem fünften Expositionstag erfolgte die Sichtkontrolle auf nicht entwickelte

oder abgestorbene Individuen, die sodann entfernt wurden. Kriterien für den

Tod der Embryonen waren: ausdauernd kugelige Verformung des Embryos (im

frühen Stadium), ausfransende Körperkonturen, fehlende Bewegung, kein Herz-

schlag und fehlende Anhaftung an die Eihülle. Als tot galten ebenso Embryonen,

die nicht bis zum 21. Versuchsstag schlüpften. Das ursprüngliche Protokoll von

Schirling et al. (2006) sieht eine Betrachtung der Mortalität und des Schlupferfolgs

nur bis Expositionstag 14 vor. Da in Vorversuchen festgestellt wurde, dass unter

den hier vorliegenden Versuchsbedingungen selbst in den Kontroll-Ansätzen ein

bedeutender Anteil der Embryonen erst nach diesem Zeitpunkt schlüpfte, wurde

der Beobachtungszeitraum in dieser Arbeit auf 21 Tage ausgedehnt. Vorversuche

mit Beobachtungszeiten bis zu einem Monat zeigten, das Embryonen, die bis

zum 21. Tag nicht geschlüpft, aber trotzdem noch lebendig waren, auch später

nicht mehr schlüpften und im Ei abstarben. Die hier angegebene Mortalität und

Entwicklungsdauer bezieht sich also auf 21 Expositionstage. Diese Untersuchun-

gen wurden unter dem Stereomikroskop in der Klimakammer durchgeführt.

Eier, die Mehrlinge enthielten, wurden entfernt und nicht in die Auswertung

aufgenommen.

4.2.3.1 Silber-Akkumulation

Zur Analyse der Silberakkumulation im Gewebe der M. cornuarietis-Embryonen

wurden frisch geschlüpfte Schnecken innerhalb von 24 h nach dem Schlupf mit

einer Federstahlpinzette entnommen und kurz mit Reinstwasser abgespült. Al-

le geschlüpften Schnecken eines Replikats wurden auch bei unterschiedlichen

Schlupfzeitpunkten in einer Probe zusammengefasst, welche bei -20 °C einge-

froren wurde. Nach > 48 h Gefriertrocknung wurde die Probe (max. 20 mg) mit

Hilfe der zum Mikrowellenaufschluss verwendeten HNO3-Lösung vollständig

in das Mikrowellengefäß gespült.

34



II Methoden 4 Expositionsversuche mit Marisa cornuarietis

4.2.3.2 Mortalität

Da die Sterblichkeit nicht-exponierter Embryonen stark schwankte (48 % ±
37 % SD, n = 60), wurde die Veränderung der Mortalität in Bezug zur jeweiligen

Kontrolle berechnet (= Netto-Mortalität, NM):

NM (%) = MortalitätExposition - MortalitätKontrolle (II.4.1)

Es wurden nur Replikate verwendet, die lückenlos bis zum 21. Expositionstag

beobachtet wurden.

4.2.3.3 Entwicklungsdauer

Die Entwicklungsdauer (ED) bezeichnet die Anzahl Tage, die bis zum Zeitpunkt

des Schlupfes verstrichen. Sie wurde auf die ED der jeweiligen Kontrolle bezogen

und dann als Netto-Entwicklungsdauer (NED) bezeichnet:

NED (d) = EDExposition (d) - EDKontrolle (d) (II.4.2)

Um die Netto-Entwicklungsdauer berechnen zu können, musste die Mortalität

des Kontrollansatzes < 100 % betragen, da sonst keine Entwicklungsdauer für

die Kontrolle bestimmt werden konnte. Des Weiteren wurden nur Replikate

verwendet, die lückenlos bis zum 21. Tag beobachtet wurden.

4.2.3.4 Körpermasse

Frisch geschlüpfte Embryonen wurden spätestens nach einem Tag mit einer

Federstahlpinzette aus der Petrischale entfernt, kurz mit Reinstwasser abgespült

und bei -20°C eingefroren. Auch bei unterschiedlichen Entwicklungsgeschwin-

digkeiten der Schnecken wurde aus allen geschlüpften Individuen eines Repli-

kats eine Sammelprobe angefertigt. Diese Proben wurden gefriergetrocknet und

anschließend mit einer Analysenwaage gewogen.
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II Methoden 4 Expositionsversuche mit Marisa cornuarietis

4.2.3.5 Herzfrequenz

Die Messung der Herzfrequenz (HF) wurde am 9. Versuchstag durchgeführt.

Hierzu wurde mit Hilfe eines Stereomikroskops bei jeder Schnecke eines Repli-

kats während 20 s die Anzahl der Pulsschläge gezählt. Die Werte aller Schnecken

eines Replikats wurden dann gemittelt. Die Herzfrequenz wurde als Netto-

Herzfrequenz (NHF) auf die in der dazugehörigen Kontrolle ermittelte Herzfre-

quenz bezogen:

NHF (Schläge/20 s) = HFExposition - HFKontrolle (II.4.3)
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5 Statistische Auswertung

Für alle Datensätze wurde keine Normalverteilung der Messwerte vorausge-

setzt. Somit wurden zur statistischen Analyse ausschließlich nicht-parametrische

Tests verwendet. Das Signifikanz-Niveau lag bei p = 0,05 und wurde bei mehr-

fachen Tests durch Bonferroni-Korrektur angepasst. Datensätze mit mehr als

zwei Stichproben wurden zunächst mittels ANOVA getestet. Für abhängige

Messwerte wurde Friedman’s ANOVA verwendet, für unabhängige Stichproben

der Kruskal-Wallis-Test. Wurden hierbei signifikante Unterschiede festgestellt,

wurden paarweise Tests durchgeführt: Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test oder

Dunn’s Post-hoc-Test für abhängige, der Mann-Whitney-U-Test oder wiederum

der Dunn’s Post-hoc-Test für unabhängige Stichproben.

Prozentual angegebene Daten (Silberverteilung innerhalb der Zellkompartimen-

te von D. polymorpha, Mortalität in M. cornuarietis) wurden, um eine vergleichbare

Skalierung zu erreichen, vor der Analyse Quadratwurzel- und Arcus-Sinus-

transformiert.

Silberkonzentration in den Zellkompartimenten von Dreissena

polymorpha

Unterschiede in der Silberkonzentration derselben Zellfraktion desselben Ver-

suchsansatzes und -tages verschiedener Organbereiche (z. B. Lysosomen-Fraktion

in Mantel/Muskulatur, Kiemen und Gonade/Verdauungstrakt im npAg-Ver-

suchsansatz an Expositionstag 1) wurden mit Friedman’s ANOVA und nachfol-

gendem Dunn’s Post-hoc-Test überprüft .

Innerhalb jedes Organbereichs desselben Versuchsansatzes und -tags wurden Un-

terschiede in der Silberkonzentration der Zellkompartimente ebenfalls mit Fried-

man’s ANOVA und Dunn’s Post-hoc-Test überprüft (z. B. Lysosomen-Fraktion

im Vergleich mit der Membranen + „Rest“- und Metallothionein-Fraktion).
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II Methoden 5 Statistische Auswertung

Unterschiede zwischen zwei verschiedenen Expositionstagen wurden jeweils

mit Mann-Whitney-U-Tests überprüft. Für die genannten Analysen wurde das

Programm GraphPad Prism verwendet.

Die Ergebnisse des gesamten Weichgewebes wurden nicht mit denjenigen der an-

deren drei Organbereiche verglichen, da die Organbereiche Mantel/Muskulatur,

Kiemen und Gonade/Verdauungstrakt untereinander abhängig waren, aber

von den Proben des gesamten Weichgewebes unabhängig. Weil die Silberkon-

zentration im Protein- und metallreichen Granula-Zellkompartiment in einigen

Replikaten unterhalb der Nachweisgrenze lag, wurden die Daten dieser Zell-

kompartimente nicht in die Analyse einbezogen.

Biomarkerantworten in Dreissena polymorpha

Unterschiede der Enzymaktivität (bzw. der HSP 70-Konzentration) der Organbe-

reiche eines jeden Versuchsansatzes (z. B. Enzymaktivität in Mantel/Muskulatur,

Kiemen und Gonade/Verdauungstrakt der Kontrolle an Tag 0) wurden mit

Friedman’s ANOVA und nachfolgendem Wilcoxon-Test überprüft (Programm

STATISTICA).

Unterschiede zwischen den gleichen Organbereichen verschiedener Versuchs-

ansätze (z. B. Enzymaktivität in den Kiemen des Kontroll-, PVP-, Ag+- und

npAg-Ansatzes an Tag 7) wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und nachfolgen-

den Mann-Whitney-U-Tests überprüft. Unterschiede zwischen Versuchstag 1

und 7 wurden mit Mann-Whitney-U-Tests überprüft (z. B. Mantel/Muskulatur

des npAg-Ansatzes an Tag 1 und 7). Diese Analysen wurden mit dem Programm

STATISTICA durchgeführt.

Silberkonzentration in den Wasserproben des MariETT

Die Silberkonzentration der unfiltrierten Wasserproben eines jeweiligen Ver-

suchsansatzes wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests mit der

Konzentration der entsprechenden 0,2µm-filtrierten Proben verglichen. Hierfür

wurde das Programm GraphPad Prism verwendet.
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Silberaufnahme in Marisa cornuarietis

Unterschiede zwischen den Gewebe-Silberkonzentrationen der Expositionsan-

sätze wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und anschließendem Dunn’s Post-

hoc-Test überprüft (GraphPad Prism).

Toxikologische Endpunkte des MariETT

Die Unterschiede zwischen den Körpermassen wurden mit dem Kruskal-Wallis-

Test überprüft (Programm STATISTICA).

Für die statistische Untersuchung der Ergebnisse zur Netto-Mortalität, Netto-

Entwicklungsdauer und Netto-Herzfrequenz wurde das Programm GraphPad

Prism verwendet und ebenfalls der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt, mit nachge-

schaltetem Dunn’s Post-hoc-Test. Hierbei wurden die Effekte der Silber-Ansätze

mit denjenigen der dazugehörigen PVP- bzw. NO –
3 -Kontrolle miteinander ver-

glichen. Die Nullkontrolle diente als Bezugsgröße für die Berechnung der Netto-

Endpunkte und kam daher für einen statistischen Vergleich nicht in Betracht.
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III

Ergebnisse

1 Stabilität des nanopartikulären

Silbers

1.1 Einfluss von Luft

Es wurde überprüft, in wieweit sich in bis zu mehrere Monate alten npAg-

Stammsuspensionen, die zwischenzeitlich mit Luft in Kontakt waren, der Anteil

gelösten Silbers und die Größe des verbliebenen npAg verändert.

Die Filtration der 6 Tage bzw. 3,5 Monate gealterten npAg-Stammsuspensionen

durch eine 0,2µm-Membran deckte ein im Vergleich zu frisch synthetisiertem

npAg charakteristisches Auflösungsmuster auf. In beiden „alten“ Suspensionen,

die zuvor mindestens einmal geöffnet worden waren, lag trotz des in unbekann-

tem Umfang stattgefundenen Einflusses von Luft und unabhängig vom Alter

der Suspensionen mehr als die Hälfte des Silbers in gelöster Form, d. h. in der

Filtrationsfraktion < 0,2µm vor (Abb. III.1.1b und c, S. 41).
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III Ergebnisse 1 Stabilität des nanopartikulären Silbers

(a) „neu“. n = 2. (b) 6 Tage gealtert. n = 1. (c) 3,5 Monate gealtert.
n = 1.

Abbildung III.1.1: Anteil gelösten Silbers (< 0,2µm) in gealterten
und frischen Chargen nanopartikulären Silbers.

Dynamische-Lichtstreuungs-Messungen (DLS) veranschaulichten zudem, dass

auch die Größenverteilung in „altem“ npAg in ähnlicher Weise verändert war.

Charakteristisch für bis zu 8 Monate „altes“ npAg war die Aufspaltung in zwei

Größenklassen: Der Hauptteil der vermessenen Partikel war entweder noch

immer so groß wie (Abb. III.1.2d, S. 42, 100 nm hydrodynamischer Durchmes-

ser) oder kleiner als (Abb. III.1.2b und c, 85 nm) frisch synthetisiertes npAg

(Abb. III.1.2a, 102 nm), was sich in einer Linksverschiebung der DLS-Kurve wi-

derspiegelte. Ein geringer Anteil gealterten npAg lag außerdem in einer Größe

zwischen 10 und 20 nm vor, zu erkennen am zweiten, niedrigeren Kurvenmaxi-

mum der DLS-Diagramme in Abb. III.1.2b–d (S. 42).
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III Ergebnisse 1 Stabilität des nanopartikulären Silbers

(a) „neu“.

(b) 6 Tage gealtert.

(c) 3,5 Monate gealtert.

(d) 8 Monate gealtert.

Abbildung III.1.2: Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuungs-
Analyse gealterter npAg-Stammsuspensionen. Die Gefäße wurden
innerhalb der angegebenen Zeitspanne mehrere Male geöffnet.
Quelle der Grafiken: AG Prof. Dr. Epple, Universität
Duisburg-Essen.
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III Ergebnisse 1 Stabilität des nanopartikulären Silbers

Mit einem Zeitreihenversuch wurde in npAg-Stammsuspensionen nach einma-

ligem Luftkontakt über mehrere Wochen hinweg der Anteil gelösten Silbers

analysiert.

Während dieser Versuchsreihe änderte sich der Anteil gelösten Silbers in den

npAg-Aliquoten während der ersten sieben Wochen nicht (Abb. III.1.3). Der

Anteil der Fraktion < 0,2µm am Gesamt-Silber betrug währenddessen durch-

schnittlich 6 %. Zu späteren Beprobungszeitpunkten ergab sich hingegen ein

heterogenes Bild. In 6 von 18 untersuchten Stammsuspensionen, die mindestens

8 Wochen der einmalig ins Gefäß eingetragenen Luft ausgesetzt waren, hatte sich

der gelöste Anteil auf 14–25 % erhöht – in den übrigen 12 Proben hatte sich der

Anteil gelösten Silbers im Vergleich zu den Proben der ersten Versuchswochen

kaum verändert.

Abbildung III.1.3: Zeitabhängiger Anteil gelösten Silbers (< 0,2µm) in npAg-
Stammsuspensionen nach einmaligen Sauerstoffkontakt durch Öffnung des
Gefäßes. Die gezeigten Daten beruhen auf Verdünnungen mit Reinstwasser.
n = 1.
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III Ergebnisse 1 Stabilität des nanopartikulären Silbers

1.2 Verhalten im Expositionsmedium

In rekonstituiertem Wasser, welches auch für die Expositionsversuche mit den

Testorganismen eingesetzt wurde, wurde über zwei Wochen hinweg das Aus-

fällungs- und Aggregationsverhalten von npAg mit demjenigen von Ag+ vergli-

chen.

Fünf Minuten nach Versuchsbeginn betrug die Ag-Wiederfindungsrate im unfil-

trierten rekonstituierten Wasser sowohl für beide Silberspezies rund 50 % der

eingesetzten 100µg Ag/L (Abb. III.1.4a, S. 45). Im weiteren Versuchsverlauf

verringerte sich die Konzentration im Medium auf ca. 20µg Ag/L (14 d).

Die 8µm- und 1,2µm-filtrierten Proben (Abb. III.1.4b und c) unterschieden

sich nicht von den unfiltrierten Proben. Erst durch Mikrofiltration mit einer

Porengröße ≤ 0,45µm wurde ein Teil des im Wasser vorhandenen Silbers zu-

rückgehalten. Etwa 75 % des wiedergefundenen npAg lagen demnach in einer

Größe < 1,2µm, jedoch > 0,45µm vor, waren also agglomeriert. Die restlichen

25 % konnten sowohl die Membran mit 0,45µm Porengröße als auch diejenige

mit 0,2µm Porengröße passieren, waren also < 0,45µm und damit gelöst. Im

Ag+-Ansatz belief sich das Verhältnis von agglomeriertem zu gelöstem Silber auf

ca. 50 : 50.
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III Ergebnisse 1 Stabilität des nanopartikulären Silbers

(a) unfiltriert.

(b) Fraktion < 8µm. (c) Fraktion < 1,2µm.

(d) Fraktion < 0,45µm. (e) Fraktion < 0,2µm.

Abbildung III.1.4: Zeitabhängige Konzentrationsveränderung von npAg im Ag+ in
rekonstituiertem, Expositionsversuch-ähnlichem Wasser. Mittelwerte (± SD) aus drei
AAS-Detektionen einer Probe. Nominelle Silberkonzentration: 100µg/L.
Nachweisgrenze: 0,005µg Ag/L.
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2 Dreissena polymorpha

2.1 Expositionsmedium

Die Silberkonzentration des Expositionsmediums des D. polymorpha-Expositions-

versuchs wurde bis zum Ende des dreiwöchigen Experiments mehrmals be-

stimmt.

