elektronisches
dokument

Physiologisch-biochemische Charakterisierung
schwermetallinduzierter Reaktionen in

Fontinalis antipyretica Hedw.

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

(Fachbereich Biochemie/Biotechnologie)

von Steffi Rau
geb. am 22. November 1971 in Eilenburg

Gutachter:

1. Dr. rer. nat. habil. J. Miersch

2. Dr. rer. nat. habil. D. Neumann
3. Prof. Dr. rer. nat. habil. K. Jung

Verteidigung: 09.10.2002

urn:nbn:de:gbv:3-000004774
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver.pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000004774]



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis I
AbKUrZUNGSVerZeiChNIS Vi
L BN O NG 1
1.1 Schwermetalle: Ein Wirkungsspektrum 1
1.2 Mechanismen der Schwermetalltoleranz 4
1.2.1 Intrazellul@re TransSpOMPIOZEeSSe e 4

1.2.2 Schwermetallchelatoren 6

1.2.2.0 Metallothioneine 6

1.2.2.2 PhytoChelatine e 8

1.2.2.3 Freie AMINOSAUNEN 9

1.2.2.4 OrganisChe QAU e, 10

1.2 2.8 PNOIC 12

1.2.3 Die Rolle der Hitzeschockproteine und Cyclophiline .. .. . ... 13

1.3 Fontinalis antipyretica: Im Dienste der Schwermetallstressforschung_____ 14
1.4 ZielstellUNG 15
2. Material und Methoden 16
2.1 Pflanzenmaterial und Kultivierungsbedingungen . 16
2.1.1 Fontinalis antipyretiCa, 16

2.1.2 Standort und Probenname e, 17

2. B KU O UNG 17

2.1.4 SchwermetallZuGabe 18

2 B HIZE S OSS o 18

2.2 Messung der Chlorophylifluoreszenz 19
2.3 Bestimmung des intrazelluliren Schwermetallgehaltes . . .. .. ... ... 20
2.3.1 ProbenvorbereitUng 20

2.3.2 Aufschluss des Pflanzenmaterials 21

2.3.3 Schwermetallanalytik mittels Flammen-AAS 21

2.4 Analytische Elektronenmikroskopie 21
2.5 Proteinchemische Methoden 22
2.5 ProteineXtraktion 22

2. 0 2 HIZEIAUNG e, 23

2.5 3 ProteinbestimmUNG 23

2.5.4 Reduktive CarboxymethylierUng . e 23

2.5.5 Elektrophoretische Methoden e, 24

2.5.5.1 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 24

2.5.5.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese . .. .. 24

2.5.5.2.1 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung_______ ... 24



Inhaltsverzeichnis

2.5.5.2.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE
2.5.5.2 3 Bildverarbeitung
2.5.5.3 Transfer auf NC-Membranen

25

2.5.6 ProteiNtarOUNG N
2.5.6.1 Farbung mit Coomassie
2.5.6.2 Silberfarbung
2.5.6.3 Farbung mit Ponceau-Rot

2.5.7 Immunologische Methoden
2.5.7.1 Immunologische Detektion
2.5.7.2 Densidometrische Auswertung der Immuno-Assays

2.5.8 Saulenchromatographische Methoden
2.5.8.1 Probenvorbereitung
2.5.8.2 Immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC)
2.5.8.3 Kovalente Affinitatschromatographie

2.5.9 Massenspektrometrie

2.5.9.1 MALDI-TOF-MS

2.5.9.2LC-MS

2.5.10 Micro-Sequenzanalyse von Proteinen/Peptiden____ .
2.5.10.1 Alkylierung reduzierter Sulfhydrylgruppen
2.5.10.2 In-Gel-Proteinverdau und Peptidelution
2.5.10.3 RP-HPLC-Trennung tryptisch verdauter Proteine
2.5.10.4 Protein/Peptid-Sequenzierung

2.6 Qualitative und quantitative Bestimmung freier Aminosauren

2.6.1 Extraktion

2.6.2 Aminosaurederivatisierung

2.6.3 Qualitative und quantitative Aminosaureanalyse mittels GC-C-IRMS

2.6.4 Qualitative und quantitative Aminosaureanalyse mittels Aminosaure-Analyzer
2.7 Analytik organischer Sauren
2 T X AR ON

2.7.2 HPLC-Analyse
2.7.3 Derivatisierung

2.7.4 Qualitative Analyse mittels GC-MS
2.8 Analytik phenolischer Verbindungen

2.8.1 Extraktion I6slicher, phenolischer Inhaltsstoffe . . .
2.8.2 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes
2.8.3 RP-HPL C-ANAlY S
2.8.4 LC-MS/MS-Analyse

2.8.5 Nachweis von Flavonol-Kupfer-Wechselwirkungen



Inhaltsverzeichnis

2.9 NukleinsaUreaNalY ik 39
2.9.1 Isolierung von NUKIEINSAUIeN 39

2.9.1.1 Isolierung von genomischer DNA 39

2.9.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 40

2.9.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen____ . ... 40

2.9.1.4 1S00ierung VON RN A 40

2.9.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelésungen. 40

2.9.3 Agarosegelelektrophorese von NuKleinsauren 41

2.9.3.1 Standard-Agarosegelelektrophorese 41

2.9.3.2 Denaturierende Agarosegelelektrophorese 41

2.9.4 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen 42

2.9.5 Ligation von DNA-Fragmenten 42

2.9.6 Transformation_____ 43

2.9.6.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 43

2.9.6.2 Transformation/Vektor pBK-CMV 43

2.9.6.3 Transformation/Vektor PGEM-T 44

2.9.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) 44

2.0, 8 KoloNIE-PC R 45

2.9.9 DNA-SEQUENZIEIUNG 46

2.9.10 Nachweis spezifischer RNA 47
2.9.10.1 Nichtradioaktive Sondenmarkierung 47

2.9.10.2 Transfer auf Nylonmembranen 47

2.9.10.3 RNA-DNA-Hybridisierung (Northern-Hybridisierung) .. . . 47

2.10 Statistische AUSWeEIrtUNG 48
B BN S S 49
3.1 Vitalitat unter Schwermetalleinfluss in Fontinalis antipyretica_ . 49
3.2 Intrazelluldare Schwermetallaufnahme durch Fontinalis antipyretica 52
3.2.1 Intrazelluldre Aufnahme von KUpfer 52

3.2.2 Intrazellulare Aufnahme von Cadmium______ 53

3.2.3 Intrazellulare Aufnahme von Blei 54

3.2.4 Intrazellulédre Aufnahme von Zink 54

3.3 Untersuchungen zur zelluldaren Lokalisation und zum Bindungsstatus von

Kupfer in Fontinalis antipyretica 55
3.3.1 Intrazelluldre Elementverteilung 55
3.3.2 Der Bindungsstatus von Kupfer in Zytoplasma und Vakuole . . 58

3.4 Charakterisierung schwermetall- und hitzeschockinduzierter Proteine aus

Fontinalis antipyretica 59



Inhaltsverzeichnis

3.4.1 Eindimensionale Proteinmuster unter Schwermetalleinfluss, Hitzeschock und nach

Hitzefallung (SDS-PAGE ) 59
3.4.2 Zweidimensionale Proteinmuster unter Schwermetalleinfluss__________ . .. 62
3.4.2.1 Proteinmuster der Kontrolle 63
3.4.2.2 Proteinmuster unter Kupferbelastung. 65
3.4.2.3 Proteinmuster unter Cadmiumbelastung 66
3.4.2.4 Proteinmuster unter Bleibelastung 68
3.4.2.5 Proteinmuster unter Zinkbelastung 69
3.4.3 Antigen-Antikdrper-Reaktionen 71
3.4.3.1 Immunreaktion des anti-Peptid-Antikbrpers Metallothioneinp2 71
3.4.3.2 Immunreaktion des anti-HSP 70-Antik6rpers_______ 73
3.4.3.3 Immunreaktion des anti-HSP 17-AntikOrpers 75
3.4.3.4 Immunreaktion des anti-Peptid-Antikdrpers Cyclophilin 18 ... ... 75
3.4.4 Affinitatschromatographie 75
3.4.4.1 Isolierung metallbindender Proteine mittels immobilisierter Metallchelat-
Affinitdtschromatographie (IMAC) 75

3.4.4.2 Isolierung thiolhaltiger Proteine mittels kovalenter Affinitats-
chromatographie 77

3.4.5 Identifizierung ausgewahlter Proteine mittels Massenspektrometrie und

Micro-SequUeNnzierung 78
3.4.5.1 MALDI-TOF-MS und Micro-Sequenzanalyse von hitzeinduzierten
sowie hitzestabilen Proteinen 78

3.4.5.2 Micro-Sequenzanalyse der Metallothionein p2-Antikdrper-

positiven Proteine 79
3.4.5.3 LC-MS-, MALDI-TOF-MS- und Micro-Sequenzanalyse
affinititschromatographisch gereinigter Proteine 79

3.5 Der Einfluss von Kupfer auf die Zusammensetzung und den Gehalt freier

Aminosauren in Fontinalis antipyretica 81
3.6 Der Einfluss von Kupfer auf organische Sauren in Fontinalis antipyretica.______ 84

3.7 Der Einfluss von Kupfer auf phenolische Verbindungen in Fontinalis

AN DY O  Ca 87
3.7.1 Gesamtphenolgenalt 87
3.7.2 RP-HPLC- und LC-MS/MS-Analyse phenolischer Verbindungen 88
3.7.3 Phenolische Absorptionsspektren unter Kupfereinfluss_____ | 89

3.8 Transkriptionsanalyse und ldentifizierung Metallothionein-dhnlicher Gene aus

Fontinalis antipyretica 89
3.8.1 Expression Metallothionein-ahnlicher Gene unter Schwermetallstress 89
3.8.2 Identifizierung einer Metallothionein-ahnlichen Gensequenz 90



Inhaltsverzeichnis

4. Diskussion

4.1 Der Einfluss von Kupfer, Cadmium, Blei und Zink auf die Vitalitidt von

Fontinalis antipyretica

4.2 Intrazellulare Aufnahme von Kupfer, Cadmium, Blei und Zink von Fontinalis

antipyretica

4.3 Zellulare Lokalisation und der Bindungsstatus von Kupfer in Fontinalis

antipyretica
4.4 Untersuchungen zur Schwermetallstressantwort auf Proteinebene in
Fontinalis antipyretica
4.4 .1 Charakterisierung der ein- und zweidimensionalen Proteinmuster
4.4.2 Metallothioneine, Hitzeschockproteine und Cyclophiline

4.4.3 Schwermetallbindende Proteine

4.5 Kupfereffekte auf den Primar- und Sekundarstoffwechsel in Fontinalis
antipyretica

4.5.1 Freie Aminosauren

4.5.2 Organische Sauren
4.5.3 Phenolische Verbindungen
4.6 Metallothionein: Das genetische Potential von Fontinalis antipyretica

5. Zusammenfassung
6. Literaturverzeichnis
7. Anhang

92

92

96

99

102
102
105
108

110
110
113
114
116

118
121
139



Abkulrzungsverzeichnis

Abkiurzungsverzeichnis

1D

2D
AAS
ABA
Abb.
ABC-Transporter
ACN
AS
AtMRP
BLAST
CAX2
CCH
cDNA
Chaps
COPT1
DEPC
DFG
DNA
dNTP
DTT
dUTP
E. coli
ECL
EDTA
ESI-MS
EST

et al.
ETR1
FM
GC-MS
GSH
IRT
Kap.

eindimensionale Gelelektrophorese
zweidimensionale Gelelektrophorese
Atomabsorptionsspektrometrie

Abscisinsaure

Abbildung

ATP-binding cassette transporter

Acetonitril

Aminosaure

Arabidopsis thaliana-multi-drug-resistant protein
Basic Local Alignment Search Tool

calcium exchanger 2

copper chaperon

komplementare DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
copper transporter1

Diethylpyrocarbonat

Deutsche Forschungsgemeinschaft
Desoxyribonukleinsdure
2'-desoxy-Nucleosid-5"-Triphosphat
Dithiothreitol

2'-desoxy-Uridin-5‘-Triphosphat

Escherichia coli

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
expressed sequence tag, cDNA-Fragment

et alii (und andere)

ethylene receptor1

Frischmasse

Kopplung Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Glutathion (reduziert), y-Glu-Cys-Gly

iron regulated transporter

Kapitel

W



Abkulrzungsverzeichnis

LB

LC-MS

LCT1

LHC

m/z
MALDI-TOF-MS

Me(Il)
MES
Mops
MRP
NMR
N-Terminus
PAGE
PAM
PAR
PBS
PDB
PMSF
PPN
PS
puUC18
PVP
RAN1
REV1
RNA
RP-HPLC
Rt

RuBP-Carboxylase

SDS
SSC
Tab.
TAE
TCA
TFA
TFAA
™

Luria Bertani (Komplexmedium)
Kopplung Liquid Chromatography-Massenspektrometrie
low-affinity-cation-transporter1

light harvesting complex
Masse/Ladung

Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions-lonisations-
Massenspektrometrie

Metall(ll)-lon
N-Morpholinoethansulfonsaure
3-Morpholinopropansulfonsaure
multi-drug-resistant protein

Nuclear Magnetic Resonance
Amino-Terminus (Protein)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Puls-Amplituden-Modulation
photosynthetic apparent radiation
Phosphat gepufferte Salzlésung
Protein Daten Bank
Phenylmethansulfonylfluorid
polymerisch gebundene Alkylketten
Photosystem

Plasmid Vektor

Polyvinylpyrrolidon

responsive to antagonist1

DNA repair protein1

Ribonukleinsaure

Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography
Retentionszeit
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase
Sodiumdodecylsulfat
Natriumzitrat-Salzlésung

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Trichloressigsaure

Trifluoressigsaure
Trifluoressigsaureanhydrid

Trockenmasse

VI



Abkulrzungsverzeichnis

Tris
UV/Vis
X-Gal
ZAT
ZIP
ZNT
ZRT

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ultraviolettes/sichtbares Licht

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galactopyranosid

zinc transporter Arabidopsis thaliana

zinc/iron regulated transporter protein

zinc transporter

zinc regulated transporter

Ein- und Dreibuchstaben-Code der Aminosauren:

I ¢ mm oo »

< —

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys

Leu

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

< s<Hdw®mPUVZEZ

Leucin

Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin

VI



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Schwermetalle: Ein Wirkungsspektrum

Schwermetalle der Erdrinde werden durch abiotische und biotische Vorgange
wasserldslich und kénnen somit lebende Zellen beeinflussen. Dabei ist die physiologische
Wirkung dieser Elemente abhangig von der Konzentration, der zeitlichen Einwirkung und
Bindungsform. Einerseits zahlen Schwermetalle* wie Zn(ll) und Cu zur Gruppe der
essentiellen Mikronahrstoffe (< 0,5 mg/l), andererseits kdnnen toxische Konzentrationen
zu letalen Veranderungen im Stoffwechsel fihren. Die Pflanze befindet sich in einer
Zwangslage, denn wahrend der Evolution von lonenaufnahmemechanismen wurde kein
System entwickelt, das sich auf die flr Pflanzen bendtigten Schwermetalle beschrankt
und alle nicht verwertbaren Elemente, wie z.B. Pb(ll) und Cd(ll), ausschlief3t
(Brunold et al., 1996). Unspezifische Transportsysteme stellen demnach die Basis flr die
Aufnahme toxischer Schwermetallionen dar (Nies und Silver, 1995).

