Charakterisierung von
Reaktivchemikalien anhand ihrer
primaren Wirkmechanismen

Bilder von toten Fischen, die mit dem Bauch nach oben an das
Ufer gespiilt werden, wer kennt sie nicht. Sie fiihren uns auf dras-
tische Weise vor Augen, welche fatalen Auswirkungen Unfalle mit
Chemikalien auf Lebewesen in Gewdssern haben kénnen. Unsere
Umwelt wird jedoch auch durch geringe Chemikalienkonzentratio-
nen kontinuierlich und leider meist unbemerkt beeinflusst. Deshalb
ist es wichtig herauszufinden, wie genau Schadstoffe in Lebewesen
reagieren. Ziel unserer Arbeit ist es, die verschiedenen priméren
Wirkmechanismen von Reaktivchemikalien mit Hilfe eines bakte-
riellen Testsystems zu erkennen, um so eine Risikoklassifizierung
der Chemikalien vornehmen zu kénnen.

Das 6kotoxikologische Risiko von Reaktiv-
chemikalien kann mit klassischen Test-
methoden nur unzureichend abgeschatzt
werden. Dies liegt daran, dass Reaktiv-
chemikalien oft schnell hydrolysieren und
dass klassische Methoden meist nur einen
Teil des breiten Wirkspektrums von Reaktiv-
chemikalien erfassen. Die Erkennung des
Wirkmechanismus ist jedoch gerade fur
Reaktivchemikalien von grosser Bedeu-
tung, da der Wirkmechanismus entschei-
dend das Risikopotenzial bestimmt. Aus
diesem Grund entwickeln wir derzeit ein
umfassendes bakterielles Testsystem, das
die verschiedensten Wirkmechanismen von
Reaktivchemikalien abdecken soll.

Schadstoffe schadigen
Biomolekiile

Letztlich lassen sich alle toxischen Effekte
zurlckflhren auf primére Interaktionen der

Zielort Wechselwirkung
Nicht spezifisch:
v.d. Waals +
Membranen H-Donor/Akzeptor
(Lipide)
Spezifisch:
Proteine und H-Donor/Akzeptor,
Peptide ionische WW
«Sterischer Fit»
DNA

Bildung
kovalenter
Bindungen

Schadstoffe mit drei verschiedenen Klassen
von Biomolekilen: Membranlipide, Proteine
und die Erbsubstanz DNA [1]. Die Wechsel-
wirkungen reichen von schwachen van-der-
Waals-Wechselwirkungen Uber spezifische
Wechselwirkungen, wie z.B. die Bildung von
Wasserstoffbriicken oder gegenseitige An-
ziehung von Ladungen, bis hin zur Bildung
chemischer Bindungen (Abb. 1). Schwache
Wechselwirkungen fiihren in der Regel zu
unspezifischen reversiblen Effekten und
sind nur bei hydrophoben Umweltchemi-
kalien relevant. Spezifische Wechselwir-
kungen werden z.B. bei Enzyminhibitionen
beobachtet, wenn der Schadstoff wie ein
Schlissel ins Schloss passt und so das
Enzym fir das eigentliche Substrat ver-
sperrt. Unser spezielles Interesse jedoch gilt
den Reaktivchemikalien, die mit den Bio-
molekilen am Zielort kovalente — meist
irreversible — chemische Bindungen einge-

Effektklasse

Nichtspezifische Effekte
z.B. Basistoxizitat

Spezifische Effekte

z.B. Rezeptorbindung oder
Enzyminhibition

Reaktive Effekte
z.B. Membranschadigung
oder DNA Schédigung

Abb. 1: Einteilung der toxischen Effekte nach Interaktionen der Schadstoffe mit Biomolekiilen am Zielort.
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hen. Zu den Reaktivchemikalien z&hlt man
eine grosse Anzahl von Substanzen mit ver-
schiedenen reaktiven funktionellen Grup-
pen. Dazu gehdéren u.a. die reaktiven Sauer-
stoffspezies (siehe Artikel von B. Fischer,
S. 15) und die so genannten elektrophilen
Chemikalien, auf die wir uns im vorliegen-
den Artikel konzentrieren.

