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Zusammenfassung 

Die vier Schwermetalle Cadmium, Zink, Blei und Quecksilber unterscheiden 
sich in ihrer Wirkung auf die Aktivit~t der untersuchten Enzyme nur  sehr wenig. 
Konzentrat ionen fiber 10 -5 M vermindern die Enzymaktivit~t signifikant, und  
Konzentrat ionen yon etwa 10 -3 M unterb inden sie v611ig. Eine Steigerung der 
Enzymaktivit~t l~Bt sieh nicht feststellen. Die Zugabe von Cadmium-, Zink- und 
Bleikombinat ionen fahrt  zu einer Addition der toxischen Effekte, w/ihrend bei der 
Interaktion zwischen Quecksilber und den anderen drei Schwermetallen die 
Gesamtwirkung fast ausschlief~lich durch das st/irker hemmende Schwermetall 
allein best immt wird. Die erhaltenen Ergebnisse lassen vermuten,  dab es unter  In- 
vi tro-Bedingungen zu einer direkten Weehselwirkung zwischen den Schwermetal- 
len und den Enzymen kommt. 

Summary 

The difference between cadmium, zinc, lead, and mercury in regard of their 
effects on the activity of the enzymes tested is very slight. Concentrations higher 
than 10 -5 M reduce significantly the activity of the enzymes, and concentrations of 
approximately 10 -3 M inhibi t  it completely. An increase of the activity cannot be 
detected. The addition of combinations of cadmium, zinc, and lead results in a 
summing up of the toxic effects, whereas the interaction between mercury and the 
other three heavy metals shows a cumulative effect, which is appointed nearly 
completely by the heavy metal more toxic. The findings suggest that under  in-vitro 
conditions there exists a direct interaction between the heavy metals and the 
enzymes. 

Schlfisselw6rter: Schwermetallwirkung, Malatdehydrogenase, Glutamatdehy- 
drogenase, Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase, Saccharomyces cerevisiae 

E i n l e i t u n g  

Die  U m w e l t b e l a s t u n g  d u r c h  C a d m i u m ,  Z i nk ,  Blei  u n d  Q u e c k s i l b e r  
n a h m  in  d e n  v e r g a n g e n e n  J a h r z e h n t e n  st~indig zu. D e s h a l b  f i n d e n  s ich  
d iese  S c h w e r m e t a l l e  a u c h  i m m e r  h~iufiger i n  S u b s t r a t e n ,  d ie  zur  Hers te l -  
l u n g  m i k r o b i e l l e r  E r z e u g n i s s e  d i e n e n ,  vo r  a l lem,  we i l  dazu  h e u t e  fast  

*) Die vorliegende Arbeit wurde v o n d e r  Deutschen Forschungsgemeinschaft  
finanziell untersttitzt. 
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ausschlieBlich Neben- und  Abfa l lprodukte  aus Indust r ie  und  Landwir t -  
schaft  ve rwende t  werden.  Tro tzdem ist bisher nur  wenig fiber ihren Ein- 
fluB auf  die Aktivit~t wieht iger  S tof fweehse lenzyme yon  Mikroorganis-  
m e n  bekannt .  

Die physiologisehe Wirkung der  vier Schwermeta l le  beruht  in erster 
Linie auf  ihrer hohen  Affinitfit zu Sulfhydryl-,  Phosphoryl- ,  Carboxyl-,  
Hydroxyl- ,  Amino-  und  Imidazo lg ruppen  (8). Die Bindungss t~rke  zwi- 
sehen den verseh iedenen  Metallen und  L iganden  weist  dabei groBe Unter- 
sehiede auf. Bei Su l fhydry lg ruppen  ist sie z. B. ffir Quecksi lber  h6her  als 
far  Cadmium,  Zink und  Blei (10), w/ihrend es sieh bei Imidazol l iganden 
genau  u m g e k e h r t  verh~lt (3). Diese L iganden  k6nnen  bei E n z y m e n  oft in 
unmit te lbarer  Naehbarsehaf t  angeordne t  sein und  deshalb ist die Wech- 
se lbeziehung zwisehen E n z y m e n  und  Metallen meistens sehr komplexe r  
Natur.  