Die metabolische Funktion des Zn(ll) in Enzymreaktionen liegt in dessen Bildung
tetrahedrischer Komplexe mit N-, O- und S-Liganden. In katalytisch wirkenden Enzymen,
wie z.B. der karbonischen Anhydrase, ist Zn(ll) mit drei Aminosauren (Histidin, Glutamin
oder Asparagin) und einem Wassermolekul koordiniert. Als weitere Zn(ll)-Enzyme sind die
alkalische Phosphatase, die Phospholipase und die RNA-Polymerase zu nennen.
Dagegen bildet Zn(ll) in der Cu/Zn-Superoxiddismutase (Cu/Zn-SOD) die strukturelle
Komponente, Cu die katalytische. Weiterhin sind Zn(ll)-Metalloproteine in der Regulation
der Genexpression involviert. Tetrahedrische Komplexe mit Cysteinresten der
Polypeptidkette bilden sogenannte Zink-Finger-Motive, die DNA-bindende Domane von
Rezeptorproteinen. Als strukturelle Komponente der Ribosomen ist Zn(ll) essentiell flr
den Ablauf der Proteinsynthese. Durch die Bindung an Phospholipiden und
Sulfhydrylgruppen bzw. die Bildung tetrahedraler Komplexe mit Cysteinresten der
Polypeptidkette membraner Komponenten schitzt Zn(ll) Membranlipide und Proteine vor
oxidativen Schaden und beeinfluRt dadurch wesentlich die Membranstabilitat.
Zinkmangel, bei héheren Pflanzen ab 0,2 umol/g TM, tritt haufig parallel mit Eisenmangel
auf und zeigt sich an verkirzten Internodien, Chlorosen und an Wuchsstérungen der
Blatter (Marschner, 1995).

* Im Folgenden wird fir redoxinerte Metalle die ionische Bezeichnung und fir Kupfer und

Aluminium, deren jeweiliger Oxidationsstatus nicht geklart ist, die Elementform verwendet.
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Die physiologische Bedeutung des zumeist enzymatisch gebundenen Cu liegt in seinem
Redoxpotential. Zweiwertige Cu-lonen werden leicht zu instabilen, einwertigen lonen
reduziert. Aufgrund der hohen Affinitdt gegeniber Sulfhydrylgruppen cysteinreicher
Proteine sowie zu Karboxyl- und Phenolgruppen liegt Cu zumeist komplexiert vor und die
Konzentration an freien Cu-lonen im Zytoplasma und in Organellen ist sehr gering. Fur
Nutzpflanzen wird ein Mindestgehalt an Cu von 0,02 umollg TM angegeben
(Marschner, 1995).

Nach Sandmann und Boger (1983) existieren drei verschiedene Gruppen Cu-Proteine: die
sogenannten “blue-proteins®, die an dem Transfer eines Elektrons beteiligt sind, die
Peroxidasen oder “non-blue-proteins” sowie die Multi-Cu-Proteine, die als Oxidasen vier
Cu-Atome pro Molekil besitzen. Mehr als 50 % des Cu in den Chloroplasten ist an
Plastocyanin, einem “blue-protein“ der Thylakoidmembran, gebunden. Polyphenol-
oxidasen, die Multi-Cu-Proteine, sind in Zellwanden, aber auch in den
Thylakoidmembranen der Chloroplasten lokalisiert und katalysieren die Oxidation der
Phenole zu Lignin.

Eine Cu-Unterversorgung verursacht daher eine verringerte Lignifizierung der Zellwénde
und des Xylems (Lavid et al., 2001a; Marschner, 1995). Verringerte Aktivitaten des PS |
und I, verbunden mit geringen Gehalten an lI6slichen Kohlehydraten, der gestdrten
Synthese von Quinonen und einer veranderten Lipidzusammensetzung der Thylakoid-
membranen beschreibt Marschner (1995) als Folge eines Cu-Mangels. Insgesamt
beeinfluldt Cu-Mangel die Samenreifung (sterile Pollen) und Fruchtbildung signifikanter als
das vegetative Wachstum (Blattwelken und nekrotische Apikalmeristeme).

Die Toxizitat eines Schwermetalls ist in jedem Fall elementspezifisch und abhangig von
der Pflanze selbst, denn jeder Organismus hat eine genetisch festgelegte Reaktionsbreite
gegeniber Umweltfaktoren. Sobald eine kritische Konzentration erreicht, bzw.
Uberschritten wird, kann dies zu komplexen Anderungen im Stoffwechsel fiihren
(Brunold et al., 1996). Ausschlaggebend sind weiterhin die Verfiigbarkeit sowie die Dauer
und Art der Applikation. Die toxische Grenze fir Zn(ll) ist im Allgemeinen hoch und wird
fur Nutzpflanzen mit 100-300 ug Zn(ll)/g TM angegeben. Blattchlorosen treten indirekt
infolge  Zn(ll)-induzierten  Magnesium-, Mangan- oder Eisenmangels auf
(Marschner, 1995). Die Beeinflussung der PS auf verschiedenen Ebenen ist von
van Assche und Clijsters (1986) sowie von Kipper et al. (1996) beschrieben. So tritt z.B.
infolge der Zn(Il)-Mg(ll)-Konkurrenz eine Hemmung der RuBP-Carboxylase-Aktivitat auf.
Auch die Substitution des Mn(ll) im wasserspaltenden Enzym verursacht Stérungen im
Elektronentransport des PS Il. Weiterhin kann eine Zn(ll)-Belastung zum Anstieg des
GSH-Gehaltes sowie zur verminderten Aminosaurebiosynthese fuhren (Bruns et al., 2001;
Sutter et al., 2001).
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Obwohl Cu als Mikronahrstoff von essentieller Bedeutung ist, besitzen Pflanzen eine
geringe Toleranz gegeniber diesem Element. Marschner (1995) gibt als toxischen
Grenzwert 20-30 ug Cu/g TM fur Nutzpflanzen an. Schwermetalle wie Ag(ll), Hg(l) und Cu
sind in der Lage durch Autooxidation (1) oder durch die Reduktion von H,O, (2) (Fenton-
Reaktion) freie Sauerstoffradikale zu bilden, deren Reaktionen mit Nichtradikalen zur
Synthese von weiteren Radikalen flhrt:

(1) Cu(l) + O — Cu(ll) + Oy”

(2) Cu(l) + H,O, — Cu(ll) + OH + OH-.

Des Weiteren verursachen diese Schwermetallionen Lipidperoxidationen in Membranen,
wobei die Umsetzung des stabilen Lipidhydroperoxid (LOOH) in die reaktiven, freien
Alkoxy- (LO) und Peroxy (LOO)-Radikale erfolgt (Brunold et al., 1996):

Cu(l) + LOOH — Cu(ll) + OH + LO

Cu(ll) + LOOH — Cu(l) + H* + LOO..

Die Verringerung der Gesamtlipiden in Plasmamembranen und der Abbau ungesattigter
Fettsduren fuhrt zur verminderten Membranfluiditat. Zusatzlich wird der lonenhaushalt
durch den verstarkten Efflux von K-lonen gestort (Quartacci et al., 2001) und Seneszenz
induziert (Chen und Kao, 1999; 1998). Cu-induzierte Membranschaden wirken sich
erheblich auf die Photosyntheseleistung aus. Clijsers und van Assche (1985) beschrieben
eine  Hemmung des Elekironentransportes am PS 1l durch Schadigung der
Thylakoidmembranen. Aber auch die Substitution des Zentralatoms Mg im Chlorophyll
resultiert in einer gestorten Elektronenlibertragung im LHC-Komplex (Kupper et al., 1996).
Die Toxizitdt der Schwermetalle basiert allerdings auch auf deren hohen Affinitaten
gegenlber Thiol-Gruppen, die in Proteinen eine wichtige Rolle zur Stabilisierung der
Tertiar- und Quartarstruktur spielen. Konformationsanderungen und Funktionsverlust sind
die Folge der Blockierung funktioneller SH-Gruppen.

So verursacht z.B. die Cd(ll)- oder Pb(ll)-Bindung an SH-Gruppen der
8-Aminolavulinsaure- (ALA-) Dehydratase die Hemmung der Chlorophyllbiosynthese und
somit eine Desorganisation der Chloroplastenfeinstruktur (Brunold et al., 1996). Prinzipiell
treten Cd(ll)-Toxizitaten haufiger auf als Pb(ll)-induzierte Schaden. Allerdings ist in
Bryophyten die Inhibierung des N-Stoffwechsels durch Pb(ll) (Sutter et al., 2001) und in
Algen eine verringerte Photosyntheseaktivitat (Nygard und Ekelund, 1999) nachgewiesen.
Trotz der allgemeinen Sensitivitdt der Pflanzen gegeniiber Schwermetallen hat sich auf
belasteten Bdden im Laufe der Evolution eine spezifische Schwermetallvegetation
eingestellt (Ernst, 1974). Sogenannte Hyperakkumulatoren speichern betrachtliche
Schwermetallgehalte ohne Anzeichen toxischer Symptome. Baker et al. (2000) setzten
dabei die Grenzwerte auf 0,1 mg Cd(ll)/g TM, fur Pb(ll), Co(ll), Cu und Ni(ll) auf
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1,0 mg/g TM bzw. fur Mn(ll) und Zn(ll) auf 10,0 mg/g TM fest. Etwa 400 Taxa in 45
Pflanzenfamilien hyperakkumulieren Schwermetall. Welche Mechanismen ermdglichen

diese enorme Toleranz?

1.2 Mechanismen der Schwermetalltoleranz

Macnair et al. (2000) definieren Schwermetalltoleranz als das Ergebnis der
Wechselwirkungen zwischen Genotyp und Umweltfaktoren von Pflanzen auf
schwermetallbelasteten Bdéden. Zunehmend wird diese Bezeichnung aber auch flr
experimentell induzierte Mechanismen verwendet (Hall, 2002). Die Toleranz gegeniber
einem Schwermetall basiert auf spezifische Mechanismen, wahrend Co-Toleranz durch
das Zusammenwirken unspezifischer oder durch unabhangige, spezifische Mechanismen
gegeniber verschiedenen Schwermetallen hervorgerufen wird (Schat et al., 2000).

Zu den extrazellularen Toleranzmechanismen, die zur verringerten Aufnahme der
Schwermetallionen in den Symplasten fiihren, wird die Bindung von Metallionen an die
Zellwand, die Ausscheidung komplexierender Exudate bzw. die verminderte Aufnahme
von Metallionen durch Mykorrhiza gezahlt.

Die wichtigsten Mechanismen der intrazellularen Toleranz beinhalten den Transport, die
Kompartimentierung, die Chelatierung und die Sequestration freier Schwermetallionen zur
Vermeidung toxischer Konzentrationen im Zytoplasma und in den Organellen sowie
Protein-Reparaturmechanismen (Hall, 2002; Clemens, 2001) und werden im Folgenden

erlautert.

1.2.1 Intrazellulare Transportprozesse

Das Wissen Uber intrazellulare Transportprozesse in Pflanzen ist bislang lickenhaft, stellt
aber die Schlisselrolle im Verstandnis zur Regulation der Schwermetallhoméostase dar.
Untersuchungen zur Funktion der Proteine erfolgen zumeist in heterologen Systemen
(Saccharomyces cerevisiae). Insgesamt sind vier pflanzliche Transportsysteme im
Schwermetalltransport involviert (Clemens, 2001; Williams et al., 2000):

- ZIP-Familie (ZRT/IRT-Proteine)

- Nramp-Familie (natural resistance-associated macrophage protein)

- P-Typ-ATPasen

- CDF-Familie (cation diffusion facilitator) (Abb. 1).
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Transporter der ZIP-Familie sind an der Aufnahme von Fe(ll) und Zn(ll) beteiligt. Das
durch Eisenmangel aktivierte IRT-Protein (Arabidopsis thaliana) transportiert Fe(Il), Mn(ll),
Zn(ll) und maoglicherweise Cd(Il) (Korshunova et al., 1999). Die ZIP-Proteine 1, 3 und 4
(Arabidopsis thaliana) vermitteln den Zn(ll)-Transport in Wurzelmembranen bzw. in der
Chloroplastenmembran (Guerinot und Eide, 1999). ZIP2 (Arabidopsis thaliana) besitzt
eine hohe Affinitat gegentber Cu und Cd(ll).

Die AtNramp1,3,4-Proteine regulieren die Fe(ll)- (Curie et al., 2000) und im Fall des
AtNramp3 auch die Cd(ll)-Aufnahme (Thomine et al., 2000). Das LCT1-Protein aus
Triticum aestivum scheint an der Aufnahme von Ca(ll) und Cd(ll) beteiligt zu sein
(Clemens et al., 1998). Da fir nicht essentielle Metalle wie Pb(ll) und Cd(ll) keine
separaten Transportsysteme bestehen, werden diese infolge geringer Substratspezifitat
einiger Transporter (Cd(ll) z.B. mittels IRT1, ZNT1 und AtNramp3) in die Zelle geschleust
(Clemens, 2001).

Die intrazellulare Aufnahme von Cu kann durch das COPT1-Protein (P-Typ-ATPase,
Arabidopsis thaliana) erfolgen (Kampfenkel et al., 1995). Das Cu-Chaperon CCH ist als
erster zytoplasmatischer Cu-Transporter in Pflanzen beschrieben (Mira et al., 2001a).
RAN1 operiert als Cu-ATPase, wahrscheinlich an der Membran von Golgi-Vesickeln
(Woste und Kieber, 2000). Denkbar ware der Cu-Transport vom CCH im Zytoplasma auf
das RAN1 an der Golgi-Membran und die nachfolgende Ubergabe an den ethylen-
bindenden Rezeptor ETR1 (Himelblau und Amasino, 2000).

Toxische Verbindungen werden hauptsachlich in der Vakuole gelagert. Uber die
Tonoplastentransportsysteme ist nur wenig bekannt. In Arabidopsis thaliana wiesen
Lu et al. (1997) MRP-verwandte Proteine, die AtMRP’s, nach, die den Transport von
Cd(ll)-PC-Komplexen in die Vakuole vermitteln konnten (Rea et al., 1998). Eine Cd(ll)-
PC-Transport-Aktivitat in Gberexprimierten Zellen von Saccharomyces cerevisiae wurde
noch nicht ermittelt.

