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Untersuchungen zur Toxizitat der Platingruppenelemente Pt, Pd und Rh
Forderkennzeichen (BWR 22012)

Bernd Sures, Sonja Zimmermann: Zoologisches Institut I, Okologie-Parasitologie, Universitit
Karlsruhe, Kornblumenstr. 13, 76128 Karlsruhe

Zusammenfassung

Im vorliegenden zweijdhrigen Projekt wurden biologische Effekte der Platingruppenelemente
(PGE) Pt, Pd und Rh im Vergleich zu anderen Schwermetallen auf zelluldrer und organismischer
Ebene untersucht. Nach 24-stiindiger Exposition von Lungenepithelzellen (BEAS-2B) mit
verschiedenen Metallsalzen lag im MTT-Test die hochste LCsy mit 1,2 mmol/l fiir RhCl; vor,
gefolgt von NiCl, mit 0,8 mmol/l und dann Pt(NO3), und PdSO4 mit jeweils 0,4 mmol/l. Fiir
PtCly bzw. CrO; ergab sich eine LCsy von 0,05 mmol/l bzw. 0,02 mmol/l. Der niedrigste LCs-
Wert wurde mit 0,005 mmol/l fiir CdCl, ermittelt. Zusétzlich fiihrten Pt(NOs),, PtCly und CrO;
wihrend 2-stiindiger Exposition in den Zellen zu einer verstirkten Bildung von reaktiven
Sauerstoff-Spezies (ROS). Dabei erzielte PtCls den stirksten Effekt, gefolgt von CrOs; und
Pt(NOs),. Damit lag die Zytotoxizitdt der PGE in einem &dhnlichen Bereich wie die anderer

Schwermetalle.

Neben den Zelltests wurden Dreikantmuscheln (Dreissena polymorpha) mit verschiedenen
Einzelelementlosungen (Pt, Pd, Rh, Pb wund Cd) bzw. Partikel-gebundenen PGE
(Katalysatormaterialien, Versickerbeckensediment, Klarschlamm) exponiert. Bei allen Ansitzen
war wihrend der 10wochigen Exposition im Muschelweichgewebe eine mehrwdchige,
gegeniiber der Kontrolle eindeutig erhdhte Induktion von Hitzeschockproteinen (HSP70) zu
erkennen, wobei bei der Exposition mit Einzelelementlosungen der HSP-Anstieg friiher erfolgte
als bei der Exposition mit partikuliren Metallen. Obwohl bei der Exposition mit
Einzelelementldsungen Pt in wesentlich stirkerem Malle von den Muscheln angereichert wurde
als Pd und Rh, war die HSP-Induktion bei Pd hoher und bei Rh vergleichbar mit der von Pt. Pb
und Cd erzielten hingegen deutlich niedrigere Effekte als die drei PGE.

Neben der HSP-Induktion, fiihrten Pt, Pd und Cd zu einer Induktion der Metallothionein (MT)-
Produktion im Muschelweichgewebe. Die starkste Induktion wurde durch Cd verursacht, gefolgt
von Pd und Pt. Dabei lag ein hoch signifikanter (p <0,001), linearer Zusammenhang zwischen
der MT-Konzentration und dem Metallgehalt in den Dreikantmuscheln vor. Rh und Pb

induzierten hingegen keine Metallothionein-Bildung.

Somit stellen Hitzeschockproteine und Metallothioneine vielversprechende Biomarker fiir Kfz-

biirtige PGE dar, die auch in vielen anderen Testorganismen zur Anwendung kommen konnten.
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Von den drei Kfz-emittierten Platinmetallen diirfte vor allem Pd von (6ko-)toxikologischem
Interesse sein. Fiir eine zuverldssige Abschiatzung des Risikopotentials Kfz-biirtiger PGE bedarf
es jedoch weiterer toxikologischer Untersuchungen und Freilandstudien zur Erfassung der

aktuellen Kontaminationssituation.

Summary

In the present project, which ran over 2 years, toxic effects of the platinum group elements
(PGE) Pt, Pd and Rh were compared with those of other heavy metals. Therefore, cell tests as

well as exposure studies with mussels were performed.

Following 24h exposure to metal salts, the LCsy of human bronchial epithelial cells (BEAS-2B)
was highest for RhCl; (1.2 mmol/L), followed by NiCl, (0.8 mmol/L), Pt(NO3), and PdSO4 (0.4
mmol/L), PtCls (0.05 mmol/L), CrO; (0.02 mmol/L) and CdCl, (0.005 mmol/L). Additionally,
Pt(NOs),, PtCly and CrO; enhanced the cellular production of reactive oxygen species (ROS).

Zebra mussels (Dreissena polymorpha) were exposed to single element standard solutions (Pt,
Pd, Rh, Pb or Cd) and particle bound PGE (catalyst material, sediment of drainage basin, sewage
sludge), respectively. Every metal source caused a temporary increase of the production of heat
shock proteins (HSP70) in the mussel soft tissue during 10 weeks of exposure. For soluble
metals the increase in HSP70 was earlier than for particle bound PGE. Following exposure to
standard solutions, the HSP induction decreased in the order Pd > Pt > Rh > Pb > Cd.

Furthermore, Pt, Pd and Cd induced the production of metallothionein (MT) in the zebra
mussels. The strongest effect was found for Cd, followed by Pd and Pt. There was a highly
significant (p<<0.001) linear correlation between the MT levels and the metal concentrations in

the mussel soft tissue. No MT induction was observed for Rh and Pb.

Consequently, heat shock proteins and MT are promising biomarker for traffic related PGE,
which may be used in a high variety of test organisms. Among the PGE, Pd seems to be the
metal of highest (eco-)toxicological interest. Nevertheless, for a valid evaluation of the

environmental risk further toxicological studies as well as field investigations have to be done.
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1 Einleitung

Die in Autoabgaskatalysatoren enthaltenen Platingruppenelemente (PGE) Pt, Pd und Rh werden
beim Fahrbetrieb mit dem Autoabgas emittiert (z.B. PALACIOS et al., 2000) und gelangen
somit in die Umwelt. Studien weisen weltweit nach, dass die Umweltkontaminationen mit PGE
stetig ansteigen (Uberblick in HOPPSTOCK & SURES, 2004). Obwohl die Edelmetalle
iiberwiegend in metallischer Form und an Partikel gebunden freigesetzt werden, konnte in den
letzten Jahren die biologische Verfiigbarkeit von Pt, Pd und Rh fiir Pflanzen und auch Tiere
eindeutig nachgewiesen werden (Uberblick in HOPPSTOCK & SURES, 2004; RAVINDRA et
al., 2004; ZIMMERMANN & SURES, 2004). So lagen z.B. die Aufnahmeraten fiir Pt und Rh
bei Dreikantmuscheln in dem gleichen Bereich wie die anderer Kfz-emittierter Metalle (z.B. Pb,
Sb) und Pd erreichte sogar Aufnahmeraten, die zwischen denen der beiden essentiellen Elemente
Fe und Cu lagen (ZIMMERMANN et al., 2002). Demzufolge ist es notwendig, mogliche
toxische Folgen eines vermehrten Eintrages der PGE in die Umwelt zu untersuchen. Daher
wurden im vorliegenden zweijdhrigen Projekt verschiedene toxikologische Experimente auf
zelluldrer und organismischer Ebene durchgefiihrt. An humanen Bronchialepithelzellen wurde
die Vitalitit nach Exposition mit 16slichen PGE-Salzen bestimmt und anschlieBend die LCs
(Konzentration, bei der 50% der Zellen sterben) ermittelt. Eine weitere Fragestellung war,
inwiefern PGE oxidativen Stress in den Zellen auslosen. Zur Untersuchung der organismischen
Toxizitdit wurden Dreikantmuscheln (Dreissena polymorpha) nach Exposition mit 16slichen
PGE-Salzen bzw. mit Partikel-gebundenen PGE (zerriebenes Katalysatormaterial,
Versicherbeckensediment oder Klirschlamm) auf die Induktion von Hitzeschockproteinen
(HSP70) und metallbindenden Proteinen (Metallothioneine) hin untersucht. Diese beiden
Parameter wurden ausgewihlt, da sie als Biomarker fiir zahlreiche Schwermetalle eingesetzt
werden. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit gepriift werden, ob die HSP- bzw.

Metallothionein-Induktion auch als Biomarker fiir PGE geeignet ist.

2 Material und Methoden

2.1 Zelltests

Fiir die Experimente zur Zytotoxizitit kam die humane Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B
(ATCC) zum Einsatz. In 96-well-Mikrotiterplatten wurden je 50.000 Zellen/well ausgesdt und
fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert, damit die Zellen anwachsen konnten. Die
Metallexpositionen erfolgten mit den Metallsalzen Pt(NOs),, PtCly, PdSO4 * 2 H,O0,
RhCl; * 3 H,O, CdCl,, CrO3 und NiCl; (alle Merck, Darmstadt). Da die Exposition mit einem

Metallkation stets mit der Anwesenheit des entsprechenden Anions verbunden ist, das seinerseits
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Effekte auslosen kann, wurden zusitzlich verschiedene Anionen getestet. Hierzu wurden die
Natriumsalze NaNO;, NaCl und Na,SO4 (alle Merck, Darmstadt) eingesetzt. Fiir den
Vitalitatstest bzw. den Test auf oxidativen Stress mit Metallsalzen wurden zunichst
Stammldsungen (1000 mg/l) mit dem Zellkulturmedium (Keratinocyte Growth Medium, KGM;
Cambrex, Apen) bzw. mit HBSS (Gibco, Eggenstein) angesetzt, die Ansdtze dann fiir 5 min bei
1500 g zentrifugiert und der klare Uberstand fiir die weiteren Verdiinnungsschritte verwendet.
Da sich die Salze zum Teil schlecht in dem Medium 16sten, wurde der tatsédchliche Metallgehalt
der Stammldsung mittels elektrothermaler Atomabsorptionsspektrometrie (ET-AAS) bzw.