Bei der ersten Beprobung nach Expositionsbeginn (5 min) waren im Wasser der

Ag-Expositionen ca. 25 % der nominal eingesetzten 100µg Ag/L wiederzufinden

(Abb. III.2.1, S. 47). Im npAg-behandelten Wasser war zumeist etwas weniger

Silber nachzuweisen als im Ag+-Ansatz. Nachfolgend verringerte sich die Ag-

Konzentration allmählich, wobei man die verzerrte Abszisse berücksichtige.

Während dieser Phase (5 min nach Versuchsstart bis Tag 1) lag etwa die Hälfte des

wiedergefundenen Silbers in beiden Ansätzen agglomeriert vor, d. h. > 0,45µm.

Ab Versuchstag 2 lag die Ag-Konzentration im Wasser der npAg-Exposition

unter der Nachweisgrenze. Die Ag-Konzentration der Ag+-Behandlung war ab

Tag 4 auf < 2µg Ag/L abgesunken. In sämtlichen Wasserproben der Kontroll-

und PVP-Exposition lag die Ag-Konzentration unterhalb der Bestimmungsgren-

ze von 0,016µg Ag/L.
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

(a) unfiltriert.

(b) Fraktion < 8µm.

(c) Fraktion < 0,45µm.

Abbildung III.2.1: Ag-Konzentrationen im Expositionsmedium während dreiwöchiger
Exposition von D. polymorpha, Mittelwerte ± SD. Nominelle Expositionskonzentration:
100µg Ag/L. Nachweisgrenze: 0,005µg Ag/L.
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

2.2 Silberaufnahme in Dreissena polymorpha

2.2.1 Organspezifische Aufnahmekinetik

Durch die Sektion des Muschel-Weichkörpergewebes in drei Organbereiche

wurde die organspezifische Betrachtung der Silberaufnahme während der 21

Expositionstage ermöglicht.

Bereits zum ersten Beprobungszeitpunkt, nach 3 h, war Silber im Gewebe von

D. polymorpha nachzuweisen. Ab Tag 1 änderte sich die Ag-Konzentration im

Gewebe kaum mehr und blieb bis zum Versuchende an Tag 21 auf einem Ni-

veau von durchschnittlich 6µg Ag/g Trockenmasse (Abb. III.2.2, S. 49). Die

Anreicherung lässt sich in etwa als komplemetär zu der Konzentrationsabnah-

me des Expositionsmediums beschreiben. Zwischen den drei Organbereichen

Mantel/Muskulatur (III.2.2a), Kiemen (III.2.2b) und Gonade/Verdauungstrakt

(III.2.2c) gab es keine Unterschiede. Die Aufnahme beider Silberspezies erfolgte

bis zum Erreichen des Anreicherungs-Plateaus von Versuchsbeginn an etwa

gleich schnell und in ähnlichem Ausmaß.

Das zur Berechnung des Biokonzentrationsfaktors (BCF, nach Elder & Collins

1991) vorausgesetzte Verteilungsgleichgewicht zwischen Innen- und Außen-

konzentration hatte sich im D. polymorpha-Gewebe (Abb. III.2.2a–c, S. 49) und

im Expositionsmedium (Abb. III.2.1a, S. 47) spätestens ab dem 4. Versuchstag

eingestellt. Bei der Ermittlung des BCF wurde, da sich die ab Tag 4 erreichten

Ag-Konzentrationen zwischen den drei Organbereichen nicht wesentlich unter-

schieden, auf die organspezifische Berechnung verzichtet. Für den betreffenden

Zeitraum zwischen Tag 4 und Tag 21 konnte, weil die npAg-Konzentration unter-

halb der Nachweisgrenze von 0,005µg Ag/L lag, kein BCFnpAg berechnet werden.

Beim BCFAg+ wurde von einer mittleren Organ-unabhängigen Gewebekonzentra-

tion von 6µg Ag/g Trockenmasse ausgegangen. Ein Trockenmasse- (TM) : Frisch-

masse (FM)-Verhältnis von 1 : 10 (ca. 90 % Wassergehalt der FM, Tab. VI.5.5,

S. 136) und eine Konzentration im Expositionsmedium von 1,4µg Ag+/L wäh-

rend des Verteilungsgleichgewichts vorausgesetzt, ergab sich:

BCFAg+ =
600µg Ag/kg (in der Muschel-FM)

1,4µg Ag/L (im Wasser)
≈ 400 (III.2.1)
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

(a) Mantel/Muskulatur.

(b) Kiemen.

(c) Gonade/Verdauungstrakt.

Abbildung III.2.2: Organspezifische Ag-Akkumulation in D. polymorpha, Mittelwerte
± SD. Die Standardabweichungen beziehen sich auf die dreifache Ag-Bestimmung einer
Sammelprobe aus 40 Muscheln. Nominelle Expositionskonzentration: 100µg Ag/L.
Nachweisgrenze: 0,005µg Ag/L.
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

2.2.2 Subzelluläre Verteilung

Durch die Zellfraktionierung nach Wallace et al. (2003) konnte innerhalb der

drei Organbereiche von D. polymorpha die Silberkonzentration in fünf verschie-

denen Zellkompartimenten bestimmt werden. Diese Untersuchung wurde an

Muschelproben des 1. und 7. Expositionstags durchgeführt.

In der Ergebnisbeschreibung gelten folgende Einschränkungen, die auf statisti-

schen Gründen beruhen (vgl. II.5, S. 37):

Der Terminus „Kompartimente“ beschreibt nachfolgend nur die Zellfraktionen

Membranen + „Rest“, Metallothioneine und das Kompartiment, welches Kern,

Lysosomen und Mitochondrien umfasst, weil sich in den Kompartimenten der

Proteine und der metallreichen Granula die Silberkonzentration nahe und un-

terhalb der Bestimmungsgrenze von 0,016µg Ag/L bewegte. Wenn außerdem

von Vergleichen zwischen „Organbereichen“ die Rede ist, wird nur auf Man-

tel/Muskulatur, Kiemen und Gonade/Verdauungstrakt Bezug genommen, nicht

auf das gesamte Weichgewebe.

Am 1. Expositionstag waren zwei Auffälligkeiten zu beobachten: In allen Or-

ganbereichen und Zellkompartimenten beider Silber-Expositionsansätze wurde

eine Ag-Konzentration von 0,5µg Ag/g Frischmasse (FM) nicht überschritten

(Abb. III.2.3a, S. 52). Lediglich in der Kern/Lysosomen/Mitochondrien-Fraktion

des Organbereichs Gonade/Verdauungstrakt des npAg-Ansatzes war, im Ver-

hältnis zur Ag-Konzentration in der Kern/Lysosomen/Mitochondrien-Fraktion

der anderen beiden Organbereiche, mit fast 1µg Ag/g FM eine signifikant höhere

Ag-Konzentration festzustellen (Friedman’s ANOVA und Dunn’s Post-hoc-Test,

Symbol ∗ in Abb. III.2.3a). Im Ag+-Ansatz war in allen Organbereichen am 1.

Expositionstag in der Metallothionein-Fraktion der größte Anteil des aufgenom-

menen Silbers wiederzufinden (Abb. III.2.4a, S. 53).

Am 7. Expositionstag hatte sich die mittlere Ag-Konzentration aller Zellkompar-

timente im Schnitt um den Faktor 4 im Verhältnis zu Tag 1 erhöht (Abb. III.2.3b,

S. 52). Dieser Konzentrationsunterschied zu Tag 1 war allerdings nicht signi-

fikant (Mann-Whitney-U-Tests). Eine besonders hohe Ag-Konzentration von

1,2µg/g FM an Tag 7 war im Ag+-Ansatz in der Kern/Lysosomen/Mitochon-

drien-Fraktion des Organbereichs Gonade/Verdauungstrakt nachzuweisen. Eine

statistische Auswertung dieses Datenpunkts im Vergleich zu anderen Organbe-

reichen oder Zellkompartimenten war wegen des Stichprobenumfangs von n = 2
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

allerdings nicht möglich. Ag+-Exposition führte ansonsten zu einer stärkeren

Ag-Anreicherung in der Metallothionein-Fraktion, als es bei npAg-Exposition

der Fall war. Im npAg-Ansatz lag an Tag 7 der größte Anteil des aufgenommenen

Silbers über alle Organbereiche hinweg im Membranen + „Rest“-Kompartiment

vor (Abb. III.2.4d, S. 53). Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Fried-

man’s ANOVA bzw. Mann-Whitney-U-Tests).

In den Gesamtgewebe-Proben (Abb. III.2.4a–d, S. 53) zeigten sich zwischen den

Versuchstagen und -ansätzen keine Unterschiede der Silberverteilung (Mann-

Whitney-U-Tests).

Eine exemplarische Analyse von 76 Proben der Kontroll- und PVP-Gruppe zum

Beprobungszeitpunkt 6 h zeigte in allen fünf Zellkompartimenten, dass die Sil-

berkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze von 0,005µg Ag/L lag. Auch

war bei vorhergehenden Zellfraktionierungs-Experimenten, die in der Abteilung

für Aquatische Ökologie an der Universität Duisburg-Essen durchgeführt wur-

den, nach npAg-Exposition in der Kontrolle zu keinem Zeitpunkt der Exposition

Silber nachweisbar (Kiany 2010, S. 42). Die Kontroll- und die PVP-Exposition

wurden daher bei der Durchführung und Auswertung der Zellfraktionierung

nicht weiter berücksichtigt.
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

(a) 1. Expositionstag.
= Membranen + „Rest“ = Metallothioneine = metallreiche Granula

= Proteine = Kern, Lysosomen, Mitochondrien

(b) 7. Expositionstag.
= Membranen + „Rest“ = Metallothioneine = metallreiche Granula

= Proteine = Kern, Lysosomen, Mitochondrien

Abbildung III.2.3: Säulendarstellung der subzellulären Ag-Verteilung in D. polymorpha.
Nominelle Expositionskonzentration: 100µg Ag/L. Nachweisgrenze: 0,005µg Ag/L.
Gesamtes Weichgewebe: Sammelprobe aus 2–3 Muscheln. Andere Organbereiche: n≤ 3
Replikate einer Sammelprobe aus ≤ 8 Muscheln. ∗ = signifikanter Unterschied
(Friedman’s ANOVA + Dunn’s Post-hoc-Test).
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

(a) 1. Expositionstag: Ag+.

(b) 1. Expositionstag: npAg.
= Membranen + „Rest“ = Metallothioneine = metallreiche Granula

= Proteine = Kern, Lysosomen, Mitochondrien

(c) 7. Expositionstag: Ag+.

(d) 7. Expositionstag: npAg.
= Membranen + „Rest“ = Metallothioneine = metallreiche Granula

= Proteine = Kern, Lysosomen, Mitochondrien

Abbildung III.2.4: Kreis-Diagramm-Darstellung der subzellulären Ag-Verteilung in
D. polymorpha. (a) + (b): 1. Expositionstag, (c) + (d): 7. Expositionstag. Schraffierte
Segmente = Konzentration mindestens eines Replikats unterhalb der Bestimmungs-
grenze von 0,016µg Ag/L. Nominelle Expositionskonzentration: 100µg Ag/L.
Gesamtes Weichgewebe: Sammelprobe aus 2–3 Muscheln. Andere Organbereiche: n≤ 3
Replikate einer Sammelprobe aus ≤ 8 Muscheln.
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

2.2.3 Biomarkerantworten

2.2.3.1 Fitness-Index

Auf morphologischer Betrachtungsebene waren in D. polymorpha keine Verän-

derungen festzustellen. Der Fitness-Index stagnierte während des dreiwöchi-

gen Versuchszeitraums auf einem Niveau von durchschnittlich 0,6 (± 0,2 SD,

Abb. III.2.5), unabhängig davon, ob die Muscheln mit npAg oder Ag+ exponiert

waren oder den Kontrollgruppen angehörten.

Abbildung III.2.5: Fitness-Index (FI) von D. polymorpha während
dreiwöchiger Ag-Exposition. Nominelle Expositionskonzentration:
100µg Ag/L. Mittelwerte von jeweils ≥ 36 Muscheln ± SD.
FI = Weichkörpermasse / Schalenmasse nach Schäfer (2012).
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

2.2.3.2 Hitzeschockproteine

Vor Expositionsbeginn unterschieden sich die drei Organbereiche Mantel/Mus-

kulatur, Kiemen und Gonade/Verdauungstrakt nicht (Friedman’s ANOVA).

Daten für diesen Beprobungstag sind nur für die Kontrolle gezeigt (Abb. III.2.6).

Die siebentägige Expostion mit PVP, Ag+ und npAg (jeweils nominell 100µg/L)

hatte keinen Einfluss auf die HSP 70-Konzentration.

Abbildung III.2.6: HSP 70-Konzentration in D. polymorpha nach sieben Tagen
Ag-Exposition (100µg Ag/L nominelle Expositionskonzentration). n = 8–9. Box
mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.

= Mantel/Muskulatur, = Kiemen, = Gonade/Verdauungstrakt.

55



III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

2.2.3.3 Glutathion-S-Transferasen

Vor Expositionsbeginn war die GST-Aktivität aller vier Versuchsgruppen (Kon-

trolle, PVP, Ag+, npAg) ähnlich. Im Organbereich Gonade/Verdauungstrakt lag

die enzymatische Aktivität jeweils auf einem etwas höheren Niveau als in den

Bereichen Mantel/Muskulatur und den Kiemen (nicht signifikant, Friedman’s

ANOVA). Nach sieben Tagen blieb dieses Bild in allen Expositionsgruppen un-

verändert. Auch das absolute Aktivitätsniveau blieb identisch auf einem Niveau

< 30 U/mg Protein (Abb. III.2.7).

Abbildung III.2.7: GST-Aktivität in D. polymorpha nach sieben Tagen
Ag-Exposition (100µg Ag/L nominelle Expositionskonzentration). n = 8–9. Box
mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.

= Mantel/Muskulatur, = Kiemen, = Gonade/Verdauungstrakt.
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III Ergebnisse 2 Dreissena polymorpha

2.2.3.4 Katalase

Das Aktivitätsmuster der Katalase im D. polymorpha-Gewebe glich demjenigen

der GST. In Gonade/Verdauungstrakt war mit mit ca. 3 U/mg Protein gegenüber

den anderen Organbereichen eine höhere enzymatische Aktivität festzustellen

(Abb. III.2.8). Diese Tendenz war nicht signifikant (Friedman’s ANOVA). Eine sie-

bentägige Exposition mit PVP, Ag+ oder npAg beeinflusste die Katalase-Aktivität

nicht (Mann-Whitney-U-Test bzw. Kruskal-Wallis-Test).

Abbildung III.2.8: Katalase-Aktivität in D. polymorpha nach sieben Tagen
Ag-Exposition (100µg Ag/L nominelle Expositionskonzentration). n = 8–9. Box
mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.

= Mantel/Muskulatur, = Kiemen, = Gonade/Verdauungstrakt.
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3 Marisa cornuarietis

3.1 Expositionsmedium

Die Ag-Wiederfindungsrate im Expositionsmedium des MariETT betrug 25 %–

50 % des nominal eingesetzten Silbers, sowohl auf npAg als auch auf Ag+ bezo-

gen (Abb. III.3.1).

Abbildung III.3.1: Ag-Konzentrationen des MariETT-Expositionsmediums.
„< 0,2µm“ = 0,2µm-filtrierte Proben. ∗ = signifikante Unterschiede (Mann-
Whitney-U-Test). Zu den Bezeichnungen „alt“ und „neu“ vgl. II.2.1 (S. 16) und
III.1 (S. 40). Box mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

6–12 % des wiedergefundenen „neuen“ npAg (Expositionskonzentrationen 10

und 200µg/L) im Medium waren gelöst, d. h. der Fraktion < 0,2µm zuzuordnen.

Die Konzentrationsunterschiede zwischen der unfiltrierten und der jeweiligen

filtrierten Probe waren signifikant unterschiedlich (Mann-Whitney-U-Test).

3.2 Silberaufnahme in Marisa cornuarietis

Die in den Schnecken-Embryonen nachgewiesenen Silbermengen der Ag-Exposi-

tionen 10µg Ag+/L bzw. npAg „alt“/L und 200µg npAg „neu“/L bewegten sich

im Konzentrationsbereich von im Mittel 70µg Ag/g TM (10µg npAg „alt“/L)

über 160µgAg/g TM (200µg npAg „neu“/L) bis hin zu 220µg Ag/g TM (10µg

Ag+/L) und waren damit signifikant höher als die Ag-Konzentration der Kon-

trolle (Kruskal-Wallis-H-Test und Dunn’s Post-hoc-Test, Abb. III.3.2).