Zwei Proteine der CDF-Familie, die zur Akkumulation von Zn(ll) bzw. Cd(ll) beitragen,
wurden aus Arabidopsis thaliana identifiziert: Das ZAT-Protein, homolog zu tierischen
Zn(Il)-Transportern (Blof et al., 2002; van der Zaal et al., 1999) sowie das CAX2, dass als
Cd(Ih)/H(h)-Antiporter auch eine geringe Affinitat zu Ca(ll) aufweist (Hirschi et al., 2000).
Dennoch bleibt die zelluldre Lokalisation des ZAT und die Funktion des CAX2 zu

beweisen.
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Abb. 1: Bisher identifizierte pflanzliche Metalltransporter, die in heterologen Systemen an der

Aufnahme, dem Transport und der Sequestration von Metallionen beteiligt sind (Clemens, 2001).

1.2.2 Schwermetallchelatoren

1.2.2.1 Metallothioneine

Metallothioneine (MT’s) bilden eine Gruppe von Proteinen, die ein Molekulargewicht von
6 kDa-8 kDa aufweisen, 30 % Cystein aber kein Histidin und keine aromatischen
Aminosauren besitzen sowie schwach hydrophob und hitzestabil sind. Die Bindung der
Metallionen erfolgt in der Regel in zwei Metall-Thiolat-Clustern (Abb. 2). Metallothioneine
werden durch Multigenfamilien codiert und sind im Zytoplasma lokalisiert.

Diese Proteine sind ubiquitar verbreitet und wurden aus Mensch, Tier, Prokaryoten,
eukaryotischen Mikroorganismen, Pilzen und Pflanzen isoliert. Die neueste Klassifizierung
der sehr formenreichen Vertreter erfolgt anhand der Cysteinmotive, Sequenzhomologien
sowie phylogenetischen Verwandtschaft (Binz und Kagi, 1999).

Bislang wurden 58 pflanzliche MT-Gene beschrieben. Die Isolierung der Proteine erwies
sich aufgrund der schnellen Proteolyse der cysteinarmen Linkerregion sowie der

schnellen Oxidation der Thiolliganden als sehr schwierig und aufwendig (Rauser, 1999).
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Murphy et al. (1997) charakterisierten zwei native MT’s aus Arabidopsis thaliana und
Lane et al. (1987) isolierten das Ec-Weizen-MT.

Untersuchungen tierischer MT’s zeigen, dass die tertidare Struktur und die Bildung der
charakteristischen Metall-Thiolat-Cluster durch die sequentielle Chelatierung der
Metallionen entscheidend gepragt wird. Dabei flhrt die Bindung von Metallionen an den
N- und C-terminalen Cysteinen zu intramolekularen Faltungen, die die Formation der
Metall-Cluster ermdglichen. In vivo-Studien wiesen eine direkte Korrelation zwischen der
Lange der Linkerregion und der Effizienz der Sequestration von Cd(ll)-lonen nach
(Stillman, 1992).

Abb. 2: NMR-Struktur des Cu(l)-Metallothionein aus Saccharomyces cerevisiae
(Peterson et al., 1996). Dargestellt sind zwei Metall-Thiolat-Cluster mit 4 bzw. 3 Molekulen Cu(l);

die Cysteinreste sind gelb gekennzeichnet.

Die komplexen Regulationsmechanismen der Metallothioneine sind noch unklar.
Expressionsstudien MT-ahnlicher Gene weisen auf einen differenten Einfluss von
Schwermetallen, Hitze- und Kaltestress, Wundstress, Seneszenz und Fruchtreife,
Zuckern, Salzen, Salicylsdure, Abscisinsdure, Ethylen und Zytokinin hin (Prasad, 1999;
Rauser, 1999; siehe auch Tab. 1). Funktionelle Informationen aus heterologen Systemen
lassen auf eine Rolle der MT's in der pflanzlichen Metallhomobostase schlie3en
(Clemens, 2001). Weiterhin kénnten MT’s als zytosolische Chaperone flir essentielle
Elemente wirken und an der lonenspeicherung wahrend der Seneszenz beteiligt sein oder

als Zn(ll)-Donatoren flr Transkriptionsfaktoren und Zn(ll)-abhdngige DNA- und RNA-
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Polymerasen operieren. Eine mogliche Rolle in der Schwermetalldetoxifikation und in der
Metallsekretion in Trichomen wird ebenfalls diskutiert. (Robinson et al., 1996;
Garcia-Hernandez et al., 1998; Rauser, 2000).

Tab. 1: Regulation der MT-Gene in Pflanzen. Auszug aus Rauser (1999). Klassifizierung nach
Robinson et al. (1993).

Pflanze Gen Repression Expression Referenz
Oryza sativa OsMT1 ABA Hitzestress, Seneszenz, Hsieh et al. (1995)
Cu, Zuckermangel
OsMT2 Cu, Cd(Il) | Hitzestress, Zuckermangel | Hsieh et al. (1996)
Triticum aestivum wali1 Al (Wurzel), konst. (Blatter) Snowden et al.
(1993)
Brassica napus MT2 Seneszenz Buchanan-Wollaston
(1994)
Arabidopsis thaliana | MT1a Cu > Zn(ll), Cd(ll) Zhou et al. (1994)
MT1b inaktiv
MT2a Cu > Zn(ll), Cd(Il)
MT2b Cu
MT3 Cu
Hordeum vulgare ids1 Fe(ll)-Mangel Okumura et al.
(1991)
Mimulus guttatus Cu, Zn(ll), de Miranda et al.
Cd(ln) (1990)
Vicia faba MT2 Kaltestress, Foley et al. (1994)
Salz,Salicyl-
saure,
Nicotiana tabacum MT2 Cu, Virus, Verwundung Choi et al. (1996)

1.2.2.2 Phytochelatine

Potentielle Schwermetallliganden in Pflanzen, Pilzen und einigen Mikroorganismen sind
die Phytochelatine (PC). In diese Gruppe sind cysteinreiche Peptide folgender Struktur
einzuordnen: (y-Glu-Cys),-Gly; n = 2-11. Schwermetallionen werden an den Thiolat-
Gruppen der Cysteine komplexiert. Die Affinitat gegentber Metallionen erhéht sich dabei

mit dem Grad der Polymerisierung (Rauser, 2000). Variationen der dritten Aminosaure
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sind ebenfalls beschrieben. So tritt z.B. bei Vertretern der Fabaceae und Poaceae eine
Substitution des Glyzins durch p-Alanin (Homo-Phytochelatin) bzw. Serin oder ein Verlust
der C-terminalen Aminosaure (Iso-Phytochelatin) auf (Grill et al., 1987; Klapheck et al.,
1992). Die Biosynthese der PC’s erfolgt enzymatisch aus reduziertem Gluthation
(y-Glu-Cys-Gly; GSH), wobei die PC-Synthase als Transpeptidase wirkt und y-Glu-Cys-
Einheiten auf GSH bzw. PC-Molekile (bertragt. Dieses Enzym liegt konstitutiv im
Zytoplasma vor und wird durch Metalle, insbesondere Cd(Il) (Cobbett, 2000a; Zenk, 1996;
Grill et al., 1989), aber auch durch blockierte Thiolgruppen des Glutathions (Zn(ll)- oder
Cd(I)-(GS).-Komplexe; Vatamanuik et al., 2000) innerhalb weniger Minuten aktiviert. In
einem Modell von Cobbett (2000b) operiert die C-terminale Domane der PC-Synthase als
ein Metallsensor, wahrend die N-terminale Domé&ne katalytische Funktion besitzt.
Pflanzliche LMW-Komplexe (low-molecular weight-complex) aus Cd(ll)-lonen und PC’s
sowie HMW-Komplexe (high-molecular weight-complex), die zusatzlich saurelabiles Sulfid
enthalten, wurden in Lycopersicon nachgewiesen (Reese et al., 1992; Lichtenberger und
Neumann, 1997). Ortiz et al. (1995) postulierten die zytosolische Formierung von LMW-
Komplexen aus Cd(ll)-lonen und PC’s und einem anschliefenden Transport durch den
Tonoplasten mittels ABC-Transporter. Die Sequestration in der Vakuole findet in HMW-
Komplexen statt, formiert aus LMW, saurelabilem Sulfid und zusatzlichen Cd(ll)-lonen, die
Uber den H(l)-Antiporter transportiert werden. Diese Speicherungsform ist somit pH-Wert
stabiler und besitzt eine erhéhte Bindungskapazitat gegenlber Metallionen im Vergleich
zu LMW-Komplexen.

Die Rolle der PC's in der Schwermetalldetoxifikation wird kontrovers diskutiert. Zum Einen
ist ein direkter Zusammenhang zwischen der PC-Akkumulation und der Cd(ll)-Toleranz
nachgewiesen (Zhu et al., 1999; Clemens et al.,, 1999; Howden et al., 1995), zum
Anderen zeigten Studien, dass eine alleinige Synthese von PC’s zu keiner spezifischen
Metalltoleranz fuhrt (Ebbs et al.,, 2002; de Knecht et al., 1994; Grill et al., 1988). In
zahlreichen Moosarten ist die Bildung von PC’s als Reaktion auf Schwermetalle nicht
nachzuweisen. In diesem Fall deutet der erhdhte GSH-Gehalt auf einen alternativen
Detoxifikationsweg (Bruns et al., 2001). Nach Cobbett (2000a) sind Phytochelatine eher
fur die Homdostase essentieller Metallionen verantwortlich als fir die Detoxifikation

toxischer Metallionenkonzentrationen.

1.2.2.3 Freie Aminosauren

Die Reaktivitdt der Schwermetallionen im Zytoplasma setzt deren kontinuierliche

Chelation zur Vermeidung von physiologischen Schaden voraus. Neben den genannten
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Liganden besitzen Pflanzen noch weitere Metallpuffersysteme. Die Carboxyl- und
Aminogruppen  freier Aminosauren stellen aufgrund der Reaktivitdt von
Ubergangsmetallen gegeniiber Sauerstoff und Stickstoff potentielle Liganden fir
Schwermetalle dar (Clemens, 2001).

Die Rolle der freien Aminosauren in der Schwermetallhomdéostase liegt im Transport von
Metallionen innerhalb des Xylem und Phloem sowie im zytoplasmatischen Transport von
z.B. Ni(ll)-lonen zum Tonoplasten (Clemens, 2001; Kramer et al., 2000). Histidin stellt im
Xylemsaft von Yucca (Mullins et al., 1986) und Alyssum lesbiacum (Kramer et al., 1996)
den Hauptliganden fir Cu bzw. Ni(ll) dar. Im Phloemsaft ist die Komplexierung von Cu
und Zn(ll) an Asparagin, Glutamin und Tyrosin in Yucca nachgewiesen (Mullins et al.,
1986). Aber auch die Bindung von Ni(ll) an Glutamin ist mdglich (Kramer et al., 1996).
Uber Bindungskonstanten der potentiellen Liganden ist nur wenig bekannt
(Clemens, 2001). Aussagen zu Bindungsaffinitdten gibt es hinsichtlich einer
Konkurrenzsituation bei  Schwermetallgemischen. So fuhren erhdhte  Zn(ll)-
Konzentrationen im Xylem zur verstarkten Bindung der Cu-lonen an Histidin statt an
Asparagin, dass wiederum vorrangig die Zn(ll)-lonen komplexiert (Mullins et al., 1986).
Nach Rauser (1999) variiert die Bindung in Abhangigkeit der stofflichen
Zusammensetzung des Xylem- und Phloemsaftes und der Konzentration der
Schwermetallionen. Weiterhin ist die Stabilitat des Komplexes abhangig vom pH-Wert des
jeweiligen Kompartimentes. So ist die Histidin-Ni(ll)-Bindung bei pH-Werten von 7,5
besonders stabil, wahrend der Imidazol-Stickstoff bei einem pH-Wert um 5,5 protoniert
vorliegt. Folglich werden Ni(ll)-lonen im Zytoplasma stabil durch Histidin gebunden,

wahrend in der Vakuole Zitrat als Ligand operiert (Kramer et al., 2000).

1.2.2.4 Organische Sauren

Die Bedeutung der organischen Sauren in der Schwermetalldetoxifikation basiert auf der
Chelatierung von Metallionen durch ihre Carboxylgruppen.

Die Exudation von organischen Sauren wie z.B. Maleinsdure, Oxalsadure oder
Zitronensaure aus dem Apikalmeristem der Pflanzenwurzeln dient nicht nur zur
Mobilisierung von schwerloslichen Fe(lll)-Verbindungen, sondern kann auch zur
Chelatierung l8slicher Metallionen und damit zur verminderten Aufnahme in den
Symplasten zahlreicher Pflanzen beitragen. Dieser Mechanismus spielt insbesondere in
der Al-Detoxifikation eine Rolle. Organische Sauren sind ebenfalls an der vakuolaren
Sequestration von Schwermetallionen beteiligt. Die gebildeten Komplexe zeichnen sich
durch eine hohe Stabilitat im pH-Wert Bereich < 5 aus (Ma, 2000).

10
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Untersuchungen zu Toleranzmechanismen an den Ni(ll)- bzw. Zn(ll)-Hyperakkumulatoren
Thlaspi goesingense und Thlaspi caerulescens wiesen die vakuoldre Komplexierung von
Ni(ll) an Zitrat (Kramer et al., 2000) bzw. Zitrat und Oxalat nach (Salt et al., 1999). In
Ni(ll)-Hyperakkumulatoren fiihrt die Ni(ll)-Belastung zur signifikanten Erhdéhung der
Zitratkonzentration (Lee et al., 1977). Zitrat dominiert auch als Cu- und Cd(ll)-Hauptligand
bei pH-Werten zwischen 4,0-7,0 vor Malat und Oxalat (Mullins et al., 1986). Eine Zn(ll)-
Belastung flhrt in einigen Pflanzen zu einem signifikanten Anstieg der Zitratkonzentration
in der Vakuole (Godbold et al., 1984). Die Funktion als zytoplasmatischer
Metallionentransporter wird diskutiert (Wang et al., 1991).

T P
By
e
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g
\

Abb. 3: Strukturmodell des Al-Oxalat-Komplexes. Al ist mit den Carboxylgruppen aus drei
Molekilen Oxalsaure koordiniert (Ma, 2000).