Atomemissionsspektrometrie (ICP-AES) gemessen.

Fiir den Vitalititstest erfolgte die Metallexposition der Zellen {iber 24 h im Brutschrank.
Anschliefend wurde die Zellvitalitit in Abhangigkeit von der Expositionskonzentration mittels
MTT-Test bestimmt, bei dem die Aktivitit einer mitochondrialen Dehydrogenase untersucht
wird (FENT, 2003). Das Tetrazoliumsalz MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
Tetrazoliumbromid; Sigma, Seelze) wird nur von lebenden Zellen aufgenommen und in den
Mitochondrien mit NADH zu blauvioletten Formazan-Kristallen reduziert. Die Intensitét der
Blaufirbung wird photometrisch quantifiziert und ist somit direkt proportional zum Anteil

lebender Zellen.

Eine Moglichkeit zum Nachweis fiir allgemeinen Zellstress ist die Bestimmung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die fiir eine Reihe von Zellschiddigungen verantwortlich sind. Beim
sogenannten DCF-Test dient die Oxidation von H,DCF-DA (2’,7’-dichlorodihydrofluorescein-
diacetat) zu DCF (2°,7’-dichloro-fluorescein) durch ROS als Indikatorreaktion fiir oxidativen
Zellstress. Daher wurde vor der Metallexposition pro Well (mit je 50.000
Bronchialepithelzellen) 100 pl 50 uM H,DCF-DA (Molecular Probes, Gottingen) auf die Zellen
gegeben und die Platte fiir 40 min im Brutschrank inkubiert. Danach wurde auf Eis die
Farbstofflosung abgesaugt und die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen. Von den vorbereiteten
Metalllosungen wurden 200 pl pro Well auf die Zellen gegeben und sofort am Fluoreszenzreader
(FL 600 Fluorescence Plate Reader; Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshall) bei 485/530 nm
der Anstieg der Fluoreszenz iiber 2 h gemessen. AnschlieBend wurde fiir jeden
Expositionsansatz die Steigung der linearen Fluoreszenzzunahme ermittelt und auf die Steigung
des Kontrollansatzes normiert. Die relativen Steigungen konnten dann gegen die
Expositionskonzentrationen aufgetragen werden. Bei beiden Tests wurde jeder Versuchsansatz

dreifach mit Zellen aus drei verschiedenen Passagen, also insgesamt neunmal durchgefiihrt.
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2.2 Expositionsversuche mit der Dreikantmuschel

Die Dreikantmuscheln (Dreissena polymorpha) stammten aus dem Ablauf des Mondsees
(Mondseeache) in Osterreich. Die Muscheln hatten eine durchschnittliche Schalenlinge von
(20 = 3 mm) und eine durchschnittliche Masse von (1,04 + 0,55 g). Die Exposition der Dreikant-
muscheln erfolgte in 20 L Plastikaquarien mit beliiftetem Leitungswasser, dem die Metalle in
Form von Einzelelementlosungen (Pt, Pd und Rh: 1000 pg/ml, Ultra Scientific, Wesel; Pb und
Cd: 1000 pg/ml, Merck, Darmstadt) bzw. als partikuldres Material (siche Tab. 1) zugesetzt
waren. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Versuchsgruppen. In Experiment I
mit Einzelelementlosungen wurde das Halterungswasser zweimal pro Woche gewechselt und die
Metalle neu verabreicht. In Experiment II mit partikuldren Metallquellen erfolgte nur einmal pro
Woche ein Wasserwechsel. Die maximale Expositionsdauer betrug 10 Wochen. Aus jedem
Ansatz wurde wochentlich eine Muschelprobe (ca. 100 Tiere) entnommen. Nach der Exposition
wurden die Muscheln zur Entleerung des Darms flir 2 Tage in unkontaminiertes Wasser
tiberfiihrt (vgl. RODITI & FISHER, 1999). AnschlieBend wurden die Muscheln getotet und das
Weichgewebe pripariert. Die Weichgewebe der Muscheln eines Versuchsansatzes und eines
Expositionszeitpunktes wurden zu einer Sammelprobe (ca. 100 Tiere) vereinigt und mit einem
Dispergierstab homogenisiert. Ein Aliquot des Homogenats wurde gefriergetrocknet und an-
schlieBend auf die Metallgehalte untersucht. Das restliche Homogenat wurde bis zur Weiterver-
arbeitung fiir die Bestimmung des HSP- bzw. Metallothionein-Gehaltes bei -20°C aufbewahrt.

Tab. 1: Ubersicht iiber die fiir die Muschelexpositionen eingesetzten partikuliren Metallquellen

Metallquelle Metallgehalt Beschreibung

Katalysatortragermaterial ohne PGE (Substrat),
Sub - Engelhard Technologies GmbH, Nienburg/Weser
KorngroBe: 2,08 2,07 um

360 pg/g Pt Zerriebenes Katalysatormaterial, Engelhard Technologies
KatE 4980 ng/g Pd GmbH, Nienburg/Weser
360 pg/g Rh KorngroéBe: 0,61 + 0,40 um
2410 £ 30 pg/g Pt Zerriebener Pt-Katalysator, Degussa AG, Hanau
Katbl <40 pgle Pd Korngrdfe: 0,71 = 0,86 um
602 + 7 pg/g Rh grove: SO R
<40 pg/g Pt .
KatD2 2660 = 30 pglg Pd Zerriebener Pd-Katalysator, Degussa AG, Hanau

614 + 7 pg/a Rh KorngroBe: 0,90 + 1,01 pm

Sediment aus einem Absetzbecken an der

134 £23 ng/g Pt Bundesautobahn BABS bei Ko6ln/Siegburg,

Sed 421512341111%@;1? Umweltbundesamt, Berlin
e Korngrofie: <90 um
49 +£31 ng/g Pt Klérschlamm aus einer kommunalen Klédranlage,
KS 31+ 14 ng/g Pd Umweltbundesamt, Berlin
14 + 4 ng/g Rh Korngrofie: <90 pm
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Tab. 2: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen der beiden Muschelexpositionsversuche und

Angabe der Wasserparameter (X + SD)

Experiment Gruppe Exposition Temperatur Leitfahigkeit pH-Wert
[°C] [uS/em]
| Kontrolle - 12,4+0,5 686 + 54 8,1+£0,5
[ Pt 500 pg/l P(IV)' 12,5+0,8 630 + 77 8,140,5
| Pd 500 pg/l PA(1T)' 12,4+0,6 646 + 52 8,1+0,5
| Rh 500 g/l Rh(IIT)! 11,840,5 610 + 86 8,2+ 0,4
[ Pb 500 pg/l Pb(ID)! 12,4+0,8 654 + 59 8,0%0,6
[ Cd 500 pg/l CA(IT)! 12,3+0,7 640 + 66 8,1+0,5
I KoSub 100 mg/l Sub? 156+ 1,3 611 +47 7,9+0,3
1 KatE 100 mg/l KatE> 152+1,2 605 + 50 8,0+ 0,4
' KatD }gg Egi E::g; 149+12 605 + 49 8.1+03
I Sed 500 mg/I Sed? 149+13 608 + 52 8,0£0,3
I KS 300 mg/l KS? 151+1,2 627 + 57 7,9+0,4
' Einzelelementlosung

2: partikuldre Metallquelle, vgl. Tab. 1

Bei der Exposition mit Einzelelementlosungen erfolgte die Bestimmung des Pt-, Pd-, Rh, Cd-
bzw. Pb-Gehaltes mittels elektrothermaler Atomabsorptionsspektrometrie (ET-AAS) nach
Mikrowellenaufschluss des Muschelweichgewebes (sieche SURES et al., 1995; ZIMMERMANN
et al., 2003). Im Experiment mit partikuldrem Material wurden die PGE in Abhéngigkeit von
ihrer zu erwartenden Konzentration mittels ET-AAS oder adsorptiver Voltammetrie (ACSV)
bzw. totalreflektierender Rontgenfluoreszenzanalyse (TXRF) bestimmt (sieche ZIMMERMANN
et al., 2003). In den Muscheln, die mit Versickerbeckensediment bzw. Kldrschlamm exponiert
waren, wurden zusétzlich die Gehalte an As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Sb, Sn, Zn mittels
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) ermittelt.

