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Zusammenfassung

Die vier Schwermetalle Cadmium, Zink, Blei und Quecksilber unterscheiden
sich in ihrer Wirkung auf die Aktivitidt der untersuchten Enzyme nur sehr wenig.
Konzentrationen tber 107> M vermindern die Enzymaktivitat signifikant, und
Konzentrationen von etwa 107* M unterbinden sie vollig. Eine Steigerung der
Enzymaktivitat 143t sich nicht feststellen. Die Zugabe von Cadmium-, Zink- und
Bleikombinationen fiihrt zu einer Addition der toxischen Effekte, wihrend bei der
Interaktion zwischen Quecksilber und den anderen drei Schwermetallen die
Gesamtwirkung fast ausschliefSlich durch das stirker hemmende Schwermetall
allein bestimmt wird. Die erhaltenen Ergebnisse lassen vermuten, daf3 es unter In-
vitro-Bedingungen zu einer direkten Wechselwirkung zwischen den Schwermetal-
len und den Enzymen kommt.

Summary

The difference between cadmium, zine, lead, and mercury in regard of their
effects on the activity of the enzymes tested is very slight. Concentrations higher
than 107> M reduce significantly the activity of the enzymes, and concentrations of
approximately 10> M inhibit 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.

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

Einleitung

Die Umweltbelastung durch Cadmium, Zink, Blei und Quecksilber
nahm in den vergangenen Jahrzehnten stindig zu. Deshalb. finden sich
diese Schwermetalle auch immer hiufiger in Substraten, die zur Herstel-
lung mikrobieller Erzeugnisse dienen, vor allem, weil dazu heute fast

*) Die vorliegende Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
finanziell unterstitzt.
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ausschlieBlich Neben- und Abfallprodukte aus Industrie und Landwirt-
schaft verwendet werden. Trotzdem ist bisher nur wenig tiber ihren Ein-
fluf} auf die Aktivitat wichtiger Stoffwechselenzyme von Mikroorganis-
men bekannt.

Die physiologische Wirkung der vier Schwermetalle beruht in erster
Linie auf ihrer hohen Affinitit zu Sulfhydryl-, Phosphoryl-, Carboxyl-,
Hydroxyl-, Amino- und Imidazolgruppen (8). Die Bindungsstiarke zwi-
schen den verschiedenen Metallen und Liganden weist dabei grof3e Unter-
schiede auf. Bei Sulfhydrylgruppen ist sie z. B. flir Quecksilber hoher als
far Cadmium, Zink und Blei (10), wiahrend es sich bei Imidazolliganden
genau umgekehrt verhilt (3). Diese Liganden kénnen bei Enzymen oft in
unmittelbarer Nachbarschaft angeordnet sein und deshalb ist die Wech-
selbeziehung zwischen Enzymen und Metallen meistens sehr komplexer
Natur.

Von den vier erwdhnten Schwermetallen gilt bisher nur Zink mit
Sicherheit als essentiell fur die Aktivitat vieler Enzyme (7, 9). Die toxische
Wirkung der drei anderen Metalle ist wahrscheinlich darauf zurtickzufih-
ren, daf} sie aufgrund ihrer héheren Affinitat zu verschiedenen Bindungs-
liganden essentielle Elemente aus den aktiven Zentren der Enzyme ver-
drangen und damit eine Aktivititsverminderung oder sogar eine vollige
Inaktivierung verursachen oder daf sie diese Effekte durch Interaktionen
mit Seitenkettenliganden hervorrufen (8). Vor allem Sulfhydrylgruppen
stellen die Hauptangriffspunkte flr toxische Schwermetalle, besonders
fir Quecksilber und Cadmium, dar. Da die meisten Enzyme Sulfhydryl-
gruppen besitzen, wird bei 70 % von ihnen die Aktivitat durch Quecksilber
vermindert (11).