Nachgewiesen ist die vakuolare Bindung von Al an Zitrat (1:1) und Oxalat (1:3; Abb. 3) in
Hydrangea bzw. Fagopyrum (Ma et al., 1997, 1998). Weiterhin besitzt Oxalat eine grofle
Bedeutung als effektiver Zn(ll)-Chelator oxalatreicher Spezies (Wang et al., 1991).
Insgesamt beeinflussen die organischen Sauren die Homdostase und Sequestration der
Schwermetallionen. Eine Korrelation zwischen der Konzentration einer organischen Saure
und einer Metallbelastung, im Sinne eines spezifischen Toleranzmechanismus, ist bislang

aber nicht eindeutig bewiesen (Clemens, 2001; Rauser, 2000).

11
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1.2.2.5 Phenole

Phenolische Substanzen, die zur grollen Gruppe der sekundaren Pflanzenstoffe gezahlt
werden, tragen an einem aromatischen Ringsystem mindestens eine Hydroxylgruppe
oder deren funktionelle Derivate. Sie sind im Pflanzenreich weit verbreitet und in der
Regel im Zellsaft geldst und liegen als Glykoside vor. Pflanzliche Phenole werden anhand
ihrer Grundstruktur in einfache Phenole (z.B. Cumarsaure), Phenolkarbonsauren
(z.B. Gallussaure), Phenylpropane (z.B. Zimtsaure, Cumarine, Lignin) und in Flavonoide
(z.B. Flavonole, Flavone) unterteilt. Sie wirken als Fralhemmer, allelopathische
Substanzen und Lockstoffe. |hre Funktion als anti-Oxidantien im Schutz vor freien
Radikalen basiert auf der reduzierenden Wirkung als Wasserstoff- oder Elektronendonor
und/oder der Wirkung als Metallchelator. In diesem Sinne ist ihre Aktivitdt abhangig vom
Reduktionspotential und der Fahigkeit zur Chelatierung von Metallionen
(Brown et al., 1998; Rice-Evans et al., 1997). Fir die Chelatierung ist das Vorliegen einer
Katecholstruktur, d.h. die ortho 3‘,4-Dihydroxy-Substitution (Abb. 4/A), essentiell
(Brown et al., 1998). Seltener erfolgt die Bindung der lonen durch die Ketongruppe des
C-Ringes bzw. der 5-Hydroxylgruppe (Slabbert, 1992; Abb. 4/B).

Die komplexe Regulation der Biosynthese erfolgt in Abhangigkeit zahlreicher biotischer
und abiotischer Faktoren (Dixon und Paiva, 1995). Studien zur Induktion anti-oxidativer,
phenolischer Verbindungen wiesen eine Akkumulation I6slicher Phenole z.B. in
Lycopersicon infolge Kalte- und Hitzestress nach (Rivero et al., 2001). Als Schwermetall-

stressantwort ist eine verstarkte Synthese von Umbelliferon beschrieben

OH 0
C[ Ninar
© OH O "
+ MN* + 2Ht

B

e}
(;g/ sun =
OH 0

Abb. 4: Die Bildung von Metall-Flavonoid-Komplexen nach Slabbert (1992).

M (n-1)+
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(Repcak et al., 2001) bzw. die Erhéhung des Polymerisierungsgrades von Polyphenolen
der Zellwande nachgewiesen (Lavid et al., 2001a). Das Polyphenole in der Lage sind
Schwermetallionen zu komplexieren, wurde in in-vivo-Untersuchungen bestatigt
(Lavid et al., 2001b; Rice-Evans et al., 1996).

1.2.3 Die Rolle der Hitzeschockproteine und Cyclophiline

Hitzeschockproteine sind ubiquitdr verbreitet und werden entsprechend ihres
Molekulargewichtes klassifiziert. Spezifisch flr Pflanzen sind die sHSP's (small heat
shock proteins), die im Zytoplasma, im Endoplasmatischen Reticulum, in Mitochondrien
und in Chloroplasten lokalisiert sind (Wehmeyer und Vierling, 2000). Die Regulation der
Genexpression wird entwicklungsspezifisch aber auch durch eine Reihe von
Stressfaktoren, wie z.B. Hitze, Kalte, osmotischen und oxidativen Stress, Wasser-, UV-
und Schwermetallstress, beeinfluf3t (Lewis et al., 1999; Wehmeyer und Vierling, 2000).
Die Proteine operieren als molekulare Faltungshelfer. lhre Bindung an Polypeptidketten
verhindert die unspezifische Aggregation schwach bindender Seitenketten, steuert inter-
und intramolekulare Faltungen. Unter physiologischen Stressbedingungen binden HSP’s
und sHSP’s in-vitro partiell denaturierte Proteine, ein Schutz vor der Degradation und
katalysieren ATP-abhangig die Rickfaltung in die native Struktur (Lee et al., 1997;
Schroder et al., 1993).

Unter Schwermetallstress bilden Vertreter der sHSP-Familie in zytoplasmatischen
Hitzeschockgranula mRNA-Protein-Komplexe, die die schnelle Reaktivierung der mRNA
essentieller Proteine, wie z.B. kurzlebige Membranproteine, schon wahrend des
Stressgeschehens ermdglichen (Neumann et al., 1994; Nover, 1991). HSP 70-Proteine
binden unter Cd(ll)-Belastung Proteine der Plasmamembran. Dies deutet auf eine Rolle
als Faltungshelfer fir denaturierte Proteine unter Schwermetallstress hin
(Neumann et al.,, 1994). Nach Prasad (1997) stellt die Synthese der HSP’s unter
Schwermetallstress einen multiplen Schutzmechanismus auf zellularer und molekularer
Ebene dar.

Eine weitere stressinduzierbare Proteingruppe, die eine essentielle Rolle bei der Faltung
nativer Proteine spielen, sind die Cyclophiline. Diese Proteine besitzen eine PPlase-
Aktivitat (Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase-Aktivitat) und katalysieren die cis-trans-
Konformation der Prolinreste wahrend der Proteinfaltung in Plastiden und im Zytosol
(Saito, 1995). Cyclophiline sind daher in der de-novo-Proteinfaltung involviert

(Stoller, 1995), aber auch am membranen Proteintransport beteiligt (Schmid, 1995).

13
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Sowohl Kaltestress als auch hormoneller- und osmotischer Stress induzieren die
Synthese (Killertz et al., 1999). Weiterhin fuhren Hitze- und Schwermetallstress zur
Akkumulation von Cyclophilin-mRNA (Marivet et al.,, 1992; Luan et al., 1994). Die
spezifische Funktion der Cyclophiline in einer Schwermetallstressantwort ist bislang noch

nicht geklart.

1.3 Fontinalis antipyretica: Im Dienste der Schwermetall-

stressforschung

Frihere Untersuchungen zeigten, dass aquatische Moose sich sehr gut als Bioindikatoren
eignen. Diese Eigenschaft basiert auf der Tatsache, dass die Wasser- und
Nahrstoffaufnahme submerser Moose Uber die gesamte Blattoberflache erfolgt
(Frahm, 1998). Zahlreiche Untersuchungen zum passiven und aktiven Biomonitoring
sowie Laborversuche lieferten Informationen zu Kinetiken der Schwermetallaufnahme
(Lopez et al., 1994), zur pH-Wert-abhangigen Metallakkumulation und dem resultierenden
lonenefflux (Vazquez et al.,, 2000) und ermittelten eine hohe Schwermetall-
akkumulationsleistung von Fontinalis antipyretica an Standorten in Abhangigkeit der
Metallionenkonzentration und der Wasserqualitat (Bruns et al., 2000a; Cenci, 2000; Bruns
und Krauf3, 1999; Samecka-Cymerman und Kempers, 1999) bzw. unter
Laborbedingungen (Sutter, 2000). Die kompetetive Hemmung der schnellen
Zellwandadsorption der Schwermetallionen durch Mg(ll)- und Ca(ll)-lonen wiesen
Gagnon et al. (1998) nach.

Die intrazellulare Kompartimentierung aufgenommener Cd(ll)-lonen erfolgt hauptsachlich
in der Vakuole, gebunden an anorganischem Phosphat. Im Zytoplasma werden Cd(ll)-
lonen dagegen an SH-Gruppen komplexiert (Bruns et al., 2001).

Physiologische Untersuchungen hinsichtlich der Toxizitdt von Schwermetallen auf den
essentiellen Stickstoffmetabolismus zeigten eine metall- und konzentrationsabhangige
Reduktion der Aminosaure- und Proteinbiosynthese (Sutter et al., 2001).

Die biochemischen Mechanismen der Metalltoleranz sind bislang noch unklar. Im
Gegensatz zu hoéheren Pflanzen reagiert Fontinalis antipyretica sowie zahlreiche
Bryophyten auf Schwermetallstress nicht mit der Synthese von Phytochelatinen. In
Abhangigkeit der Inkubationszeit, der Konzentration und Schwermetallspezies wurden
erhohte GSH-Konzentrationen nachgewiesen (Bruns et al., 2001). Insgesamt wird die

Rolle des GSH hinsichtlich der intrazellularen Schwermetalldetoxifikation im Zytoplasma
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favorisiert (Bruns et al., 2001). Die Bedeutung weiterer intrazellularer Metallchelatoren in

der Regulierung der Schwermetallhomostase bleibt zu klaren.

1.4 Zielstellung

Weiterfuhrend zu den bisherigen Studien Uber die Mechanismen der Regulierung
toxischer Schwermetallionenkonzentrationen, soll die physiologisch-biochemische
Charakterisierung der Schwermetallwirkung auf proteinchemischer, zellularer,
physiologischer und genomischer Ebene Ziel dieser Arbeit sein. Untersuchungen zum
Einfluss von Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) auf die Vitalitdt des Quellmooses anhand von
Chlorophylifluoreszenzmessungen lieferten fir weitere Experimente grundlegende
Aussagen zur konzentrations- und zeitabhangigen Toxizitat. Ausschlaggebend fir die
elementspezifische Wirkung der Schwermetalle ist auch deren intrazellularer Gehalt. In
diesem Zusammenhang wurden Untersuchungen zum intrazellularen Aufnahmeverhalten
von Cu(ll), Cd(Il), Pb(Il) und Zn(ll) durchgefihrt. Da die zellulare Kompartimentierung von
Metallionen einen wesentlichen Schutz vor toxischen Metallionenkonzentrationen im
Zytoplasma darstellt, erfolgte die Bestimmung der zellularen Lokalisation und
Komplexierung von Cu unter Nutzung der analytischen Elektronenmikroskopie.

Aussagen zur Regulation der Schwermetalltoleranz und -homoostase bedingen komplexe
Informationen uber die  Wechselwirkungen der  Schwermetallionen mit
metallchelatierenden Verbindungen. Deshalb wurde der Einfluss der Schwermetalle auf
freie Aminosauren, organische Sauren sowie phenolische Verbindungen ermittelt. Eine
wesentliche Funktion zur Regulierung der intrazelluldaren Schwermetallkonzentration
besitzen schwermetallbindende Proteine. Der thematische Schwerpunkt lag daher auf der
Isolierung und Identifizierung schwermetallinduzierbarer, cysteinreicher Proteine im
niederen Molekulargewichtsbereich, wie z.B. der Metallothioneine. Dies beinhaltete die
Anwendung immunologischer Methoden nach der ein- und 2zweidimensionalen
Proteintrennung sowie der Metallchelat- und kovalenten Affinitdtschromatographie.
Weiterhin bestand das Anliegen dieser Arbeit in ersten Untersuchungen, das genetische
Potential des Quellmooses hinsichtlich Metallothionein-ahnlicher Gene zu prifen und

deren Transkriptionsregulation zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Kultivierungsbedingungen

2.1.1 Fontinalis antipyretica Hedw.

Der Botaniker Johann Hedwig (1730-1799) beschrieb zum ersten Mal das flutende
Quellmoos. Die Namensgebung (fons (lat.) = Quelle; anti (griech.) = gegen; pyr (griech.) =
Feuer) erfolgte in Anlehnung an das Vorkommen in Quellen und Brunnen sowie die
frihere Verwendung als Brandschutz beim Hausbau (Schubert und Wagner, 1988;
Richardson, 1981). Die nach Shaw und Goffinet (2000) getroffene taxonomische

Einordnung wird wie folgt beschrieben:

Abteilung: Bryophyta
Klasse: Bryopsida
Unterklasse: Bryidae

Ordnung: Hypnales

Familie: Fontinalaceae
Gattung: Fontinalis
Art: antipyretica.

Die mit weltweit 35 Arten beschriebene Gattung Fontinalis kommt in der Nordhemisphare
mit vier Arten vor (Frahm und Frey, 1987). Fontinalis antipyretica (Quellmoos) bildet in
flieBenden Gewassern dichte, dunkelgriine Rasen bis zu 40 cm Lange. Als Hydrophyt
besitzt es kein ausgebildetes inneres Leitsystem, die Wasser- und Stoffaufnahme erfolgt
Uber die gesamte Blattoberflache. Der Gametohpyt zeigt scharf gekielte Blatter, die
dreireihnig an den reich verzweigten Stdammchen sitzen. Die ganzrandigen Blatichen
besitzen keine Mittelrippe und bestehen aus einer einzigen Schicht prosenchymatischer
Zellen. Die Rhizoide an der Stammchenbasis verankern das Moos an Steinen und Asten.
Die bevorzugte Wassertemperatur liegt unter 15 °C, so dass die Biomasse hauptsachlich

in den Wintermonaten gebildet wird. Wahrend dieser Zeit kann auch die Sporenbildung
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beobachtet werden. Das zweihausige, pleurokarpe Moos bildet auf einer kurzen Seta
kleine, ovale, braun-rote Sporenkapseln mit doppeltem Peristom (Sporophyt). Die
Vermehrung erfolgt jedoch vorwiegend vegetativ Uber abgetrennte Sprossteile. Die Arten
der Gattung Fontinalis variieren stark in ihrer Morphologie und sind daher taxonomisch
schwer zu differenzieren. Aufgrund seiner breiten 6kologischen Standortamplitude wird es
zu den eurydken Moosen gezahlt. Es sind Vorkommen aus klaren, oligotrophen bis
mesotrophen, neutralen bis kalkreichen FlieRgewassern beschrieben. Als bevorzugter
Untergrund gilt ein steiniges Kiesbett (Nebel und Philippi, 2000). Von Aichele und
Schwegler (1967) werden auch Seen bis zu 18 m Tiefe als Standorte beschrieben. Das
Uberwiegend submerse Moos Ubersteht gelegentliches Trockenfallen des Standortes

problemlos.