Die Metallgehalte im Muschelweichgewebe wurden iiber der Expositionsdauer aufgetragen.
AnschlieBend wurden die Aufnahmeraten der einzelnen Metalle als Steigung der

Regressionsgeraden wihrend der linearen Anstiegsphase der Metallakkumulation ermittelt.
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2.2.1 Bestimmung der Hitzeschockprotein-Induktion

Die Isolierung und Bestimmung der Hitzeschockproteine (HSP) wurde in Anlehnung an die von
SURES (2002) und TOKALOV & GUTZEIT (2003) beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Der
Nachweis des Hitzeschockproteins HSP70 erfolgte aus einem Zellrohaufschluss. Dieser wurde
mittels Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und
das HSP70 iiber zwei aufeinander folgende Antikorperbindungen mit anschlieBender Enhanced
Chemiluminescense-Reaktion (ECL-Kit, Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK)
detektiert. Voraussetzung fiir diese Technik ist die am sekunddren Antikérper gebundene
Meerrettichperoxidase. Dieses Enzym setzt als Substrat Luminol {iber eine Oxidationsreaktion
um, wobei Licht ausgesendet wird, das mittels eines Films detektiert wird. Fiir die
semiquantitative HSP-Bestimmung wurde der Schwirzungsgrad der Proteinbanden auf dem Film
computerunterstiitzt ermittelt und der relative HSP70-Gehalt im Vergleich zur Kontrolle
bestimmt. In Experiment II wurde zur Ermittlung des absoluten HSP70-Gehaltes zusitzlich ein
HSP70-Standard (HSP70 Standard aus Rinderhirn, H9776, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

bekannter Konzentration bei der HSP70-Bestimmung mitgefiihrt.

2.2.2 Bestimmung der Metallothionein-Induktion

Die Metallothionein-Induktion im Muschelweichgewebe wurde mittels der Silbersittigungs-
methode (SCHEUHAMMER & CHERIAN, 1985) bestimmt. Diese Methode beruht auf dem
Effekt, dass Silberionen mit sehr hoher Affinitit an Metallothionein (MT) binden. Dabei
verdrangen sie andere, weniger stark bindende Metalle, auch solche, welche die Bildung des
Metallothioneins urspriinglich induziert haben. Uber eine Ag-Bestimmung mittels ET-AAS kann
der MT-Gehalt ermittelt werden, da pro Mol MT 17 Mol Ag gebunden werden
(SCHEUHAMMER & CHERIAN, 1985).

Fiir den Zellaufschluss wurden bis zu 1g homogenisiertes Muschelweichgewebe mit 3 ml 0,25 M
Sucroselosung versetzt und mit einem Dispergierstab (Ultra-Turrax T 25) homogenisiert. Nach
Zentrifugation (20.000 g, 4°C, 20 Min.) wurden 600 ul des Uberstands mit 500 ul
Silbernitratlosung (20 mg/l) versetzt und bei Raumtemperatur (RT) fiir 20 Minuten inkubiert.
Zur Abtrennung des iiberschiissigen Silbers und hitzelabiler Proteine erfolgte die Zugabe von
100 pl einer Erythrozyten-Suspension (Red Blood Cells from Sheep, Sigma, Taufkirchen) in
Phosphatpuffer (Phosphate Buffered Saline, PBS) und ein 10miniitiger Kochschritt im
Wasserbad mit anschlieBender Zentrifugation (1.200 g, RT). Dieser Reinigungsschritt wurde
zweimal wiederholt. Der letzte Zentrifugationsschritt erfolgte bei 16.000 g fiir 15 Minuten.



Toxizitat der Platingruppenelemente

Da in in vitro Bindungsstudien von NIELSON et al. (1985) Pt(IV) bzw. Pd(II) das an MT
gebundene Silber weitgehend vertrieb, Cd hingegen nur einen kleinen und Rh und Pb keinen
Einfluss auf die Bindung des Ag an MT zeigte, wurden in den aufbereiteten Zellextrakten neben
dem Ag-Gehalt auch die Konzentration des Metalls, mit dem die entsprechende Gruppe

exponiert war, gemessen.

3 Ergebnisse

3.1 Zytotoxizitat

3.1.1 Vitalitatstest

Der Einfluss verschiedener PGE-Salze im Vergleich zu anderen Schwermetallsalzen auf die
Vitalitdit von Lungenepithelzellen in Abhingigkeit von der Expositionskonzentration ist in
Abb. 1 dargestellt. Bei allen untersuchten Metallen nahm nach Erreichen eines bestimmten
Schwellenwertes mit zunehmender Expositionskonzentration die relative Zellvitalitit ab. Diese
Abnahme erfolgte bei den meisten Metallen innerhalb eines Konzentrationsbereiches von
mindestens einer GroBenordnung, wihrend beim Pd die relative Vitalitidt deutlich schneller
abfiel.

Im Vergleich zu den Metallkationen war fiir die korrespondierenden Anionen Chlorid, Nitrat und
Sulfat im getesteten Konzentrationsbereich (bis iiber 1 mmol/l) kein Einfluss auf die Vitalitét der
Zellen zu beobachten, so dass der Einfluss der Metallsalze auf die Zellvitalitit ausschlie8lich auf

die Metallkationen zuriickzufiihren ist.

Mit Hilfe der Vitalitdtskurven wurden die LCso—Werte fiir die verschiedenen Metalle bestimmt.
Die hochste LCsg lag mit 1,2 mmol/I fiir Rh(III) vor, gefolgt von Ni(II) mit 0,8 mmol/l und dann
Pt(II) und Pd(IT) mit jeweils 0,4 mmol/l. Fiir Pt(IV) bzw. Cr(VI) ergab sich eine LCsy von 0,05
mmol/l bzw. 0,02 mmol/l. Der niedrigste LCso-Wert wurde mit 0,005 mmol/I fiir Cd(I) ermittelt.
Hieraus ergibt sich fiir die Toxizitét der Metalle die Reihenfolge:

Cd(I) > Cr(VI) > PY(IV) > Pt(II) = Pd(II) > Ni(II) > Rh(III)

Damit lag die Zytotoxizitét von Pt(IV), Pt(II) und Pd(II) zwischen denen von Cr(VI) und Ni(II).

Rh zeigte hingegen erst bei hoheren Konzentrationen einen letalen Effekt.

10
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Abb. 1. Relative Vitalitdt (bezogen auf den Ansatz mit nicht exponierten Zellen) von BEAS-2B
Zellen in Abhidngigkeit von der Metall- bzw. Anionen-Konzentration nach 24h Exposition mit
verschiedenen Metallsalzen (Pt(NO3),, PtCly, PdSO4, RhCls, CdCl,, NiCl,, CrO;) im Vergleich
zur Kontrollexposition mit den entsprechenden Na-Salzen (NaNOs, NaCl, Na,SQO4). Dargestellt

sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 9 Einzelmessungen.
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3.1.2 Oxidativer Stress

Als ein Parameter fiir allgemeinen Zellstress wurde die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) untersucht. Es wurden die gleichen Metallsalze wie beim Vitalititstest verwendet. Die
relativen ROS-Konzentrationen in den Lungenepithelzellen wihrend zweistiindiger Exposition
mit verschiedenen Metallsalzen sind in Abhéngigkeit von der Expositionskonzentration in
Abb. 2 dargestellt. Bei Pt(II), Pt(IV) und Cr(VI) stieg bis zum Erreichen des Maximums die
relative ROS-Konzentration kontinuierlich an und fiel anschlieBend stark ab. Im Gegensatz dazu
war fiir die korrespondierenden Anionen Nitrat und Chlorid in dem untersuchten
Konzentrationsbereich kein Einfluss auf die ROS-Bildung zu beobachten. Somit fiihrten die
beiden Pt-Spezies und Cr(VI) zu einer verstirkten ROS-Bildung in den BEAS-2B Zellen. Den
starksten Effekt auf die ROS-Bildung erzielte Pt(IV), gefolgt von Cr(VI) und dann Pt(II).

Neben Pt(II), Pt(IV) und Cr(VI) zeigte auch Pd(II) und Rh(III) ab einer bestimmten
Konzentration einen Abfall der relativen ROS-Konzentration. Diese Effektkonzentration lag bei
0,02 mmol/I fir Rh(III), 0,03 mmol/l fiir Pd(I), 0,04 mmol/l fiir Pt(Il), 0,2 mmol/l fiir Cr(VI)
und 0,3 mmol/1 fiir Pt(IV).

Bei CdCl, und NiCl, war iiber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich kein
Unterschied zwischen der Metall- und der Kontrollexposition zu erkennen (Abb. 2). Somit
zeigten Cd(IT) und Ni(Il) in dem eingesetzten Konzentrationsbereich keinen Effekt auf die
zelluldre ROS-Bildung.
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Abb. 2. Relative ROS-Konzentration (bezogen auf den Ansatz mit nicht exponierten Zellen) in
BEAS-2B Zellen in Abhéngigkeit von der Metall- bzw. Anionen-Konzentration wihrend 2h
Exposition mit verschiedenen Metallsalzen (Pt(NOs),, PtCls, PdASO4, RhCl;, CdCl,, NiCl,, CrOs)
im Vergleich zur Kontrollexposition mit den entsprechenden Na-Salzen (NaNOs;, NaCl,

Na,S0Oy). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 9 Einzelmessungen.
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3.2 Organismische Toxizitat

3.2.1 Metallaufnahme durch die Muscheln

Der Verlauf der Metallkonzentrationen im Weichgewebe der Dreikantmuschel wihrend
10wochiger Exposition mit Einzelelementlosungen der Metalle Pt, Pd, Rh, Cd bzw. Pb ist in der
Abb. 3 dargestellt. Bei allen Metallen stieg die Konzentration im Muschelweichgewebe mit der
Expositionsdauer an. In der Kontrolle lagen die Pt-, Pd-, Rh- und Pb-Werte unterhalb der
jeweiligen Nachweisgrenzen der ET-AAS (NG als dreifache Standardabweichung des
Blindwertes; Pt: 430 ng/g, Pd: 140 ng/g, Rh: 20 ng/g, Cd: 2 ng/g, Pb 40 ng/g) wihrend der Cd-
Gehalt 3 pg/g betrug. Die stiarkste Metallanreicherung in den Muscheln lag fiir Cd(II) vor,
gefolgt von Pt(IV), Pd(Il), Pb(Il) und Rh(II). Nach 10wdchiger Exposition waren die
Metallkonzentrationen im gefriergetrockneten Muschelweichgewebe um den Faktor 579 (Cd),
311 (Pt), 66 (Pd), 39 (Pb) und 37 (Rh) hoher verglichen mit der eingesetzten
Expositionskonzentration von 500 pg/l Metall im Hélterungswasser, wobei Cd, Pt und Pb in der
10. Woche bereits das Akkumulationsplateau erreicht hatten, wéhrend sich die Pd- und Rh-
Gehalte noch in der Anstiegsphase befanden.

