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Zusammenfassoog



Zusammenfassung In der vorliegenden Arbeit wurden intrazelluläre Signaltransduktionsmechanismen unter dem Einfluß von organischen Zinnverbindungen untersucht. Als Modellsubstanz wurde hier die fur die Umwelt relevanteste Verbindung Tributylzinn (TBT) verwendet. Die TBT-induzierte Arachidonsäurefreisetzung wurde untersucht und der hierfur verantwortliche Mechanismus aufgeklärt: TBT induziert über die Aktivierung der zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2) die Freisetzung von Arachidonsäure. Anschließend wurde die Reaktionsfolge, die zur Aktivierung der cPLA2 fuhrte, näher charakterisiert. Die Behandlung mit TBT induzierte über eine sehr schnelle Aktivierung der MAP Kinase Kaskade die Phosphorylierung der cPLA2 und schließlich die Freisetzung von Arachidonsäure. Diese Ergebnisse waren bei HL-60 Zellen, P3 88D 1 Zellen und HeLa Zellen identisch. TBT stimulierte außerdem die Aktivität der c-Jun NH2-terminalen Kinase (JNK). In dieser Arbeit wurde damit erstmals die Ak:tivierung verschiedener Proteinkinasen durch organische Metallverbindungen nachgewiesen. Damit kommt zur bereits bekannten Störung der intrazellulären Calciumhomöostase durch organische Metallverbindungen ein neuer Wirkungsmechanismus hinzu, der die calcium-abhängigen Effekte noch verstärken kann. Versuche mit Calciumchelatoren bewiesen, daß fur die TBT-induzierte Ak:tivierung der Proteinkinasen eine intrazelluläre Calciumerhöhung zwar essentiell aber allein nicht ausreichend ist. Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zur induzierten Apoptose durchgefuhrt. Hierbei stand die Untersuchung spezifischer morphologischer Veränderungen, der Fragmentierung der DNA und proteelytischer Prozesse im Vordergrund. Mit verschiedenen mikroskopischen und biochemischen Techniken wurde der organometall-induzierte Zelltod eindeutig als Apoptose charakterisiert. Die Apoptose wurde innerhalb weniger Stunden induziert, und auch hier waren die Effekte von TBT vom untersuchten Zelltyp unabhängig.



Die Ak:tivierung von Caspasen und Endonukleasen ist verantwortlich fur die spezifischen Abbauprozesse nach Behandlung mit TBT. Der Beweis hierfur wurde durch die Vorbehandlung mit Capase Inhibitoren erbracht. Dies fuhrte zur Aufhebung der metall-induzierten Effekte auf allen Ebenen. Die Inkubation mit apoptose-induzierenden Konzentrationen von TBT fuhrte zur Ak:tivierung von Kinasen aus der MAP Kinase Familie. Durch Verwendung von spezifischen Kinase Inhibitoren wurde ein Zusammenhang zwischen der Ak:tivierung von Proteinkinasen und der Induktion der Apoptose hergestellt. Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene Induktion der Apoptose durch Organemetalle könnte fur die bereits beschriebenen immunetoxischen und neurotoxischen aber auch die antiproliferativen Effekte einiger Verbindungen verantwortlich sein. Die hier beschriebene Vielfalt der durch organische Metallverbindungen induzierten tiefgreifenden Reaktionen, fuhrte im Hinblick auf die bereits nachgewiesenen Konzentrationen in der Umwelt zu dem Schluß, daß die weitere Verwendung und Zulassung dieser Verbindungsklasse in Zukunft äußerst kritisch überdacht werden sollte. I