Abbildung III.3.2: Ag-Konzentration im Gewebe frisch geschlüpfter
M. cornuarietis-Embryonen nach Durchführung des MariETT. † = wegen zu
hoher Mortalität keine Datenerhebung möglich. Zu den Bezeichnungen „alt“
und „neu“ vgl. II.2.1 (S. 16) und III.1 (S. 40). Nachweisgrenze: 0,005µg Ag/L.
Box mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

Für die M. cornuarietis-Embryonen konnten die Biokonzentrationsfaktoren (BCF,

nach Elder & Collins 1991) für die Expositionsstufen 10µg Ag+/L, 10µg npAg

„alt“/L und 200µg npAg „neu“/L berechnet werden. Für diese Expositionen

waren die dafür notwendigen Ag-Konzentrationen im Schneckengewebe be-

stimmt worden (Abb. III.3.5, S. 65). Der BCF konnte nur überschlagsmäßig

abgeschätzt werden, weil die Bestimmung der Frischmasse (FM) wegen des an-

haftenden Wassers und der geringen Masse der geschlüpften Schnecken (Größe

ca. 1,3 mm, vgl. Demian & Yousif 1973) nicht möglich war. Daher wurde, wie

in Tab. VI.5.3 (S. 135) für D. polymorpha dargestellt, auch für M. cornuarietis ein

TM : FM-Verhältnis von 1 : 10 angenommen.

Dieses Verhältnis fließt als Faktor 10 in den Nenner untenstehender Formeln ein.

Statt mit den nominellen Expositionskonzentrationen wird mit den tatsächlichen

Expositionskonzentrationen gerechnet, denn nur diese sind für die potentielle

Akkumulation ausschlaggebend:

BCFnpAg „neu“ 200µg/L =
159663µg Ag/kg
51,8µg Ag/L · 10

≈ 308 (III.3.1)

BCFnpAg „alt“ 10µg/L =
67803µg Ag/kg
5,5µg Ag/L · 10

≈ 1200 (III.3.2)

BCFAg+10µg/L =
223881µg Ag/kg
6,1µg Ag/L · 10

≈ 3700 (III.3.3)
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

3.3 Embryotoxizität

3.3.1 Mortalität

Die Mortalität der Marisa cornuarietis-Embryonen betrug in den Kontrolle des Ma-

riETT 48± 37% (SD). Diese große Varianz war auch bei exponierten Embryonen

festzustellen (Tab. VI.5.6, S. 137). Um eine bessere Überschaubarkeit der Daten

zu erzielen, ist in Abb. III.3.3 statt der absoluten Mortalität die Netto-Mortalität

(NM) dargestellt.

Abbildung III.3.3: Netto-Mortalität von M. cornuarietis-Embryonen bis zum 21.
Versuchstag des MariETT. Zu den Bezeichnungen „alt“ und „neu“ vgl. II.2.1
(S. 16) und III.1 (S. 40). Box mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers =
10–90-Perzentil.
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

Die NM ist die um die jeweilige Kontroll-Mortalität bereinigte Mortalität eines

Versuchsansatzes. Bei Werten > 0 war die Sterblichkeit im Versuchsansatz größer

als in der dazugehörigen Kontrolle, bei Werten < 0 überlebten hingegen verhält-

nismäßig mehr Embryonen. Aus diesem Grund kann ein Versuchsansatz trotz

einer absoluten Mortalität von beispielsweise 100 % eine geringe NM aufweisen,

nämlich wenn in der dazugehörigen Kontrolle ebenfalls eine absolute Mortalität

von 100 % erreicht wurde.

Exposition mit „altem“ npAg führte ab einer Expositionskonzentration von

200µg npAg/L zu einer signifikanten Erhöhung der NM im Vergleich zur ent-

sprechenden PVP-Kontrolle. Die npAg „alt“-Exposition der Konzentrationsstu-

fe 30µg/L wurde bei der statistischen Auswertung (Kruskal-Wallis-Test und

Dunns’ Post-hoc-Test) mit der nächsthöher dosierten PVP-Kontrolle (50µg/L) in

Beziehung gesetzt. Die Exposition mit „neuem“ npAg führte selbst bei 200µg

npAg/L zu keiner NM-Veränderung. Ag+ führte hingegen bereits in der nied-

rigsten Konzentrationsstufe von 10µg/L zu signifikant höherer NM als in den

jeweiligen NO –
3 -Kontrollen. Auch hier wurde die 30µg Ag+/L-Exposition man-

gels entsprechend konzentrierter NO –
3 -Kontrolle mit der 50µg NO –

3 /L-Kontrolle

verglichen.
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

3.3.2 Entwicklungsdauer

Die mittlere Entwicklungsdauer nicht-exponierter M. cornuarietis-Embryonen

betrug 14,4 Tage (± 2,3 SD, übrige Absolutwerte s. Tab. VI.5.7, S. 138). Exposition

mit npAg und Ag+ führte im Vergleich zur Kontrolle zu rascherer Entwicklung

(Abb. III.3.4), d. h. negativen Netto-Entwicklungszeiten.

Abbildung III.3.4: Netto-Entwicklungsdauer von M. cornuarietis-Embryonen
bis zum Schlupf. † = wegen zu hoher Mortalität keine Datenerhebung möglich.
Zu den Bezeichnungen „alt“ und „neu“ vgl. II.2.1 (S. 16) und III.1 (S. 40). Box
mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

Dieser Trend war allerdings nicht signifikant von der dazugehörigen NO –
3 bzw.

PVP-Kontrolle verschieden (Kruskal-Wallis-H-Test ). Bei einer Exposition mit

200µg/L „altem“ npAg und bei Exposition mit > 10µg Ag+/L betrug die abso-

lute Mortalität 100 %, sodass für diese Gruppen keine Daten zur Entwicklungs-

dauer gewonnen werden konnten (Symbol †).
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

3.3.3 Körpermasse

Nicht-exponierte M. cornuarietis-Embryonen wogen direkt nach dem Schlupf aus

dem Ei durchschnittlich 0,6± 0,2 mg/Individuum (s. Abb. III.3.5). Wie auch die

PVP- und NO –
3 -Kontrolle hatte die Exposition mit niedrig konzentriertem „al-

tem“ npAg (10µg/L) keinen Einfluss auf die Körpermasse. Auch mit 200µg/L

„neuem“ npAg exponierte Embryonen wiesen zum Zeitpunkt des Schlupfes

keine veränderte Körpermasse auf (Kruskal-Wallis-H-Test). Das Gewicht der mit

200µg/L „alten“ npAg exponierten Schnecken konnte nicht ermittelt werden,

weil keines der Tiere seine Entwicklung bis zum Schlupf abschließen konnte

(Symbol †). Dasselbe traf auf die mit 30Ag+ µg/L exponierten Schnecken zu.

10µgAg+/L bewirkten eine geringfügige, wenn auch nicht signifikante Redukti-

on der Körpermasse.

Abbildung III.3.5: Trockenmassen (TM) frisch geschlüpfter M. cornuarietis-
Embryonen. † = wegen zu hoher Mortalität keine Datenerhebung möglich. Zu
den Bezeichnungen „alt“ und „neu“ vgl. II.2.1 (S. 16) und III.1 (S. 40). Box mit
Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

3.3.4 Herzfrequenz

Die mittlere Herzfrequenz (Schläge/20 s) in der Kontrolle betrug 20,7/20 s (± 4,3 SD,

übrige Absolutwerte s. Tab. VI.5.8, S. 139). Silber-Exposition führte zu einer Ver-

ringerung der Netto-Herzfrequenz (Abb. III.3.6).

Im Extremfall waren die Schnecken zum Zeitpunkt der Herzfrequenzmessung

entweder schon gestorben (Symbol †, ab einer Konzentration von 30µg Ag+/L),

zeigten keinen Pulsschlag mehr, (was mit „0“ gewertet wurde) oder eine stark

verlangsamte Herzaktivität mit unregelmäßigen, vereinzelten Schlägen.

Abbildung III.3.6: Relative Herzfrequenz 9 Tage alter M. cornuarietis-
Embryonen. Zu den Bezeichnungen „alt“ und „neu“ vgl. II.2.1 (S. 16) und III.1
(S. 40). Box mit Median = 25–75-Perzentil, Whiskers = 10–90-Perzentil.

Ag+-Exposition führte bei 10µg/L zu einer niedrigeren, jedoch nicht signifi-

kant verringerten Netto-Herzfrequenz in Relation zur dazugehörigen NO –
3 -

Kontrolle (Kruskal-Wallis-H-Test und Dunnan’s Post-hoc-Test). Die npAg „alt“-

Expositionen hatten, bezogen auf die jeweiligen PVP-Kontrollen, bis zu einer
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III Ergebnisse 3 Marisa cornuarietis

Konzentration von 100µg/L keine signifikante Auswirkung auf den Pulsschlag.

Bei Exposition mit 200µg „altem“ npAg/L konnte anfänglich ein einziges Re-

plikat ausgewertet werden, in acht nachfolgenden Replikaten ließ die hohe

Mortalität der Schnecken keine weitere Auswertung zu. Der npAg „neu“-Ansatz

der Konzentrationsstufe 10µg/L hatte keinen Einfluss auf die Herzfrequenz. Bei

Exposition mit 200µg npAg „neu“/L war der Herzschlag hingegen signifikant

verlangsamt.
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IV

Diskussion

1 Stabilität der Silber-Nanopartikel

Die Bedingungen im Medium, die während der Expositionsversuche mit Dreisse-

na polymorpha und Marisa cornuarietis geherrscht haben, können zur Veränderung

des als Expositionssubstanz verwendeten nanopartikulären Silbers (npAg) ge-

führt haben. Diese Veränderungen, die sich wiederum auf die Aufnahme und

Toxizität des npAg auswirken, umfassen im Wesentlichen die Auflösung, Grö-

ßenänderung und Aggregation der Partikel (Dobias & Bernier-Latmani 2013,

Harmon et al. 2014, Kittler et al. 2010).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Luftkontakt in der npAg-Stammsuspension

innerhalb weniger Tage zur Lösung von > 50 % in Ag+ und zu einer Verklei-

nerung der Partikel führt. Zudem wurde festgestellt, dass in rekonstituiertem

Wasser, mit dem die Expositionsversuche durchgeführt wurden, der Großteil des

hinzugefügten npAg wie auch des Ag+ in Agglomeraten von 0,45–1,2µm vorlag.

Die Versuchsbediungungen, die während der Exposition mit Dreissena polymor-

pha und Marisa cornuarietis geherrscht haben, könnten zurersuchsbediungungen,

die während der Exposition mit Dreissena polymorpha und Marisa cornuarietis

geherrscht haben, ßenänderung und Aggregation der Partikel In dieser Arbeit

wurde gezeigt, dass Luftkontakt innerhalb weniger Tage zur Auflösung von

> 50 % und zu einer Verkleinerung des n Veränderung des eingesetzten npAg

geführt haben. Diese Veränderungen, die sich wiederum auf die Aufnahme und

Toxizität des npAg auswirken die Auflösung, Größenänderung und Aggasdfas-

dfsadf as sd s r - 0,45µm vor.
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1.1 Einfluss von Luft

Der Vergleich des zeitabhängigen Auflösungsverhaltens von npAg durch Luft-

einfluss mit Ergebnissen anderer Studien stellt sich wegen abweichender Ver-

suchsparameter wie der Partikelgröße und -funktionalisierung, der Temperatur

und Beschaffenheit des Mediums als nahezu unmöglich dar (Loza et al. 2014).

Um eine bestmögliche Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wird im Folgenden

besonders auf die Publikationen von Kittler et al. (2010) und Loza et al. (2014)

Bezug genommen, weil jene Autoren ihre Versuche mit npAg durchgeführt

haben, welches mit denselben Methoden und Geräten synthetisiert wurde, wie

sie auf das hier eingesetzte npAg zutreffen.

Der Kontakt zu Luft führt auch bei mehrmonatiger Exposition nicht zu einer voll-

ständigen Auflösung von PVP-stabilisiertem npAg (Kittler et al. 2010, Loza et al.

2014), was die vorliegenden Ergebnisse ebenfalls dokumentieren. In den hier un-

tersuchten npAg-Stammsuspensionen schien der Alterungsprozess bereits nach

6 Tagen abgeschlossen zu sein. Das Testsystem von Kittler et al. (2010) kommt

durch die Versuchstemperatur von 5 °C, die npAg-Konzentration von 0,22 mg/L,

die Immersion in Reinstwasser und durch den gegebenen Luftkontakt dem hier

präsentierten npAg-Stammsuspensions-Auflösungsversuch sehr nahe (7 °C, ca.

0,5 mg/L, Reinstwasser, unregelmäßiger Luftkontakt). Kittler et al. (2010) geben

die Auflösungs-Halbwertszeit von npAg allerdings mit 17 Tagen an – außerdem

lösten sich nur maximal 9 %, im Vergleich zu bis zu 55 % in vorliegender Arbeit.

Fast identische Halbwertszeiten (5,8 Tage) und Auflösungsraten (48 %) wurden

bei Kittler et al. (2010) jedoch bei einer Temperatur von 25 statt 5 °C erzielt, bei

ansonsten unveränderten Versuchsbedingungen.

Eine Übereinstimmung zu den Ergebnissen von Kittler et al. (2010) ist hingegen

in der Größenverteilung des gealterten npAg zu finden. Auch Kittler et al. (2010)

stellten an 35 Tage gealtertem npAg fest, dass sich die Größenverteilungskurve

im Diagramm der dynamischen Lichtstreuung (DLS) nach links verschoben hatte.

Dies bedeutet, dass während des Alterungsprozesses eine Größenabnahme der

Partikel stattfand. Erklären ließe sich diese Verkleinerung durch die Freisetzung

von Ag+ durch den gleichmäßigen Abtrag des Silbers von der npAg-Oberfläche.

Allerdings kommen andere Studien auch zu gegenteiligen Erkenntnissen: Durch

Alterung von npAg kann ebenso eine Vergrößerung (Peretyazhko et al. 2014)

oder eine Änderung der Grundform eintreten (z. B. Dreieck, Kent & Vikesland
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2012). Bei Kittler et al. (2010) wies eine Verbreiterung der DLS-Kurvenbasis auf

eine größere Varianz der Größenverteilung hin, welches das in dieser Arbeit

untersuchte npAg nicht zeigte. Stattdessen wurde durch die Alterung des npAg

im DLS-Diagramm ein zweites Kurvenmaximum bei ca. 10–20µm sichtbar,

was auf die Entstehung kleinerer Partikel hindeutet, möglicherweise durch

Zerbrechen.

Der einmalige Luftkontakt des npAg, wie er im Zeitreihenversuch simuliert

wurde, erbrachte zumindest während der ersten sieben Wochen keine Auflö-

sungseffekte. Vergleichbar mit der Lagerung unter Argon-Atmosphäre (Loza

et al. 2014) war ein konstanter Anteil gelösten Silbers von wenigen Prozent

nachzuweisen.

Angenommen, dass durch die einmalige anfängliche Gefäß-Öffnung der npAg-

Aliquote in der entsprechenden Testreihe (II.2.1, S. 16) ein vollständiger Aus-

tausch der Argon-Atmosphäre gegen Luft stattgefunden hätte, dann wäre wäh-

rend der anschließenden Lagerungszeit pro 1 Mol Ag etwa die fünffache Menge

O2 inkubiert gewesen (Tab. IV.1.1).

Tabelle IV.1.1: Berechnung des O2 : npAg-Verhältnisses in den
npAg-Aliquoten.

O2 npAg

Volumen (L) ≥ 1,45 · 10-3 a 5 · 10-5 a

Dichte (g/L) 1,3 b 10,5 · 103 b

Verdünnungsfaktor 0,2 c 1 · 10-3 d

molare Masse (g) 16 e 108 e

Mol im Gefäß ≥ 26 · 10-6 5 · 10-6

a 1,5 mL-Reaktionsgefäß, befüllt mit 50µL npAg-Stammsuspension.
b Lautenschläger et al. (2005)
c trockene Luft besteht zu ca. 21 Volumen-% aus O2 (Warneck 1988, S. 11).
d beispielhafte Konzentration der npAg-Stammsuspension: 1 g npAg/L.
e International Union of Pure and Applied Chemistry (2013)

Dieser Überschuss war offenbar nicht ausreichend für einen Oxidationseffekt

des npAg, zumindest während der ersten sieben Versuchswochen. Die ab der

7. Versuchswoche in einigen Suspensionen beobachtete verstärkte Auflösung

von bis zu 25 % wird durch dieses Rechenexempel allerdings nicht erklärt.

Es liegen keine DLS-Analysen des in diesem Inkubationsversuch verwendeten

npAg vor, weshalb über die Größenänderung des noch partikulär vorliegenden
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npAg keine Aussage getroffen werden kann. Jedoch wurde durch Mikrofiltration

gezeigt, dass ab der 7. Woche in einigen Aliquoten ein größerer Prozentsatz

des npAg als zu Versuchsbeginn < 0,2µm, also gelöst war. Somit kann nur

vermutet werden, dass durch den einmaligen O2-Eintrag ein Alterungsprozess

initiiert wurde, der erst nach einigen Wochen zu Effekten führte, die mit den hier

verwendeten Methoden nachzuweisen waren. Dieser Alterungsprozess könnte

sukzessive zu einer Verkleinerung des npAg geführt haben, sodass erst nach

mindestens sieben Wochen Partikel- (bzw. Agglomerat-) größen < 0,2µm erreicht

wurden.