400+ % .
200:} B _a Rh

150 / 0P
.- ~oxCd

100 X
50_’ //

0O 10 20 30 40 50 60 70
Expositionsdauer [Tage]

Metallkonzentration [ug/g TS]

Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Metallanreicherung im Weichgewebe der Dreikantmuschel

wiéhrend 10wdchiger Exposition mit Einzelelementlosungen

Aufgrund der relativ hohen Nachweisgrenzen konnte bei der Exposition mit partikuldren PGE-
Quellen nur in den beiden Ansétzen mit Katalysatormaterial (KatE und KatD) Pd und Rh mittels
Atomabsorptionsspektrometrie nachgewiesen werden (Abb. 4). Fiir die Pt-Bestimmung wurde

daher die wesentlich sensitivere adsorptive Voltammetrie (ACSV) eingesetzt. Zudem wurden bei
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den Muschelproben des Sed- bzw. KS-Ansatzes die Pt- und Rh-Gehalte voltammetrisch
bestimmt und die Pd-Gehalte mittels totalreflektierender Rontgenfluoreszenzanalyse (TXRF)
nach Anreicherung in Quecksilber ermittelt (NG: Pt: 0,03 ng/g, Pd: 0,5 ng/g, Rh: 0,3 ng/g). Da
die PGE-Bestimmung mittels ACSV bzw. TXRF jedoch sehr aufwendig ist und in Dortmund

durchgefiihrt werden musste, wurden mit diesen Verfahren bislang nur die Muschelproben der 1.

und 10. Expositionswoche analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 und Tabelle 3

ersichtlich.
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Abb. 4: Zeitlicher Verlauf der Anreicherung von Pt bzw. Rh (a) und Pd (b) im Weichgewebe der

Dreikantmuschel wéhrend 10wochiger Exposition mit zerriebenen Katalysatormaterialien (vgl.

Tab. 1).
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In den Dreikantmuscheln der beiden Ansédtze mit Katalysatormaterial lag eine deutliche zeitliche
Zunahme der PGE-Gehalte vor (Abb. 4). Dabei wurde Pd am stéirksten angereichert. Dies traf
auch auf den Ansatz mit der Pt/Pd-Katalysatormaterialmischung (KatD) zu, bei dem die
Expositionskonzentrationen von Pt und Pd nahezu identisch waren. Entsprechend der
Unterschiede in den PGE-Gehalten der eingesetzten Metallquellen war in den Muscheln des
KatD-Ansatzes die Pt- und Rh-Akkumulation hoher, die Pd-Akkumulation jedoch niedriger
verglichen mit dem KatE-Ansatz. Nach 10-wochiger Exposition waren die PGE-
Konzentrationen im Muschelweichgewebe des KatD-Ansatzes um den Faktor 4,0 (Pt), 5,8 (Pd)
bzw. 4,6 (Rh) hoher verglichen mit der eingesetzten Expositionskonzentration an Partikel
gebundenen Metallen im Halterungswasser von 241 pg/l Pt, 266 ng/l Pd bzw. 122 ng/l Rh. Fiir
den KatE-Ansatz ergaben sich bezogen auf die Expositionskonzentrationen von 36 pg/l Pt, 498
ng/l Pd bzw. 36 ng/l Rh Anreicherungsfaktoren von 4,1 (Pt), 5,2 (Pd) bzw. 6,5 (Rh).

Im Gegensatz zu den Ansidtzen mit Katalysatormaterialien waren die PGE-Gehalte (mit
Ausnahme des Pt-Gehaltes im KS-Ansatz) in den Muscheln des KoSub-, Sed- bzw. KS-Ansatzes
nach 10-wochiger Exposition niedriger verglichen mit den Werten der Muscheln, die nur eine
Woche exponiert waren (Tab. 3). In allen Proben lagen die hochsten PGE-Gehalte fiir Pd vor.

Tab. 3: PGE-Gehalte im Weichgewebe der Dreikantmuschel nach 1- bzw. 10-wdchiger
Exposition mit zerriebenem Katalysatortragermaterial (KoSub), Sediment aus einem
Absetzbecken an der BAB 5 (Sed) bzw. mit Klarschlamm (KS)

Expositionsdauer Pt Pd Rh
Gruppe
[Wochen] [ng/g TS] [ng/g TS] [ng/g TS]
1 22 - 38,6
KoSub
10 2,5 116,7 5,1
1 1,3 63,8 7,6
Sed
10 0,9 22,9 0,7
1 4.4 119,9 4,2
KS
10 6,7 4472 0,4

' nicht bestimmt

Neben den PGE-Konzentrationen wurden in den Muscheln aus dem Sed- bzw. KS-Ansatz
zusitzlich die Gehalte an As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Sb, Sn, Zn analysiert. Mit Ausnahme von
Mn war beim Sed-Ansatz fiir alle untersuchten Metalle eine Zunahme der Metallkonzentration
im Muschelweichgewebe mit ansteigender Expositionsdauer zu beobachten (SOM, 2004). Dabei
nahm die Anreicherung (Metallgehalt der 10. Woche verglichen mit dem Ausgangswert vor der
Exposition) in der Reihenfolge Sb > Pb > Sn > Zn > Cr > Cu > As ab. Die Konzentrationen an
Cd und Co stiegen hingegen nur geringfiigig wahrend der 10wochigen Exposition an. Weiterhin
nahmen die Muscheln des KS-Ansatzes As, Cd, Co, Cr, Sb, Sn und Zn aus dem Klirschlamm

16



Toxizitat der Platingruppenelemente

auf, wobei die Zunahme der Metallkonzentrationen im Muschelweichgewebe bei den meisten
Metallen erst ab dem 49. Tag einsetzte (SOM, 2004).

Aus dem zeitlichen Verlauf der Metallgehalte im Muschelweichgewebe wurde bei den
Expositionen mit Einzelelementlosungen bzw. Katalysatormaterialien wéhrend der linearen
Anstiegsphase die tdgliche Metallzunahme im Muschelgewebe bestimmt (siche Tab. 4). Die
Metallaufnahme der PGE aus den Einzelelementlosungen waren um 1-3 Grofenordnungen héher
verglichen mit den PGE aus den Katalysatormaterialien. Bei den Ansdtzen mit
Einzelelementlosungen lag die hochste Aufnahmerate fiir Cd vor, gefolgt von Pt, dann Pb und Pd
und schlieflich Rh. Bei den Ansdtzen mit Katalysatormaterialien zeigte Pd die hochste
Aufnahmerate. Die Aufnahmeraten von Pd und Pt waren abhidngig von den eingesetzten

Katalysatormaterialien und spiegeln die PGE-Verhiltnisse in den Materialien wider.

Tab. 4: Metallanreicherung wiahrend der Exposition von Dreissena polymorpha mit
Einzelelementlésungen (Pt, Pd, Rh, Pb, Cd) bzw. Katalysatormaterialien (KatE und KatD)
ermittelt durch lineare Regression (R: Regressionskoeffizient, P: Signifikanzniveau) in der

linearen Anstiegsphase der Metallakkumulation

Tagl. Metallzunahme
Gruppe Metall im Weichgewebe Lineare Anstiegsphase [d] R P
[ug/g/d]
Pt Pt 2,05 0-46 0,964 <0,01
Pd Pd 0,51 0-46 0,984 <0,01
Rh Rh 0,24 0-46 0,976 <0,01
Pb Pb 0,55 0-46 0,949 <0,05
cd cd 7,73 0-30 0,975 <0,05
Pt 0,002 1-70' ! -
KatE Pd 0,032 0-70 0,918 <0,0001
Rh 0,006 35-70 0,940 <0,01
Pt 0,014 1-70' - -
KatD Pd 0,019 0-70 0,918 <0,0001
Rh 0,006 0-70 0,870 < 0,01

': Die Berechung der Aufnahmerate beruht auf nur 2 Datenpunkten, da der Pt-Gehalt in den

Muscheln nur in der 1. und 10. Woche bestimmt wurde
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3.2.2 Induktion von Hitzeschockproteinen

Sowohl bei der Verwendung von Einzelelementlosungen als auch von partikuldren
Metallquellen war wiéhrend 10wochiger Exposition eine eindeutige Induktion von

Hitzeschockproteinen im Muschelweichgewebe zu erkennen (Abb. 5 und 6).

