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Zusammenfassung 

Mit zwei haploiden St~immen des Hefepilzes Saccharomyces cerevi- 
sae - eine in der Excisions-Reparatur defekte Mutante und ein 
Wildtyp-Stamm - wurde die m6gliche gegenseitige Beeinflussung 
von UV-Strahlung und acht verbreiteten Chemikalien bei der Inak- 
tivierung dieser Zellen getestet. W~ihrend bei sechs Verbindungen 
(Methoxychlor, 2,4-Dichlorphenoxyessigsfiure, Pentachlorphenol, 
Tetrachlorhydrochinon, Acrylnitril, 2,3-Dichlor-l-propen) keine 
oder nur eine geringe Beeinflussung der UV-Inaktivierung gefunden 
wurde, konnte mit Trichlorethylen eine signifikante, jedoch nicht 
sehr intensive Sensibilisierung gegen UV-Strahlung nachgewiesen 
werden. Mit Paraquat wurde dagegen nach Vorbehandlung der Zel- 
len mit dieser Verbindung eine sehr starke Schutzwirkung gegen UV- 
Strahlung festgestellt. Diese Schutzwirkung war bereits bei einer 
Konzentration wirksam, bei der Paraquat in den Zellen keine toxi- 
sche Wirkung zeigt. Die Ergebnisse waren bei beiden verwendeten 
St~mmen sehr fihnlich. 

Schlagw6rter: 2,4-D; Fungizide; Hefepilze als Testorganismen; Her- 
bizide; Insektizide; Kombinationswirkung; Pentachlorphenol; Me- 
thoxychlor; Saccharomyces cerevisae, Sensibilisierung; Testorganis- 
men; UV-Schutzwirkung; UV-Strahlung; Xenobiotika 

1 Problemstellung 

Mit der Zunahme erh6hter UV-Einstrahlung auf die Erd- 
oberfl~iche durch Verringerung der Ozon-Schutzschicht - 
die auch eine Erh6hung im mittleren UV-Wellenl~ingenbe- 
reich zwischen 260 und 280 nm bewirkt - wird zunehmend 
die Frage interessant, ob eine Kombinationswirkung yon 
UV-Strahlung und Chemikalien nachweisbar ist, d.h. ob die 
Wirkung von UV sich durch die Gegenwart von chemi- 
schen Verbindungen verst~irkt oder abschw~icht, oder ob 
eine additive Wirkung ohne gegenseitige Beeinflussung vor- 
liegt. 
Untersuchungen zu dieser Frage wurden mit Schwermetal- 
len bereits durchgefiihrt. Dabei wurde eine Hemmung von 
DNA-Reparaturprozessen (speziell der Excisions-Repara- 
tur) von UV-Schfiden nach Einwirkung verschiedener 
Schwermetalle festgestellt [1, 2]. 
Da Herbizide, Insektizide und Fungizide weiterhin in die 
Umwelt gelangen, ist die Untersuchung der Kombinations- 
wirkung dieser Chemikalien mit anderen Umweltfaktoren 
wichtig. In dieser Arbeit wurde deshalb bei acht in gr6~e- 
ren Mengen produzierten organischen Verbindungen die 
kombinierte Wirkung mit UV-Strahlung getestet. Um bei 
diesen Untersuchungen gleichzeitig AbschStzungen iiber 
den Einfluf~ auf die DNA-Reparatur machen zu k6nnen, 
wurden zwei Saccharomyces-St~mme ausgew~ihlt: Eine ha- 
ploide Wildtyp-Form (W) und eine daraus abgeleitete 
DNA-Reparatur-gesch~idigte Mutante (S 1) dienten bereits 
friiher als Untersuchungsobjekte [3]. Mit dieser Arbeit wer- 
den die Untersuchungen unseres Instituts iiber die toxische 
Wirkung von Chemikalien [vgl. u.a. 4-7] fortgesetzt. 

* Anm. d. Red.: Xenobiotika wird anstelle des Begriffes ,,Umweltchemikalien" 
verwendet 

2 Material und Methoden 

2.1 Hefepilzst~mme 

Die Untersuchungen wurden mit zwei haploiden St~mmen 
des Hefepilzes Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt: 

W = G 948-1D = RAD § (entspricht G 896-4Ba), siehe ROTH et al. [8] 
und 
S l = G 948-2C = rad-l-1 (excision repair deficient, entspricht G 896- 
D, [8]) 

2.2 Chemikalien 

Verwendet wurden die Herbizide Paraquat (1,1'-Dimethyl- 
4,4'-dipyridyliumchlorid), CAS-Nr. 1910-42-5, 2,4-Di- 