Die folgenden Untersuchungen sollen zeigen, inwieweit Cadmium,
Zink, Blei und Quecksilber bei Saccharomyces cerevisiae die Aktivitit der
Malatdehydrogenase (MDH), Glutamatdehydrogenase (GIDH) und Glyce-
rinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) in vitro beeinflussen.

Material und Methoden

Als Ausgangsmaterial fir die Gewinnung des Enzymrohextraktes dienten Zell-
kulturen von Saccharomyces cerevisiae, die 48 Stunden unter aeroben Bedingun-
gen bei 25°C in einer synthetischen Nahrlosung (2) kultiviert und anschlieffiend
abzentrifugiert und zweimal mit Phosphatpuffer (pH: 5,5) gewaschen wurden. Die
Herstellung des Enzymrohextraktes erfolgte modifiziert nach Jiger und Weigel (5).
Dazu wurden die Zellen unter Zugabe eines Tris-HCl-Puffers (0,1 M Tris (hydroxy-
methyl)-aminomethan + 1 mM Dithioerythrit, mit HC] auf pH 7,5 eingestellt) bei
4 °C durch Zermoérsern mit Quarzsand homogenisiert. Nach dem Abzentrifugieren
der festen Zellbestandteile lie3 sich die Aktivitat der zu untersuchenden Enzyme
im Uberstand gut nachweisen.

Zur Herstellung der Testansétze dienten folgende Reagenzien: Tris-HCl-Puffer
0,05 M Tris (hydroxymethyl)-aminomethan + 0,1 mM Dithioerythrit, mit HCl auf
pH 7,5 eingestellt); 0,15 mM Oxalessigsdure; 10 mM NADH; 3 M NH,Cl; 1 M a-
Ketoglutarat; 50 g/l Glycerat-3-phosphat; 20 g/l ATP (Dinatriumsalz); 0,1 M MgSO,;
10 mg/ 3-Phosphoglycerat-Kinase (aus Hefe).

Testansitze:
- MDH (modifiziert nach Weigel (12)): 2550 pl Tris-HCl-Puffer + 200 pl Oxalessig-
séure + 50 pl NADH + 200 pl Enzymextrakt
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— GIDH (modifiziert nach Weigel (12)): 2150 pl Tris-HCIl-Puffer + 200 ul NH,C1 + 100
ul a-Ketoglutarat + 50 pl NADH + 500 pl Enzymextrakt
— GAPDH (modifiziert nach Bergmeyer (1)): 2685 ul Tris-HC1-Puffer + 60 ul Glyce-
rat-3-P + 100 ul MgSO, + 50 ul NADH + 5 ul 3-Phosphoglycerat-Kinase + 100 pl
ATP + 20 pl Enzymextrakt
Die Zugabe der Schwermetallchloridlésungen erfolgte 3 min vor dem Beginn der
Extinktionsmessung, wobei jeweils 30 ul (bei der Untersuchung der Schwermetall-
einzelwirkung) bzw. 60 pl (bei der Untersuchung der Schwermetallkombinations-
wirkung) des Tris-HCl-Puffers durch die Schwermetallchloridlésung ersetzt wur-
den. Die photometrische Messung der Enzymaktivitit erfolgte bei einer Wellen-
linge von 340 nm und einer Reaktionstemperatur von 25°C. Der Proteingehalt
wurde nach der Biuret-Methode bestimmt. Die Berechnung der spezifischen Akti-
vitit erfolgte nach Bergmeyer (1). Bei den graphischen Darstellungen wurde als
BezugsgroBe (100%) fir sidmtliche Ergebnisse unter Schwermetalleinflufl der
Absolutwert der spezifischen Aktivitat der Kontrolle gewahlt.

Ergebnisse
Malatdehydrogenase (MDH):

Fur die spezifische Aktivitit der Kontrolle ergibt sich ein Mittelwert von
0,349 U/mg.