30'_ —u— Pt
251 —e— Pd
| —a—Rh
20
I

15+
10+

20 30 40
Expositionsdauer [Tage]

relative HSP70-Konzentration

Abb. 5: Zeitlicher Verlauf der relativen HSP70-Konzentration (bezogen auf die Kontrolle) im

Weichgewebe der Dreikantmuschel wihrend 10wochiger Exposition mit Einzelelementlosungen

3,0-
2,5-
2,01
15
1,01
0,5¢
0,06

HSP-Konzentration [ug/mg]

Expositionsdauer [Tage]

Abb. 6: Zeitlicher Verlauf der HSP70-Konzentration [pg/mg Gesamtprotein] im Weichgewebe
der Dreikantmuschel wiahrend 10wochiger Exposition mit partikuldiren PGE-Quellen (KoSub:
Kontrolle mit Katalysatortrdgermaterial ohne PGE, KatE + KatD: Katalysatormaterialien, Sed:
Sediment aus einem Absetzbecken an der Autobahn, KS: Kldrschlamm, vgl. Tab. 1).
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Bei der Exposition mit Metalllosungen zeigten alle untersuchten Metalle einen eindeutigen
Effekt auf die HSP70-Induktion zwischen der 3. und 7. Expositionswoche (Abb. 5). Die stirkste
HSP70-Induktion wurde durch Pd verursacht, gefolgt von Rh und Pt. Deutlich niedrigere Effekte
erzielten Pb und Cd. In der 6. Woche, dem Zeitpunkt der maximalen HSP70-Induktion, waren
die HSP70-Gehalte in den exponierten Muscheln um den Faktor 25 (Pd), 20 (Pt), 19 (Rh), 12
(Pb) und 6 (Cd) hoher als in den Kontrollmuscheln.

Im Vergleich dazu erfolgte der Anstieg der HSP70-Konzentration im Weichgewebe der mit
partikuldren Metallen exponierten Muscheln erst in der 7. Woche (Abb. 6). Die HSP70-
Konzentrationen der KatE-, KatD-, Sed- bzw. KS-Gruppe waren ab diesem Zeitpunkt signifikant
(p < 0,05; Wilcoxon-Test) hoher als in den Wochen zuvor, wéhrend bei der Kontrolle mit
Katalysatortragermaterial (KoSub) diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied festzustellen
war. Die maximalen HSP70-Werte wurden mit Ausnahme der KoSub-Gruppe in der 9.
Expositionswoche ermittelt. Zu diesem Zeitpunkt war die HSP70-Induktion bei der KatD-, Sed-
und KS-Gruppe auf einem vergleichbaren Niveau, das das der KatE-Gruppe tlibertraf.

Uber den Anfangszeitpunkt des HSP70-Anstieges kann die Metallkonzentration im
Muschelweichgewebe abgeschdtzt werden, bei der die HSP-Induktion einsetzte. Diese
Schwellenwertkonzentrationen schwankten bei der Exposition mit Metalllésungen in
Abhéngigkeit vom Metall im Bereich von 3 — 173 png/g, bei der Exposition mit
Katalysatormaterialien zwischen 0,005 und 2,3 pg/g (Tab. 5). Somit lagen die Schwellenwerte
bei der Exposition mit partikuldrem Material, das gleichzeitig alle drei PGE enthielt, wesentlich

niedriger als bei der Exposition mit einzelnen Elementlosungen.

Tab. 5: Startzeitraum der HSP70-Induktion und entsprechende Metallkonzentration im

Muschelweichgewebe in diesem Zeitraum

. Metall-Gehalt im
Startzeitraum der .
Gruppe Metall . Muschelweichgewebe
HSP Induktion
[Hg/g]
Pt Pt 25.—-32. Tag 43 — 58
Pd Pd 18. - 25. Tag 6-—12
Rh Rh 18. —25. Tag 3
Pb Pb 18. - 25. Tag 10-11
Cd Cd 18. —25. Tag 91-173
Pt 0,009 —0,010"
KatE Pd 42.-49. Tag 1,8—-23
Rh 0,005 — 0,009
Pt 0,57 — 0,67
KatD Pd 42.-49. Tag 0,55 -0,61
Rh 0,14 -0,16
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In beiden Experimenten zeigte Rh die niedrigste Schwellenwertkonzentration von den
untersuchten Metallen. Bei der Exposition mit Einzelelementlosungen folgte anschlieend Pd
und Pb und dann Pt. Den hochsten Schwellenwert besall Cd, der etwa 30fach hoher war
verglichen mit Rh. Die Verhiltnisse der Schwellenwerte aus den Ansédtzen mit
Katalysatormaterialien spiegeln genau die Verhiltnisse der Metallgehalte in den Materialien
wider. So waren bei den Muscheln des KatD-Ansatzes die Schwellenwerte fiir Pt und Pd
vergleichbar, der Schwellenwert fiir Rh jedoch deutlich niedriger, beim KatE-Ansatz iibertraf
hingegen Pd deutlich die beiden anderen Edelmetalle, die wiederum vergleichbare

Schwellenwerte besallen.

3.2.3 Metallothionein-Induktion

Der zeitliche Verlauf der relativen MT-Konzentrationen im Muschelweichgewebe des
Expositionsversuches mit Einzelelementlosungen ist in Abb. 7 dargestellt. Bei der Kontrolle wie
auch der Rh- bzw. Pb-Gruppe war iiber den gesamten Versuchszeitraum keine MT-Induktion zu
beobachten. Im Gegensatz dazu stieg die relative MT-Konzentration bei den Muscheln, die mit
Pt, Pd bzw. Cd exponiert waren, klar an. Der Anstieg der relativen MT-Konzentration erfolgte
bei der Exposition mit Cd deutlich spiter, aber stirker verglichen mit Pt und Pd. Nach
10wdchiger Exposition lagen in den Muscheln der Cd-, Pd- bzw. Pt-Gruppe 141-, 37- bzw.

27-fach hohere MT-Werte vor verglichen mit dem Ausgangswert vor Beginn der Exposition.

150 X
100 - >< -

—Hm— Pt-exponiert
—@— Pd-exponiert
—A— Rh-exponiert
<+ Pb-exponiert
X+ Cd-exponiert
-y Kontrolle

relative MT-Konzentration

O 10 20 30 40 50 60 70
Expositionsdauer [Tage]

Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der relativen MT-Konzentration (bezogen auf den Ausgangswert vor
der Exposition) im Weichgewebe der Dreikantmuschel widhrend 10wochiger Exposition mit

Einzelelementlosungen
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In Abb. 8 sind die relativen MT-Konzentrationen iiber den Metallgehalten im Weichgewebe der
mit Pt, Pd bzw. Cd exponierten Muscheln aufgetragen. Rangkorrelationsanalysen nach
Spearman zeigten bei allen drei Metallen einen hoch signifikanten (p <0,001) Zusammenhang
zwischen diesen beiden Parametern. Die einfache Regressionsanalyse ergab fiir einen linearen
Zusammenhang einen Regressionskoeffizienten von 0,979 fiir Pt, 0,881 fiir Pd und 0,884 fiir Cd.
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Abb. 8 Korrelation der relativen MT-Konzentration mit dem Metallgehalt im Weichgewebe der
mit Pt (a), Pd (b) bzw. Cd (c¢) exponierten Muscheln
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4 Diskussion

4.1 Zytotoxizitat

In der Anfangsphase des vorliegenden Projektes wurden Zelltests mit Metallstandard-Losungen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die sdurehaltigen Einzelelementlosungen als Metallquelle
fiir Zytotoxizititstests nicht geeignet sind, da das Solvent selbst die Zellvitalitidt wahrscheinlich
iiber die Verdnderung des pH-Wertes im Zellmedium zu stark beeinflusst. Bei der
Muschelexposition kann ein Nebeneffekt durch die Sdure der Einzelelementlosungen hingegen
ausgeschlossen werden, da im Halterungswasser aufgrund der Pufferkapazitit des Wassers keine
pH-Anderung durch den Metallzusatz zu beobachten war. Auch bei den Zelltests konnte eine
Abpufferung der Sdure eventuell hilfreich sein. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass sich

durch die pH-Verschiebung die Loslichkeit der Metalle wesentlich verschlechtern kann.

Aufgrund dieser Probleme wurden flir die Zelltests Metallsalze eingesetzt, die in
Zellkulturmedium geldst wurden. Beim Ansetzen der Metall-Stammldsungen stellte sich jedoch
heraus, dass sich die Metalle teilweise nur zu einem Bruchteil in den Zellkulturmedien 16sten.
Dabei variierte die Loslichkeit der Metallsalze in Abhingigkeit von der Zusammensetzung des
Kulturmediums. So ldsten sich im Kulturmedium der BEAS-2B Zellen bezogen auf die
Metallkationen-Konzentration Pt(NO3), nur zu 56 %, PtCly zu 45 %, PdSO4 * 2 H,O zu 72 %,
RhCl; *3 H,O zu 39 % und CdCl, zu 36 %. Daher war es notwendig, die verwendeten
Stammldsungen vor den Zelltests auf die tatsdchlich im Medium geldsten Metallgehalte hin zu

untersuchen.