1.2 Verhalten im Medium

Das Verhalten von npAg im wässrigen Medium ist weitaus komplexer als das

von Ag+ (Teeguarden et al. 2007). Die in der Wassersäule vorliegende npAg-

Konzentration ist einerseits von der Beschaffenheit der Partikel selbst, z. B. von

der Ausgangsgröße, -form und Oberfläche, welche wiederum die Aggregati-

on und Sedimentation beeinflussen, abhängig (Harmon et al. 2014, Teeguarden

et al. 2007). Andererseits sind Charakteristika des Mediums wie Leitfähigkeit,

Chloridgehalt und O2-Anwesenheit (Chen et al. 2013, Harmon et al. 2014) aus-

schlaggebend für das Verhalten des npAg.

Für Ag+ können die im rekonstituierten Wasser vorhandenen Chlorid-Ionen zu-

nächst als Ursache der teilweisen Ausfällung ausgemacht werden, welche direkt

nach Versuchsbeginn (5 min) eintrat. Mit Hilfe der Lösungsgleichgewichts-Soft-

ware Visual MINTEQ lässt sich für 100µg Ag+/L enthaltendes rekonstituiertes

Wasser bei 15°C und pH = 7,5 berechnen, dass Ag+ ausschließlich mit Cl– re-

agiert, dann zu ca. 96 % in Form von AgCl 2–
3 , und zu ca. 4 % als AgCl –

2 vorliegt.

Hieraus entstehendes AgCl (+ Cl–) fällt daraufhin (zumindest theoretisch) aus.

Loza et al. (2014) zeigten, dass diese Reaktion auch für npAg gilt. Hierdurch

ließe sich erklären, dass beim ersten Beprobungszeitpunkt sowohl npAg als auch

Ag+ in ähnlicher Konzentration im Medium nachzuweisen waren. Dass jedoch

überhaupt und sogar noch nach mehreren Tagen Silber im Medium vorlag, könn-

te, wie aus der Mikrofiltration zu schließen wäre, auf sofortige Adsorption (in

Form von Ag+, AgCl 2–
3 oder npAg) an Substanzen der Größenklasse 0,45–1,2µm,

die Aggregation des npAg mit sich selbst und zum Teil auf die Komplexierung

durch gelöste Stoffe zurückzuführen sein.
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Von der Qualität des verwendeten Mediums seinerseits waren gegensätzliche

Effekte auf npAg zu erwarten: Die Anwesenheit von Cl– beschleunigt die Auflö-

sung, organische Substanzen hingegen verlangsamen den Auflösungsprozess

(Chen et al. 2013, Thio et al. 2012). Durch die stetige Belüftung des Mediums

könnte der Sedimentation der Nanopartikel entgegengewirkt worden sein – auf

der anderen Seite ist eine durch die Turbulenzen begünstigte Agglomeration

vorstellbar, die wiederum zu erhöhten Sedimentationsraten und verminder-

ter Auflösung als Ag+ geführt haben könnte (Chen et al. 2013). Oder aber die

Belüftung beschleunigte im Gegenteil die Oxidation der Partikel und damit

verbundene Auflösung als Ag+ (Loza et al. 2014).

Welchen Komponenten im hier verwendeten Versuchsaufbau die wichtigste

Rolle bei der Beeinflussung des npAg (und des Ag+) zukommt, bleibt aufgrund

der Komplexität des Systems spekulativ. Zumindest ist jedoch von einer guten

Übertragbarkeit der Ergebnisse zum Auflösungs-, Aggregations und Ausfäl-

lungsverhalten dieses Versuchs auf das eigentliche Expositionsexperiment mit

D. polymorpha auszugehen: Die Messergebnisse der ersten Versuchsminuten des

D. polymorpha-Expositionsversuchs, während derer das Medium höchstwahr-

scheinlich noch nicht einem maßgeblichen Einfluss der Muscheln ausgesetzt war,

befinden sich bezüglich Wiederfindungsrate in guter Übereinstimmung mit den

im npAg-Verhaltensexperiment ermittelten Daten.
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2 Silberaufnahme in den

Testorganismen

2.1 Dreissena polymorpha

2.1.1 Anreicherungsvermögen

Die vorliegende Arbeit vergleicht die Aufnahme von nanopartikulärem Silber

(npAg) durch D. polymorpha mit der Aufnahme von gelöstem Silber (Ag+). Zur

Abschätzung potentieller Gefahren durch npAg ist Kenntnis darüber, ob diese

Silberspezies überhaupt in den Körper der Muschel gelangen kann, wichtig.

Der Biokonzentrationsfaktor (BCF) gibt an, wie stark sich eine Substanz in einem

Organismus anreichert. Auf die Anreicherung von Ag+ im Gewebe von D. po-

lyorpha bezogen betrug er 400, die Muscheln konzentrierten dargebotenes Ag+

also 400-fach auf. Der entsprechende Wert des BCFnpAg konnte nicht berechnet

werden, da im Expositionsmedium der npAg-exponierten Muscheln kein Silber

mehr nachweisbar war (< 0,005µg Ag/L). Bereits nach zwei Expositionstagen

war das npAg durch die Anwesenheit von D. polymorpha komplett aus dem

Medium entfernt worden (nominelle Expositionskonzentration 100µg/L). Dass

dieser Rückgang auf den Einfluss der Muscheln und nicht etwa auf Ausfällung

zurückzuführen ist, zeigt der Vergleich mit dem unter II.2.2 (S. 17) beschriebenen

Experiment, in dem die Versuchsparameter bis auf die Anwesenheit von Mu-

scheln identisch waren. Unter diesen vom biogenen Einfluss durch D. polymorpha

bereinigten Bedingungen blieb die Konzentration von npAg im Medium auf

einem Niveau von mindestens 20µg/L.

Der BCF hängt hochgradig vom Versuchsdesign ab (statischer versus semi-

statischer Aufbau, Expositionskonzentrationen, McGeer et al. 2003), sodass eine

Aussage zum Anreicherungsverhalten im Freiland und der Vergleich mit anderen
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Studien kaum möglich ist. Literaturangaben zum BCFAg+ reichen von 1 (0,1µg/L

Expositionskonzentration, statischer Versuch, Zimmermann et al. 2002) über 400

(400µg/L Expositionskonzentration, täglicher Wasserwechsel, Berthet et al. 1992)

bis hin zu > 1900 (0,25µg/L Expositionskonzentration, täglicher Wasserwechsel,

Fraysse et al. 2002). Der hier ermittelte BCFAg+ bestätigt, dass D. polymorpha in der

Lage ist, Ag+ anzureichern. Diese Anreicherung wurde wegen des statischen Ver-

suchsaufbaus jedoch dadurch begrenzt, dass der Silber-Vorrat im Medium nach

ca. zwei Tagen erschöpft war. Die Anreicherungskapazität von D. polymorpha

liegt nachgewiesenermaßen deutlich höher als die hier beobachteten 6µg Ag/g

Trockenmasse (bis zu 400µg Ag/g TM, Berthet et al. 1992). Darüber hinaus muss

berücksichtigt werden, dass durch die Beprobung der Muscheln dem gesamten

Versuchssystem regelmäßig Silber entzogen wurde.

2.1.2 Organspezifische Aufnahmekinetik

Im Wasser suspendierte partikuläre Substanzen werden in Muscheln zunächst

von den Kiemen zurückgehalten (Canesi et al. 2012, Morton 1971, vgl. Abb. IV.2.1,

S. 75). Im Vergleich mit anderen filtrierenden Organismen weist D. polymorpha

hierbei eine besonders hohe Effizienz auf und ist in der Lage, auch noch 1µm gro-

ße Partikel zu 90 % aus dem Wasser zu entfernen (Jørgensen et al. 1984). Sowohl

npAg als auch Ag+ lagen im Medium des hier präsentierten Expositionsversuchs

zum Großteil in Agglomeraten zwischen 0,45 und 1,2µm vor. Indem gezeigt

werden konnte, dass der Konzentrationsrückgang des im Expositionsmedium

vorliegenden npAg bis unter die Nachweisgrenze allein durch die Anwesenheit

von D. polymorpha bedingt war, kann geschlussfolgert werden, dass D. poly-

morpha in der Lage war, sogar Partikel < 1,2µm zu 100% aus dem Medium zu

entfernen. Eine Filtrationsrate von 150 mL/h je Muschel angenommen (Kryger &

Riisgård 1988, Morton 1971), hätten die anfangs eingesetzten 400–450 Muscheln

das komplette Volumen des Versuchsaquariums innerhalb einer Viertelstunde

filtriert. Von einer 100 %-igen Rückhalte-Effizienz für Partikel der Größenklasse

0,45–1,2µm ausgegangen, hätte die npAg-Konzentration im Wasser also bereits

zu diesem Zeitpunkt theoretisch nahe Null liegen müssen. Eine weitere Erklä-

rung kann neben der Ineffizienz der Partikelrückhaltung in einer submaximalen

Filtrationsleistung (Volumen/Zeit) zu suchen sein. Die Filtrationsleistung kann

wegen Störungen, z. B. während der Messung der abiotischen Parameter, oder

bei Nahrungsmangel, wie er im vorliegenden Experiment zutraf, abgesenkt sein
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Abbildung IV.2.1: Metall-Aufnahmeschema in Mytilus edulis.
Quelle: Schulz-Baldes (1982, S. 50).

(Roditi et al. 1996). Eine Einschränkung der Filtration wäre auch zu erwarten,

wenn das Silber von den Muscheln als toxisch erkannt worden sein sollte (Buffet

et al. 2013).

Nachdem die Partikel in den Kiemen abgefangen worden sind, werden sie mit

Hilfe von Cilien dem Mund zugeführt, wo eine Selektion nach Größe, Masse

und chemischer Beschaffenheit stattfindet (Baker et al. 1998, Morton 1969a, ten

Winkel & Davids 1982). Hier aussortierte Partikel werden als Pseudofaeces

ausgeschieden, die anderen gelangen ins Verdauungssystem (Abb. IV.2.1).

Die Komplexierung von Ag+ mit gelöster organischer Substanz führt in D. po-

lymorpha zu einer verstärkten Silber-Aufnahme (Roditi et al. 2000), erklärbar

dadurch, dass D. polymorpha imstande ist, sich von Detritus zu ernähren (Frischer

et al. 2000, Garton et al. 2005) und die daran haftenden Metalle aufzunehmen.
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Aus der mittels Mikrofiltration durchgeführten Größenklassifizierung des im

Medium vorliegenden Silbers (0,45–1,2µm) kann wiederum geschlossen wer-

den, dass das Silber im hier durchgeführten Expositionsversuch im Medium an

Detritus adsorbiert war und damit geeignet für die Aufnahme in D. polymorpha

gewesen sein könnte.

Im Magen findet nochmals eine Auswahl nach Größe statt. Kleine Partikel

gelangen zur weiteren Verdauung und Phagocytose in die Darmdivertikel, die

übrigen werden direkt in den Mitteldarm weitergeleitet (Morton 1969a).

Nach der Aufnahme in den Körper wird das Silber über die Hämolymphe an

andere Organe verteilt und kann von dort aus auf verschiedenen Wegen wie-

der ausgeschieden (Niere) oder eingelagert werden. Die Einlagerung erfolgt

ins Gonadengewebe, in die Schale (Schulz-Baldes 1982, bei Mytilus edulis) oder

auch in die Byssusdrüse bzw. -fäden (Gundacker 1999, Herwig et al. 1989). Die

Byssusdrüse ging in vorliegender Arbeit bei der Beprobung der Muscheln in

knapp 40 % der Fälle verloren und wurde deshalb keiner Silberbestimmung un-

terzogen. Die Silberkonzentration im Gonadengewebe wurde zwar untersucht,

dort wurden jedoch im Vergleich zu den Organbereichen Mantel/Muskulatur

und den Kiemen keine erhöhten Silberkonzentrationen festgestellt.

In der Miesmuschel (Mytilus edulis) ist der Verdauungstrakt der wichtigste Auf-

nahmeort für Gold-Nanopartikel, gefolgt von Kiemen und Mantel (Tedesco et al.

2010). Träfe diese Rangfolge auch auf D. polymorpha und Silber-Nanopartikel

zu, wären nach npAg-Exposition im Organbereich Gonade/Verdauungstrakt

die höchste, in den Kiemen die niedrigste Ag-Konzentration zu erwarten ge-

wesen. Im Gegensatz dazu stellte sich die Ag-Konzentration im Gewebe aller

Organbereiche npAg-exponierter D. polymorpha sehr ähnlich dar. Möglicherweise

wird npAg in D. polymorpha in keinem speziellen Organ angereichert, sondern

innerhalb kurzer Zeit von den Aufnahmeorten, seien es die Kiemen, der Darm

oder gar der Mantel, auf den Organismus verteilt. Berücksichtigt werden muss

die 24-stündige Reinigungsphase, die in dieser Arbeit der Tötung der Muscheln

vorweg ging. Währenddessen könnte eine anfangs heterogene Silberverteilung

im Organismus ausgeglichen worden sein.

Gelöstes Silber (Ag+) kann durch Adsorption und anschließendes Passieren der

Zellmembran aus dem Wasser in D. polymorpha gelangen (Roditi & Fisher 1999).

Hierbei kämen aufgrund des hohen Durchsatzes von Expositionsmedium die
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Kiemen als wichtigste Eintrittspforte in Betracht (Marigómez et al. 2002). Aller-

dings wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass in den Kiemen bei Ag+-Exposition im

Vergleich zu den anderen Organen keine außergewöhnliche Ag-Anreicherung

stattfand. Zudem lag im Medium der Expositionsversuche Ag+ zu einem großen

Teil gar nicht gelöst, sondern in einer Größe von 0,45–1,2µm und somit vermut-

lich an partikuläre Substanzen adsorbiert vor. Dass das Ag+ in dieser adsorbierten

Form und nicht in der gelösten Form von D. polymorpha aufgenommen wor-

den sein könnte, wird von Untersuchungen von Roditi & Fisher (1999) gestützt.

Die Autoren zeigten, dass die direkte Ag+-Aufnahme über die Zellmembran

mit einer um ein bis zwei Größenordnungen niedrigeren Effizienz vonstatten

geht als die Aufnahme von Ag+, welches an (Nahrungs-)Partikel gebunden ist.

Schlussfolgernd müsste Ag+, ähnlich wie npAg, in D. polymorpha vor allem im

Darm bzw. dem Organbereich Gonade/Verdauungstrakt hohe Konzentrationen

erreichen. Da diese Beobachtung nicht gemacht wurde, könnte, wie auch bei den

Überlegungen zur npAg-Aufnahme, die 24-stündige Reinigungsphase für die

Nivellierung möglicher Akkumulationsunterschiede verantwortlich sein.

2.1.3 Subzelluläre Verteilung

Die nach Wallace et al. (2003) durchgeführte Zellfraktionierung ermöglicht die

Betrachtung der Silberverteilung auf Zellkompartiment-Ebene. Hierdurch kön-

nen Rückschlüsse auf Eintrittswege des Metalls in die Zelle, seine Speicherung,

sein toxisches Potential und seine Ausscheidung gezogen werden. Am 1. und 7.

Expositionstag wurden von Muscheln der npAg- und Ag+-Ansätze im Gesamt-

Weichgewebe und in jedem der drei Organbereiche (Mantel/Muskulatur, Kie-

men, Gonade/Verdauungstrakt) je fünf Fraktionen untersucht: Membranen +

„Rest“, Kern/Lysosomen/Mitochondrien, Proteine, Metallothioneine und me-

tallreiche Granula. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zellfraktionierung

an D. polymorpha in der genannten Reihenfolge diskutiert.

Membranen + „Rest“ Die Wiederfindung von Silber im Kompartiment Mem-

branen + „Rest“ erlaubt aufgrund der Heterogenität dieser Zellfraktion kei-

ne eindeutigen Rückschlüsse auf Aufnahme-, Detoxifierungs- und Ausschei-

dungswege. Die Ag-Konzentration in diesem Kompartiment kann durch im

Darm-Lumen vorliegendes Silber verfälscht worden sein, weil die Muscheln

77



IV Diskussion 2 Silberaufnahme in den Testorganismen

ohne 24-stündige Reinigungsphase beprobt wurden. Dann wären vor allem

im Organbereich Gonade/Verdauungstrakt in diesem Kompartiment hohe Ag-

Konzentrationen zu erwarten gewesen. Diese Annahme wurde jedoch nicht

bestätigt, da im Membranen + „Rest“-Kompartiment der anderen Organbereiche

ähnliche Ag-Konzentrationen ermittelt wurden.

Silber kann auch in der Basalmembran gespeichert werden, was George et al.