Von den vier e rw~hnten  Sehwermeta l len  gilt bisher nur  Zink mit  
Sicherhei t  als essentiell ffir die Aktivitat  vieler Enzyme  (7, 9). Die toxische 
Wirkung  der  drei anderen  Metalle ist wahrschein l ich  da rauf  zur~ickzuffih- 
ten, dab sie au fg rund  ihrer h6heren  Affinit~it zu verseh iedenen  Bindungs-  
l iganden essentielle Elemente  aus den akt iven Zentren  der E n z y m e  ver- 
dr/ingen und  damit  eine Akt iv i t~ t sverminderung  oder sogar eine v611ige 
Inak t iv ie rung  verursaehen  oder  dab sie diese Effekte du t ch  In te rak t ionen  
mit  Se i tenket ten l iganden hervor rufen  (8). Vor edlem Su l fhydry lg ruppen  
stellen die Haup tangr i f f spunk te  far  toxisehe Sehwermetal le,  besonders  
far  Queeksi lber  und  Cadmium,  dar. Da die meis ten  E n z y m e  Sulfhydryl-  
g r u p p e n  besitzen, wird bei 70 % yon  ihnen  die Aktivit~it dureh  Queeksi lber  
ve rminder t  (11). 

Die fo lgenden U n t e r s u e h u n g e n  sollen zeigen, inwieweit  Cadmium,  
Zink, Blei und  Queeksi lber  bei Saecharomyces  cerevisiae die Aktivit/it der 
Mala tdehydrogenase  (MDH), Glu tamatdehydrogenase  (G1DH) und  Glyce- 
r ina ldehyd-3-phospha tdehydrogenase  (GAPDH) in Vitro beeinflussen. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Als Ausgangsmaterial f~ir die Gewinnung des Enzymrohextraktes dienten Zell- 
kulturen yon Saccharomyces cerevisiae, die 48 Stunden unter aeroben Bedingun- 
gen bei 25 ~ in einer synthetischen Nfihrl6sung (2) kultiviert und ansehlieBend 
abzentrifugiert und zweimal mit Phosphatpuffer (pH: 5,5) gewaschen wurden. Die 
Herstellung des Enzymrohextraktes erfolgte modifiziert naeh J~iger und Weigel (5). 
Dazu wurden die Zellen unter Zugabe eines Tris-HC1-Puffers (0,1 M Tris (hydroxy- 
methyl)-aminomethan + 1 mM Dithioerythrit, mit HC1 auf pH 7,5 eingestellt) bei 
4 ~ dureh Zerm6rsern mit Quarzsand homogenisiert. Nach dem Abzentrifugieren 
der festen Zellbestandteile lieB sieh die Aktivit~it der zu untersuehenden Enzyme 
im Uberstand gut nachweisen. 

Zur Herstellung der Testans~itze dienten folgende Reagenzien: Tris-HC1-Puffer 
(0,05 M Tris (hydroxymethyl)-aminomethan + 0,1 mM Dithioerythrit, mit HC1 auf 
pH 7,5 eingestellt); 0,15 mM Oxalessigs/iure; 10 mM NADH; 3 M NH4C1; 1 M a- 
Ketoglutarat; 50 gfl Glycerat-3-phosphat; 20 gfl ATP (Dinatriumsalz); 0,1 M MgSO4; 
10 mg/1 3-Phosphoglycerat-Kinase (aus Here). 
Testansatze: 
- MDH (modifiziert naeh Weigel (12)): 2550 ~tl Tris-HC1-Puffer + 200 ~10xalessig- 

sfiure + 50 ~tl NADH + 200 ~1 Enzymextrakt 
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- G1DH (modifiziert  nach Weigel (12)): 2150 ~tl Tris-HC1-Puffer + 200 p2 NH4C1 + 100 
~1 a-Ketoglutarat  + 50 ~tl NADH + 500 ~1 Enzymextrakt  

- GAPDH (modifiziert nach Bergmeyer  (1)): 2685 ~1 Tris-HC1-Puffer + 60 ~tl Glyce- 
rat-3-P + 100 ~1 MgSO4 + 50 gl NADH + 5 ~1 3-Phosphoglycerat-Kinase + 100 ~1 
ATP + 20 ~tl Enzymext~-akt 
Die Zugabe  der  Schwermetal lchlor idl6sungen erfolgte 3 min vor dem Beginn der 

Ext inkt ionsmessung,  wobei  jeweils  30 ~1 (bei der  Untersuchung der Schwermetal l-  
einzelwirkung) bzw. 60 ~1 (bei der  Untersuchung der Schwermetal lkombinat ions-  
wirkung) des Tris-HC1-Puffers durch die Schwermetal lchlor idl6sung ersetzt wur- 
den. Die photometr ische  Messung der Enzymaktivit / i t  erfolgte bei einer Wellen- 
l~inge von 340 nm und einer Reakt ions tempera tur  yon 25 ~ Der Proteingehal t  
wurde nach der Biuret-Methode best immt.  Die Berechnung der spezifischen Akti- 
vit~t erfolgte nach Bergmeyer  (1). Bei den graphischen Darstel lungen wurde als 
Bezugsgr6Be (100%) f(ir s~imtliche Ergebnisse  unter  SchwermetalleinfluB der 
Absolutwer t  der  spezifischen Aktivitfit der  Kontrolle  gew~ihlt. 