Die Zelle wappnet sich gegen
Elektrophile

Elektrophile Chemikalien sind aufgrund
ihrer Elektronenkonstellation elektronen-
arme Substanzen, die bevorzugt mit nu-
kleophilen (= elektronenreichen) Gruppen in
Peptiden, Proteinen oder DNA reagieren.
Bevorzugte Ziele sind Thiolgruppen in Pep-
tiden und Proteinen sowie gewisse Sauer-
stoff- und Stickstoffgruppen in der DNA
(Abb. 2). Im unglnstigsten Fall werden Pro-
teine durch Elektrophile so sehr geschédigt,
dass sie ihre eigentlichen Funktionen nicht
mehr austben kénnen, wahrend Reaktio-
nen zwischen Elektrophilen und DNA zur
Instabilitdt der DNA und zu Mutationen
fihren koénnen, die schlimmstenfalls Krebs
ausloésen. Die Reaktionen an beiden Ziel-
orten kdnnen bis zum Tod fuhren.

Doch die Zellen wappnen sich gegen solche
Angriffe. Glutathion, ein intrazellulares Tri-
peptid (Abb. 2), fangt elektrophile Schad-
stoffe ab, so dass sie anschliessend wieder
aus der Zelle herausgeschleust werden
koénnen. Auch fiir DNA-Schaden gibt es eine

A oH
o H

B O_D
: ; J (0]
Toe wm gl

HNTS Y

. 6\© o N

N

o NH,
NH,  Benzyl- i
chlorid H H
lo) OH OH H
Glutathion 2’-Desoxyguanosin

Abb. 2: Zwei Beispiele fiir primare Wirkmechanismen
reaktiver Umweltschadstoffe. Durch chemische
Reaktionen mit Proteinen (A) oder DNA (B) kommt es
zu toxischen Effekten.
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Geschadigte Biomolekiile

DNA
DNA
DNA und Proteine
DNA
DNA und Proteine

DNA und Proteine

DNA und Proteine
DNA und Proteine
DNA und Proteine

DNA und Proteine

DNA und Proteine

Proteine
Proteine
Proteine
Proteine

Proteine

Proteine

Tab. 1: Die 18 verwendeten Umweltschadstoffe und ihre priméaren Wirkmechanismen.

Vielfalt von Reparaturmechanismen, die
Fehler in der DNA-Sequenz erkennen und
reparieren. Bei hohen Schadstoffkonzentra-
tionen und/oder langerer Exposition sind
solche Verteidigungssysteme allerdings
Uberfordert und es tritt ein toxischer Effekt
auf.

Evaluierung verschiedenster
E.-coli-Mutanten und Effekt-
parameter

Methoden, die die Aktivitat dieser Verteidi-
gungssysteme anzeigen, eignen sich also

besonders gut als Testsysteme zur Identi-
fizierung der primaren Wirkmechanismen
von Elektrophilen. Man muss allerdings
berlicksichtigen, dass die Toxizitdt einer
elektrophilen Substanz nicht nur durch ihre
chemische Reaktivitdt sondern auch durch
die Konzentration der Substanz am intrazel-
lularen Wirkort bestimmt wird. Die Konzent-
ration am Wirkort wiederum ist abhéngig
davon, wie viele Molektle der elektrophilen
Substanz Uberhaupt in den Organismus
aufgenommen werden, wie der Schadstoff
innerhalb des Organismus verteilt wird und

ob der Organismus es schafft, den Schad-
stoff rasch in ein weniger schadliches Pro-
dukt umzuwandeln. Diese Prozesse haben
somit einen entscheidenden Einfluss auf
die Bioverflgbarkeit des jeweiligen Schad-
stoffs. Bei einem einzelligen Organismus
kann man jedoch davon ausgehen, dass im
Fall von hydrophilen Substanzen die Schad-
stoffkonzentration am Wirkort genauso hoch
ist wie die extrazellulér herrschende Schad-
stoffkonzentration. Wir haben daher mit
dem Bakterium Escherichia coli gearbeitet.
Dies war auch deshalb von Vorteil, weil zahl-
reiche Mutanten von E. coli verfligbar sind.
Insgesamt wurde eine breite Palette ver-
schiedener E.-coli-Stamme evaluiert. Da-
bei wurden 17 unterschiedlich wirkende
elektrophile Substanzen (Tab. 1) getestet
und folgende Effektparameter gemessen:
die Wachstumsinhibition, die intrazellulare
Glutathionkonzentration, das Auftreten von
DNA-Strangbriichen und die Aktivierung
verschiedener  DNA-Reparaturmechanis-
men [2].