(1986) an Mytilus edulis zeigte. Wenn hiervon die Basalmembranen aller Organbe-

reiche gleichmäßig betroffen und die Ergebnisse auf D. polymorpha übertragbar

wären, könnte dieser Speicherort die in allen Organbereichen ähnlich hohe

Ag-Konzentration des Membranen + „Rest“- Kompartiments in D. polymorpha

erklären. George et al. (1986) untersuchte jedoch nur die Basalmembran der

Darmdivertikel und der Niere, sodass diese Überlegung spekulativ bleibt.

Kern/Lysosomen/Mitochondrien Laut Wallace et al. (2003) bezeichnet dieses

Kompartiment Membran-umschlossene „Organellen“, genauer den Zellkern, die

Lysosomen und die Mitochondrien. Beim Austausch partikulärer Substanzen in

der Zelle spielen unter diesen Dreien jedoch nur die Lysosomen eine wesentliche

Rolle (Alberts et al. 1999), weshalb im Folgenden mögliche Metall-Stoffwechsel-

Funktionen des Zellkerns und der Mitochondrien nicht berücksichtigt werden

und der Name des Kompartiments der Einfachheit halber zu „Lysosomen“

verkürzt wird.

Lysosomen dienen der intrazellulären Verdauung und sind mittels Transport-

vesikeln (auch Transportvakuolen genannt) mit der Zellmembran verbunden,

wo durch Endo- und Exocytose partikuläre Substanzen aufgenommen oder nach

außen abgegeben werden können (Alberts et al. 1999). Weiterhin können Lyso-

somen innerhalb der Zelle ihren Inhalt an Speichervesikel weitergeben (Brown

1982). Aus biologischer Sicht kann davon ausgegangen werden, dass sowohl

Transport- als auch Speichervesikel der Lysosomen-Fraktion zuzuordnen sind,

obwohl im Protokoll der Zellfraktionierung (Wallace et al. 2003) diese Vesikel

nicht explizit genannt werden. In dieser Arbeit wird davon ausgegangen, dass

der Begriff „Lysosomen“ die Vesikel mit einschließt.

In D. polymorpha war am ersten Expositionstag bei npAg-Exposition der Großteil

des im Organbereich Gonade/Verdauungstrakt aufgenommenen Silbers in den

Lysosomen wiederzufinden. Diese Beobachtung wird bestätigt durch eine Studie
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von Renault et al. (2008), welche in der Asiatischen Körbchenmuschel (Corbi-

cula fluminea) die Lysosomen des Verdauungstrakts als Aufnahmeort für Gold-

Nanopartikel identifizierten. In Corbicula fluminea wurden Gold-Nanopartikel

zudem in den Lysosomen der Kiemen nachgewiesen (Renault et al. 2008). Die

Kiemen von D. polymorpha dagegen zeigten keine Tendenz, npAg bevorzugt in

Lysosomen aufzunehmen oder zu speichern.

Lysosomen weisen im Inneren einen pH-Wert von etwa 5 auf (Alberts et al. 1999).

Ein derart saures Milieu könnte innerhalb einiger Tage die teilweise Lösung

des anfänglich als Nanopartikel inkorporierten Silbers als Ag+ bewirkt haben

(Peretyazhko et al. 2014). Davon ausgehend, dass Lysosomen per se nicht in

der Lage sind, Silber zu detoxifizieren (Wallace et al. 2003 stufen sie als „Metall-

sensitive“ Fraktion ein), müsste dass Silber nach der Auflösung in andere Zell-

kompartimente verschoben worden sein, um Zellschäden zu vermeiden. Liefe

die hypothetisierte npAg-Auflösung ausreichend schnell ab, könnte bereits am

7. Expositionstag in der Lysosomenfraktion weniger Silber nachweisbar sein

als an Tag 1. Die hier beobachtete relative Abnahme des Silber-Anteils in der

Lysosomenfraktion im Organbereich Gonade/Verdauungstrakt vom 1. zum 7.

Expositionstag bestätigt dies.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den npAg- und den Ag+-exponierten Mu-

scheln bestand darin, dass sich im Organbereich Gonade/Verdauungstrakt Ag+-

exponierter Muscheln der Anteil des in Lysosomen vorliegenden Silbers vom

1. zum 7. Expositionstag genau entgegengesetzt entwickelte, nämlich zunahm.

Dieses Ergebnis lässt sich mit Beobachtungen von Domouhtsidou & Dimitriadis

(2000) in Übereinstimmung bringen: Nach Langzeit-Exposition gegenüber Ag+

war Silber in Mittelmeer-Miesmuscheln (Mytilus galloprovincialis) vor allem in Ly-

sosomen und Speichervesikeln der Verdauungszellen wiederzufinden. Auch die

Silber-Einlagerung in Makrophagen des Bindewebes, wie sie in Ag+-exponierten

Mytilus edulis nachgewiesen wurde (George et al. 1986) bestätigt die Beobachtung

der vorliegenden Arbeit, sofern von einer Übertragbarkeit der Ergebnisse von

einer Muschelart auf die andere ausgegangen werden kann. Makrophagen sind

darauf spezialisiert, Partikel durch Endocytose aufzunehmen, was mit Hilfe von

Vesikeln geschieht (Alberts et al. 1999). In den Vesikeln befindliches Silber wäre

somit ebenfalls im Lysosomen-Kompartiment nachgewiesen worden.

In wieweit dieses Ergebnis mit der oben geäußerten Annahme, dass gelöstes

Silber, also Ag+, aus den Lysosomen vielmehr entfernt statt eingelagert werden
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sollte, in Einklang zu bringen ist, wird im Absatz zu den „metallreichen Granula“

diskutiert werden.

Proteine Neben der Kern-/Lysosomen-/Mitochondrien-Fraktion gilt die Wie-

derfindung von Silber im Kompartiment der (hitzelabilen) Proteine als Hinweis

auf potentielle Toxizität (Wallace et al. 2003). In D. polymorpha war in dieser

Zellfraktion, unabhängig von Silber-Expositionsspezies, Expositionstag und Or-

ganbereich eine äußerst geringe Menge des Silbers nachzuweisen (nahe oder

unter der Bestimmungsgrenze von 0,016µg Ag/L), was auf eine geringe Proteo-

toxizität schließen lässt.

Metallothioneine Ein Kompartiment, in welchem Silber in detoxifizierter Form

vorliegt, ist jenes der Metallothioneine. Metallothioneine sind hitzestabile Prote-

ine, die zu etwa 30 % aus der Aminosäure Cystein bestehen, Metalle reversibel

binden können (Cherian & Goyer 1978) und als Puffer beim ersten Kontakt mit

toxischem Metall interpretiert werden können. An ihnen gebundenes Silber ist

detoxifiziert, für die Zelle also unschädlich (Wallace et al. 2003).

Die Zellfraktionierung dieser Arbeit zeigte, dass bei Ag+-Exposition der An-

teil des an Metallothionein gebundenen Silbers am ersten Versuchstag in allen

drei Organbereichen am größten war, was dafür spricht, dass Ag+ in potentiell

toxischer Form von allen Organen aufgenommen und sogleich detoxifiziert

wurde.

Berthet et al. (1992) zeigten am Gesamt-Weichgewebe von Ag+-exponierten D. po-

lymorpha, dass 77 % des aufgenommenen Silbers in unlöslicher Form vorlagen

(Ag2S) und die übrigen 23 % einer Thiol- (S H) reichen Fraktion zuzuordnen

waren. Diese Thiol-reiche Fraktion könnten Metallothioneine gewesen sein,

weil diese teilweise aus der Aminosäure Cystein bestehen, welches eine sol-

che Thiol-Gruppe enthält. Zudem repräsentierte die Metallothionein-Fraktion in

der Gesamt-Weichgewebe-Probe dieser Arbeit einen ähnlichen Prozentsatz des

aufgenommenen Silbers wie die von Berthet et al. (1992) genannten 23 %: Hier la-

gen 34 % (1. Tag) bzw. 19 % (7. Tag) des Silbers an Metallothionein gebunden vor.

Dass der übrige Silberanteil, der nicht an die Metallothioneine gebunden war,

wie bei Berthet et al. (1992) unlöslich gewesen sein könnte, erklärt der folgende

Absatz.
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Metallreiche Granula Metallreiche Granula (im Folgenden nur „Granula“ ge-

nannt) sind kristalline, einige Mikrometer große Strukturen, die in der Lage sind,

Ag+ (und andere Metalle) durch irreversible Bindung zu detoxifizieren. Granula

können, im Gegensatz zu Metallothioneinen, ausgeschieden werden (Brown

1982).

Durch ihre Eigenschaft, innerhalb membranbegrenzter Strukturen (Golgi-Apparat

und Endoplasmatisches Reticulum, welche durch Zellfraktionierung dem Kom-

partiment Membranen + „Rest“ zuzuordnen sind), in den Mitochondrien und

in Vesikeln aufzutreten (Brown 1982), ergeben sich Überschneidungen mit zwei

anderen Zellkompartimenten, nämlich der Membranen + „Rest“- und der Kern-

/Lysosomen-/Mitochondrien- (= Lysosomen-) Fraktion.

Die Ergebnisse dieser Arbeit und der Vergleich mit anderen Studien legen die

Vermutung nahe, dass die Zellfraktionierung die Lysosomen nicht von ihrem

Inhalt zu trennen vermochte. Dieses Bedenken äußerte der Autor des Protokolls

selbst (Wallace et al. 2003).

Der Logik der Detoxifizierungsmechanismen der Zelle folgend, wäre zumindest

nach Ag+-Exposition zu erwarten, dass ein Teil des Silbers an den Granula

gebunden wiederzufinden wäre. Bestätigt wird diese Annahme von Berthet

et al. (1992), die zeigten, dass nach Ag+-Exposition in D. polymorpha 77 % des

Silbers im Gewebe in unlöslicher Form vorlag, was gleichbedeutend ist mit der

Detoxifizierung durch die Bindung an Granula. Diese Beobachtung konnte in

dieser Arbeit jedoch nicht gemacht werden. Auch nach npAg-Exposition und

der vermuteten Freisetzung von Ag+ in den Lysosomen befand sich kaum Silber

im Kompartiment der Granula. Dieser Widerspruch könnte durch die Annahme

aufgelöst werden, dass die Bindung des Silbers an metallreiche Granula, die in

andere Kompartimente integriert wurden, maskiert wurde. Die Methodik der

Zellfraktionierung hat diese Integrierung möglicherweise nicht aufheben können,

sodass das wiedergefundene Silber „falschen“ Kompartimenten zugeordnet und

nicht in der Granula-Fraktion nachgewiesen werden konnte.

Als Kompartiment, in dem das Silber maskiert vorgelegen haben könnte, kä-

me zum Einen das Kompartiment der Lysosomen in Frage, was die Ergebnisse

von Domouhtsidou & Dimitriadis (2000) bestätigen würden. Die Autoren fan-

den Silber nach Ag+-Exposition in den Lysosomen wieder, obgleich es in der

Metallothionein- oder Granula-Fraktion zu erwarten gewesen wäre. Dasselbe
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trifft auf die Studie von George et al. (1986) zu, in der Silber in Mytilus edulis

nach Ag+-Exposition in den Makrophagen bzw. in deren Vesikeln (= Lysoso-

men) wiederzufinden war. Die Ergebnisse von Berthet et al. (1992), die nach

Ag+-Exposition in D. polymorpha Silber in der Basalmembran (= in der Membra-

nen + „Rest“- Fraktion) nachwiesen, lassen den Schluss zu, dass die Granula

nicht nur in der Lysosomen-, sondern auch in der „Membranen + Rest“ -Fraktion

versteckt vorlagen.

Den „Maskierungs-Effekt“ berücksichtigend, bestätigen die hier dargestellten

Ergebnisse zur subzellulären Silberverteilung in D. polymorpha die von Marigó-

mez et al. (2002) aus verschiedensten Studien zusammengetragenen Erkenntnisse

zu Aufnahme-, Verteilungs- und Einlagerungsprozessen in Muscheln. Die Sil-

beraufnahme in D. polymorpha ließe sich nun durch folgendes Schema für npAg

und Ag+ beschreiben:

npAg Lysosomen
Auflösung

Granula Lysosomen/Membranen

Ag+ Metallothioneine Granula Lysosomen/Membranen

Sowohl npAg als auch Ag+ würden nach Aufnahme durch die Muschel innerhalb

der Zellen letzlich an Granula gebunden und, in maskierter Form, entweder

in der Lysosomen-Fraktion oder, nach Einlagerung in die Basalmembran, in

Membranen + „Rest“- Fraktion nachzuweisen sein.
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2.2 Marisa cornuarietis

Silber- (Ag) Aufnahme oder -Anreicherung ist an M. cornuarietis-Embryonen

oder adulten Individuen dieser Art noch nicht untersucht worden. Die vorliegen-

de Arbeit präsentiert somit erste Ergebnisse zu dieser Thematik. Ein Vergleich

mit anderen Studien ist hierbei stets unter Vorbehalt anzustellen, da entwe-

der die Expositionssubstanz, die Schneckenart oder das Entwicklungsstadium

(oder eine Kombination dieser drei) nicht mit den hier gegebenen Parametern

übereinstimmen.

Von Silber ist bekannt, aus dem Medium von adulten Lymnaea stagnalis-Schnecken

aufgenommen werden zu können (Croteau et al. 2011). Einen Vergleich mit den

in jener Studie angegebenen Biokonzentrationsfaktoren (BCF) ist wegen der

stark abweichenden Versuchsbedingungen jedoch nicht sinnvoll (McGeer et al.

2003). Über Ag-Aufnahme in Schnecken-Embryonen ist kaum etwas bekannt.

Croteau et al. (2014) konnten eine Abhängigkeit zwischen der Größe der Lym-

naea stagnalis-Schnecken und der Ag-Aufnahmerate identifizieren: Je kleiner

die Schnecken, desto höher die Aufnahmerate. Hieraus ließe sich auf eine im

Vergleich zu adulten Tieren besonders starke Silberaufnahme in Embryonen

schließen.

Dass Ag+ die Eihülle durchdringen kann, wurde von Conrad & Wells (1998)

anhand der Meeresschnecke Ilyanassa obsoleta dargelegt. In vorliegender Arbeit

konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Ag+ in die Eier von M. cornuarietis gelangt

und dort eine Konzentration von 220µg Ag/g TM erreicht. Auch npAg wird von

den Schnecken aufgenommen, erreicht jedoch geringere Gewebekonzentrationen

(160µg Ag/g TM), obgleich die npAg-Expositionskonzentration etwa 8-fach hö-

her war als diejenige des Ag+-Ansatzes (tatsächliche Expositionskonzentrationen

ca. 52 versus 6µg Ag/L).

Die Diskrepanz zwischen npAg- und Ag+-Anreicherung könnte auf die Größe

des angebotenen Silbers zurückzuführen sein. Weil die Eihülle zur Aufrechterhal-

tung des embryonalen Stoffwechsels semi-permeabel sein muss, d. h. durchlässig

für Gase, aber gleichzeitig undurchlässig gegenüber höhermolekularen Stoffen,

um einer Diffusion von Speicherstoffen aus dem Ei hinaus vorzubeugen, könn-

ten die Poren gerade groß genug beschaffen sein, um Ag+ passieren zu lassen,

npAg hingegen vom Eintritt ins Ei abzuhalten. Dieser Effekt geringerer Anrei-

cherung in Embryonen tritt selbst bei von Marisa cornuarietis phylogenetisch weit
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entfernten Gruppen wie dem Zebrafisch Danio rerio auf (AshaRani et al. 2011,

López-Serrano et al. 2014).

Auch die Ergebnisse zur Aufnahme von „altem“ npAg untermauern die Hy-

pothese der Größenabhängigkeit. Zu erwarten gewesen wäre bei Exposition

mit 10µg „altem“ npAg/L (tatsächliche Expositionskonzentration 5,5µg Ag/L),

wenn von keinem Größenunterschied zwischen npAg und Ag+ ausgegangen

wird, dass solcherart exponierte Schnecken die gleiche Menge Silber aufneh-

men wie die des entsprechend konzentrierten Ag+-Ansatzes (10µg/L nominell,

tatsächliche Expositionskonzentration 6µg Ag/L). Dies war nicht der Fall, son-

dern die Embryonen nahmen weniger „altes“ npAg auf als Ag+. Rund 50 % des

„alten“ npAg lag agglomeriert vor, die übrigen 50 % lagen gelöst, also als Ag+

vor. Es wird vermutet, dass es nur dieser gelöste Silber-Anteil war, der in die

Schnecken gelangte.

Diese Unterstellung würde bedeuten, dass mit npAg „neu“ exponierte Schne-

cken gar kein Silber aufgenommen haben dürften. Trotzdem war im npAg

„neu“-Ansatz Silber im Gewebe nachzuweisen. Dies lässt sich dadurch erklären,

dass in frisch synthetisiertem (= „neuem“) npAg zu einem geringen Prozentsatz

Ag+ vorliegt. Ein weiterer Grund liegt im Versuchsablauf, der zwar täglichen

Wasserwechsel vorsah, nicht jedoch verhindern konnte, dass das npAg wäh-

rend der dazwischenliegenden 24 h altern, d. h. Ag+ freisetzen konnte (Kittler

et al. 2010). Zum Dritten kann in der Beprobungsmethodik der geschlüpften

Schnecken eine Eintragsquelle von Silber zu suchen sein, waren die Embryonen

nach dem Schlupf doch bis zur Entfernung aus dem Wasser maximal 24 h ohne

Eihülle dem Expositionsmedium ausgesetzt.