Ergebnisse 
M a l a t d e h y d r o g e n a s e  (MDH):  

FLir d i e  s p e z i f i s c h e  Akt iv i t&t  d e r  K o n t r o l l e  e r g i b t  s i c h  e in  M i t t e l w e r t  y o n  
0,349 U/rag .  

D i e  v i e r  u n t e r s u c h t e n  S c h w e r m e t a l l e  z e i g e n  in  i h r e r  W i r k u n g  a u f  d i e  
M D H - A k t i v i t / i t  k a u m  D i f f e r e n z e n  (Abb .  1). A l l e  v i e r  v e r u r s a c h e n  e r s t  in  
K o n z e n t r a t i o n e n  f ibe r  10 -~ M e i n e  s i g n i f i k a n t e  H e m m u n g  d e r  M D H - A k t i -  
vit~t .  B e i  10 -4 M t r e t e n  d i e  gr6lSten T o x i z i t ~ i t s u n t e r s c h i e d e  z w i s c h e n  d e n  
S c h w e r m e t a l l e n  auf,  w o b e i  d i e  H e m m w i r k u n g  in  d e r  R e i h e n f o l g e  Z n  
Cd  P b  H g  z u n i m m t .  

B e i  d e r  Z u g a b e  v e r s c h i e d e n e r  S c h w e r m e t a l l k o m b i n a t i o n e n  z u m  
T e s t a n s a t z  l a s s e n  s i c h  z w e i  u n t e r s c h i e d l i c h e  A r t e n  y o n  W e c h s e l w i r k u n -  
g e n  f e s t s t e l l en .  I n  A b b i ] d u n g  2 w i r d  j e w e i l s  e in  c h a r a k t e r i s t i s c h e s  B e i s p i e l  
ffir j e d e  S c h w e r m e t a l l p a a r u n g  d a r g e s t e l l t .  B e i  d e r  K o m b i n a t i o n  y o n  Z n  
m i t  C d  (Abb .  2A), Z n  m i t  P b  (Abb .  2B) u n d  P b  m i t  C d  (Abb .  2D) se t z t  s i c h  
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Abb. 1. SchwermetalleinfluB auf die MDH-Aktivit/it  (K = Kontrolle). 
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Abb. 2. Einflult verschiedener Schwermetallkombinationen auf die MDH-Aktivit/~t 
(K = Kontrolle). 

die Gesamtwi rkung  aus der S u m m e  der en t sp rechenden  Einze lhemm- 
wer te  zusammen.  Bei allen Paa rungen  von  Cd, Zn und  Pb  mit  Hg  dagegen 
wird die H6he  der G e s a m t h e m m u n g  maBgebl ich durch  dasjenige der  
beiden Schwermeta l le  best immt,  das die gr6iiere Einzelwirkung aufweist  
(Abb. 2C, 2E u. 2F). Der  Effekt  des zweiten Schwermetal les  k o m m t  nur  
sehr s chwach  oder  f iberhaupt  nicht  zum Tragen. 

Glutamatdehydrogenase (G1DH): 
Ffir die spezifische Aktivit~t der Kontrolle ergibt sich ein Mittelwert yon  

0,816 U/mg. 

O<~o -6 -~ -~ 4 -~ -~, -~ 72 ~M) 
Abb. 3. SchwermetalleinfluB auf die G1DH-Aktivit~it (K = Kontrolle). 
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Abb. 4. EinfiuB verschiedener Schwermetallkombinationen auf die G1DH-AktivitAt 
(K = Kontrolle). 

Die Aktivit~it der G1DH wird durch  Pb-  u n d  Hg-Konzent ra t ionen  fiber 
10 -5 M und  durch  Cd- und  Zn-Konzent ra t ionen fiber 10 -4 M signifikant 
ve rminder t  (Abb. 3). Pb  und  Hg bewirken  bereits bei 10 -3 M eine vollst~n- 
dige H e m m u n g  der Enzymaktivit~t ,  w~ihrend Zn und  Cd diese erst bei 
10 -2 M v611ig blockieren.  Somi t  gilt ffir die St~irke der Toxizit~it gegenfiber  
der  G1DH: Cd Zn Pb  Hg. 