Abstract



Abstract Biochemical effects of organometal compounds on in vitro cell systems: investigations on cellular signal transduction and apoptosis In the present study, the effects of organic tin compounds on intracellular signal transduction pathways have been investigated. Tributyltin (TBT) which served as a model substance is not only the most toxic but also the most relevant organotin compound with regard to environmental pollution. The TBT-induced release of arachidonic acid was studied and the responsible mechanism was elucidated. TBT induces the activation of a cytosolic phospholipase A2 (cPLA2) which finally Ieads to Iiberation of arachidonic acid. The reaction sequence leading to activation of the cPLA2 was also characterised. Treatment with TBT induced the phosphorylation of cPLA2 via a rapid activation of the MAP kinase cascade. The effects of TBT were not restricted to a single cell system, as similar results were obtained in HL-60, P388D 1 and HeLa cells. Furthermore, TBT stimulated the activity of the c-Jun NFhterminal kinase. It was demonstrated for the first time that treatment of cells with organic metal compounds Ieads to an activation of different protein kinases. Thus, an additional mechanism of action besides the well-known disturbance of intracellular calcium homeostasis was found which could contribute to an amplification of calcium-dependent effects induced by organometals. Experiments using calcium chelators have shown that an increase in intracellular calcium concentration is essential but not suffi.cient for the activation of protein kinases. In the second part of the thesis the organometal-induced cell death was investigated, with special attention to morphological changes, DNA fragmentation and proteolytic degradation processes. Using different microscopical and biochemical techniques cell death was identified unequivocally as apoptosis. Aftertreatment with TBT apoptosis was induced within hours and was again not dependent on the cell system investigated. The activation of caspases and endonucleases is responsible for the highly specific degradation processes observed after treatment with TBT. This was demonstrated by pretreatment with specific caspase inhibitors which led to an inhibition ofTBT-induced effects. The incubation of HL-60 cells with apoptosis-inducing concentrations of TBT also led to an activation of members of the MAP kinase family. Experiments with specific kinase inhibitors led to the assumption that apoptosis is connected with activation ofthese kinases. The induction of apoptosis by organametals may be the explanation of the described immuno- and neurotoxic as weil as the antiproliferative effects of some of these compounds. The observed variety of effects and the fundamental changes induced by organic metal compounds with regard to detected environmental concentrations Ieads to the conclusion that the further application of these substances should be reflected extremely critical.
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Einleitung



1.1



Allgemeines über Organazinnverbindungen



Organische Zinnverbindungen sind bereits seit über 100 Jahren bekannt und generell anthropogenen Ursprungs. Nur geringe Mengen von Methylverbindungen können durch Biomethylierung entstehen (Craig, 1982). 1849 synthetisierte der Chemiker E. Frankland zuerst Dialkylzinndiiodid. Die erste kommerziell registrierte Verbindung wurde 1936 als PVC-Stabilisator eingesetzt. Als schließlich die bioziden Eigenschaften vor allem der trialkylierten Verbindungen erkannt wurden, stiegen sowohl die Anwendungsmöglichkeiten als auch die Produktion stark an. Die jährliche Produktion lag 1950 noch bei wenigen Tonnen und stieg dann permanent auf 35.000 Tonnen im Jahr 1986 an (Maguire, 1987). 1991 wurden allein in der BRD 11.000 Tonnen Organezinnverbindungen hergestellt. Davon entfielen 5.000 Tonnen auf trialkylierte Zinnverbindungen, von denen 900 Tonnen in der BRD verwendet wurden, der Rest war fiir den Export bestimmt. Die Einsatzmöglichkeiten der Organezinnverbindungen richten sich zunächst nach der Anzahl der Alkylgruppen. Die folgende Tabelle faßt die Anwendungsgebiete zusammen (Tab. 1). Tab. 1: Anwendungsmöglichkeiten von organischen Zinnverbindungen.



Verbindung



Anwendung



Monoalkylzinnderivate



Ausgangsmaterial bei der Glasbeschichtung; vorwiegend im Gemisch mit Dialkylzinnverbindungen für die dort beschriebenen Einsatzgebiete



Dialkylzinnderivate



Verwendung als PVC-Stabilisatoren auch in Lebensmittelverpackungen; Einsatz als Wurmbekämpfungsmittel, Katalysator, bei der Kautschukhärtung; komplexe Dibutylzinnderivate und andere Verbindungen haben antiproliferative Wirkung und werden als Chemotherapeutika bei Krebs eingesetzt (Gielen, 1993)