Das Anreicherungsvermögen von npAg und Ag+ lässt sich auf Grundlage des

Biokonzentrationsfaktors (BCF) mit anderen Studien vergleichen. Voraussetzun-

gen sind jedoch identische Versuchsbedingungen wie die Häufigkeit des Wasser-

wechsels und die Expositionskonzentration. Andere Publikationen zum Marisa

Embryo Toxicity Test (MariETT), in denen Versuchsaufbau und -ablauf (täglicher

Wasserwechsel, Exposition in Petrischalen) mit vorliegender Studien überein-

stimmen, berücksichtigten lediglich die durch Metall-Exposition veränderten

embryotoxischen Parameter, nicht aber die Aufnahme der Expositionssubstanz

(z. B. Sawasdee & Köhler 2010, Schirling et al. 2006). Eine gute Vergleichbarkeit

der Anreicherungsfähigkeit von M. cornuarietis-Embryonen ergibt sich jedoch mit

dem von Osterauer et al. (2009) mit Platin-Exposition durchgeführten MariETT.
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Der Versuchsaufbau stimmte überein, ausgenommen die chemische Wasserzu-

sammensetzung. In dieser Studie wurde rekonstituiertes Wasser verwendet, eine

auf deionisiertem Wasser basierende Salzlösung, Osterauer et al. (2009) nutzten

Leitungswasser. Bei 3,6µg Platin (Pt)/L tatsächlicher Expositions-Konzentration

wurde von Osterauer et al. (2009) für M. cornuarietis ein Biokonzentrationsfaktor

(BCF) von ca. 500 ermittelt. In dieser Arbeit sind mit jener Expositionskonzentra-

tion am ehesten die niedrigst-konzentrierten npAg „alt“- und Ag+-Ansätze zu

vergleichen (nominell 10µg/L, tatsächlich 5,5 bzw. 6µg Ag/L): „Altes“ npAg

wurde von M. cornuarietis stärker als Platin angereichert, nämlich 1200-fach. Eine

noch stärkere Anreicherung erfuhr Ag+, für welches ein BCF von 3700 ermittelt

wurde.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass nanopartikulär vorliegendes

Silber von M. cornuarietis-Embryonen in deutlich geringerem Umfang aufge-

nommen wird als Ag+, weil es vermutlich nicht durch die Eihülle zum Em-

bryo vordringen kann. Erst die Lösung von npAg in Ag+, wie sie im „alten“

npAg anzutreffen war, ermöglicht die Aufnahme von Silber im (ursprünglich)

npAg-exponierten Embryo. Im Vergleich mit anderen Metallen wird Ag+ von

M. cornuarietis-Embryonen rund siebenmal stärker angereichert als Pt2+.
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3 Auswirkungen in den

Testorganismen

Die Untersuchung der Akkumulation von npAg in den Testorganismen Dreis-

sena polymorpha und Marisa cornuarietis lässt nur indirekte Rückschlüsse darauf

zu, in wieweit die Tiere hierdurch Schädigungen erfahren haben (Berthet et al.

1992, Vijver et al. 2004). Der Zusammenhang zwischen Aufnahme von Silber und

toxischen Effekten lässt sich nach Rainbow (2002) folgendermaßen beschreiben

(Abb. IV.3.1): Aufgenommenes Silber ist zunächst noch metabolisch verfügbar

und wird reversibel detoxifiziert (an Metallothioneinen, Wallace et al. 2003),

später irreversibel gebunden und im Körper gespeichert (z. B. in metallreichen

Granula, Brown 1982) und letztlich exkretiert, ohne dass der Organismus geschä-

digt wird.
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Abbildung IV.3.1: Silber-Detoxifizierungswege in Organismen.
Nach Rainbow (2002).
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Wenn bei weiterer Silberaufnahme die Detoxifizierungs-, Speicher- und Exkre-

tionsfähigkeit erschöpft ist, entsteht ein Silber-Überschuss, durch den Silber in

Kontakt mit sensitiven Zellbestandteilen gerät, z. B. dem Protein-Kompartiment

(nach Wallace et al. 2003). Diese Interaktion führt ab Überschreiten einer bestimm-

ten Grenze zu toxischen Effekten. Erst der Nachweis und die Quantifizierung

dieser Effekte erlauben stichhaltige Aussagen zu den ökotoxikologischen Folgen

von npAg-Exposition und -Aufnahme. Dieser Nachweis kann mit Hilfe der

Untersuchung von Biomarkern gelingen.

Biomarker sind qualitativ und/oder quantitativ analysierbare Eigenschaften von

Organismen, die das Ausmaß von Stress widerspiegeln. In D. polymorpha wurden

ein morphologischer und drei molekulare Biomarker untersucht, in M. cornuarie-

tis vier Biomarkerantworten auf Ebene der Embryonalentwicklung.

3.1 Dreissena polymorpha

3.1.1 Fitness-Index

Fitness-Indizes (FI) können durch die Berechnung des Massen-, Längen- oder

Volumen-Verhältnisses verschiedener Körperteile zueinander als Maß für die

allgemeine Fitness von D. polymorpha genutzt werden (Rahnama et al. 2011,

Singer et al. 2005, Sprung & Borcherding 1991).

Der in vorliegender Arbeit aus dem Quotienten von Weichgewebe- und Schalen-

masse berechnete FI nach Schäfer (2012) veränderte sich während des gesamten

Expositionszeitraums von bis zu drei Wochen in keinem der Versuchsansät-

ze. Diese Konstanz kann darauf zurückzuführen sein, dass die Muscheln vor

Versuchsbeginn mehr als drei Monate lang ohne Fütterung im Labor gehältert

wurden. Während einer solchen Zeitspanne verringert sich die Weichgewebe-

masse in D. polymorpha etwa um die Hälfte, wobei die Massenabnahme am

Anfang schneller abläuft als nach drei Monaten (Frischer et al. 2000). Durch den

langandauernden Nahrungsmangel könnte der FI zum Zeitpunkt des Expositi-

onsversuchs bereits auf ein Minimum abgesunken sein, welches durch die im

Verhältnis kurze, dreiwöchige Silber-Exposition nicht mehr beeinflusst werden

konnte. Allerdings führten mehrwöchige Expositionen gegenüber Metallen, bei

denen die Muscheln vor Versuchsbeginn nur bis zu zwei Wochen im Labor
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verbrachten, ebenfalls zu keiner Änderungen des FI (Kiany 2010, Rahnama et al.

2011, Singer et al. 2005). Diese Ergebnisse bestätigen die Beobachtung von Voets

et al. (2009), dass Fitness-Indizes nicht mit der Menge akkumulierter Schadstoffe

korrelieren. Sie spiegeln vielmehr Ernährungszustand, Reproduktionszyklus

und das Temperaturregime wider (Borcherding 1992a, Schneider 1992).

3.1.2 Proteotoxizität

Auf molekularer Ebene ist die Ausprägung von Hitzeschockproteinen der Mole-

külgewichtsklasse 70 kDa = HSP 70 als unspezifischer Biomarker für Proteotoxi-

zität bekannt (Snyder et al. 2001). In Süßwassermuscheln kann npAg-Exposition

die Konzentration von HSP 70 beeinflussen (Gagné et al. 2013).

Die Silber-Expositionsversuche dieser Arbeit hatten jedoch keine Auswirkung

auf die HSP 70-Konzentration in D. polymorpha, was allerdings nicht zwangsläu-

fig bedeutet, dass die HSP 70 in diesem Organismus überhaupt nicht auf Ag+-

bzw. npAg-Exposition reagieren.

Dass die Silber-Exposition in D. polymorpha keinerlei Reaktion auf HSP 70-Ebene

hervorrief, lässt sich anhand der subzellulären Verteilung des akkumulierten

Silbers, welche durch die Methode der Zellfraktionierung (II.3.2.4, S. 25) nach

Wallace et al. (2003) aufgedeckt werden konnte, nachvollziehen. Dadurch, dass

kaum Silber im Metall-sensitiven Proteinkompartiment vorlag, war eine Inter-

aktion zwischen diesen Proteinen und Silber gar nicht erst möglich. Die Zell-

fraktionierung zeigte vielmehr, dass Silber im Gewebe in detoxifizierter Form

an Metallothioneine, metallreiche Granula oder (vermutlich) bereits in Speicher-

vesikeln gebunden war. Entsprechend war der Bedarf der Zellen an HSP 70 zur

Reparatur beschädigter Proteine nicht über das Normalmaß (= Kontrolle) hin-

aus erhöht. Eine HSP 70-Induktion kann jedoch in zeitlich sehr eingegrenztem

Umfang vonstatten gehen (Singer et al. 2005), sodass durch zu weite Beprobungs-

intervalle oder zu kurze Versuchsdauer ein Effekt auf die HSP 70 nicht erfasst

worden sein könnte. Bei den 70 Tage währenden Versuchen von Singer et al.

(2005) mit Platingruppenelement- und Schwermetall-Exposition beschränkte

sich die Erhöhung der HSP 70-Konzentration in D. polymorpha auf ein Zeitfenster

zwischen Tag 25 und 40. Auch die Beobachtung, dass in allen Organbereichen

ungefähr dieselbe HSP 70-Konzentration vorlag, ist nicht selbstverständlich. Die

Kiemen, aufgrund des Wasserdurchflusses Schadstoffen besonders ausgesetzte
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Organe, können im Vergleich zu anderen Organbereichen entweder eine rasche-

re (Exposition mit Cu2+, Navarro et al. 2011) oder verzögerte HSP 70-Induktion

zeigen (Exposition mit polyzyklischen Kohlenwasserstoffen, Châtel et al. 2012),

sodass sich zwischen den Organbereichen ein heterogenes Bild bieten kann.

3.1.3 Oxidativer Stress

Ein weiterer Indikator toxischer Belastung ist das Ausmaß oxidativen Stresses.

Exposition mit npAg führt (nicht nur) in Muscheln zu ebendiesem Stress (Buffet

et al. 2013, Gagné et al. 2013, McCarthy et al. 2013, Navarro et al. 2011). Daraufhin

werden Schutz- und Detoxifizierungsmechanismen initiiert, die beispielsweise

durch Glutathion-S-Transferasen (GST) Katalase katalysiert werden (Armstrong

1997, Burmester et al. 2012, Navarro et al. 2011, Parolini & Binelli 2014).

Die Aktivität keines dieser beiden Enzyme wurde in D. polymorpha durch die

Silber-Exposition beeinflusst. Als Erklärung kann wiederum die erfolgreiche

Detoxifizierung des aufgenommen Metalls vermutet werden, auf welche die

Zellfraktionierung Hinweise gab. Die im Vergleich mit anderen Mollusken sehr

hohe Toleranz von D. polymorpha gegenüber akkumuliertem Silber (Gewebekon-

zentrationen von 400µg Ag/g TM, Berthet et al. 1992) spricht für ein effizientes

Detoxifizierungs- und Speichervermögen von Silber, welches oxidativen Stress

von Anfang an verhindert.

Dass in vielen Mollusken GST und Katalase auf npAg-Exposition mit uneinheitli-

chen, teils genau entgegengesetzten oder gar keinen Aktivitätsmustern reagieren

(Ali et al. 2014, Buffet et al. 2013, McCarthy et al. 2013), spricht dafür, dass die

antioxidative Abwehr in Mollusken auf weit mehr als GST und Katalase beruht;

einem komplexen Geflecht mehrerer Enzyme, deren Zusammenspiel noch nicht

verstanden ist. In D. polymorpha werden bei oxidativem Stress weitere Enzyme

wie z. B. Superoxid-Dismutase oder Glutathion-Peroxidase aktiv (Contardo-Jara

et al. 2009, Parolini & Binelli 2014). Der Nachweis der Aktivität einzelner Be-

standteile dieses Netzwerks lässt keinen Rückschluss auf die Wirksamkeit bzw.

Aktivität des Gesamtsystems zu.

In vorliegender Arbeit gelang durch die Betrachtung zweier dieser Enzyme in

D. polymorpha der Nachweis, dass GST und Katalase weder nach einem noch

nach sieben Expositionstagen in 100µg npAg/L in potentielle antioxidative
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Schutzmechanismen involviert waren. Auch wenn durch die Zellfraktionierung

gezeigt wurde, dass npAg in Partikelform in die Zellen gelangt, konnten Befürch-

tungen, die Nanopartikeln eine Wirkungsweise gleich eines Trojanischen Pferdes

(Limbach et al. 2007, bei Cobalt- und Manganoxid-Nanopartikeln in menschli-

chen Lungenzellen) unterstellen, entkräftet werden. Dreissena polymorpha scheint

in der Lage zu sein, unter den hier gegebenen Expositionsbedingungen das

aufgenommene Silber, unabhängig davon, ob als npAg oder Ag+ angeboten,

vollständig zu detoxifizieren.
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3.2 Marisa cornuarietis

Der in dieser Arbeit durchgeführte Marisa Embryo Toxicity Test, angelehnt an

das Protokoll von Schirling et al. (2006), verglich an den noch im Ei befindlichen

Schnecken durch npAg-Exposition aufgetretene embryotoxische Effekte mit

den Effekten, die durch Ag+-Exposition und Exposition mit gealtertem npAg

auftraten.

3.2.1 Embryotoxizität

Auf Silber-Exposition reagierte M. cornuarietis mit erhöhter Mortalität, reduzier-

ter Entwicklungsdauer, geringfügig vermindertem Körpergewicht und verlang-

samter Herzfrequenz. npAg wirkte am wenigsten toxisch, gefolgt von „altem“

npAg und Ag+. Auch die Exposition mit anderen Metall-Ionen beeinflusst, sofern

untersucht, die Entwicklungsdauer, das Körpergewicht und die Herzfrequenz

von M. cornuarietis-Embryonen in beschriebener Weise. Exposition mit Platin (Os-

terauer et al. 2009), Palladium, Kupfer, Lithium, (Sawasdee & Köhler 2010) und

Cadmium (Schirling et al. 2006) überlebten M. cornuarietis-Embryonen allerdings

trotz höherer Metall-Konzentrationen, als sie in dieser Arbeit (30µg Ag+/L =

100 % Mortalität) eingesetzt wurden. Zu Nickel und Zink gibt es widersprüchli-

che Konzentrationsangaben (Sawasdee & Köhler 2009).

Exposition mit npAg erhöhte die Mortalität von M. cornuarietis-Embryonen erst

bei Konzentrationen von 200µg npAg/L. Exposition mit „altem“ npAg führte

zu einem intermediären Effekt, d. h. die durch „altes“ npAg hervorgerufene

Mortalität war zwischen derjenigen der entsprechend konzentrierten npAg- und

der Ag+-Exposition einzustufen.

Die letalen Auswirkungen von npAg-Exposition in adulten M. cornuarietis 
sind bislang nicht untersucht worden. Um die Sensitivität von M. cornuarietis-

Embryonen im Vergleich mit anderen Schneckenarten abschätzen zu können, 
wären Studien zur npAg-Exposition von Embryonen anderer Spezies hilfreich. 
npAg-Exposition wurde in anderen Schnecken allerdings nur an Adulten un-

tersucht. Adulte Individuen der Art Lymnaea luteola zeigen nach viertägiger 
Exposition mit ca. 50 µg npAg/L eine 50 %-ige Mortalität (Ali et al. 2014). Emp-

findlicher ist die Spitze Blasenschnecke (Physa acuta), deren Adulte bereits bei 
einer Expositionskonzentration von rund 2 µg npAg/L eine Sterblichkeit von
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50 % aufweisen und bei 0,01µg npAg/L erhöhte Kriechgeschwindigkeit und

Reproduktionseinbußen zeigen (Bernot & Brandenburg 2013). In vorliegender

Arbeit führten solche npAg-Konzentrationen in den M. cornuarietis-Embryonen

noch zu keinen Veränderungen der untersuchten Endpunkte Mortalität, Ent-

wicklungsdauer, Schlupfgewicht und Herzfrequenz. Diese Ergebnisse zeigen,

dass andere Schnecken-Arten eine größere Empfindlichkeit gegenüber Silber-

Exposition aufweisen können als M. cornuarietis-Embryonen. Adulte aquatische

Schnecken reagieren in der Regel weniger empfindlich auf Metall-Exposition als

Embryonen derselben Art (Gomot 1998), sodass von adulten M. cornuarietis eine

noch höhere npAg-Toleranz zu erwarten wäre, als sie in dieser Arbeit an den

Embryonen beobachtet wurde.