76 LrWSF - Z. Umweltchem. Okotox. 9 (2) 76-78 (1997) 
�9 ecomed verlagsgesellschaft AG & Co.KG Landsberg 



Originalarbeiten UV-Strahlung und Xenobiotika 

chlorphenoxyessigs~iure (2,4-D), CAS-Nr. 94-75-7, das 
Fungizid Pentachlorphenol (PCP), CAS-Nr. 87-86-5, und 
sein Metabolit in S~iugerzellen Tetrachlorhydrochinon 
(TCH), CAS-Nr. 87-87-6, das Insektizid Methoxychlor 
(Dimethyldiphenyltrichlorethan, MOC), CAS-Nr. 72-43-5; 
die industriellen Syntheseprodukte Acrylnitril (ACN), 
CAS-Nr. 107-13-1, und 2,3-Dichlor-l-propen (DCP), CAS- 
Nr. 78-88-6, sowie das vielseitig verwendete L6sungsmittel 
Trichlorethylen (TCE), CAS-Nr. 79-01-06. 

2.3 Untersuchung der Koloniebildungsfiihigkeit 

Station~ire Kulturen der Zellen wurden mit 0,05 m 
KH2PO4-Puffer gewaschen und im gleichen Puffer auf eine 
Zellzahl von ca. 5 �9 105 Zellen/ml verdiinnt. Diese Suspen- 
sionen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der un- 
tersuchten Verbindungen versetzt und 2 h bei Zimmertem- 
peratur inkubiert. Anschlief~end wurden die behandelten 
Zellen und eine nicht-behandelte Kontrolle mit den ange- 
gebenen UV-Dosen (s.u.) bestrahlt, 1:100 mit Pufferl6sung 
nachverdiinnt, und je 0,1 ml auf Agar-Platten mit Vollme- 
dium (2 % Glukose, 1% Hefeextrakt, 0,5 % Pepton, 2 % 
Agar) ausgestrichen. 

2.4 Bestrahlungsbedingungen 

Benutzt wurde eine Camag-Universal-UV-Lampe (Maxi- 
mum bei 254 nm), Abstand 40 cm, Schichtdicke der be- 
strahlten Zellsuspension ca. 2 mm (entspricht einem Ener- 
giefluf~ von 0,3 Joule/m 2 bei einer Bestrahlungsdauer von 
t = 1 s). Nach 48 Stunden Bebriitung bei 30 ~ wurden die 
makroskopisch sichtbaren Kolonien ausgez~ihlt und die Do- 
sis-Wirkung-Beziehung bestimmt. Die verwendeten Kon- 
zentrationen der Verbindungen wurden so ausgewiihlt, daf~ 
bei der h6chsten verwendeten Konzentration in der Regel 
eine Inaktivierung durch die Verbindung ohne UV-Bestrah- 
lung von 20-80 % (d.h. 80-20 % Oberlebende) vorlag. 
Eine Ausnahme bildete das Paraquat, das bei den h6chsten 
hier verwendeten Konzentrationen ohne UV-Strahlung noch 
keine inaktivierende Wirkung auf Hefezellen aufwies. 

3 Ergebnisse und Diskussion 

Nach zweistiindiger Vorbehandlung der Zellen mit der je- 
weiligen Verbindung konnten bei drei Stoffen (PCP, TCH und 
MOC) keine signifikanten Abweichungen der UV-Dosis-Ef- 
fekt-Kurven von den unbehandelten Kontrollen festgestellt 
werden. Die Ergebnisse mit MOC sind allerdings nur ein- 
geschr~inkt bewertbar, da die in Wasser sehr schwer 16sliche 
Verbindung nach Zugabe der alkoholischen Substanzl6- 
sung in den Inkubationspuffern teilweise nicht mehr voll- 
st~indig gel6st w)rlag. 

Bei drei weiteren Verbindungen (DCP, ACN, 2,4-D) wurde 
bei Substanzkonzentrationen, die unter den Versuchsbedin- 
gungen (2stiindige Inkubation der Zellen) eine maximal 
50prozentige Inaktivierung der Zellen ohne UV erzielten, 
eine nur geringe Sensibilisierung der Zellen gegen UV nach- 
gewiesen. 

Eine deutliche, vonder Konzentration der Substanz abh~in- 
gige Sensibilisierung der Zellen gegen UV-Strahlung wurde 
nur mit TCE nachgewiesen ( ~  Abb. 1). Beim Koloniebil- 
dungsverm6gen und Wachstum sowie der Stoffwechselpro- 
zesse bei Hefe- und S~iugerzellen wurde bei den applizierten 
TCE-Konzentrationen eine 50- bis 80prozentige Inaktivie- 
rung nachgewiesen [4, 6, 9]. Da die Dosiswirkung der UV- 
Strahlung immer auf die jeweiligen Kontrollen der TCE- 
Wirkung bezogen wurden, handelt es sich hier nicht um 
einen additiven Effekt, sondern um eine wirkliche Sensibili- 
sierung. 