4.1.1 Vitalitat

Die Ergebnisse der Vitalitdtstests mit Lungenepithelzellen ergaben, dass die Zytotoxizitit von
Pt(Il), Pt(IV), Pd(I) und Rh(IIT) im Bereich derer von Cr(VI) und Ni(Il) liegt. Innerhalb der
PGE zeigte Rh(III) den geringsten letalen Effekt, gefolgt von Pd(II) und Pt(II) und dann Pt(IV).
Fiir PdSO4 wurde eine LCso von 0,4 mmol/l ermittelt. Vergleichbare Werte sind auch im WHO-
Bericht fiir Palladium (WHO, 2002) zu finden, der in Abhédngigkeit von der Zelllinie fiir PdCI,
eine LCsy angibt, die zwischen 0,1 und 0,4 mmol/l schwankt. Bei Ratten liegt die LDs fiir PdCl,
in Abhidngigkeit vom Applikationsweg bei 5 mg/kg (intravends), 6 mg/kg (intratracheal), 70
mg/kg (intraperitoneal) bzw. 200 mg/kg (oral) (MOORE et al., 1975). Im Vergleich dazu
ergaben erste Untersuchungen an Ratten zur akuten Toxizitdt von intravends verabreichtem
PtCly eine LDsg, die zwischen 26 mg/kg (40 % Mortalitdt) und 31 mg/kg (90 % Mortalitdt) lag
(MOORE et al., 1975). Fiir oral appliziertes PtCly bzw. RhCl; * 3H,O wird in
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Sicherheitsdatenbléttern (Merck, Darmstadt) eine LDso(Ratte) von 276 mg/kg bzw. 753 mg/kg

angegeben.

4.1.2 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Im ROS-Test konnte erstmals eine erhohte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in Zellen,
die mit Pt(I) bzw. Pt(IV) exponiert waren, nachgewiesen werden. Dabei war die maximale
relative ROS-Konzentration bei der Exposition mit Pt(IV) etwa zweifach hoher als bei der
Exposition mit Cr(VI). Pt(Il) fiihrte hingegen zu einer zweifach niedrigeren ROS-Bildung
verglichen mit Cr(VI). Eine Induktion von oxidativen Stress durch Cr(VI) wurde bereits in der
Literatur beschrieben (ERCAL et al., 2001; BAGCHI et al., 2002); daneben fiihren auch Ni(II),
Co(II) und Fe(Il) zur Bildung von Hydroxyl-Radikalen (HARRIS & SHI, 2003). Zellen, die
unter oxidativem Stress stehen, zeigen verschiedene Dysfunktionen, die auf die Reaktion von
ROS mit Lipiden, Proteinen und DNA zuriickzufiihren sind (ERCAL et al., 2001). Daher wird
angenommen, dass der durch Metalle induzierte oxidative Stress zumindest teilweise flr die
toxischen Effekte der Metalle verantwortlich ist (ERCAL et al., 2001). Auch fiir Pt(Il) und
Pt(IV) konnte somit ein solcher Mechanismus vorliegen. Im Gegensatz zu den beiden Pt-Spezies
zeigten Pd(II) und Rh(III) keinen Effekt auf die ROS-Bildung.

Bei Pt(II), Pt(IV), Pd(IT), Rh(III) und Cr(VI) war ab einer bestimmten Expositionskonzentration
ein Abfall der relativen ROS-Konzentration zu beobachten. Bei Cd(II) und Ni(Il) trat in dem
untersuchten Konzentrationsbereich bis 2 mmol/l dieser Effekt nicht auf. Die Abnahme der
ROS-Konzentration kann dadurch erklart werden, dass ab einer bestimmten Effektkonzentration
Zellschiaden auftraten, die zu einer verringerten ROS-Bildung fiihrten. Diese Effektkonzentration
schwankte in Abhingigkeit von der Metall-Spezies zwischen 0,02 und 0,3 mmol/l und nahm in
der Reihenfolge Rh(IIT) < Pd(IT) < Pt(II) < Cr(VI) < Pt(IV) zu. Diese Reihenfolge unterscheidet
sich deutlich von der Reihenfolge wie sie anhand des Vitalitétstests fiir die LCso ermittelt wurde.
Wihrend beim MTT-Test die LCsy der PGE mit Ausnahme von Rh(II) im Bereich zwischen
Ni(II) und Cr(VI) zu finden ist, iibertreffen bei den Effektkonzentrationen aus dem ROS-Test die
PGE mit Ausnahme von Pt(IV) sogar das Cr(VI).

Die Ursache fiir die Diskrepanz der Ergebnisse beider Tests konnte zum einen in der
unterschiedlichen Expositionsdauer liegen, die beim MTT-Test 24h und beim ROS-Test nur 2h
betrug. Zum anderen basieren die beiden Tests auf unterschiedlichen Nachweismechanismen.
Dem MTT-Test liegt zugrunde, dass das Tetrazoliumsalz MTT nur von lebenden Zellen
aufgenommen und in den Mitochondrien enzymatisch zu blauvioletten Formazan-Kristallen
reduziert wird. Damit stellt die Aktivitdt eines mitochondrialen Enzyms das Mal} fir die
Zellvitalitit dar. Beim ROS-Test wird hingegen die Konzentration eines Fluoreszenzfarbstoffs
gemessen, der durch ROS oxidiert und damit aktiviert wird. Der bei einigen Metallen auftretende

plotzliche Abfall der relativen ROS-Konzentration mit zunehmender Expositionskonzentration
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kann dadurch erklart werden, dass die bei der normalen mitochondrialen Aktivitit entstehenden
oxidativen Spezies nicht mehr in dem Male gebildet werden kdnnen, weil die Metalle den
Grundumsatz der Zelle reduzieren. Die Reduktion des Grundumsatzes wirkt sich wiederum auf
die Zellvitalitit aus. Somit kann der Abfall der ROS-Konzentration als Abnahme der Zellvitalitat

interpretiert werden.

4.2. Organismische Toxizitat

Fir die Untersuchung der organismischen Toxizitit der PGE wurde die Dreikantmuschel
(Dreissena polymorpha) ausgewahlt, da diese Muschel weltweit als Testorganismus in
Laborstudien und auch als Bioindikator in Freilanduntersuchungen eingesetzt wird. Dabei eignet
sie sich sowohl als Effektindikator als auch als Akkumulationsindikator fiir zahlreiche
Schadstoffe.

4.2.1 Metallanreicherung

In den Dreikantmuscheln wurde die Aufnahme von Pt, Pd und Rh nach Exposition mit
Einzelelementlésungen und auch mit Katalysatormaterialien nachgewiesen. Erwartungsgemaf3
nahmen hingegen die PGE-Gehalte in den Muscheln, die mit Katalysatortrigermaterial (ohne
PGE) exponiert waren, in der 10. Woche nicht gegeniiber der 1. Woche zu. Mit Ausnahme der
Pt-Gehalte in den mit Klirschlamm exponierten Muscheln war auch bei den mit
Versickerbeckensediment bzw. Kldrschlamm exponierten Muscheln keine Zunahme der PGE-
Gehalte zwischen der 1. und 10. Woche festzustellen. Im Gegensatz dazu nahmen in einem
Langzeit-Expositionsversuch iiber 26 Wochen mit Stralenstaub, dessen PGE-Gehalte in einem
vergleichbaren Bereich lagen, die Dreikantmuscheln deutlich Pt, Pd und Rh auf
(ZIMMERMANN et al., 2002). Die fehlende Metallanreicherung in der Sed- bzw. KS-Gruppe
konnte dadurch erkldrt werden, dass relativ leicht 19sliche und damit biologisch verfiigbare PGE-
Spezies im Sediment bzw. Kldrschlamm schon vor der Probenahme ausgeschwemmt wurden
(FLIEGEL et al., 2004).

Beim Expositionsversuch mit Einzelelementlosungen variierte die Metallanreicherung im
Weichgewebe von D. polymorpha von Metall zu Metall. Nach 10wdochiger Exposition lagen -
bezogen auf die eingesetzte Expositionskonzentration im Hélterungswasser von 500 pg/L - je
nach Metall 37- bis 579fach hohere Metallgehalte im gefriergetrockneten Muschelweichgewebe
vor. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die tatsichlich im Hélterungswasser vorliegende
Metallkonzentration wesentlich niedriger ist als die eingesetzte Expositionskonzentration und in
Abhingigkeit vom Metall erheblich variiert (SINGER et al., 2005). AuBlerdem hatten Pd und Rh

im Gegensatz zu Cd, Pt und Pb in der 10. Expositionswoche noch nicht das
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Akkumulationsplateau erreicht, was die relativ niedrigen Gehalte an Pd und Rh in den Muscheln
erkliaren konnte. Aus diesen Griinden sind in der vorliegenden Arbeit Metallaufnahmeraten
besser zum Vergleich der Bioakkumulation der verschiedenen Metalle geeignet als
Anreicherungsfaktoren, die sich auf die Metallkonzentrationen im Hélterungswasser beziehen.
Die Aufnahmeraten der verschiedenen Metalle nahmen in der Reihenfolge Cd > Pt > Pb > Pd >
Rh ab. Die hochste Aufnahmerate lag mit 7,7 pg/g/d fiir Cd vor. Eine vergleichbare Rate erhielt
EVERAARTS (1990), der Mytilus edulis fiir 40 Tage in Wasser mit einer Cd-Konzentration von
50 pg/l exponierte und dabei eine tdgliche Cd-Aufnahmerate von 7,18 pg/g in der Niere,
4,17ug/g im Hepatopankreas, 3,44 pg/g in den Kiemen, 2,79 ug/g im Ful}, 0,82 pg/g in den
Adduktoren und 0,69 pg/g im Mantel fand. In der vorliegenden Arbeit war die Aufnahmerate
von Pt nur 4fach geringer verglichen mit Cd, aber 4 bzw. 8,5fach hoher als die Aufnahmerate
von Pd bzw. Rh.