Die Toxizität von npAg-Exposition in M. cornuarietis-Embryonen war mit der

Menge aufgenommenen Silbers verknüpft. Mit 200µg npAg/g exponierte Em-

bryonen nahmen weniger Silber auf als 10µg Ag+/L-exponierte Embryonen und

zeigten eine schwächere bzw. gar keine Reaktion der toxikologischen Endpunkte.

Die Versuchsansätze mit „altem“ npAg, welches zum Teil als Ag+ vorlag, gaben

einen weiteren Hinweis darauf, dass in M. cornuarietis nur Ag+-Ionen für die

Silberaufnahme und Toxizität verantwortlich waren.

3.2.2 Abschirmungsfunktion der Eihülle

Die von den M. cornuarietis-Embryonen aufgenommene Silbermenge wiederum

hing mit der Größe des vorliegenden Silbers zusammen: npAg drang nicht bis

ins Ei zu den Embryonen vor. In Ag+-exponierten Embryonen hingegen waren

weitaus höhere Ag-Konzentrationen im Gewebe nachzuweisen. Hinweise auf

eine Schutzfunktion der Eihülle gibt es bei Zebrafisch-Embryonen: Osborne et al.

(2013) beobachteten eine höhere Toxizität von npAg in den Fisch-Embryonen, je

kleiner die Partikel waren. Dass in jenem Experiment selbst Silber-Partikel einer

Größe von > 600 nm toxische Effekte hervorriefen, dürfte eher dem Versuchs-

design des Zebrafisch-Embryo-Tests geschuldet sein. Während der viertägigen

Expositionszeit ist dabei kein Wasserwechsel vorgesehen (International Orga-

nization for Standardization 2007), was bei 26 °C bereits zu einer Freisetzung

von Ag+ führt (Kittler et al. 2010). Dieses Ag+ wiederum hätte die Eihülle durch-

dringen und der Auslöser der dokumentierten Toxizität sein können. Für die

abschirmende Funktion der Eihülle spricht auch eine Beobachtung von Sawas-
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dee & Köhler (2010). Mit Cu2+ exponierte M. cornuarietis-Embryonen überlebten,

solange sie sich innerhalb des Eies befanden, eine Expositionskonzentration

im Medium von bis zu 250µg Cu2+/L. Direkt nach dem Schlupf jedoch, au-

ßerhalb der Eihülle, führten bereits 100µg Cu2+/L im Medium zum Tod aller

Schnecken.

Die Silber-Akkumulationsuntersuchung an M. cornuarietis legte den Verdacht

nahe, dass nur Ag+ die Eihülle passieren, sich im Embryo anreichern und dort

toxische Effekte hervorrufen kann, nicht jedoch npAg. Somit wäre die Ursache

der Toxizität von npAg allein in der Freisetzung von Ag+ zu suchen. Diese

Hypothese wurde bereits von Smetana et al. (2008) und Boenigk et al. (2014)

formuliert.
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4 Ausblick

Die Untersuchungen dieser Arbeit haben weiterführende Fragen aufgeworfen,

die in diesem Abschnitt als Empfehlungen für zukünftige Forschungsansätze

formuliert werden.

• Durch unsachgemäße Handhabung von npAg-Stammsuspensionen (Luft-

kontakt) können Alterungsprozesse der Partikel in Gang gesetzt werden,

welche starken Einfluss auf die Toxizität des npAg haben. Der Zustand der

Stammsuspension sollte direkt vor der Verwendung überprüft werden.

• Selbst die Kontrolle möglichst vieler Versuchsparameter erlaubt keine ex-

akte Prognose zum Verhalten des npAg im Medium. Die Eigenschaften

des npAg sollten daher stets in situ untersucht werden, z. B. die Größe der

Aggregate und der Anteil gelösten Silbers im Expositionsmedium, wie

hier geschehen. Viele Detektionsmethoden (z. B. dynamische Lichtstreu-

ung, Rasterelektronenmikroskopie) sind im µg/L-Konzentrationsbereich

allerdings nicht anwendbar.

• Statische und semistatische Versuche bergen die Gefahr der Lösung des

npAg in Ag+ und sind nur bedingt dazu geeignet, die reine „Nano“-

Wirkung von derjenigen teilweise gelösten npAg zu unterscheiden. Den

Veränderungen des npAg während Expositionsversuchen sollte z. B. mit

Durchfluss-Systemen begegnet werden, die die Qualität des npAg im Me-

dium über längere Zeit konstant halten können.

• Die 24-stündige Reinigungsphase, die der Untersuchung der organspezi-

fischen Silber-Akkumulation in D. polymorpha voranging, könnte Effekte

einer anfangs heterogenen Silberverteilung in den Organbereichen „ver-

wischt“ haben. Für solche Untersuchungen wäre daher empfehlenswert,

diese Reinigungsphase auszulassen. Fehlerquellen durch noch im Darm
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vorhandenes Silber müssten dafür in Kauf genommen werden. Im Gegen-

zug ließe sich die Silberkonzentration im Gewebe exakt zum Zeitpunkt der

Beprobung darstellen.

• Bei der Beprobung des Gesamtgewebes von D. polymorpha geht wertvolle

Information über organspezifische Unterschiede verloren. Die detaillierte

Aufspaltung des gesamten Weichgewebes von D. polymorpha in drei Organ-

bereiche ist zwar mit hohem Arbeitsaufwand verbunden, aber unerlässlich

für eine realistische Bewertung der Anreicherung bzw. Toxizität von npAg

(und anderen Metallen).

• Zellfraktionierungs-Untersuchungen an D. polymorpha mit einer zeitlich

engmaschigeren Betrachtung wären lohnenswert. Zur Aufklärung der Spe-

ziierung des Silbers innerhalb des Muschelgewebes ließe sich ergänzend

eine erst kürzlich speziell hierfür entwickelte Methode heranziehen, die

im Gewebe mit Feststoff-Atomabsorptionsspektrometrie nicht nur npAg

von Ag+ unterscheiden, sondern auch auf die Größe der Nanopartikel

rückschließen kann (Feichtmeier & Leopold 2014).

• Genauere Untersuchungen der M. cornuarietis-Eihülle könnten Aufschluss

darüber bringen, auf welchen Mechanismen der beobachtete Abschir-

mungseffekt beruht.

• An Adulten von M. cornuarietis sollte überprüft werden, ob diese empfind-

licher auf npAg-Exposition reagieren als die durch die Eihülle geschützten

Embryonen.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit vergleicht die Auswirkungen von Silber-Nanopartikeln

(npAg) mit denjenigen von Silber-Ionen(Ag+) in der Süßwassermuschel Dreissena

polymorpha und der Süßwasserschnecke Marisa cornuarietis.

Mittels eines statischen, dreiwöchigen Expositionsversuchs mit nomineller Ex-

positionskonzentration von 100µg Ag/L wurde gezeigt, dass npAg in gleichem

Ausmaß wie Ag+ in D. polymorpha aufgenommen wird. In den drei Organbe-

reichen Mantel/Muskulatur, Kiemen und Gonade/Verdauungstrakt wurden

keine Akkumulationsunterschiede festgestellt. Ab dem ersten Expositionstag

wurde eine gleichbleibende Gewebekonzentration von rund 6 µg Ag/g Trocken-

masse erreicht. Im Expositionsmedium zeigten beide Silberspezies ein ähnliches

Verhalten und lagen beide teils agglomeriert bzw. an Partikel adsorbiert vor.

Untersuchungen zur Silberaufnahme in verschiedenen Zellfraktionen des Mu-

schelweichgewebes ergaben bei der Exposition mit npAg eine verstärkte Sil-

berakkumulation in der Lysosomen-Fraktion, was durch Endocytose des npAg

erklärt werden könnte. Es gab Hinweise darauf, dass sich npAg innerhalb der Ly-

sosomen auflöst und dass anschließend dieselben Detoxifizierungsmechanismen

greifen wie für Ag+. Diese Mechanismen könnten vor allem in der Einlagerung

in metallreichen Granula und deren Speicherung in unterschiedlichen Zellkom-

partimenten bestehen.

Die in D. polymorpha untersuchten toxikologischen Endpunkte (Fitness-Index,

Glutathion-S-Transferasen, Katalase, Hitzeschockproteine) reagierten weder auf

npAg- noch auf Ag+-Exposition.

Silber-Nanopartikel wurden von M. cornuarietis-Embryonen in geringerem Aus-

maß akkumuliert als Silber-Ionen. Es wird vermutet, dass nur Ag+ durch die

Eihülle bis zum Embryo vordringt. Entsprechend reagierten die Schnecken-

embryonen deutlich empfindlicher auf Ag+- als auf npAg-Exposition. Letztere

erhöhte bei einer Expositionskonzentration von 200µg Ag/L die Mortalität nur

geringfügig, während Ag+-Exposition bereits bei 30µg Ag/L zu 100 % Morta-

lität führte. Auch die anderen im Marisa Embryo Toxicity Test untersuchten
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toxikologischen Endpunkte zeigten Reaktionsmuster, die bei Ag+-Exposition

stets deutlicher ausgeprägt waren als bei npAg-Exposition: Die Entwicklungs-

dauer wurde verkürzt, das Schlupfgewicht wurde reduziert, ebenso wie die

Herzschlagrate.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass in Dreissena polymorpha sowohl npAg-

als auch Ag+-Exposition zu gleich starker Silberanreicherung im Gewebe, aber

jeweils nicht zu toxischen Effekten führen. Der Grund dafür ist vermutlich im

Entgiftungsvermögen der Muschel zu suchen. In Marisa cornuarietis-Embryonen

hingegen wurde npAg in deutlich geringerem Ausmaß als Ag+ aufgenommen.

Außerdem hatte npAg-Exposition im Gegensatz zu Ag+-Exposition kaum toxi-

sche Auswirkungen in den Embryonen. Es gibt Hinweise darauf, dass npAg die

Eihülle nicht zu durchdringen vermag, somit vom Embryo nicht aufgenommen

wird und deshalb keine Toxizität entfalten kann. Die Tauglichkeit von M. cornua-

rietis-Embryonen für Toxizitätstests mit partikulären Substanzen ist hierdurch in

Frage gestellt.
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Summary

This study compared the effects of silver nanoparticles (npAg) with those of silver

ions (Ag+) in the freshwater mussel Dreissena polymorpha and in the freshwater

snail Marisa cornuarietis.

A three-week static exposure with a nominal exposure concentration of 100µg

Ag/L demonstrated that npAg and Ag+ accumulate to the same extent in D. po-

lymorpha. No differences in accumulation could be detected between the three

body parts mantle/muscle, gills and gonad/digestive tract. After the first day

of exposure, a constant tissue concentration of approximately 6µg Ag/g dry

weight was reached. Both silver species exhibited a similar behaviour in the

medium and were partly present as agglomerates and adsorbed to particles,

respectively.

Studies of silver uptake in various cell fractions of the mussels’ soft tissue re-

vealed that silver accumulation in the lysosmal fraction was enhanced due to

npAg exposition, which might be explained by endocytosis of npAg. There were

indications that npAg dissolves within the lysosomes and afterwards the same

detoxification mechanisms apply as for Ag+. These mechanisms might mainly

consist of incorporation in metal-rich granules which were stored in different

cell compartments.

The examined toxicological endpoints in D. polymorpha (fitness index, Glutathione-

S-transferases, catalase, heat shock proteins) did not respond to either npAg- or

Ag+ exposure.

Silver nanoparticles were taken up to a lesser extent by M. cornuarietis embryos

than silver ions. There are hints that only Ag+ may penetrate the egg membrane

and reach the embryo. Accordingly, the snail embryos responded more sensitive-

ly to Ag+- than to npAg exposure. The latter only slightly elevated mortality at

an exposure concentration of 200µg Ag/L, while Ag+ exposure resulted in 100 %

mortality at 30µg Ag/L. The other toxicological endpoints examined in the Ma-

risa Embryo Toxicity Test showed patterns that were always more pronounced
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in Ag+ exposures than in npAg exposure: developmental time was shortened,

hatching weight was reduced and heart rate was lowered.

The results of this study show that both npAg- and Ag+ exposure result in similar

silver accumulation in of Dreissena polymorpha, but do not lead to toxic effects.

A probable reason might be the mussels’ detoxification capacity. However, in

Marisa cornuarietis embryos, npAg was taken up to a much lesser extent than

Ag+. Moreover, in contrast to Ag+ exposure, npAg exposure had hardly any toxic

effects. There are indications that npAg cannot penetrate the egg membrane. It is

thus not absorbed by the embryo and does not cause toxicity. The suitability of

M. cornuarietis embryos for toxicity tests with particulate substances might be

questioned.
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VI

Anhang

1 Chemikalien (alphabetisch)

Absättigungs-
lösung

TBS : Pferdeserum im Verhältnis 1 : 1

Acrylamid Rotiphorese® Gel 30, wässrige Lösung mit
Acrylamid : Bisacrylamid im Verhältnis 37,5 : 1, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Artikel-Nr. 3029.2

Ag+ Wässrige ICP-Stadardlösung, Bernd Kraft GmbH, Duisburg,
Artikel-Nr. 03957, 1 g Ag/L als Ag+ in 0,5 mol HNO3/L.

APS Ammoniumperoxodisulfat, ≥ 98 %, Merck KGaA, Darmstadt,
Artikel-Nr. 1012010100

Bromphenol-
blau

Merck KGaA, Darmstadt, Artikel-Nr. 1081220005

CaCl2 · 2 H2O Calciumchlorid-Dihydrat, ≥ 99,5 %, analysenrein, AppliChem
GmbH, Darmstadt, Artikel-Nr. A3587

CDNB 4-Chlor-1,3-dinitrobenzol, ≥ 97%, Sigma-Aldrich® Chemie
GmbH, München, Artikel-Nr. 138630

Chloro-
naphtol

4-Chloro-1-naphthol, ≥ 99%, Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
München, Artikel-Nr. 25328 Fluka

Elektroden-
Puffer

Substanz Menge (g)

Glycin 14,3
TRIS 3,03
SDS 1

Mit Reinstwasser auf 1 L auffüllen.
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VI Anhang 1 Chemikalien

Elektro-
phorese-
Gel 1:
Sammelgel

Substanz Konzentration Menge

Reinstwasser 2,47 mL
Sammelgel-Puffer 1,13 mL
Acrylamid 30 % 0,9 mL
APS 10 % 27µL
TEMED 3,15µL

Ausreichend für zwei 0,75 mm dicke Gele. Nach dem Gießen
mindestens 40 min aushärten lassen.

Elektro-
phorese-
Gel 2:
Trenngel

Substanz Konzentration Menge

Reinstwasser 2,8 mL
Acrylamid 30 % 3,2 mL
Trenngel-Puffer 2 mL
APS 10 % 48µL
TEMED 5,6µL

Ausreichend für zwei 0,75 mm dicke Gele. Nach dem Gießen
mit Methanol überschichten und 20 min aushärten lassen.

Ethanol Rotipuran®, ≥ 99,8 %, analysenrein, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Artikel-Nr. 9065.4

Färbelösung

Substanz Konzentration Menge

TBS 27 mL
Ethanol 96 % 3 mL
Chloronaphtol 9 mg

Direkt vor der bis zu 10 min dauernden Reaktion 60µL 30 %-ige
H2O2-Lösung hinzugeben, Färbevorgang in Reinstwasser been-
den.

Glutathion L-Glutathione reduced, ≥ 98%, Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
München, Artikel-Nr. G4251-G1

Glycerin Rotipuran®, ≥ 99 %, analysenrein, wasserfrei, Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe, Artikel-Nr. 3783.1

Glycin Pufferan®, ≥ 99 %, analysenrein, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Artikel-Nr. 3908.2

GST-
Reaktions-
lösung

980µL Phosphatpuffer + 10µL 200 mM Glutathion + 10µL
100 mM CDNB

HCl Salzsäure, 30 %, suprapur®, Merck KGaA, Darmstadt, Artikel-Nr.
1003181000
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VI Anhang 1 Chemikalien

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsäure,
Pufferan®, ≥ 99,5 %, Zellkulturqualität, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Artikel-Nr. HN77.3

HNO3 65 %, analysenrein, zusätzlich destilliert, Bernd Kraft GmbH,
Duisburg, Artikel-Nr. 05119.4100

H2O2 Wasserstoffperoxid, 30 %, suprapur®, Merck KGaA, Darmstadt,
Artikel-Nr. 1072981000 (für die Silber-Analytik) bzw.
analysenrein, AppliChem GmbH, Darmstadt, Artikel-Nr.
A1134,1000 (für Katalase-Aktivität)

KCl Kaliumchlorid, ≥ 99 %, reinst, AppliChem GmbH, Darmstadt,
Artikel-Nr. A1362

Laemmli-
Puffer

Substanz Menge

Glycerin 20 mL
Mercaptoethanol 300µL
SDS 3 g
TRIS-hydrochlorid 140 mg
TRIS 20 mg
Bromphenolblau 5 mg

Mit Reinstwasser auf 1 L auffüllen.