Zwei E.-coli-Stammpaare als
Biosensoren

Als besonders erfolgreich hat sich die Ver-
wendung von zwei E.-coli-Stammpaaren
herausgestellt. Die Stamme MJF276 (Gluta-
thiont) und MJF335 (Glutathion™) unter-
scheiden sich lediglich in ihrer Fahigkeit,
Glutathion zu synthetisieren, sind aber
ansonsten genetisch identisch. Auch das
zweite Stammpaar ist, bis auf die Fahigkeit,
DNA-Schaden zu reparieren, genetisch
identisch: in MV4108 (DNA™) sind mehrere
Gene mutiert, die fir DNA-Reparatur-
enzyme kodieren, wogegen dieselben Gene
in MV1161 (DNAY) intakt sind.
Flissigkulturen dieser Stammpaare wurden
mit verschiedenen Konzentrationen der zu
untersuchenden elektrophilen Substanzen
versetzt. Anschliessend wurde die Wachs-
tumsinibition gemessen. Dabei zeigte sich,
dass solche Reaktivchemikalien, die auf
Proteinebene angreifen, deutliche Wachs-
tumsunterschiede zwischen dem Giluta-
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thiont- und dem Glutathion™-Stamm er-
zeugten, wogegen das Wachstum des
DNA*- und des DNA™-Stamms nicht veran-
dert war (Abb. 3A). Zu dieser Chemikalien-
gruppe gehdren die sechs untersuchten
Substanzen mit aktivierter Doppelbindung
(Tab. 1). Dagegen induzierten jene Reaktiv-
chemikalien, die auf eine Schadigung der
DNA abzielen, deutliche Wachstumsunter-
beim DNA+/DNA™-Stammpaar,
wobei das Wachstum des DNA™-Stamms,
im Gegensatz zum DNA*-Stamm, eindeutig
inhibiert wird (Abb. 3B). Diese Substanzen,
zu denen drei der untersuchten Epoxide
gehoren (Tab. 1), erzeugten jedoch keine
Wachstumsunterschiede zwischen dem

schiede

Glutathiont- und dem Glutathion™-Stamm.
Ausserdem konnten wir eine dritte Gruppe
von Substanzen als unspezifisch reaktiv
identifizieren, weil sie sowohl auf Protein-
wie auch auf DNA-Ebene angreifen (Tab. 1)
und Wachstumsunterschiede innerhalb bei-
der Stammpaare hervorriefen (Abb. 3C).

Validierung und Weiter-
entwicklung des Testsystems
Die Resultate dieser Studie eignen sich
nicht nur fur eine Klassifizierung der Wirk-
mechanismen, sondern auch fiir die Be-
schreibung von Effekten in aquatischen
Organismen. Dies wird deutlich, wenn man
die ECsy-Werte der an E. coli untersuchten
Substanzen gegen ECgy-Werte auftragt, die
aus Experimenten an aquatischen Orga-
nismen stammen. Es zeigt sich, dass eine
lineare Korrelation zwischen den ver-
schiedenen ECsy-Werten besteht (Abb. 4).
Als ECsy-Wert wird diejenige Konzentration
eines Schadstoffs bezeichnet, bei der ein
50 %iger Effekt auftritt — in unserem Fall
Wachstumsinhibition bei E. coli und Algen
sowie Letalitdt bei Wasserflohen und Fi-
schen.

Die beschriebene Studie ist erst ein Anfang
in der Bewertung von Reaktivchemikalien
anhand ihres primdren Wirkmechanismus.
Einerseits sollen die vorgestellten Stamm-
paare in 6kotoxikologischen Testbatterien
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Abb. 3: Wachstumskurven der beiden E.-coli
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A: 2-Hydroxyethylacrylat als Beispiel eines Protein schadigenden Schadstoffs,
B: Styrenoxid als Beispiel eines DNA-schadigenden Schadstoffs und
C: Benzylchlorid als Beispiel eines unspezifisch reaktiven Schadstoffs, der sowohl mit Proteinen als auch mit DNA

reagiert.

Anwendung finden, andererseits sollen die
Konzepte weiterentwickelt und auf andere
Wirkmechanismen ausgedehnt werden.
Eine differenzierte 6kotoxikologische Risi-
kobewertung ist jedoch erst mdglich, wenn
es ausserdem gelingt, die Kausalkette zu
schliessen zwischen den priméren Inter-
aktionen auf molekularer Ebene und den
beobachtbaren Effekten auf Populations-
oder Okosystemebene.
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Abb. 4: Toxizitdtsdaten (ECs,-Werte) der untersuchten
Schadstoffe. EC5y-Werte fiir E. coli werden mit EC5,-
Werten fiir Algen, Wasserflohe und Fische verglichen.
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