Trialkylzinnderivate



Biozide in Holz- und Textilschutzmitteln; Verwendung in Antifouling-Anstrichen, als Desinfektionsmittel, Molluskizid, Insektizid, Fungizid und Pflanzenschutzmittel, auch als Konservierungsstoff in Farben



Tetraalkylzinnderivate



Stabilisatoren für Öle; dienen als Neben- oder Zwischenprodukte bei der Herstellung der anderen Verbindungen



Interessanterweise hängen die bioziden Eigenschaften und auch die Empfindlichkeit verschiedvner Organismen gegenüber den trialkylierten Verbindungen von der Länge der Alkylketten ab (Tab. 2). Worauf diese Speziesspezifität beruht, ist allerdings noch unklar (Blunden & Chapman, 1986).
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Einleitung Tab. 2: Unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener Organismen gegenüber trialkylierten Zinnverbindungen.



Verbindung



empfindlichste Spezies



Trimethylzinn



Insekten



Triethylzinn



Säuger



Tripropylzinn



gram-negative Bakterien



Tributylzinn



gram-positive Bakterien, Fische, Pilze, Mollusken, Pflanzen



Triphenylzinn



Pilze



Bis-tributylzinnoxid



Mollusken



Tricyclohexylzinn



Milben, Fische



Die vermehrte Produktion und Anwendung dieser Verbindungen führte natürlich auch zu einem vermehrten Eintrag in die Umwelt, der nach Craig (1982) im Jahr 1976 in den USA allein für Antifouling-Farben und Biozide auf bereits 300 Tonnen geschätzt wurde. Dies führte zu einem verstärkten ökotoxikologischen Interesse im Hinblick auf akut oder chronisch toxische Wirkungen. Im Laufe der Jahre wurden deshalb für organische Zinnverbindungen immer empfindlichere Nachweismethoden entwickelt. So können zum Beispiel aus Wasserproben Konzentrationen von bis zu 100 pg/1 noch exakt bestimmt werden (Donard et al., 1986). In den letzten Jahren wurden daher auch zahlreiche Untersuchungen zu Vorkommen, Verteilung, Abbau, Akkumulation und Ökotoxikologie der .organischen Zinnverbindungen durchgeführt. Einen ausfuhrliehen Überblick über diese Thematik bieten die Übersichtsarbeiten von Fent (1996), Hamasaki et al. (1995) und Maguire (1987).