2.1.2 Standort und Probennahme

Als Standort fur die Probennahme wurde ein Teil des Helbe-Oberlaufes an der
Steinbricke in der Nahe Dietenborn/Kyffhauserkreis (Messtischblatt 4629/2 der Hainleite,
Thiringisches Landesvermessungsamt Erfurt, 1996) gewahlt. Die Helbe durchflief3t im
Norden Thiringens in stdostlicher Richtung das Landschaftsschutzgebiet Helbetal und
mundet in die Unstrut. Fontinalis antipyretica zeigt an diesem Standort ganzjahrig ein
hohes Vorkommen. Als typischer Karstfluss wird das Untergrundgestein von Muschelkalk
mit hohen Anteilen an Mergeln und Tonen gebildet. Die relative lonenkonzentration setzt
sich zu zwei Drittel aus Kalzium-, Sulfat-, Hydrogencarbonat- und Magnesiumionen
zusammen. Der pH-Wert liegt mit 7,2 im neutralen Bereich, die Jahresmitteltemperatur bei
9,5 °C (Busse, 1997). Nach Angaben der Thiringer Landesanstalt fir Umwelt ist die
Helbe (1997-2001) im Bereich der Probensammelstelle als unbelastetes Flielkgewasser
einzustufen. Aufgrund der hohen HCO;-Konzentration liegt die Wasserharte bei 17° dH
(siehe auch Anhang Tab. 1). Das Moosmaterial wurde in wassergeflllten Kunststoff-

wannen gegebenenfalls auf Eis transportiert und tUber Nacht bei 4 °C in Wasser gelagert.

2.1.3 Kultivierung

Einen Tag nach der Probennahme erfolgte die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials. Dazu
wurde das Moos mehrmals in bidestilliertem Wasser gewaschen und vitale Pflanzen
ausgelesen. Verwendet wurden etwa 2 cm lange Teilstlicke der griinen Triebspitzen. Die

Kultivierung erfolgte in Erlenmeyerkolben mit verdinntem Knop-Medium bei einem
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pH-Wert von 6,5-7,0 (Schopfer; 1986). Zur Vermeidung von Algenwachstum wahrend der
Kultivierung wurde, wie in Bruns et al. (1995) beschrieben, das Medium 1:10 verdinnt und
der Stickstoff- und Phosphatanteil auf 33 % reduziert. Das Medium setzte sich aus CaNO;
x 4 H,O (0,033 g/l), KCI (0,012 g/l), KH,PO, (0,0083 g/l), KNO; (0,0083 g/l), MgSO,4 x
7 H,0 (0,025 g/l) sowie ca. 25 pul einer gesattigten FeCl;-Losung zusammen.

Die Wahl der Weithals-Erlenmeyerkolben richtete sich nach der eingesetzten FM bzw.
nach dem Volumen des Mediums. Je nach Versuchsansatz wurden 2 g FM mit 200 ml
Medium in 300 ml-Kolben bzw. 3 g FM mit 300 ml Medium in 500 ml-Kolben inkubiert.
Entsprechend den natirlichen Wachstumsbedingungen erfolgte die Kultivierung bei
10 °C. Belichtet wurde automatisch 12 h pro Tag mit ca. 40 kLux. Zur Gewahrleistung
einer homogenen Probenmischung und zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung des
Pflanzenmaterials wurden die Versuchskolben bei ca. 120 rpm geschittelt. Eine
24-stindige Konditionierung unter den oben genannten Bedingungen ging allen
Experimenten voraus, mit Ausnahme der Proben K frisch, die direkt nach der

Probennahme eingesetzt wurden.

2.1.4 Schwermetallzugabe

Die Schwermetalle Kupfer, Cadmium, Blei und Zink wurden in Form von geldsten
Chloridsalzen direkt dem Knop-Medium nach der Konditionierung zugegeben. Folgende
Me(ll)-Konzentrationen wurden in Kurzzeit- (4 h) und Langzeitversuchen (1 d, 3 d, 5 d,
7 d) eingesetzt: 25 yM, 50 yM und 100 uM.

2.1.5 Hitzestress

Entsprechend den natlrlichen Wachstumsbedingungen des Mooses wurde die
Temperatur fur den Hitzestress auf 20 °C und 30 °C, die der Kontrollen (K) auf 10 °C
festgelegt. Die Proben wurden unter diesen Temperaturen wie in Kapitel 2.1.3
beschrieben kultiviert. Als Versuchszeitrdume wurden vier Stunden, ein Tag und drei

Tage gewahlt.
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2.2. Messung der Chlorophylifluoreszenz

Die sensitive Indikation eines moglichen Vitalitatsverlustes des Mooses infolge der
Schwermetallexposition basierte auf der Messung der Chlorophyllifluoreszenzkinetik. Das
Fluoreszenzsignal ist zu etwa 95 % auf das Chlorophyll a, das an das Photosystem Il
(PS II) gebunden ist, zurlckzufihren (Krause und Weis, 1991; Buschmann, 1986).
Angeregte Chlorophyll-a-Molekiille geben in vivo beim Ubergang vom ersten
Singulettzustand S in den Grundzustand S, 3-6 % der absorbierten Lichtenergie in Form
von Fluoreszenz ab. Nach Kautsky et al. (1960) zeigen dunkel adaptierte Blatter, die mit
aktinischem Licht bestrahlt werden, eine typische Fluoreszenz- oder Induktionskinetik
(Kautsky-Effekt), die das Zusammenwirken der einzelnen PS I[I-Komponenten bei der
Elektronenlbertragung widerspiegelt und in prompter und verzogerter Fluoreszenz
gegliedert wird. Eine direkte oder indirekte Schadigung des Photosyntheseapparates flihrt
aufgrund gestorter Elektronentransportprozesse zu einer veranderten Fluoreszenzkinetik
sowie zu einem Anstieg der Fluoreszenz (Lichtenthaler und Miehe, 1997; Buschmann,
1986). Die enge Beziehung zwischen Photosyntheseleistung und Vitalitat ermdglicht somit
die Indikation physiologischer Veranderungen mittels Chlorophyllfluoreszenz
(Lichtenthaler et al., 1998).

Die impulsmodulierten Lichtmessungen am Mini-PAM-Fluorimeter (Heinz Walz GmbH,
Effeltrich) basierten auf der Messung des Kautsky-Effektes und erlaubten den Nachweis
selektiver Parameter der prompten Chlorophyllfluoreszenzkinetik (Abb. 5). Diese bildeten
die Grundlage zur Kalkulation der effektiven Quantenausbeute der photochemischen
Energieumwandlung des PS I, dem Genty-Parameter (Genty et al., 1989).

Fur die Messungen wurden Blattspitzen schwermetallbelasteter Proben und unbelasteter
Kontrollen verwendet. Pro Probe wurden funf parallele Messungen durchgefuhrt. Die
Dunkeladaption erfolgte 30 min bei 4 °C. Die Anregung und Bestimmung der Fluoreszenz
erfolgte stets auf der Blattoberseite bei Raumtemperatur. Fur die Detektion der
Grundfluoreszenz (F,) wurden die Blattproben mit gepulstem Schwachlicht (650 nm;
0,15 umol m? s PAR) bestrahlt. Als Grundfluoreszenz bezeichnet man eine konstante
Fluoreszenz, die unabhangig von der photosynthetischen Aktivitat gemessen werden
kann und die die Fluoreszenzemission der Chlorophyll-a-Molekile in den
Antennensystemen des PS Il darstellt, noch ehe Lichtenergie auf die Reaktionszentren
Ubertragen wird (Buschmann, 1986).

Fir die Aufnahme der schnellen Fluoreszenzkinetik wurde aktinisches Licht
(6.000 pmol m? s’ PAR) mit einem Séttigungsimpuls (18.000 umol m? s' PAR)

verwendet. Die dabei gemessene variable Fluoreszenz (F,) spiegelt den Anstieg der
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Fluoreszenz bis zum Maximalwert (Fy) in Abhangigkeit der photosynthetischen Aktivitat
wider. Der Genty-Parameter liegt unabhangig der Spezies zwischen 0 (minimale Vitalitat)
und 1 (maximale Vitalitdt), bei gesunden Pflanzen zwischen 0,80 und 0,84

(www.ab.ipw.agrl.ethz.ch).
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Abb. 5: Induktionskinetik der prompten Chlorophylifluoreszenz eines Blattes nach Dunkeladaption
(Buschmann, 1986). Messung mit einem PAM-Fluorimeter (Heinz Walz GmbH).
0 = Fy = Grundfluoreszenz, P = Fy = maximale Fluoreszenz, F, = variable Fluoreszenz,
T = stationdre Fluoreszenz bei konstant ablaufender Photosynthese, a/a‘ = An- bzw. Ausschalten

des Messlichtes, b/b* = An- bzw. Ausschalten des arktinischen Lichtes. Genty-Parameter: F\/Fy.

2.3 Bestimmung des intrazellularen Schwermetallgehaltes

2.3.1 Probenvorbereitung

Das geerntete Moos wurde mehrmals mit bidest. H,0 gesplilt. AnschlieRend erfolgte der
Austausch der an der Zellwand adsorbierten Schwermetallionen durch Ni(ll)-lonen
(Brown und Wells, 1988). Das Material wurde dazu 3 x 30 min in je 200 ml 20 mM NiCl,
gewaschen, bei 80 °C uber Nacht getrocknet und in Polyethylenflaschen bis zum
Aufschluss bei 4 °C aufbewahrt.
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2.3.2 Aufschluss des Pflanzenmaterials

Die trockenen Moosproben wurden in flissigem Stickstoff gemérsert und zu jeweils 50 mg
in spezielle TeflongefalRe (Lined Digestion Vessels, Fa. CEM, Kamp-Lintfort) eingewogen.
Nach Zugabe von je 4 ml HNO; (65%ig, suprapur) und 2 ml H,O, (Perhydrol, 30%ig)
erfolgte der Mikrowellenaufschluss (Fa. CEM, MDS 2100) nach einer modifizierten
Methode nach Bruns et al. (1995). In einem Dreistufenprogramm wurde dabei die
Gerateleistung von 25 % Uber 70 % bis 90 % erhoht. Der Druck-Sollwert wurde fur die
jeweiligen Stufen wie folgt festgelegt: 1,30 bar, 6,95 bar und 8,33 bar. In der Stufe 1 lag
eine Temperatur von 20 °C vor, die in Stufe 2 und 3 auf 180 °C anstieg. Die Sollparameter
wurden in Stufe 1 und 2 jeweils 1 min und in Stufe 3 10 min gehalten. Die Gesamtdauer
der einzelnen Stufen belief sich auf 10 min, 20 min bzw. 20 min. Das abgekubhlte,
aufgeschlossene Material wurde mit bidest. H,0 auf 50 ml aufgefullt und in

Polyethylenflaschen bei 4 °C gelagert.

2.3.3 Schwermetallanalytik mittels Flammen-AAS

Die Analyse der intrazellularen Schwermetallgehalte in den Moosproben wurde mit einem
Flammen-Atomabsorptionsspektrometer (ATI UNICAM 929, Fa. Solar) durchgefiihrt. Die
Kalibrierung erfolgte im Konzentrationsbereich von 5-100 ug/l Me(ll)-lon. Die
Nachweisgrenzen fir die Schwermetalle Kupfer, Blei, Zink und Cadmium in wassriger
Phase lagen bei 0,16 pmol/l; 0,24 pmol/l; 0,08 pmol/l bzw. 0,09 pmol/l.

2.4 Analytische Elektronenmikroskopie

Die energiedispersive Rdntgenmikroanalyse sowie die Elektronen-Energie-Verlust-
Spektroskopie an Blattern von Fontinalis antipyretica wurde am IPB Halle/Saale von Herrn
Dr. D. Neumann durchgefuhrt.

Die EDX-Technik (energy dispersive X-ray analysis) lieferte Aussagen zur intrazellularen
Elementzusammensetzung verschiedener Zellkompartimente. Bei diesem Verfahren wird
die zu untersuchende Probe mit energiereichen Elektronen bestrahlt. Diese
Primarelektronen stoRen Elektronen aus kernnahen Energieniveaus der Probenatome
heraus. Die entstehende Licke flllen Elektronen hoherer Energieniveaus, wobei

elementspezifische Réntgenstrahlung als Energiedifferenz emittiert wird.
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Die Bestimmung von Bindungszustanden ausgewahlter Elemente im subzellularen Raum
ermdglichte die EEL-Spektroskopie (electron energy loss spetroscopy). Hierbei wird der
elementspezifische Energieverlust inelastisch gestreuter Elektronen, der nach
Wechselwirkung energiereicher Elektronen mit der Elektronenhille des Probenatoms
entsteht, gemessen. Die kantennahe Feinstruktur der Spektren gibt Aussagen Uber den
Bindungszustand des entsprechenden Atoms.

Die EEL-Spektren wurden von 50 nm dicken Ultradiinnschnitten mit einer SIT TV-Kamera
aufgenommen und nach Subtraktion des Hintergrundes (Evision-System, SYS) mit
Standardspektren bzw. quantenchemischen Berechnungen (Dichte-Funktions-Theorie,
DFT, Dr. O. Lichtenberger, Max-Planck-Institut flir Mikrostrukturphysik Halle/Saale)
verglichen.

Die Praparation der Proben erfolgte nach Neumann et al. (1995). Das Blattmaterial wurde
mit flussigem Propan eingefroren (JDF 030, Balzers), in Aceton gefriersubstituiert
(CS auto, Leica) und anschlieRend in Epoxidharz eingebettet. Die Analysen wurden am
Transmissions-Elektronenmikroskop EM 912 OMEGA (Zeiss), ausgerustet mit einem
Energiefilter (OMEGA-Filter, Zeiss) und einem EDX-Analyser (Link, Oxford Instruments),
durchgeflhrt.

2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Proteinextraktion

Zur |solierung der Proteinfraktion wurde vom Standort entnommenes oder bei —80 °C
gelagertes Material verwendet. Die Proben wurden unter flissigem Stickstoff homogen
gemorsert und in Extraktionspuffer (25 mM Tris/HCI, pH-Wert 7,5; 3 mM EDTA; 10 mM
DTT; 0,2 % (w/v) PMSF) im Verhaltnis 1:2 (w/v) aufgenommen. Alle Arbeiten wurden auf
Eis ausgefiihrt bzw. Mdrser und frisch hergestellte Puffer vorgekihlt. Im Anschluss
erfolgte die Abtrennung der Zelltrdtmmer durch Zentrifugation bei 10.000 g, 10 min und
4 °C (K24 D, Zentrifugenbau Engelsdorf). Das Volumen des Extraktes wurde bestimmt
und 3 x 50 ul fur die Proteinbestimmung entnommen. Die Proteinfraktion wurde mit
—20 °C kaltem Aceton im Verhaltnis 1:5 fur mindestens 1 h bei -20 °C gefallt. Nach
erneuter Zentrifugation (5.000 g, 4 °C, 15 min, Hettich Universal 30 RF, Tuttlingen) wurde
das Proteinpellet bei —20 °C getrocknet und gelagert.
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2.5.2 Hitzefallung

Zur Isolierung hitzestabiler Proteine wurden die Proben in Anlehnung an McCormick et al.
(1991) in flussigem Stickstoff gemorsert, in Zentrifugenréhrchen tberflhrt und etwa 4 min
auf Raumtemperatur erwarmt. Nach Zugabe von 10 ml Extraktionspuffer (25 mM Tris/HCI,
pH-Wert 7,5; 3 mM EDTA; 10 mM DTT; 0,2 % (w/v) PMSF) wurden die Proben nach
3-5-maligem Mischen (Vortex-Mixer) fir 15 min auf Eis inkubiert. Der zentrifugierte
Uberstand (100.000 g; 1 h; 4 °C; Ultrazentrifuge Beckmann L8-60M, Miinchen) wurde mit
flissigem Stickstoff versetzt und die Proteine bei 75 °C fir 15 min im Schittelbad gefallt
und far 10 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieRender Zentrifugation (100.000 g; 30 min;
4 °C; Ultrazentrifuge Beckmann L8-60M) konnten die Proteine, wie in Kapitel 2.5.1

beschrieben, gefallt werden.