Auffallend und sehr interessant ist die Wirkung des Para- 
quat: Mit steigenden Konzentrationen dieser Verbindung 
konnte ein sehr starker Anstieg des Schutzes gegen die LW- 
Strahlung festgestellt werden. Der unter den vorliegenden 
Bestrahlungsbedingungen erzeugte Totalschutz der Zellen 
lag bei einer Paraquat-Konzentration, wo noch keine toxi- 
sche Wirkung dieser Verbindung ohne UV-Behandlung fest- 
stellbar war [41. 

In den Abbildungen 1 bis 3 sind die Dosis-Effektkurven nach 
Einwirkung von TCE, PCP bzw. Paraquat als Beispiel fiir eine 
Sensibilisierung, eine Nichtbeeinflussung und einen Schutzef- 
fekt dargestellt. In diesen wie auch in anderen untersuchten 
F~illen zeigten die St~imme W und S 1 einen ~ihnlichen Effekt, 
ausgenommen natiirlich die generell erh6hte Strahlensensibi- 
lit~it des S-Stammes im Vergleich zum W-Stamm. (Bei den 
Werten aller drei Abbildungen handek es sich um Mittelwerte 
aus mindestens drei Experimenten.) 

Wie bereits erw~ihnt, konnte mit Schwermetallen, die als 
wichtige Umweksubstanzen in Frage kommen, eine Sensibi- 
lisierung durch Hemmung der DNA-Reparatur nachgewie- 
sen werden [1, 21. In dem hier vorliegenden Fall der Sensi- 
bilisierung durch TCE scheint zumindest die Excisions-Re- 
paratur keine Rolle zu spielen, da dann deutliche Unter- 
schiede zwischen den St~immen W und S 1 vorliegen miif~ten. 

Der deutliche und von uns iiberpriifte Schutzeffekt von Pa- 
raquat gegen die UV-Wirkung ist derzeit noch nicht erkl~ir- 
bar. Wenn auch die Verwendung von Paraquat als UV- 
Schutzmittel sich wegen seiner t6xischen Wirkung bei vie- 
len Organismen und beim Menschen verbietet [10], ist die 
Wirkung doch sehr interessant und fordert zu eingehenden 
Untersuchungen heraus. Die einfachste Erkl~irung der 
Schutzwirkung durch Absorption der UV-Energie im L6- 
sungsmittel kann nach weiteren Untersuchungen mit Ver- 
bindungen, die in gleichem Ausmat~ und im gleichen UV- 
Bereich wie Paraquat absorbieren, ausgeschlossen werden 
[ 11]. Auch die Beeinflussung von Reparatureffekten an der 
DNA stehen nicht zur Diskussion, da reparaturdefiziente 
St~imme (sowohl der hier verwendete in der Excision-Re- 
paratur defekte Stamm als auch andere von uns gepriifte 
reparaturdefekte St~imme) gleich reagieren wie der Wild- 
stamm [11]. Ob die bekannte Tatsache der Radialbildung 
bei Paraquat nach Einwirkung yon Licht [12] in irgendei- 
her Beziehung zu der hier beobachteten Schutzwirkung 
steht, kann aus den vor|iegenden Versuchen noch nicht ge- 
schlossen werden. Weitere Untersuchungen zur Aufkl~irung 
des Mechanismus der Schutzwirkung sind im Gange [11]. 
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Abb. 1: Kombinierte Wirkung von Trichlorethylen mit UV-Strahlung als Beispiel fiir einen 
Sensibilisierungseffekt mit dem Saccharomyces-Wildtyp W (a) und der strahlensensiblen Mu- 
tante S 1 (b). TCE-Konzentration [in mg/ml]: 0 (x); 1000 (o); 2000 (A); 4000 (D) 
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Abb. 2: Kombinierte Wirkung von Pentachlorphenol mit UV-Strahlung als Beispiel fiir eine 
gegenseitige Nichtbeeinflussung der Effekte mit dem Saccharomyces-Wildtyp W (a) und der 
strahlensensiblen Mutante S 1 (h). PCP-Konzentration [in mg/ml]: 0 (x); 2 (o); 5 (A); 8 (At); 
10 (0) 
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Abb. 3: Antagonistische Wirkung von Paraquat 
mit UV-Strahlung als Beispiel fiir eine UV-Schutz- 
wirkung mit dem Saccharomyces-Wildtyp W (a) 
und der strahlensensiblen Mutante S 1 (b). Para- 
quat-Konzentration [in mg/ml]: 0 (x); 10 (o); 20 
(A); 50 (D); 70 (O); 100 (At); 200 (ll) 
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