Nach  der  Zugabe  yon  Schwermeta l lkombina t ionen  treten bei der G1DH 
die gleichen Effekte auf  wie bei der  MDH. Bei den Paa rungen  Zn-Cd (Abb. 
4A), Zn-Pb  (Abb. 4B) und  Pb-Cd (Abb. 4D) addieren sich die toxischen 
Effekte. Ftir die Gesamtwi rkung  aller Hg-Kombina t ionen  mitiden anderen 
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Abb. 5. SchwermetalleinfluB auf die GADPH-Aktivit/it (K = Kontrolle). 
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Abb .  6. Einflu/3 v e r s c h i e d e n e r  S c h w e r m e t a l l k o m b i n a t i o n e n  auf  d ie  G A P D H -  
Akt ivi t~t  (K = Kontrol le) .  

drei  S c h w e r m e t a l l e n  ist auch  hier  nu r  die V e r m i n d e r u n g  der  G1DH- 
Aktivi t~t  du rch  das s t a rke r  h e m m e n d e  Schwerme ta l l  j ede r  P a a r u n g  aus- 
sch laggebend ,  w~hrend  sich der  EinfluB des an de ren  fast  f ibe rhaup t  n icht  
b e m e r k b a r  m a c h t  (Abb. 4C, 4E u. 4F). 

Glycer inaldehyd-3-phosphatdeh ydrogenase  (GAPDH): 

Ffir die GAPDH-Aktivi t~i t  e r reehne t  sich bei der  Kont ro l le  ein Mittel- 
wer t  yon  5,35 U/mg. 

Die G A P D H  reagier t  e twas  em pf i nd l i ehe r  auf  die S e h w e r m e t a l l z u g a b e  
a.ls die be iden  and e ren  u n t e r s u e h t e n  E n z y m e  (Abb. 5). Die Toxizit~ts-  
g renze  l iegt ffir Zn, Cd u n d  Hg  bei  e twa  10 -6 M und  f a r  P b  urn eine 
Z e h n e r p o t e n z  h6her .  Hg  ve ru r saeh t  bere i t s  in e iner  Konzen t ra t ion  yon  
10 -4 M die T o t a l h e m m u n g  der  GAPDH-Aktivi t / i t ,  wi ihrend die anderen 
S c h w e r m e t a l l e  d iesen  Ef fek t  ers t  bei 10 -3 M hervor rufen .  Die Toxizit~it 
n i m m t  in der  Re ihenfo lge  P b  Cd Zn Hg zu, wobe i  a l lerdings  zu 
ber f ieks ieh t igen  ist, dab  die Un te r seh i ede  zwisehen  den  E rgebn i s sen  ffir 
die e inze lnen  Schwerm e t a l l e  me i s t ens  n ieh t  s ignif ikant  sind. 

Bei  der  G A D H  k o m m t  es, im Gegensa tz  zur  M D H  und  G1DH, n u t  bei  der  
Z n - C d - K o m b i n a t i o n  zu e iner  e in fachen  S u m m a t i o n  der  H e m m e f f e k t e  
(Abb. 6A). Bei  al len ande ren  u n t e r s u e h t e n  S e h w e r m e t a l l p a a r u n g e n  wi rd  
die H 6 h e  der  Gesamt tox iz i t~ t  im wesen t l i ehen  d u t c h  das jenige  der  be iden  
S c h w e r m e t a l l e  e iner  K o m b i n a t i o n  bes t immt ,  das  die gr6Bere Einzelwir-  
k u n g  besitzt ,  w~hrend  sich de r  EinfluJ3 des  ande ren  auch  hier  k a u m  
fes ts te l len  l~iBt (Abb. 6B-6F).  

D i s k u s s i o n  

Die v ier  Schwerme t a l l e  C a d m i u m ,  Zink,  Blei und  Quecks i lbe r  we i sen  in 
ihrer  Wi rkung  auf  die Aktivit i i t  der  MDH, G1DH und  G A P D H  n u r  ger inge  
U n t e r s c h i e d e  auf. E twa  bei  e iner  Konzen t r a t i on  von  10-~M wird  die 
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Toxizit~itsgrenze i iberschr i t t en  u n d  ungef~ihr bei  10 -~ M die Enzymakt iv i -  
tilt vSllig u n t e r b u n d e n .  Ahnl iche  Grenzwer te  f inden sich auch  bei hbhe ren  
Pf lanzen  (13) und  bei t ie r i schen G e w e b e n  (10). 