Heute existieren von vielen Standorten auf der ganzen Welt Konzentrationsangaben. Im folgenden werden einige Beispiele genannt, vor allem für die Verbindung Tributylzinn (TBT), die durch ihre Anwendung in Antifouling-Farben eindeutig die für die Umwelt relevanteste ist. Eine der umfangreichsten Arbeiten stammt von Maguire et al. (1986), in der an 265 Standorten aus Wasser- und Sedimentproben in Kanada die Gehalte an organischem und anorganischem Zinn bestimmt wurden. Die höchste gemessene Konzentration betrug in dieser Arbeit bei Port Hope, Ontario, 2,34 Jlg Zinn aus TBT/1. Eine weitere Arbeit von Tas et al. (1996) beschreibt einen in den USA gemessenen Spitzenwert von 6,3 Jlg TBT/1, im Hafen von Bahrain wurden sogar durchschnittliche TBT Konzentrationen von 17,88 Jlg/l ermittelt (Hasan & Juma, 1992). Diese Mengen entsprechen etwa einer Konzentration im unteren nanomolaren Bereich. In der Regelliegen die Konzentrationen in marinen Hafengebieten zwischen 100 und 500 ng TBT/1. Im Vergleich hierzu sollte allerdings auch der amerikanische Grenzwert (US-EPA Water Quality Criteria) von 10 ng TBT/1 berücksichtigt werden, der Erholungsgebiete von kommerziell genutzten Standorten abgrenzt. In einer Studie in den USA lagen in 50% der untersuchten Häfen die Werte über diesem Grenzwert (Seligman et al., 1989). 10% der Proben beinhalteten Konzentrationen, die eine chronische Schädigung, insbesondere eine W achstumshemmung, der
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dort lebenden Organismen befürchten lassen. Hier werden Konzentrationen zwischen 50 und 400 ng TBT/1 als chronisch, Konzentrationen über 400 ng TBT/1 als akut toxisch eingestuft. Im Süßwasser liegen die Belastungen etwas niedriger und sind deutlich schlechter untersucht. Der in der Literatur (Fent, 1996) angegebene Extremwert von 7,15 Jlg TBT/1 im Ontariosee (Kanada) stellt sicher die Ausnahme dar. Einen großen Beitrag zur Reduktion der Belastung leistete das Verbot der organozinnhaltigen Antifouling-Farben im Bereich der Binnenschiffahrt für Schiffe unter einer Länge von 25 Metern, dem sich die Bundesrepublik als eines der letzten europäischen Länder 1993 anschloß (Gefahrstoffverordnung, 1993). In zwei Häfen des Luzerner Sees konnte die Tributylzinnbelastung von 1988 bis 1993 aufgrund des Verkaufsverbotes in der Schweiz um bis~ 90% reduziert werden (Fent, 1996). Die Konzentrationen im marinen Sediment liegen um einige Größenordnungen höher (zwischen 1 und 10 mg/kg Trockengewicht), allerdings ist hier die biologische Verfügbarkeit schwer einzuschätzen. Dennoch ist ein stetiges Rücklösen der Verbindungen aus den Sedimenten nicht auszuschließen. Die Halbwertszeit von TBT liegt abhängig von örtlichen Gegebenheiten (Temperatur, Licht, Sauerstoffgehalt und pH Wert) zwischen mehreren Wochen und Monaten. Organische Zinnverbindungen können durch UV Strahlung, aber auch biologisch und chemisch abgebaut werden (Fent, 1996). Natürlich werden die Zinnverbindungen auch in den im Wasser lebenden Organismen angereichert. So wurden in der marinen Alge Fucus und in der Klaffmuschel Mya arenaria TBT Konzentrationen zwischen 0,2 Jlg/g und 36,8 Jlg TBT/g Trockengewicht gemessen (Bryan & Gibbs, 1991). Dies entspricht Anreicherungsfaktoren von bis zu 500.000 gegenüber dem umgebenden Wasser. Generell werden die höchsten Werte in Organismen erreicht, die aufgrund ihrer Lebensweise enorme Mengen an Wasser filtrieren. Auch in Fischen können beträchtliche Mengen organischer Zinnverbindungen nachgewiesen werden. Short & Thrower (1987) berichten von TBT Konzentrationen zwischen 69 und 170 Jlg/kg in Zuchtsalmoniden, in Schottland sind in Fischzuchten sogar zwischen 0,4 und 3,1 mg/kg festgestellt worden (Davies & McKie, 1987). Eine weitere Arbeit (Iwata et al., 1997) zieht bereits die Anreicherung in marinen Säugern als Endglied der Nahrungskette in Betracht. So wurden in der Leber von Tümmlern (Neophocaena phocaenoides) mehr als 10 mg Butylzinnionen/kg Frischgewicht gefunden. TBT kann durch Kochen nicht zerstört werden und so über die Nahrungskette auch für den Menschen eine Gefahr darstellen. Für Erwachsene wird ein provisorischer Wert für die annehmbare tägliche Aufnahme (acceptable daily intake, ADI) von 3,2 Jlg Tributylzinnoxidlkg Körpergewicht vorgeschlagen (Schweinfurth & Gunzel, 1987), eine Menge, die im Extremfall bereits in einem Gramm des oben beschriebenen Schottlandlachses enthalten sein kann. Penninks (1993) schlägt für TBT sogar einen zehnfach niedrigeren Wert von 0,25 Jlg TBT/kg Körpergewicht und Tag als tolerierbare Aufnahmemenge vor. Eine Zusammenfassung der TBT Konzentrationen kompartimenten und Organismen liefert die Abb. 1. 3
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