Auch bei der Exposition mit Katalysatormaterialien unterschieden sich die Aufnahmeraten der
drei PGE, wobei die Aufnahmeraten von Pt bzw. Pd vom Katalysatormaterial abhingen und die
PGE-Verhiltnisse der Metallquelle widerspiegelten. Bei beiden Katalysatormaterialen zeigte Pd
die hochste Aufnahmerate innerhalb der PGE. Bei der Betrachtung der Anreicherungsfaktoren
zeigten hingegen alle drei PGE vergleichbare Werte. Entsprechende Ergebnisse fanden auch
MOLDOVAN et al. (2001) und ZIMMERMANN et al. (2005) fir Wasserasseln bzw.
Dreikantmuscheln, die mit Katalysatormaterial exponiert waren. Dies deutet auf eine Aufnahme
der PGE in partikuldrer Form hin. Im Gegensatz dazu nahm die Bioakkumulation der PGE in
Expositionsversuchen mit Straen- bzw. Tunnelstiuben oder Gewissersedimenten in der
Reihenfolge Pd > Pt > Rh ab (MOLDOVAN et al., 2001; ZIMMERMANN et al., 2002), was
dadurch erklart werden kann, dass die verschiedenen PGE unterschiedlichen
Transformationsprozesse in der Umwelt unterliegen (MOLDOVAN et al., 1999; JARVIS et al.,
2001; EK et al., 2004a).

4.2.2 Induktion von Hitzeschockproteinen

Sowohl bei der Exposition mit Einzelelementldsungen als auch mit partikuldren Metallquellen
erfolgte neben der Metallanreicherung eine erhohte Produktion von Hitzeschockproteinen in den
Dreikantmuscheln. Diese Stressproteine werden héufig als Biomarker fiir subletale
Konzentrationen  verschiedenster =~ Umweltchemikalien  oder  aber  fiir  erhdhte
Umgebungstemperaturen eingesetzt (SANDERS, 1993; LEWIS et al., 1999; KOHLER et al.,
2001). Wihrend fiir verschiedene Metallspezies wie z.B. Cd*" und Pb>" bekannt ist, dass sie die
Produktion von HSP in verschiedenen Organismen induzieren (SANDERS, 1993), lagen
diesbeziiglich bisher keine Kenntnisse fiir die PGE vor. In der vorliegenden Arbeit konnte nun
im Expositionsversuch mit Einzelelementlosungen gezeigt werden, dass alle drei PGE stirkere
Inducer sind als die beiden Vergleichsmetalle Cd und Pb. Innerhalb der PGE zeigte Pd den
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starksten Effekt auf die HSP70-Induktion, obwohl Pd deutlich schwicher von den Muscheln

angereichert wurde als Pt.

Bei der Exposition mit partikulirem Material war das Ausmall der HSP70-Induktion bei allen
Metallquellen mit Ausnahme des KatE-Materials vergleichbar. Obwohl beim KatE-Ansatz die
maximale HSP70-Konzentration etwas niedriger war, hob sie sich wie bei den anderen Ansétzen
deutlich vom Kontrollansatz mit Katalysatortrdgermaterial (ohne PGE) ab. Daher ist die
Anwesenheit der Partikel alleine nicht ausschlaggebend fiir die erhdhte HSP-Konzentration,
sondern es bedarf zusitzlich der Prisenz der Metalle. Die Diskrepanz zwischen dem KatE-
Ansatz und den anderen Versuchsgruppen (KatD-, Sed-, bzw. KS-Ansatz) konnte auf die
unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Metalle in den verschiedenen Ansétzen

zuriickzufiihren sein.

Obwohl im Sed- bzw. KS-Ansatz deutlich geringere PGE-Gehalte vorlagen als im KatD-Ansatz,
zeigten alle drei Ansitze einen vergleichbaren Verlauf der HSP-Konzentration. Dies konnte auf
die Begleitstoffe im Sediment bzw. Klarschlamm zuriickzufiihren sein. In zahlreichen Studien
wurde fiir Stoffe wie z.B. As, Cd, Cr, Cu, Pb Zn, polychlorierte Biphenyle (PCBs) und
polyaromatische Kohlenstoffe (PAKSs) ein Potential zur HSP-Induktion nachgewiesen (DYER et
al., 1993; KRAAK et al., 1994; WERNER et al., 1998; SCHRODER et al., 1999; CLAYTON et
al., 2000). Da in der vorliegenden Arbeit die Muscheln u.a. As, Cd, Co, Cr, Sb, Sn und Zn aus
dem Versickerbeckensediment bzw. Klarschlamm aufnahmen, liegt der Schluss nahe, dass die

Begleitstoffe zumindest zum Teil zur HSP-Induktion beitrugen.

Auch der Zeitpunkt, ab dem die HSP70-Induktion einsetzt, ist abhingig vom Stressor
(RADLOWSKA & PEMPKOWIAK, 2002; SANDERS, 1993; LEWIS et al., 1999). Bei der
Exposition mit Einzelelementlosungen lag kein wesentlicher Unterschied zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen vor. Nur bei der Exposition mit Pt-Losung erfolgte der Anstieg
verglichen mit den anderen Gruppen etwas spdter. Auch bei dem Experiment mit partikuldren
Metallquellen traten keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen im Startpunkt der HSP-
Induktion auf. Vergleicht man jedoch die beiden Experimente miteinander, so fiihrten die
Partikel-gebundenen Metalle zu einem deutlich spédteren HSP70-Anstieg in den Muscheln als die
l6slichen Metalle. Dies kann dadurch erklart werden, dass partikuldre Metalle in der Regel
langsamer aufgenommen werden als 16sliche (vgl. BOISSON et al., 1998; WOOD et al., 2002).

Der Zeitpunkt des HSP70-Anstieges hiingt vom Uberschreiten einer Schwellenwertkonzentration
des Stressors flir die HSP-Induktion im Muschelweichgewebe ab. Dieser Schwellenwert wurde
anhand des Startzeitpunktes des HSP70-Anstieges abgeschdtzt. Bei der Einzelelement-
Exposition mit Einzelelementlosungen lag fiir Rh (3 pg/g) der niedrigste Schwellenwert vor,
gefolgt von Pd (6-12 pg/g) und Pb (10-11 pg/g). Im Vergleich dazu fanden CLAYTON et al.
(2000) bei D. polymorpha fiir Cu eine Induktionsschwelle von 29 ng/g. Deutlich hohere
Schwellenwerte wurden in der vorliegenden Arbeit fiir Pt (43-58 pg/g) und Cd (91-173 pg/g)

26



Toxizitat der Platingruppenelemente

ermittelt. Folglich scheinen vor allem Rh und Pd ernstzunehmende Stressoren fiir die HSP70-
Induktion zu sein. Im Vergleich zur Exposition mit Einzelelementlosungen waren bei der
Exposition mit Katalysatormaterial die Schwellenwerte um eine bis mehrere GréBenordnungen
niedriger. Da bei der Exposition mit partikuldirem Material gleichzeitig alle drei PGE auf die

Muscheln wirkten, lag hier sehr wahrscheinlich ein Summeneffekt auf die HSP-Induktion vor.

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete zeitliche Verlauf der HSP70-Konzentration wurde
auch fir andere Schwermetalle (ECKWERT et al., 1997), fiir Paracetamol (NEUHAUS-
STEINMETZ & RENSING, 1997), fiir Sodiumdodecylsulfat (SDS) (VIJAYAN et al., 1998) und
fiir Oxyfluorfen (HASSANEIN et al., 1999) beschrieben. Teilt man den zeitlichen Verlauf der
HSP70-Induktion der verschiedenen Expositionsansétze ein, dann ergeben sich drei Phasen. Die
erste Phase stellt den Bereich der zelluliren Homdoostase dar. Der Gehalt an zellulirem HSP70
ist ausreichend, um die durch geringe Konzentrationen an Schadstoffe auftretende Toxizitéit zu
kompensieren. Es ist nur eine kleine Stressreaktion zu beobachten. In der zweiten Phase wird
aufgrund der Stressantwort der HSP70-Gehalt in der Zelle drastisch erhoht und erreicht am Ende
der Phase ein Maximum. Ein weiterer Anstieg des Schadstoffgehaltes im Organismus fiihrt zu
einer schwerwiegenden Schiddigung des zelluldren Proteinbiosynthese-Apparates bis hin zu
zytotoxischen Schiden und somit zu einer Abnahme der HSP70-Induktion in der dritten Phase.
PAWERT et al. (1996) und TRIEBSKORN & KOHLER (1996) konnten nachweisen, dass bei
hoheren Metall-Expositionsdosen der Abbau von HSP70 gegeniiber der Neusynthese aufgrund
pathologischer Schidden zunimmt und es dadurch zu abnehmenden HSP70-Konzentrationen
kommt, da fiir die HSP70-Synthese ein funktionierender Zellmetabolismus unbedingt notwendig
ist (MEYER et al., 1995). Zusitzlich kdnnen durch Schadstoffe verursachte Membranschidden
sogar zur Verringerung des HSP70-Grundgehaltes fiihren (KOHLER et al., 1996).