2.5.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmungen nach Lowry et al. (1951) wurden wie folgt durchgeflihrt:

Das Proteinextrakt (50 uyl) wurde mit 2 ml 5%iger TCA mindestens 1 h bei 4 °C gefallt und
im Anschluss an die Zentrifugation (5.000 g, 10 min, 4 °C, Hettich Universal 30 RF) in
50 pl 1 N NaOH geldst. Nach Zugabe von 0,5 ml einer Losung aus 0,5 ml Losung A
(1 % (w/v) CuSO,4 und 2 % (w/v) Na/K-Tartrat, 1:1 (v/v) gemischt) und 25 ml der Losung B
(2 % (w/v) NayCO3) wurde der Ansatz 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit
1,0 ml bidest. H,0 und 50 pl Folin-Coicalteau-Reagenz versetzt. Die Bestimmung der
Absorption erfolgte nach 30 min bei einer Wellenlange von 578 nm (Fotometer, Hitachi
1100). Als Blindwert wurden 50 pl NaOH eingesetzt und wie oben beschrieben behandelt.
Die Proteinkonzentrationen wurden anhand eines Vergleiches einer Eichgeraden von
Rinderserumalbumin im Bereich von 10-100 ug RSA/100 ul 1 N NaOH ermittelt.

2.5.4 Reduktive Carboxymethylierung von Proteinen

Um Aggregationen cysteinreicher Proteine vorzubeugen, wurden die Sulthydrylgruppen
entsprechender Proteine modifiziert. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der
Carboxymethylierung reduzierter SH-Gruppen durch lodacetamid unter Bildung von
S-Carboxamidomethylcystein. Die so modifizierten Cysteinreste sind stabil und
irreversibel reduziert. Es wurden 10 ug Protein in 5 pl Puffer (0,2 M Tris/HCI, pH-Wert 8,8;
8 % (w/v) SDS; 50 % (v/v) Glycerol und 2 yl 0,2 M DTT) geldst und flr 5 min gekocht. Zu
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den abgekuhlten Proben wurden 3 pl 1 M lodacetamidlésung (pH-Wert 8,0) gegeben und
fur 15 min bei 50 °C inkubiert.

2.5.5 Elektrophoretische Methoden

2.5.5.1 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Probenvorbereitung wurde das Proteinpellet in denaturierendem Probenpuffer
(0,06 M Tris/HCI, pH-Wert 6,8; 10 % (v/v) Glycerol; 2 % (w/v) SDS und 5 % (v/v)
2-Mercaptoethanol) mit einer Konzentration von 2 pg/pl aufgenommen, 2 min bei 95 °C
erhitzt und auf Eis abgekuhlt und gegebenenfalls zentrifugiert (5.000 g; 10 min; 4 °C;
Hettich Universal 30 RF). Durch Zugabe von Bromphenolblau wurde die Lauffront
markiert. Die  analytische Auftrennung der Proteine entsprechend ihres
Molekulargewichtes erfolgte in einem vertikalen Gelelektrophoresesystem (Biometra,
Gottingen). Die Mini-Gradientengele (10-20 % Tris/Tricin) mit einer Laufstrecke von
6 cm und einer Dicke von 1 mm wurden nach dem Protokoll von Sambrook (1989) mittels
Gradientenmischkammer hergestellt. Um eine gute Auflésung kleinerer Proteine
(< 15 kDa) zu erreichen, wurde das Puffersystem nach der Methode von Schagger und
Jagow (1987) angewandt. Je nach Verwendungszweck wurden 10-20 ug Protein pro Spur
aufgetragen. Die Konzentrierung der Proben im Sammelgel erfolgte bei 40 V/10 mA, die
Proteintrennung im Trenngel bei konstant 150 V/25 mA. Als Molekulargewichtsmarker
diente der Wide Range Protein Standard (NOVEX, Frankfurt). Die Proteine markierten
einen Molekulargewichtsbereich von 2,5-200 kDa (Insulin A-Kette (2,5 kDa), Insulin B-
Kette (3,5 kDa), Aprotinin (6,0 kDa), Lysozym (14,4 kDa), Trypsin-Inhibitor (21,5 kDa),
Karbonische Anhydrase (31,0 kDa), Lactat-Dehydrogenase (36,5 kDa), Glutamin-
Dehydrogenase (55,4 kDa), Rinderserumalbumin (66,3 kDa), Phosphorylase b
(97,4 kDa), B-Galactosidase (116,3 kDa) und Myosin (200,0 kDa)).

2.5.5.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

2.5.5.2.1 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die Trennung der komplexen Proteingemische entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt
erfolgte modifiziert nach der Methode von O’Farell (1975).
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Zur Vorbereitung der isolierten Proteinproben (Kapitel 2.4.1) wurden die Proteinpellets in
denaturierendem Lysispuffer (8 M Harnstoff; 0,5 % (v/v) Nonidet P40;
5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol und 0,8 % (v/v) Servalyt (pH-Wert 3-10; 40%ig)) in einer
Konzentration von 2 pjg/pl aufgenommen (Goérg, 1991). Des Weiteren wurde
Bromphenolblau zugesetzt, um die Migration der Proben aus den Probentrégen wahrend
der IEF zu verfolgen. Der Einsatz von 100 pg Protein pro Trennung zeigte optimale
Ergebnisse.

Aufgrund ihres hohen Aufldsungsvermégens wurden immobilisierte pH-Gradienten-
Streifen (IPG-Streifen; pH-Wert 4-7; 7 cm; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) fiir die IEF eingesetzt. Vor Gebrauch wurden die trockenen Immobilinstreifen
16-18 Stunden in einer entsprechenden Quellkammer bis auf 1 mm Dicke rehydratisiert.
Die dazu verwendete Losung enthielt 8 M Harnstoff sowie 0,5 % (v/v) Nonidet P40 und
20 mM DTT und wurde stets neu hergestellt.

Die horizontale Fokussierung wurde mit der Multiphor Il (LKB Bromma) durchgefihrt. Die
Applikation der Proteinldsungen auf die rehydratisierten IPG-Streifen erfolgte anodisch
Uber spezielle Auftragstroge. In Anlehnung an Westermeier (1997) wurden in
Vorversuchen unterschiedliche Fokussierungsvarianten getestet. Folgende Methode
erwies sich als optimal: Fur einen langsamen Probeneintritt wurde die Fokussierung bei
150 V; 0,6 mA und 4 W, fir 1 h gestartet und schrittweise, bei Erreichen von 0,1 mA, bis
auf 5.000 V erhéht und nach 40 kVh beendet. Ab einer Spannung von 1.000 V
gewahrleistete die Wasserkihlung und die Uberschichtung der Immobilinstreifen mit
Paraffin den Luftabschluss und die Warmeableitung. Nach beendeter Fokussierung
wurden die Gelstreifen zwischen zwei Lagen fusselfreiem Papier vom Paraffin befreit und

bis zur Weiterverarbeitung in der zweiten Dimension bei —80 °C gelagert.

2.5.5.2.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE

Die Trennung der Proteine entsprechend ihrer Molekulargewichte in der zweiten
Dimension erfordert eine vorherige Aquilibrierung. Dabei wurde das denaturierende und
reduzierende Milieu aufrechterhalten und die Proteine zur Mizellenbildung mit SDS
vernetzt. Um eine mdgliche Bildung von Disulfidbriicken zu verhindern, wurden die
Proteine alkyliert. Die Aquilibrierung erfolgte modifiziert nach Gorg (1991).

Die Immobilinstreifen wurden 15 min in Puffer 1 (1 ml 0,5 M Tris/HCI, pH-Wert 6,8;
8 M Harnstoff; 4 % (w/v) SDS; 30 % (v/v) Glyzerin, 1 % (w/v) DTT ad 10 ml bidest. H,0;
Bromphenolblau) und anschlieRend 2 x fir je 15 min in Puffer 2 (Puffer 1 unter Zugabe

von 481 mg lodacetamid) geschittelt. Die aquilibrierten IPG-Streifen wurden in

25



Material und Methoden

Elektrodenpuffer luftblasenfrei auf das Sammelgel des SDS-Gels aufgelegt. Um ein gutes
Trennergebnis im niederen Molekulargewichtsbereich zu erhalten, wurde das
Puffersystem und die 15%igen SDS-Mini-Gele nach Schagger und Jagow (1987)
gefertigt. Die Elektrophoresebedingungen sowie der verwendete Molekulargewichts-
marker entsprachen den in Kapitel 2.5.5.1 beschriebenen Angaben. Im Anschluss erfolgte
entweder eine Silberfarbung des Gels (Kap. 2.5.6.2) nach Blum et al. (1987) oder der

Proteintransfer (Kap. 2.5.5.3) fur immunologische Nachweise.

2.5.5.2.3 Bildverarbeitung

Die silbergefarbten SDS-Polyacrylamidgele wurden im feuchten Zustand mit einem
Scanner digitalisiert und die Proteinspots mit Hilfe einer Testversion der Software
MELANIE 3.05g (GeneBio, Geneva Bioinformatics S. A., Genf, Schweiz) analysiert und

ausgewertet.

2.5.5.3 Transfer auf NC-Membranen

Grundlage fir die Durchfihrung serologischer Tests ist der Proteintransfer von SDS-
Gelen auf Nitrozellulosemembranen (NC-Membran PROTRAN; 0,1 pm; Schleicher und
Schill, Dassel). Als effektivste Methode erwies sich dabei das Semi-Dry-Fast-Blot-
Verfahren (Biometra). Der Transferpuffer enthielt 50 mM Na,B,O;, pH-Wert 8,0; 20 %
(v/v) Methanol und 0,02 % (v/v) 2-Mercaptoethanol. Nach der Elektrophorese wurden Gel,
NC-Folie und Blotpapier 2 min in 4 °C kaltem Transferpuffer getrankt. Zuvor wurde die
NC-Membran und das Papier auf GelgréRe geschnitten. Auf die Anode wurden drei Lagen
Blotpapier und die NC-Membran Ubereinandergelegt, auf diese das Gel und abschliel3end
wieder drei Lagen Blotpapier. Die Blotkammer wurde mit der Kathode verschlossen. Der
Elektrotransfer erfolgte mit 5 mA pro cm? Gel fiir 25 min und bei 4 °C. Nach dem Transfer
wurde der Blot in bidest. H,0 gewaschen und mit Ponceau-Rot (Kap. 2.5.6.3) zur
Uberprifung des Transfers angefarbt und fixiert. Fiir spatere immunologische Tests
wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C in Blocklésung (Kap. 2.5.7.1) inkubiert, am
folgenden Tag luftgetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

Das Fixieren der transferierten Proteine auf der Blotmembran mit Glutaraldehyd, das
haufig bei Proteinen im niederen Molekulargewichtsbereich angewendet wird, zeigte
keinen Einfluss auf nachfolgende immunologische Nachweise und wurde folglich

weggelassen.
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2.5.5.4 Transfer auf PVDF-Membranen

Fur eine nachfolgende Micro-Sequenzierung erfolgte der Elektrotransfer der Proteine auf
Polyvinylidendifluorid-Membranen (PVDF-Membran WESTRAN; 0,2 ym; Schleicher und
Schill). Der verwendete Puffer enthielt 50 mM Na,B4O;, pH-Wert 8,0; 0,02 % (v/v)
2-Mercaptoethanol und 20 % (v/v) Methanol (gradient grade). Die Membran wurde 2 min
in Methanol (gradient grade), 2 min in H,0 (gradient grade) und 10 min in Transferpuffer
aquilibriert. AnschlieBend wurde wie in Kapitel 2.5.5.3 beschrieben verfahren. Nach
Beendigung des Transfers wurde die PVDF-Membran in H,0 (gradient grade) gewaschen
und mit Coomassie (Kap. 2.5.6.1) kurz angefarbt, luftgetrocknet und in Folie bei 4 °C

gelagert.

2.5.6 Proteinfarbungen

2.5.6.1 Farbung mit Coomassie

In Vorbereitung auf die Micro-Sequenzanaylse wurden Proteine in SDS-Gelen und auf
PVDF-Membranen mit der Coomassie-Methode gefarbt. Die Gele wurden fiir 30 min in
der Farblésung aus 50 % (v/v) Methanol (gradient grade), 10 % (v/v) Essigsaure und
1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 inkubiert und anschlie®end bis zur Sichtbarkeit
der Proteinbanden entfarbt (45 % (v/v) Methanol (gradient grade), 10 % (v/v) Essigsaure
und 45 % H,0 (gradient grade)).

2.5.6.2 Silberfarbung

Die Farbetechnik wurde je nach Verwendungszweck ausgewahlt. Aufgrund der hohen
Sensitivitdt (5-30 ng/Bande) wurden die SDS-Gele im Allgemeinen mit Silber nach
Blum et al. (1987) angefarbt: Die Gele wurden mindestens 1 h in einer Losung aus 50 %
(v/v) Methanol und 12 % (v/v) Ethanol fixiert, danach in 50 %igem Ethanol gewaschen
und 2 min in Na,S,03 (40 mg/100 ml) inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit
bidest. H,0 fiir jeweils 20 s. AnschlieRend wurden die Gele fiir 20 min in einer Losung aus
AgNO; (200 mg/100 ml) und 37%igem Formaldehyd (50 ul/100 ml) auf einem Schuttler
impragniert und einmal mit bidest. H,0 gespult. Entwickelt wurde mit einer Lésung aus
Na,COj3; (6 mg/100 ml), Na;S,05 (1 mg/100 ml) und 37%igem Formaldehyd (70 pl/100 ml).
Nach dem abschlieBenden, zweimaligen Waschschritt mit bidest. H,0 wurde die Reaktion

durch die Zugabe einer Lésung aus 50 % (v/v) Methanol und 12 % (v/v) Essigsaure
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gestoppt. Die gefarbten Gele wurden Uber Nacht in Badeldsung (10 % (v/v) Glyzerin,
10 % (v/v) Essigsaure, 40 % (v/v) Methanol und 40 % bidest. H,0) inkubiert und zwischen

zwei Zellophanfolien getrocknet.