Die vier untersuchten Schwermetalle zeigen in ihrer Wirkung auf die
MDH-Aktivitat kaum Differenzen (Abb. 1). Alle vier verursachen erst in
Konzentrationen tiber 107® M eine signifikante Hemmung der MDH-Akti-
vitat. Bei 10™* M treten die groéBten Toxizititsunterschiede zwischen den
Schwermetallen auf, wobei die Hemmwirkung in der Reihenfolge Zn
Cd Pb Hg zunimmt.

Bei der Zugabe verschiedener Schwermetallkombinationen zum
Testansatz lassen sich zwei unterschiedliche Arten von Wechselwirkun-
gen feststellen. In Abbildung 2 wird jeweils ein charakteristisches Beispiel
fiir jede Schwermetallpaarung dargestellt. Bei der Kombination von Zn
mit Cd (Abb. 2A), Zn mit Pb (Abb. 2B) und Pb mit Cd (Abb. 2D) setzt sich
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Abb. 1. Schwermetalleinflul auf die MDH-Aktivitit (K = Kontrolle).
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Abb. 3. Schwermetalleinflu3 auf die GIDH-Aktivitat (K
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Abb. 4. Einflufl verschiedener Schwermetallkombinationen auf die GIDH-Aktivitat
(K = Kontrolle).

Die Aktivitit der GIDH wird durch Pb- und Hg-Konzentrationen tber
10" M und durch Cd- und Zn-Konzentrationen tber 10™* M signifikant
vermindert (Abb. 3). Pb und Hg bewirken bereits bei 107* M eine vollstan-
dige Hemmung der Enzymaktivitit, wihrend Zn und Cd diese erst bei
1072 M vollig blockieren. Somit gilt fiir die Starke der Toxizitit gegeniiber
der G1DH: Cd Zn Pb Hg.

Nach der Zugabe von Schwermetallkombinationen treten bei der GIDH
die gleichen Effekte auf wie bei der MDH. Bei den Paarungen Zn-Cd (Abb.
4A), Zn-Pb (Abb. 4B) und Pb-Cd (Abb. 4D) addieren sich die toxischen
Effekte. Fiir die Gesamtwirkung aller Hg-Kombinationen mitiden anderen
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Abb. 5. Schwermetalleinfluf} auf die GADPH-Aktivitat (K = Kontrolle).
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Abb. 6. Einflul verschiedener Schwermetallkombinationen auf die GAPDH-
Aktivitat (K = Kontrolle).

drei Schwermetallen ist auch hier nur die Verminderung der GIDH-
Aktivitat durch das stirker hemmende Schwermetall jeder Paarung aus-
schlaggebend, wihrend sich der Einflull des anderen fast tiberhaupt nicht
bemerkbar macht (Abb. 4C, 4E u. 4F).

Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH):

Fur die GAPDH-Aktivitiat errechnet sich bei der Kontrolle ein Mittel-
wert von 5,35 U/mg.

Die GAPDH reagiert etwas empfindlicher auf die Schwermetallzugabe
als die beiden anderen untersuchten Enzyme (Abb. 5). Die Toxizitits-
grenze liegt fiir Zn, Cd und Hg bei etwa 1075 M und fiir Pb um eine
Zehnerpotenz hoher. Hg verursacht bereits in einer Konzentration von
10™* M die Totalhemmung der GAPDH-Aktivitit, wahrend die anderen
Schwermetalle diesen Effekt erst bei 107 M hervorrufen. Die Toxizitét
nimmt in der Reihenfolge Pb Cd Zn Hg zu, wobei allerdings zu
bertcksichtigen ist, daf3 die Unterschiede zwischen den Ergebnissen fiir
die einzelnen Schwermetalle meistens nicht signifikant sind.

Bei der GADH kommt es, im Gegensatz zur MDH und GIDH, nur bei der
Zn-Cd-Kombination zu einer einfachen Summation der Hemmeffekte
(Abb. 6A). Bei allen anderen untersuchten Schwermetallpaarungen wird
die Hohe der Gesamttoxizitit im wesentlichen durch dasjenige der beiden
Schwermetalle einer Kombination bestimmt, das die grofere Einzelwir-
kung besitzt, wihrend sich der Einflufl des anderen auch hier kaum
feststellen 143t (Abb. 6B-6F).