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass sich die PGE beziiglich des Verlaufs der HSP-
Induktion wie andere bekannte Stressoren verhalten. Die PGE fiihren jedoch verglichen mit
anderen Metallen wie Cd bzw. Pb zu einer stirkeren Induktion. Innerhalb der PGE stellt sich Pd
als bedeutendster Stressor heraus, da dieses Metall die stirkste Stressantwort hervorruft und
gleichzeitig neben Rh einen relativ niedrigen Schwellenwert fiir die HSP-Induktion besitzt. Da
nicht nur losliche Metalle sondern auch Partikel gebundene PGE, wie sie in der Umwelt
vorkommen, zur verstirkten Bildung von Hitzeschockproteinen in den Muscheln fiihren, stellt
die HSP70-Induktion einen moglichen Biomarker fiir Kfz-biirtige PGE dar. Die HSP-Induktion
ist als Antwort auf Umweltstress im Tierreich weit verbreitet. Daher diirften die fiir die

Dreikantmuscheln erzielten Ergebnisse auch auf andere Organismen iibertragbar sein.
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4.2.3 Metallothionein-Induktion

Neben der Stressproteinantwort wurde bei der Exposition mit Einzelelementlésungen auch die
MT-Induktion in den Muscheln untersucht. Bei der MT-Bestimmung in Gewebeproben aus
Expositionsversuchen mit Platinmetallen mittels der Silbersittigungsmethode nach
SCHEUHAMMER & CHERIAN (1985) sind jedoch einige wichtige Punkte zu beachten. Die
Methode beruht darauf, dass die an MT gebundenen Metalle vollstindig durch Ag verdringt
werden. Die Affinitit von Pt zu MT ist aber sehr hoch, etwa 10’ bzw. 30 mal stirker verglichen
mit Zn bzw. Cd (ZHANG et al., 1997). Auch von Pd und Rh ist bekannt, dass sie an MT binden
(NIELSON et al., 1985). Da in Vorversuchen Zweifel an der vollstindigen Verdrangung der an
MT gebunden Metalle durch Ag aufkamen, wurden neben dem Ag-Gehalt auch die
Konzentration des Metalls, mit dem die entsprechende Gruppe exponiert war, gemessen. In der
Rh- bzw. Pb-exponierten Gruppe waren keine erhdhten Ag- und Rh- bzw. Pb-Gehalte zu finden,
so dass hier tatsdchlich keine MT-Induktion stattfand. In der Pt- bzw. Pd-exponierten Gruppe lag
hingegen kein erhdhter Ag-Gehalt jedoch eine eindeutige Zunahme der Pt- bzw. Pd-Gehalte in
den aufbereiteten Weichgewebeextrakten vor, was durch eine gegeniiber Ag stirkere Bindung
der beiden Metalle an MT zu erkldren ist. Diese Theorie wird durch in vitro Bindungsstudien
von NIELSON et al. (1985) bestitigt, in denen Pt(IV) bzw. Pd(Il) das an MT gebundene Silber
zu 91% bzw. 92% vertrieb, Cd hingegen nur zu 11% und Rh und Pb keinen Einfluss auf die
Bindung des Ag an MT zeigten.

Die Ergebnisse der MT-Bestimmung der vorliegenden Arbeit zeigten wihrend der 10wdchigen
Exposition mit Pt bzw. Pd einen kontinuierlichen Anstieg der MT-Konzentration im
Muschelweichgewebe. Dabei war die MT-Induktion in der Pd-exponierten Gruppe hoher als in
der Pt-exponierten Gruppe. Im Gegensatz dazu fithrte Rh zu keiner gegeniiber der Kontrolle
erhohten MT-Bildung. Im Vergleich zu Pt und Pd zeigte Cd einen noch stirkeren Effekt,
wihrend Pb keine Wirkung auf die MT-Induktion erzielte. Diese Ergebnisse stimmen mit den fiir
Cd und Pb vorhandenen Literaturdaten {iberein. Cd gehort zu den stérksten Inducern der MT-
Expression (HIGH et al., 1996), wiahrend Pb dafiir bekannt ist, dass es keine MT-Bildung
induziert (MERIAN, 1991). Beziiglich der PGE (ausgenommen Pt-haltige Zytostatika fiir die
Krebstherapie) liegen bislang nur sehr wenige Kenntnisse zur MT-Induktion vor. In
Expositionsversuchen mit Pt(IV)- bzw. Pd(IV)-Verbindungen konnte in der Leber und Niere von
Kaninchen eine erhdhte MT-Synthese nachgewiesen werden (ZHONG et al., 1997; ZHANG et
al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein hoch signifikanter, linearer Zusammenhang zwischen
der MT-Konzentration und der Metall-Konzentration im Weichgewebe der mit Pt, Pd bzw. Cd
exponierten Muscheln. Auch LECOEUR et al. (2004) wiesen in Dreikantmuscheln, die mit Cd

exponiert waren, einen solch starken Zusammenhang nach.
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Aufgrund dieser engen Korrelation zwischen dem Metall- und MT-Gehalt wird der Einsatz von
MT als Biomarker fiir Schwermetalle wie z.B. Cd und Hg propagiert (z.B. HUANG et al., 2004;
LECOEUR et al.,, 2004). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass das
Metallspektrum fiir den Einsatz von MT als Biomarker nun um die Edelmetalle Pt und Pd

erweitert werden kann.

5 Schlussfolgerung

Da iiber die toxische Wirkung der PGE nur sehr wenig bekannt ist, trug das vorliegende,
zweijdhrige Projekt wesentlich dazu bei, geeignete Parameter zu finden, anhand derer die
biologischen Effekte der PGE auch im Vergleich zu anderen Metallen auf zelluldrer und
organismischer Ebene beurteilt werden konnen. Es zeigte sich, dass die HSP-Induktion als
Biomarker fiir Pt, Pd und Rh sehr gut geeignet ist. Die Metallothionein-Bildung wird hingegen
nur von Pt und Pd, jedoch nicht von Rh induziert. Da jedoch Pt und Pd in wesentlich stirkerem
Malle im Autokatalysator eingesetzt werden als Rh, stellt auch die MT-Induktion ein
vielversprechender Marker fiir kfz-biirtige PGE dar. Hitzeschockproteine und Metallothioneine
sind in der Natur weit verbreitet, so dass diese Biomarker nicht nur in Dreikantmuscheln sondern

auch in vielen anderen Testorganismen anwendbar sein diirften.

Aus den vorliegenden Ergebnissen ldsst sich schlieen, dass von den drei Kfz-emittierten
Platinmetallen vor allem Pd von (6ko-)toxikologischem Interesse sein diirfte. Dafiir sprechen im

Wesentlichen zwei Griinde:

1. Partikel gebundenes Pd, also in der Form, wie es mit dem Autoabgas emittiert wird, zeigt
im Allgemeinen eine hohere biologische Verfiigbarkeit als Pt und Rh. Obwohl bislang
noch in den meisten Fillen die Pt-Konzentrationen in verschiedenen Umwelt-
kompartimenten diejenigen von Pd iibertreffen, wird Pd gerade in den letzten Jahren
verstirkt in der Autoabgaskatalysatoren-Herstellung eingesetzt, so dass zukiinftig vor

allem mit einem Anstieg der Pd-Kontaminationen zu rechnen ist.

2. Auch wenn im Zelltest fiir Pd im Gegensatz zu Pt keine ROS-Induktion nachzuweisen
war und beziiglich der LCs, Pd hinter oder auf gleicher Stufe wie Pt stand, liegt die LCsg
von Pd immerhin im Bereich bekannter toxischer Metalle wie Cr und Ni. Bei der
organismischen Toxizitdt erwies sich Pd als bedeutendster Stressor fiir die HSP-
Induktion, da Pd nicht nur die stdrkste Stressantwort hervorrief, sondern auch neben Rh
einen relativ niedrigen Schwellenwert fiir die HSP-Induktion besal3. Auch bei der MT-

Induktion zeigte Pd einen stirkeren Effekt als Pt.
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Die erzielten Ergebnisse sind von grundlegender Bedeutung fiir weitere Untersuchungen zur
Toxizitdt der Platinmetalle. Eine zuverldssige Abschitzung des Risikopotentials Kfz-biirtiger
Platinmetalle ist derzeit aufgrund der mangelnden Datenlage noch nicht mdoglich.
Freilanduntersuchungen zur aktuellen PGE-Kontamination im Tierreich liegen bislang so gut
wie nicht vor (vgl. HOPPSTOCK & SURES, 2004; ZIMMERMANN & SURES, 2004). In einer
schwedischen Studie wurde im Blut von Greifvogeln etwa 3 ng/g Pt, 1 ng/g Pd und 0,6 ng/g Rh
nachgewiesen (EK et al., 2004b). MOLDOVAN et al. (2001) analysierten in Wasserasseln aus
dem Stadtgebiet von Goéteborg bis zu 119 ng/g Pt, 284 ng/g Pd und 48 ng/g Rh. In der
vorliegenden Arbeit wurden Schwellenwertkonzentrationen im Muschelweichgewebe fiir die
HSP-Induktion abgeschitzt, die im Bereich dieser Freilanddaten liegen. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die in der Natur vorkommenden, zukiinftig noch ansteigenden
PGE-Konzentrationen adverse Effekte auf die Biosphédre besitzen. Von akuten Schadigungen ist

jedoch eher nicht auszugehen.
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