2.5.6.3 Farbung mit Ponceau-Rot

Die Proteinfarbung mit Ponceau-Rot beeinflusst nachfolgende immunologische
Untersuchungen nicht und wurde daher fur die Farbung von Nitrocellulosemembranen
ausgewahlt. Anhand dieser Farbung konnte die Effizienz der Blottechnik Gberprift und
eine Markierung der Markerproteine vorgenommen werden. Die Membran wurde 10 min
in der Ponceau-L6ésung (0,2 % (w/v) Ponceau S; 3 % (v/v) TCA; 97 % bidest. H,0)

geschittelt und anschlief3end in bidest. H,0 bis zum Sichtbarwerden der Banden entfarbt.

2.5.7 Immunologische Methoden

2.5.7.1 Immunologische Detektion

Die primaren Antikorper (AK) wurden hinsichtlich der Charakterisierung einer moglichen
Stressantwort auf Schwermetalle und Hitzeschock ausgewahilt.

Da Antikorper gegen pflanzliche Metallothioneine (MT, Klassifizierung nach Binz und
Kagi; 1999) kommerziell nicht erhaltlich waren und primare tierische Antikdrper in
Vorversuchen zu unspezifischen Kreuzreaktionen fuhrten, wurde ein gegen konservierte
pflanzliche Metallothioneinsequenzen p2 (Arabidopsis thalianal/Brassica juncea)
gerichteter Multipler-Antigen-Peptid-Antikérper (MAP-AK) synthetisiert. Folgende priméare
Antikdrper und deren Verdinnungen in 1 x PBS-Puffer wurden verwendet:

anti-Peptid MT p2' (1:50.000), anti-HSP 70? (1:5.000), anti-HSP 17° (1:5.000) und anti-
Cyclophilin 18 (1:5.000).

1: anti-Peptid-AK gegen Metallothionein p2-Konsensussequenzen aus Brassica juncea und
Arabidopsis thaliana; generiert in Kaninchen; Universitdt Halle, Institut fir Biochemie der
Medizinischen Fakultat, Arbeitsgruppe Dr. E. Weber.

2, 3: polyklonaler anti-HSP 70-AK/polyklonaler anti-HSP 17-AK aus Lycopersicon peruvianum;
generiert in Kaninchen; IPB Halle, Arbeitsgruppe Dr. D. Neumann.

4: anti-Peptid-AK gegen Cyclophilin-Konsensussequenzen; generiert in Kaninchen; Max-Planck-

Forschungsstelle fir Enzymologie der Proteinfaltung Halle, Arbeitsgruppe Dr. G. Kdllertz.
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Nach erfolgtem Elektrotransfer der Proteine auf die NC-Membran und der Anfarbung mit
Ponceau-Rot wurden unspezifische Bindungsstellen Uber Nacht mit 1 % (w/v)
Blockreagenz (Non-Fat-Dry-Milk, Bio Rad, Mdnchen) in 1 x PBS und 0,1 % (v/v)
Tween 20 bei 4 °C blockiert. Im Anschluss daran wurde die Membran im primaren
Antikorper Uber einen Zeitraum von 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Darauf folgten
drei Waschschritte a 5 min mit 1 x PBS-Puffer unter Zusatz von 0,1 % (v/v) Tween 20.
Analog folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (biotynilierter anti-Kaninchen-
Ziege-AK, 1:10.000; DAKO, Kopenhagen, Danemark) fir 1 h bei Raumtemperatur.
Wiederum wurde, wie oben beschrieben, gewaschen und schlielllich 15 min im dritten
Antikérper (Streptavidin-HRP; 1:5.000; DAKO) geschittelt. Nach einem letzten
Waschschritt erfolgte die 5-minlitige Behandlung mit dem ECL-Reagenz (SuperSignal
West Dura; PIERCE, Rockford, USA). Danach wurden die Membranen sofort in Folie
eingeschweil3t und in einer Filmkassette fixiert. Der belichtete Rontgenfilm wurde

automatisch entwickelt (Protec compact 35).

2.5.7.2 Densidometrische Auswertung der Immuno-Assays

Die densidometrische Quantifizierung der Antikdrper-positiven Proteinbanden erfolgte mit
der BASYS-Software von Biotec Fischer (Reiskirchen).

2.5.8 Saulenchromatographische Methoden

2.5.8.1 Probenvorbereitung

Der Aufschluss von Probenmaterial wurde in Anlehnung an Murphy et al. (1997) zur
Reinigung cysteinreicher Proteine durchgefuhrt. Alle Arbeiten wurden unter strikt
reduzierenden Bedingungen und auf Eis ausgefiihrt, Puffer stets frisch hergestellt und mit
Helium entgast. Die Proben (50 g FM) wurden unter Zusatz von 2,5 g PVP sowie
flussigem Stickstoff homogen gemoérsert, in Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und mit
Homogenisierungspuffer (20 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,2; 0,25 M Saccharose; 5 mM DDT;
1 mM PMSF und 0,01 % (w/v) Leupeptin) aufgefullt. Dieser Ansatz wurde 15 min auf Eis
inkubiert und anschlieRend durch ein Nylon-Flies (100 um) filtriert. Das Filtrat wurde bei
20.000 g; 30 min und 4 °C zentrifugiert (K24 D) und der Uberstand mit kaltem 96%igen
Ethanol und Chloroform gefallt. Nach wiederholter Zentrifugation (5.000 g; 30 min; 4 °C;

Hettich Universal 30 RF) und einer Ethanolfallung bei —20 °C iber 30 min schloss sich ein
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letzter Zentrifugationsschritt (9.000 g; 4 °C, 20 min; Sorvall RC5B, Bad Homburg) an. Die
Proteinpellets trockneten bei -20 °C wund wurden in Resuspensionspuffer
(0,2 % (w/v) Chaps/HCI; 100 mM DTT, 50 uM EDTA; pH-Wert 2,0) geldst. Mogliche
Metall-Protein-Komplexe dissoziierten wahrend einer einstiindigen Inkubation auf Eis.
Nach anschlieRender Fallung mit —20 °C kaltem Aceton fiir mindestens 1 h bei —20 °C,
wurde der zentrifugierte Uberstand (5.000 g; 10 min; 4 °C; Hettich Universal 30 RF) bei
—20 °C getrocknet. Die extrahierten Proteine wurden entsprechend der nachfolgenden
Reinigungsstufe  entweder in  Startpuffer A (IMAC) oder B (kovalente

Affinitatschromatographie) aufgenommen.

2.5.8.2 Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC)

Das Prinzip dieser Chromatographie beruht auf der pH-Wert-abhangigen Chelatierung an
substratimmobilisierten Metallionen durch Proteine und Peptide. In diesem Fall wurde
Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech) gekoppelt mit
Imminodiessigsaure als metallbindendes Substrat und Cu(ll) als Metallion gewahlt. Eine
Leersaule (K9/30; Amersham Pharmacia Biotech) wurde mit 4 ml der nach
Herstellerangaben vorbereiteten Sepharose gefilllt, mit 3 ml 0,2 M CuCl,-Losung gesattigt
und mit 10 ml bidest. H,0 gewaschen. Alle verwendeten Losungen wurden mit Helium
entgast und die nachfolgenden Arbeiten bei 4 °C durchgefuhrt. Die Flussrate betrug
0,8 ml/min, kontinuierlich wurde die Absorption bei 254 nm gemessen (Econo System;
BioRad) und mittels Integrator aufgezeichnet (D-2500; Merck-Hitachi).

Nach dem Aquilibrieren mit Startpuffer A (20 mM Na,HPO,, pH-Wert 7,2 und 10 mM
PMSF) erfolgte der Probenauftrag unter Ausnutzung der Schwerkraft. Dem
anschlielenden Spulen mit Waschpuffer (20 mM Na,HPO,, pH-Wert 7,2; 1 M NaCl und
10 mM PMSF) zur Ablésung unspezifisch gebundener Proteine folgte die Elution mit
Puffer A (pH-Wert 3,5). Das Eluat wurde in Vorbereitung auf die Thiopropyl-Sepharose-
Saule oder der SDS-PAGE mit —20 °C kaltem Aceton im Verhaltnis 1:5 (v/v) bei =20 °C
Uber mindestens 1 h gefallt. Die Regenerierung des Saulenmaterials wurde durch Spulen

mit einer 50 mM EDTA-Ldsung und nachfolgender Aquilibrierung mit Startpuffer erreicht.

2.5.8.3 Kovalente Affinitatschromatographie

Die kovalente Bindung von Thiolgruppen der mobilen Phase an reaktive 2-Thiopyridyl-

disulfide des Geles (Thiopropyl Sepharose 6B; Amersham Pharmacia Biotech) unter
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Bildung von Disulfidkomplexen diente der Isolierung thiolhaltiger Proteine aus Fontinalis
antipyretica.

Wie oben bereits erwahnt, wurden auch bei diesem Reinigungsschritt alle verwendeten
Lésungen mit Helium entgast und die nachfolgenden Arbeiten bei 4 °C durchgefihrt. Die
technischen Parameter entsprachen denen in Kapitel 2.5.8.2. Das nach
Herstellerangaben vorbereitete Sepharose-Gel (1 ml) wurde in eine Leersaule vom Typ
K9/15 (Amersham Pharmacia Biotech) gefillt und mit Startpuffer B (10 mM Tris/HCI,
pH-Wert 7,4; 1 mM EDTA) aquilibriert. Nach dem Auftragen der reduzierten, metallfreien
Probe per Eigenfluss wurde die Saule zur Elution unspezifisch gebundener Proteine mit
100 ml Waschpuffer (10 mM Tris/HCI, pH-Wert 7,4; 0,5 M NaCl und 1 mM EDTA) gespililt.
Die Elution wurde in Vorversuchen optimiert und erfolgte mit 15 mM 2-Mercaptoethanol in
Puffer B. Das eluierte Protein wurde mit —20 °C kaltem Aceton im Verhaltnis 1:5 (v/v) bei
—20 °C Uber mindestens 1 h gefallt. Die Regenerierung des Saulenmaterials wurde nach

Herstellerangaben mittels 2,2-Dithiopyridin (pH-Wert 8,0) ausgefuhrt.

2.5.9 Massenspektrometrie

2.5.9.1 MALDI-TOF-MS

Die MALDI-TOF-MS-Analysen zur Massen- bzw. Sequenzbestimmung der Proteine bzw.
Peptide wurden von Frau Dr. A. Schierhorn (Max-Planck-Gesellschaft, Forschungsstelle
Enzymologie der Proteinfaltung, Halle/Saale) mit einem Reflectron TOF
Massenspektrometer Reflexll (Daltonik) sowie von Frau Dr. E. von Roépenack-Lahay an
dem Institut far Pflanzenbiochemie Halle/Saale ausgefiihrt. Als Matrix wurde
3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure (Sinapinsaure) (> 5 kDa) oder Cyano-4-hydroxy-

zimtsaure (< 5 kDa) verwendet.

2.5.9.2 LC-MS

Uber die Kopplung von RP-HPLC und Elektrosprayionisations-Massenspektrometer
(VG Bio-Q Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit Elektrospray Interface (Fison
Instruments) wurden saulenchromatographisch getrennte Proteine (Kap. 2.5.8) entsalzt,
konzentriert sowie die Massen ausgewahlter Fraktionen analysiert.

Die Systemoptimierung erfolgte mittels Metallothioneinstandard (MT 1,2*; Sigma,

* Metallothionein-Klassifizierung nach Nordberg et al. (1972)
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Deisenhofen). Die chromatographische Trennung erfolgte Gber eine Vorsaule (Nucleosil-
C-3, 11 x 2 mm, Macherey Nagel, Diren) und anschlieRend Uber eine Nucleosil-C-3-
Saule (500-5 PPN; 125 x 2 mm, Macherey Nagel).

Als mobile Phase wurde 0,1 % (v/v) TFA in H,0 (A) und 0,1 % (v/v) TFA in ACN (B), bei
einer Flussrate von 200 pl/min, in einem Gradienten wie folgt eingesetzt: 0 % B (0-1 min),
60 % B (1-30 min), 0 % B (30-35 min). Das Probenvolumen betrug 30 pl. Die

Signalverlaufe wurden bei 254 nm detektiert.

2.5.10 Micro-Sequenzanalyse von Proteinen/Peptiden

2.5.10.1 Alkylierung reduzierter Sulfhydrylgruppen

In Vorbereitung auf die Micro-Sequenzierung wurde eine Reduktion mit nachfolgender
Alkylierung von Cysteinresten ausgesuchter Proteinfraktionen der LC-MS-Analyse
(Kap. 2.5.9.2) durchgefuhrt. Die im Stickstoffstrom getrocknete Probe wurde in 50 pl
Puffer (0,25 M Tris/HCI, pH-Wert 8,5; 4 mM EDTA und 6 M Guanidinhydrochlorid)
aufgenommen. Hierzu wurden 0,2 mg DTT gegeben und im Dunkeln unter Stickstoff fur
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 2 pl Vinylpyridin
(Raumtemperatur). Nach dem Mischen der Losung wurde wie oben beschrieben inkubiert.
Die Entsalzung des S-pyridylethylierten Proteins wurde mittels RP-HPLC Uber eine
C-4-Saule (300-5; 50 x 3 mm, Macherey Nagel) durchgefihrt.

Als mobile Phase wurde 0,1 % (v/v) TFA in H,0 (A) und 0,08 % (v/v) TFA in ACN (B), bei
einer Flussrate von 1 ml/min, in einem Gradienten wie folgt eingesetzt: 0 % B (0-5 min),
70 % B (5-15 min), 70 % B (15-20 min), 0 % B (20-22 min). Das Probenvolumen betrug
50 ul. Die Signalverlaufe wurden bei 214 nm und 254 nm detektiert, die Fraktionen
manuell anhand der Absorptionsmaxima bei 214 nm gesammelt, im Stickstoffstrom

getrocknet und bis zur Micro-Sequenzierung bei —20 °C gelagert.