Diskussion

Die vier Schwermetalle Cadmium, Zink, Blei und Quecksilber weisen in
threr Wirkung auf die Aktivitat der MDH, GIDH und GAPDH nur geringe
Unterschiede auf. Etwa bei einer Konzentration von 107°M wird die
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Toxizitatsgrenze tiberschritten und ungefiahr bei 10~ M die Enzymaktivi-
tat vollig unterbunden. Ahnliche Grenzwerte finden sich auch bei héheren
Pflanzen (13) und bei tierischen Geweben (10).

Die toxische Wirkung des Quecksilbers Ubertrifft in allen Fillen dieje-
nige der anderen Schwermetalle, wihrend deren Hemmeffekt bei jedem
der drei Enzyme unterschiedlich stark ausgeprigt ist:

MDH:  Toxizitit Hg Pb Cd Zn
GIDH: Toxizitit Hg Pb Zn Cd
GAPDH: Toxizitat Hg Zn Cd Pb

Die Toxizitatsunterschiede zwischen den Schwermetallen sind nur in
wenigen Fillen signifikant. Meistens differieren die ermittelten Ergeb-
nisse nur geringfiigig. Die Ursache fur die groBe Ahnlichkeit der Schwer-
metalleffekte bei den In-vitro-Untersuchungen diirfte in der gleichen
Ladung der vier Schwermetalle zu suchen sein. Dieses allen gemeinsame
Merkmal kommt unter den gewédhlten Versuchsbedingungen mehr zum
Tragen als die anderen unterschiedlichen physikalischen und chemischen
Eigenschaften. Diese Tatsache deutet darauf hin, daf es in vitro offen-
sichtlich zu einer direkten Interaktion zwischen den Enzymen und den
Schwermetallen kommt.

Die drei untersuchten Enzyme unterscheiden sich in ihrer Empfindlich-
keit gegeniiber den Schwermetallen nur unwesentlich voneinander. Unter
dem Vorbehalt, daB3 es sich hierbei meist nicht um signifikante Differen-
zen handelt, 1aB3t sich die Sensibilitat in der Reihenfolge GAPDH GIDH
MDH abstufen. Diese Anordnung findet sich auch bei Jodacetat (4), das
wie Quecksilber und Cadmium ein starkes SH-Reagenz darstellt (11).
Weder Cadmium noch Zink, Blei und Quecksilber besitzen unter In-vitro-
Bedingungen einen stimulierenden Einfluf} auf die Enzymaktivitat, wor-
auf auch Joho et al. (6) bereits hinweisen.

Bei der Zugabe von Schwermetallkombinationen zum Testansatz treten
zwei unterschiedliche Phianomene auf. Wihrend sich die Hemmeffekte
von Cadmium, Zink und Blei im allgemeinen addieren, wird bei Kombina-
tionen mit Quecksilber die Hohe der Gesamttoxizitat fast ausschliefllich
durch das starker wirksame Schwermetall einer Paarung bestimmt. Die
Wirkung des anderen Schwermetalles ist nur sehr schwach oder lber-
haupt nicht feststellbar. Méglicherweise verdriangt Quecksilber die ande-
ren Schwermetalle von ihren Bindungsliganden.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen zeigt sich, dafl Schwermetalle
unter In-vitro-Bedingungen die Enzymaktivitit unmittelbar beeinflussen.
Diese 'Ergebnisse lassen sich jedoch nicht ohne weiteres auf In-vivo-
Verhaltnisse tibertragen, weil dort Faktoren wie z. B. die Schwermetall-
aufnahme oder die Lokalisation der Enzyme in der Zelle eine entschei-
dende Rolle spielen.
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