Mercapto-
ethanol

Merck KGaA, Darmstadt, Artikel-Nr. 1154330100

Methanol analysenrein, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA, Artikel-Nr.
A412-1

MgSO4
· 7 H2O

Magnesiumsulfat-Heptahydrat, ≥ 99 %, reinst, AppliChem
GmbH, Darmstadt, Artikel-Nr. A1368

NaCl Natriumchlorid, ≥ 99 %, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Artikel-Nr. P029.2 und ≥ 99,5 %, VWR International GmbH,
Darmstadt, Artikel-Nr. 27810.295

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat, ≥ 99 %, AppliChem GmbH,
Darmstadt, Artikel-Nr. A1353

NaNO3 Natriumnitrat, ≥ 99 %, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Artikel-Nr. 8601.2

NaOH Natriumhydroxid, ≥ 98 %, in Plätzchen, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Artikel-Nr. P031.3, mit Reinstwasser eine Lösung
herstellen
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npAg (nano-
partikuläres
Silber)

Die Synthese erfolgte durch die Arbeitsgruppe Prof. Dr. Epple,
Universität Duisburg-Essen, Abteilung Anorganische Chemie,
entsprechend dem von Diendorf (2012) beschriebenen Protokoll
durch Reduktion mit Glukose in Anwesenheit von
Polyvinylpyrrolidon (PVP). Das in Reinstwasser suspendierte
npAg wurde zur Vorbeugung oxidativer Prozesse unter einer
Argon-Gasatmosphäre abgefüllt. Die Silberkonzentration dieser
Stammlösung wurde durch die AG Prof. Dr. Epple, Universität
Duisburg-Essen, per Atom-Absorptionsspektrometrie (AAS)
ermittelt (ca. 1 g/L). Das Zetapotential betrug ca. -25 mV. Der
Durchmesser des Metallkerns war im Mittel 70 nm (bestimmt
durch Rasterelektronenmikroskopie, Abb. VI.1.2, S. 128, AG Prof.
Dr. Epple). Der mittlere hydrodynamische Durchmesser
schwankte zwischen 100 und 140 nm und der
Polydispersitätsindex überstieg nie einen Wert von 0,3 (beides
durch die AG Prof. Dr. Epple mit dynamischer Lichtstreuung
[DLS] bestimmt). Die Stammsuspension wurde in
1,5 mL-Eppendorf®-Reaktionsgefäßen, deren Verschlüsse
zusätzlich mit Parafilm® umwickelt waren, bei 7 °C im
Kühlschrank gelagert.

Pferdeserum Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, München, Artikel-Nr. H1138

Phosphat-
puffer

Substanz Konzentration Menge (mL)

Na2HPO4 0,5 M 154,8
Na2HPO4 1 M 22,6
KCl 1 M 100

Mit Reinstwasser auf 1 L auffüllen. pH = 7,4.
Für die Muschelpräparation wurde ein Proteasehemmer (Sig-
ma-Aldrich® Chemie GmbH, München, Artikel-Nr. P8340) mit
einer Endkonzentration von 5 Volumen-% hinzugefügt.

Pierce™ BCA
Protein
Assay Kit

Thermo Scientific, Inc., USA, Artikel-Nr. 23225 (für
Proteinbestimmung)

Primär-
antikörper

Maus-Anti-HSP 70, antibodies-online GmbH, Aachen, Artikel-Nr.
ABIN361738

Primär-
antikörper-
Suspension

je Membran 4,5 mL TBS + 0,5 mL Pferdeserum + 1µL
Primärantikörper

Protease-
hemmer

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, München, Artikel-Nr. P8340
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PVP Polyvinylpyrrolidon, mittlere Molmasse 40 kDa, Sigma-Aldrich®

Chemie GmbH, München, Artikel-Nr. 02286, Strukturformel s.
Abb. VI.1.1, S. 128. Vor der Verwendung in Expositionsversuchen
wurde mit Reinstwasser eine Stammsuspension mit einer
Konzentration von ca. 0,1 g PVP/L hergestellt.

Referenz-
material

Gefriergetrocknetes Standard Reference Material
1566b oyster tissue des National Institute of Standards
and Technology, U. S. Department of Commerce

Reinst-
wasser

Mit deionisiertem Wasser beschicktes Q-Gard 2 Purification Pack,
Merck Millipore, USA, ausgerüstet mit einem 0,22µm-Milipak®

Express-Membranfilter

Rekonstitu-
iertes Wasser

Substanz Menge (mg)

CaCl2 · 2 H2O 446,8
MgSO4 · 7 H2O 187,3
NaHCO3 98,4
KCl 17,3
NaCl 0,4

Mit deionisiertem Wasser auf 1 L auffüllen.

Sammelgel-
Puffer

Substanz Menge (g)

TRIS 1,68
TRIS-hydrochlorid 17,5
SDS 2

Mit Reinstwasser auf 0,5 L auffüllen und mit HCl bzw. NaOH
auf pH = 6,8 einstellen.

SDS Dodeclysulfat-Natriumsalz, analysenrein, SERVA Electrophoresis
GmbH, Artikel-Nr. 20763.01

Sekundär-
antikörper

Ziegen-Anti-Maus-Immunglobulin-Suspension, Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Artikel-Nr. P0447

Sekundär-
antikörper-
Suspension

je Membran 4,5 mL TBS + 0,5 mL Pferdeserum + 5µL
Sekundär-Antikörper
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TBS

Substanz Menge (g)

NaCl 8,8
TRIS-hydrochlorid 6,35
TRIS 1,18

Mit Reinstwasser auf 1 L auffüllen und mit HCl bzw. NaOH auf
pH = 7,5 einstellen.

TEMED Tetramethylethylendiamin, 99 %, analysenrein, Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, Artikel-Nr. 2367.3

TetraMin®

Flocken-
futter

Tetra GmbH, Melle, Artikel-Nr. 201272

Transfer-
Puffer

Substanz Menge

Methanol 200 mL
TRIS 5,072 g
Glycin 2,904 g
TRIS-hydrochlorid 760 mg
SDS 368 mg

Mit Reinstwasser auf 1 L auffüllen.

Trenngel-
Puffer

Substanz Menge (g)

TRIS 76,95
TRIS-hydrochlorid 18,5
SDS 2

Mit Reinstwasser auf 0,5 L auffüllen und mit HCl bzw. NaOH
auf pH = 8,8 einstellen.

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Pufferan®, ≥ 99,3 %, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Artikel-Nr. AE15.2

TRIS-
hydrochlorid

Pufferan®, ≥ 99 %, analysenrein, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Artikel-Nr. 9090.2

127



VI Anhang 1 Chemikalien

N
O

( )
n

Abbildung VI.1.1:
Molekularstruktur von Poly-
vinylpyrrolidon (PVP), dem
Hüll-Polymer von npAg.
Nach: https:
//www.sigmaaldrich.com/
catalog/product/sial/pvp40?,
Zugriff 23.11.2014.

Abbildung VI.1.2:
Rasterelektronenmikroskopie-
Aufnahme von PVP-umman-
teltem npAg. Das Bild entspricht
einem Ausschnitt von 1 x 1µm.
Quelle: AG Prof. Dr. Epple,
Universität Duisburg-Essen.

Abbildung VI.1.3: Beispielhafte Größenverteilung von frisch
hergestelltem npAg, gemessen mit dynamischer Lichtstreuung.
Quelle: AG Prof. Dr. Epple, Universität Duisburg-Essen.
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2 Materialien

AAS-Probengefäß Polystyrol, 1,5 mL, SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht,
Artikel-Nr. 73.641

Filtrationsvorsatz Polycarbonat, Sartorius AG, Göttingen, Artikel-Nr. 16517

Eppendorf®-
Reaktionsgefäß

Polypropylen, Eppendorf Tube® 3810X, 1,5 mL,
Eppendorf AG, Hamburg, Artikel-Nr. 0030125150
(Aufbewahrung der npAg-Stammsuspension)

Mikropistill Eppendorf®-Mikropistill, Sigma-Aldrich® Chemie
GmbH, München, Artikel-Nr. Z317314

Mikrotiterplatte 96-er, BRANDplates® pure Grade™, Brand GmbH & CO.
KG, Wertheim, Artikel-Nr. 781602 (normal-transparent)
und Artikel-Nr. 781614 (UV-durchlässig)

Mikrowellengefäß 100 mL, Körper und Deckel aus Teflon PFA®, CEM
Corporation, USA, Artikel-Nr. 600214

Nitrocellulose-
membran I

Whatman GmbH, Dassel, Artikel-Nr. 10404006 (0,45µm
Porengröße), bzw. ehemals Schleicher & Schuell GmbH,
Dassel, Artikel-Nr. 400112 (8µm), Artikel-Nr. 403010
(1,2µm) und Artikel-Nr. 401712 (0,2µm Porengröße, für
Filtration der Wasserproben und npAg-Verdünnungen)

Nitrocellulose-
membran II

0,2µm Porengröße, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA,
Artikel-Nr. 162-0112 (für Western Blot)

Petrischale Polystyrol, Ø 9,4 cm, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Artikel-Nr. 632102

Plastiksieb Polypropylen, Fackelmann GmbH & Co. KG, Hersbruck,
Artikel-Nr. 49240 (Ø 6 cm) und Artikel-Nr. 49241 (Ø 9 cm)
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Probengefäß 15 mL-Zentrifugationsröhre mit Schraubverschluss,
Polypropylen, SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht,
Artikel-Nr. 62.554.001 (für Wasserproben und
Gewebeaufschlüsse)

Spritze HSW SOFT-JECT®-Einmal-Plastikpritze, max. 60 mL,
dreiteilig mit Luer-Lock-Ansatz, Henke-Sass, Wolf
GmbH, Tuttlingen (für Wasserproben)

Sprudelstein Tetra GmbH, Melle, Modell AS 40

Versuchsaquarium Polystyrol, Savic®, Belgien, Artikel-Nr. 001240000 (22 L,
Muschelexposition) und Artikel-Nr. 01250125 (30 L,
npAg-Verhalten im Medium)
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3 Geräte

Analysenwaage I Sartorius AG, Göttingen, Modell M-Power AZ313 (für
Chemikalien-Einwaage)

Analysenwaage II Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Modell Libror
AEG-220 und Faust Laborbedarf AG, Schweiz, Modell
FA 110-4i (für Gewebe-Einwaagen)

Atomabsorptions-
spektrometer
(AAS) I

Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometer mit
Zeeman-Untergrundkorrektur, PerkinElmer, Inc., USA,
Modell 4100ZL (verwendet für die Silberbestimmung
sämtlicher biologischer Proben und Wasserproben)

AAS II
Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometer mit
Zeeman-Untergrundkorrektur, PerkinElmer, Inc., USA,
Modell AAnalyst 600 (verwendet für die Silber-
bestimmung verdünnter npAg-Stamm-suspensionen)

AAS III
Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometer mit
Zeeman-Untergrundkorrektur, PerkinElmer, Inc., USA,
Modell 4110ZL (verwendet von der AG Prof. Dr. Epple,
Universität Duisburg-Essen, für die Silberbestimmung
unverdünnter npAg-Stammsuspensionen)

Gefriertrocknung Thermo Fisher Scientific, Inc., USA, Modell Heto
PowerDry® LL3000 + Drehschieber-Vakuumpumpe,
vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim, Modell RZ 2.5

Gelelektrophorese-
kammer
(+ Zubehör)

Mini-PROTEAN® Tetra System, Bio-Rad Laboratories
Inc., USA, Artikel-Nr. 165-8000

Gewebe-
Homogenisierer I

Dispergierstab mit rotierenden Klingen, ULTRA-
TURRAX®, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Modell T25

Gewebe-
Homogenisierer II

Ultraschall-Dispergierstab, Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Berlin, Modell GM 2070

Kondukto-/
Thermometer

WTW GmbH, Weinheim, Modell Cond 3210 mit
Elektrode TetraCon® 325
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Mikrowelle CEM Corporation, USA, Modell Mars 5™

Oxymeter WTW GmbH, Weinheim, Modell Oxi3210 mit
OxiCal®-SL-Sonde

pH-Meter WTW GmbH, Weinheim, Modell pH 3210 mit
pH-Elektrode SenTix 41

Photometer TECAN Group Ltd., Schweiz, Modell Infinite™ 200 PRO

Scanner Canon, Inc., Japan, Modell CanoScan LiDE 700F

Spannungsgeber Bio-Rad Laboratories, Inc., USA, Modell PowerPac™ 200

Stereomikroskop Olympus Corporation, Japan, Modell SZ51

Ultrazentrifuge Beckman Coulter®, Inc., USA, Modell Optima™ Max-XP
(für > 20000 g)

Western-Blot-
Kammer

Trans-Blot™ SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad
Laboratories, Inc., USA

Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg, Modell 5810 R (für bis zu
20000 g)

Zetasizer Malvern Zetasizer Nano ZS ZEN 3600, Malvern
Instruments Ltd., England (verwendet von der AG Prof.
Dr. Epple, Universität Duisburg-Essen, für DLS und
Bestimmung des npAg-Zeta-Potentials)
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4 Software

Canon MP Navigator EX, Version 2.1 (Einscannen der HSP-Banden)

Corel® PHOTO-PAINT™X6, Version 16 1.0.843 (Bildbearbeitung)

GraphPad Prism®, Version 5.04 (Statistik)

ImageJ, Version 1.45s (HSP-Banden-Auswertung)

Microsoft Excel® 2010, Version 14.0.7128.5000, 32-Bit (Datenaufbereitung)

SigmaPlot™, Versionen 12.0 und 12.5 (Graphische Darstellung)

STATISTICA, Version 12.5 (Statistik)

Tecan i-control, Version 1.2 (Photometer)

Visual MINTEQ, Version 3.0 (Lösungsgleichgewichts-Berechnung)
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5 Zusätzliche Daten

Zu II.2.2: Untersuchungen zur Stabilität der Nanopartikel/
Verhalten im Expositionsmedium

Tabelle VI.5.1: Wasserparameter des Versuchs zum Verhalten von npAg im
Expositionsmedium, im Vergleich zu Ag+. Die Angaben entsprechen
Mittelwerten (± SD) von 15 Messwerten im Zeitraum von 5 min bis 14 d nach
Versuchsbeginn.

Ag+ npAg

Temperatur (°C) 14,8 (0,1) 15 (0,1)

pH 7,7 (0,4) 7,7 (0,3)

Leitfähigkeit (µS/cm) 1033 (8) 1051 (4)

Zu II.3.2.2: Expositionsversuch mit Dreissena polymorpha/
Expositionsmedium

Tabelle VI.5.2: Beprobungszeitpunkte der Dreissena polymorpha-Exposistions-
medien nach Versuchsbeginn. Versuchsansätze: Kontrolle (rekonstituiertes
Wasser), PVP, npAg und Ag+, jeweils nominell 100µg/L.
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Zu II.3.2.2: Expositionsversuch mit Dreissena polymorpha/
Biotische Parameter

Tabelle VI.5.3: Biotische Parameter des Dreissena polymorpha-Expositions-
versuchs. Nominelle Expositionskonzentration: 100µg/L. Die Angaben
entsprechen Mittelwerten (± SD).
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Zu II.4: Wasserparameter des MariETT

Tabelle VI.5.4: Abiotische Wasserparameter im Marisa Embryo Toxicity Test.
Die Messungen wurden jeweils nach 24 -stündiger Verwendung des
Expositionsmediums durchgeführt. Die Angaben entsprechen Mittelwerten.
n = 1–2.

Kontrolle PVP Ag+ npAg „alt“∗

Nominalkonzentration (µg/L) 0 200 10 30 30 50

pH 7,8 7,6 7,6 7,7 7,6 7,6

Leitfähigkeit (µS/cm) 934 956 966 966 964 941

∗ vgl. II.2.1 (S. 16) und III.1 (S. 40)

Zu III.2.2.1: Expositionsversuch mit Dreissena polymorpha/
organspezifische Daten

Tabelle VI.5.5: Weichgewebe-Daten (± SD) von Dreissena polymorpha über alle
Expositionen hinweg. Schalenlänge der Muscheln: 1,8–2,8 mm.

gesamtes
Weichgewebe

Mantel/
Muskulatur

Kiemen Gonade/
Verdauungstrakt

FM (mg) 333 (134) 129 (54) 53 (33) 81 (37)
n > 1984 Muscheln

Wassergehalt
(%)

91,1 (1) 90,5 (0,8) 92,9 (1) 91,2 (1,1)

n = 14 ∗ 7
Muscheln

n = 46 ∗ > 34 Muscheln
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Zu III.3.3.1: Mortalität von Marisa cornuarietis

Tabelle VI.5.6: Absolute Mortalität der M. cornuarietis-Embryonen im MariETT.
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Zu III.3.3.2: Entwicklungsdauer von Marisa cornuarietis

Tabelle VI.5.7: Absolute Entwicklungsdauer der Marisa cornuarietis-Embryonen im
MariETT.
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Zu III.3.3.4: Herzfrequenz von Marisa cornuarietis

Tabelle VI.5.8: Absolute Herzfrequenz der Marisa cornuarietis-Embryonen am 9.
Expositionstag des MariETT.
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