Die  tox i sche  Wirkung  des Quecks i lbe rs  i ibertr iff t  in allen F/illen dieje- 
n ige  der  ande ren  Schwermeta l l e ,  wl ihrend de ren  H e m m e f f e k t  bei j e d e m  
der  drei  E n z y m e  un te r sch ied l i ch  s tark  ausgepr~igt ist: 
MDH: Toxizit/ i t  Hg  P b  Cd Zn 
G1DH: Toxizi ta t  H g  P b  Zn Cd 
G A P D H :  Toxizit/ i t  H g  Zn Cd P b  

Die Toxizi t~i tsunterschiede zwischen  den  S c hwerme ta l l en  sind nu r  in 
wen igen  FMlen signif ikant .  Meis tens  differ ieren die e rmi t te l t en  Ergeb-  
nisse  nu r  geringffigig. Die Ursache  ffir die grofte Ahnl ichke i t  der  Schwer-  
me ta l l e f fek te  bei den  In -v i t r o -Un te r suchungen  dfirfte in der  g le ichen 
L a d u n g  der  v ier  Schwerme ta l l e  zu suchen  sein. Dieses  allen g e m e i n s a m e  
M e r k m a l  k o m m t  un te r  den  gew~ihlten V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  m e h r  zum 
Tragen  als die ande ren  un te r sch ied l i chen  phys ika l i schen  und  c h e m i s c h e n  
Eigenschaf ten .  Diese  Ta t sache  deu te t  da rau f  hin, daft es in vi t ro  often- 
s icht l ich zu e iner  d i rek ten  In t e r ak t i on  zwischen  den  E n z y m e n  u n d  den  
S c h w e r m e t a l l e n  k o m m t .  

Die drei  u n t e r s u c h t e n  E n z y m e  un t e r s che i den  sich in ihrer  Empf ind l i ch -  
kei t  gegenf iber  den  S chwerm e t a l l en  n u r  unwesen t l i ch  vone inander .  Un te r  
d e m  Vorbehal t ,  daft es s ich h ierbei  meis t  n icht  u m  s ignif ikante  Differen-  
zen handel t ,  l~iftt sich die Sensibilit~it in der  Reihenfo lge  G A P D H  G1DH 
M D H  abs tufen .  Diese  A n o r d n u n g  f i n d e t  sich auch  bei J o d a c e t a t  (4), das  
wie  Quecks i lbe r  u n d  C a d m i u m  ein s ta rkes  SH-Reagenz  dars te l l t  (11). 
Weder  C a d m i u m  noch  Zink,  Blei und  Quecks i lbe r  bes i tzen un te r  In-vi tro-  
B e d i n g u n g e n  e inen  s t imul i e renden  Einfluft auf  die Enzymaktivit~it ,  wor-  
au f  auch  J o h o  et  al. (6) bere i t s  h inweisen .  

Bei  der  Z u g a b e  v o n  S c h w e r m e t a l l k o m b i n a t i o n e n  zum Tes tansa tz  t re ten  
zwei un te r sch ied l i che  Ph~inomene auf. W~hrend sich die H e m m e f f e k t e  
yon  C a d m i u m ,  Z ink  und  Blei im a l lgemeinen  addieren,  wird  bei  K o m b i n a -  
t ionen  mi t  Quecks i lbe r  die H b h e  der  Gesamttoxizit~it  fast  ausschlief t l ich 
du rch  das  st~irker w i r k s a m e  Schwerme ta l l  e iner  P a a r u n g  b e s t i m m t .  Die 
Wirkung  des  a n d e r e n  Schwerme ta l l e s  ist nur  sehr  s chwach  oder  (iber- 
h a u p t  n icht  feststel lbar .  Mbgl icherweise  verdr~ingt Quecks i lbe r  die ande-  
ren S c h w e r m e t a l l e  v o n  ihren  Bindungs l iganden .  

Bei  den  durchgef f ih r t en  U n t e r s u c h u n g e n  zeigt sich, daft Schwerme ta l l e  
un t e r  In -v i t ro -Bed ingungen  die Enzymakt iv i t f i t  u n m i t t e l b a r  beeinf lussen.  
Diese  Ergebn i s se  lassen sich j e d o c h  n icht  ohne  wei teres  au f  In-vivo-  
Verh~iltnisse f iber t ragen,  weil  dor t  F a k t o r e n  wie  z. B. die Schwermeta l l -  
a u f n a h m e  oder  die Loka l i sa t ion  der  E n z y m e  in der  Zelle eine entschei-  
dende  Rolle spielen.  
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