2.5.10.2 In-Gel-Proteinverdau und Peptidelution

Zum Verdau der durch SDS-PAGE isolierten Proteine diente die Serin-Protease Trypsin
(sequencing grade; Boehringer Mannheim, Mannheim). Die spezifische Spaltung der
Peptidbindung erfolgt an der Carboxylgruppe von Lysin und Arginin bei einem pH-Wert
von 7,5-9,0. Aus dem coomassiegefarbten SDS-Gel (Kap. 2.5.6.1) wurden die

Proteinbanden mittels Skalpell scharf begrenzt ausgeschnitten, in Glasvials 3 x mit H,0
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(gradient grade) gewaschen wund anschlielend mechanisch zerkleinert. Dieser
Gelschlamm wurde fir 20 min bei 30 °C getrocknet. Nach Zugabe von 20 pl Puffer
(50 mM NH4COs3, pH-Wert 8,0) und 1,0 pg Trypsin (in 2 yl 1 mM HCI) wurde der Verdau
Uber Nacht im Wasserbad bei 25 °C inkubiert. Der Uberstand wurde in Glasvials bei

—80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.5.10.3 RP-HPLC-Trennung tryptisch verdauter Proteine

Die chromatographische Trennung der Peptidspaltprodukte des In-Gel-Proteinverdaus
(Kap. 2.5.10.2) erfolgte aus organisatorischen Grinden mit zwei verschiedenen
Techniken. Die Peptidseparation wurde von Herrn Dr. K. P. Ricknagel, Max-Planck-
Forschungsstelle flir Enzymologie der Proteinfaltung Halle/Saale, an einem LC-10A
HPLC-System (Shimadzu) durchgefiihrt. Als stationare Phase wurde eine C-3-Saule
(550-5 PPN; 125 x 0,3 mm; Macherey Nagel) eingesetzt. Die mobile Phase setzte sich
aus 0,09 % (v/v) TFA in H,0 (A) und 0,08 % (v/v) TFA in ACN (B) zusammen. Bei einer
Saulentemperatur von 40 °C und einer Flussrate von 4 pl/min wurden die Proben
(Injektionsvolumen ca. 20 ul) mit folgendem Gradienten getrennt: 0 % B (0-2 min), 60 % B
(2-62 min) und 60 % B (62-70 min). Die Messung der Absorption des Eluates erfolgte
mittels Photo-Dioden-Array bei 200 nm bis 350 nm. Die Peptidfraktionen wurden manuell
anhand der Maxima der Absorption bei 214 nm gesammelt und im Stickstoffstrom auf
etwa 30 pul eingeengt. Bis zur Micro-Sequenzierung erfolgte die Lagerung der
Peptidldsungen bei —80 °C.

Weiterhin wurden Peptidfragmente an einer HP 11000-HPLC-Anlage (Hewlett-Packard,
Bdblingen) chromatographisch getrennt. Eingesetzt wurde eine Vydac-C-18-Saule
(5 ym, 250 x 4,6 mm) als stationdre Phase. Die mobile Phase setzte sich aus 0,1 % (v/v)
TFA in H,O (A) und 0,01 % (v/v) TFA in 70 %igem Propanol (B) zusammen. Die Saulen-
temperatur betrug 40 °C. Bei einer Flussrate von 0,5 ml/min wurden die Proben
(50 I Injektionsvolumen) mittels folgendem Gradienten getrennt: 0 % B (0-2 min),
100 % B (2-70 min) und 100 % B (70-75 min). Die Absorption des Eluates wurde durch
ein Photo-Dioden-Array im Bereich von 200 nm bis 350 nm aufgenommen und die
Peptidfraktionen manuell anhand der Maxima der Absorption bei 214 nm gesammelt. Bis
zur Protein/Peptid-Sequenzierung (Micro-Sequenzanalyse) erfolgte die Lagerung bei
-80 °C.
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2.5.10.4 Protein/Peptid-Sequenzierung

Die N-terminale Sequenzanalyse der tryptisch verdauten Peptidfragmente mittels
Edmann-Abbau wurde in Zusammenarbeit von Herrn Dr. Th. Nirnberger, IPB Halle/Saale
und der TOPLAB GmbH (Martiensried) durchgefuhrt.

Die von Herrn Dr. K. P. Ricknagel, Max-Planck-Forschungsstelle fur Enzymologie der
Proteinfaltung Halle/Saale ausgefuhrte Protein-/Peptid-Sequenzierung erfolgte mit den
Aminosauresequenzern ABI 476A Protein Sequencer und Procise cLC Protein
Sequencing System (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) nach Herstellerangaben. Die
Proteinsequenzen wurden durch Nutzung von Online-Angeboten verschiedener Institute
ausgewertet. Die Homologievergleiche erfolgten mit Sequenzeintragen aus Protein- bzw.
DNA-Datenbanken (SWISS-Prot, PDB, TrEMBL u.a.). Verwendet wurden daflr die
Programme BLASTP 2.2.2 (http://www.ncbi.nim.nih.gov; Altschul et al.,, 1997) und
FASTAS3 (http://www.ebi.ac.uk/fasta33; Pearson, 1990).

2.6 Qualitative und quantitative Bestimmung freier Aminosauren

2.6.1 Extraktion

Die Extraktion der nicht proteinogenen Aminosaurefraktion (NP-Fraktion) wurde nach
Hofmann et al. (1995) aus Frischmaterial, das in flissigem Stickstoff gemorsert und sofort
zu jeweils Portionen aus 5 g abgewogen wurde, durchgefiihrt. Uber Nacht erfolgte die
Extraktion in 25 ml bidest. H,0 bei 4 °C. Nach 10 min Zentrifugation bei 10.000 g (K24 D)
und -2 °C wurde der Uberstand durch Baumwollwatte filtriert und nochmals wie oben fir
45 min zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde durch einen Glasfaserfilter filtriert. Nach der
flussig-flissig-Extraktion mit jeweils 5 ml Chloroform wurde die wassrige Phase bei

—25 °C lyophilisiert und bei —80 °C eingefroren.

2.6.2 Aminosaurederivatisierung

Fir eine GC-C-IRMS-Analyse (Kap. 2.6.3) ist es aufgrund des Dipolcharakters der
Aminosauren notwendig, mittels geeigneter Derivatisierung die Fllchtigkeit der Proben zu

erhohen. In diesem Falle wurden die Aminosauren nach Brand et al. (1994) verestert und

nachfolgend acetyliert.
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Das lyophilisierte Material wurde mit 1,12 mg Aminosaurestandard (Merck, Darmstadt)
eingewogen und mehrmals mit Methylenchlorid im Rotavapor getrocknet. AnschlieRend
wurden die Proben mit 10 ml einer im Eisbad frisch hergestellten Ldsung aus
Acetylchlorid und n-Propanol (1:4) versetzt und unter Rihren bei 110 °C 1 h im Heizblock
verestert. Danach wurden die Proben abgekihlt und bei 45-50 °C im Heizblock bis zur
Trockne eingeengt. Die Trifluoracetylierung erfolgte mit 300 ul TFAA Uber Nacht bei

Raumtemperatur. Die derivatisierten Proben lagerten bis zur Analyse bei 4 °C.

2.6.3 Qualitative und quantitative Aminosaureanalyse mittels GC-C-IRMS

Die qualitative und quantitative Analyse der derivatisierten Aminosduren wurde am
Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle, Sektion Chemische Okotoxikologie mittels
GC-C-IRMS (Gas-Chromatographie-Verbrennungs-Isotopen-Verhaltnis-Massenspektro-

metrie) nach Hofmann et al. (eingereicht) durchgefuhrt.

2.6.4 Qualitative und quantitative Aminosaureanalyse mittels Aminosaure-

Analyzer

Die Fraktion der freien Aminosduren wurde fur diesen Versuch wie oben beschrieben
extrahiert und lyophilisiert. Die Analysen erfolgten am A100 Automatic Amino Acid

Analyzer (Arbeitsgruppe Aminosaureanalytik Dr. Fuchs, Knauer GmbH, Berlin).

2.7 Analytik organischer Sauren

2.7.1 Extraktion

Die Fraktion der organischen Sauren aus Moosmaterial wurde Uber eine Stufenextraktion
nach Kleber et al. (1997) isoliert. Aus einem 70%igen Ethanolextrakt wurden mittels
aufeinanderfolgende Kationen- (Dowex-50; SERVA) und Anionenaustauscher (Dowex-1;
SERVA, Heidelberg) organische Sauren separiert, die im Anschluss 72 h im Wasserbad
bei 40 °C eingeengt wurden. Die in 400 ul bidest. H,0 aufgenommenen Proben lagerten

bis zur weiteren Analytik bei 4 °C.
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2.7.2 HPLC-Analyse

Die Charakterisierung organischer Sauren mittels HPLC-Analyse (Hewlett Packard
1046A) wurde modifiziert nach Merck (Applikation 960751) durchgeflihrt. Als Standards
wurden folgende Verbindungen (Merck) in einer Konzentration von 200 pug/ml in bidest.
H,0 eingesetzt: Oxalsaure, Apfelséure, Zitronensaure und Weinsaure. Zur
chromatographischen Trennung wurde als stationare Phase eine Polyspher-ARAC-Saule
(5 ym, 100 x 6,5 mm; Merck) und als mobile Phase 0,01 N H,SO, verwendet. Das
Probenvolumen betrug 20 ul. Die Separation erfolgte bei einer Saulentemperatur von
45 °C. Die Fraktionen wurden manuell anhand der Maxima der Absorption bei 206 nm

gesammelt und anschlie®end derivatisiert.

2.7.3 Derivatisierung

Die fir eine GC-MS-Analyse erforderliche Derivatisierung zur Erhdéhung der
Probenflichtigkeit erfolgte nach Fiehn et al. (2000). Prinzip dieser Methode ist der
Austausch des aciden Wasserstoffs gegen Trimethylsilylgruppen aus N-Methyl-N-
Trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA). Die HPLC-Fraktionen wurden mit BaOH
neutralisiert sowie bei 5.000 g (Hettich Universal 30 RF) und 20 °C zentrifugiert. Die
Derivatisierung des lyophilisierten Uberstandes sowie der Standardverbindungen erfolgte
mit 80 pl MSTFA fir 30 min bei 37 °C und nachfolgend fiir 2 h bei Raumtemperatur. Die

Proben wurden bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.7.4 Qualitative Analyse mittels GC-MS

Die silanisierten organischen Sduren wurden in der Arbeitsgruppe Umweltchemie und
Lebensmittelchemie im Institut fur Analytik und Umweltchemie der Universitat Halle-
Wittenberg gaschromatographisch (HP 6890 Series GC System; GC-Autosampler
Controler 5973 msd; 7694 Headspace Autosampler) analysiert.
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2.8 Analytik phenolischer Verbindungen

2.8.1 Extraktion I6slicher, phenolischer Inhaltsstoffe

Die Extraktion phenolischer Inhaltsstoffe aus Moosmaterial erfolgte modifiziert nach
Strack et al. (1979). Die Proben wurden in flissigem Stickstoff gemoérsert. Jeweils 1,5 g
FM in Zentrifugenréhrchen abgewogen und mit 300 pl 80%igem Methanol (gradient
grade) homogenisiert. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde der
zentrifugierte Uberstand (5.000 g, 15 min, Hettich Universal 30 RF) steril filtriert und bei
40 °C im Wasserbad eingeengt. Fir die folgenden Analysen wurden die extrahierten
Proben in 150 pl 80%igem (v/v) Methanol (gradient grade) im Ultraschallbad geldst und

gegebenenfalls zentrifugiert.

2.8.2 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes

Der Gesamtphenolgehalt wurde nach Jennings (1981) spektroskopisch ermittelt. Der
Messansatz setzte sich aus 30 ul Probe, 270 ul bidest. H,0 und 500 pl Phenol-Reagenz
(Folin-Coicalteau-Reagenz)  zusammen. Nach 15-minttigem  Schitteln  bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz mit 150 pl einer Lésung aus 0,1 % (w/v) NaOH und
2 % (w/v) NaCOj; versetzt und 30 min inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte als
Sechsfachbestimmung bei 760 nm (UV/VIS 1202; Shimadzu). Die Probenkonzentration

wurde anhand einer Rutin-Eichreihe im Bereich von 0,06-1,0 mM berechnet.

2.8.3 RP-HPLC-Analyse

Die Analyse der in Kapitel 2.8.1 beschriebenen Extrakte erfolgte mittels RP-HPLC
(Kontron Instruments, Neufahrn). Die qualitative und quantitative Auswertung der
Chromatogramme wurde mit dem Programm Kroma 3000 (Bio Tec, Basel, Schweiz)
ausgefuhrt. Die Konzentrationen der einzelnen Verbindungen wurden anhand einer Rutin-
Eichreihe im Bereich von 0,06-1,0 mM ermittelt. Vor der Injektion wurden die Proben im
Verhaltnis 1:15 mit 80%igem (v/v) Methanol (gradient grade) verdinnt. Als
Standardsubstanzen wurden jeweils 0,25 mM folgender Verbindungen (Merck) eingesetzt:
Gallusséaure, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vanillinsaure, 4-Hydroxybenzaldehyd,

Umbelliferon, Quercetin und Zimtsaure. Die chromatographische Trennung erfolgte auf
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einer Nucleosil-C-18-Saule (5 um, 250 x 4 mm; Macherey Nagel). Die mobile Phase
(pH-Wert 2,6) setzte sich aus 40 mM CH,O, (A) und 0,01 % (v/v) TFA in ACN (B)
zusammen, das Injektionsvolumen betrug 20 pl. Bei einer Flussrate von 0,8 ml/min wurde
folgender Gradient eingesetzt: 5 % B (0-5 min), 60 % B (5-40 min). Die Identifizierung der
getrennten Fraktionen wurde anhand der Retentionszeiten der eingesetzten Standards
sowie der bereits vorhandenen HPLC-Software-Datenbank vorgenommen. Die Fraktionen
wurden manuell anhand der maximalen Absorption bei 254 nm gesammelt und bei 4 °C

gelagert.

2.8.4 LC-MS/MS-Analyse

Die Charakterisierung der HPLC-Fraktionen wurde mittels LC-MS/MS (positive und
negative Elektrosprayionisierung) von Herrn Dr. J. Schmidt, Arbeitsgruppe Pflanzen- und
Pilzinhaltsstoffe, Institut fur Pflanzenbiochemie Halle/Saale, durchgefuhrt. Die Aufnahme
der Spektren erfolgte an einem Massenspektrometer Finnigan MA TSQ 7000.
Entsprechende Proben wurden vorher im Wasserbad bei 40 °C eingeengt und in 10 pl

80%igem (v/v) Methanol (gradient grade) gelést.

2.8.5 Nachweis von Flavonol-Kupfer-Wechselwirkungen

Die Zuordnung der isolierten phenolischen Verbindungen in die Gruppe der Flavonole
wurde spektroskopisch nach Brown et al. (1998) Uberprift. Diese Methode erlaubt den
Nachweis der Cu-Chelatierung tUber Hydroxylgruppen am B-Ring der Flavonole sowie
Oxidationseffekte an den Hydroxylgruppen des B- und C-Ringes anhand von
charakteristischen Absorptionsverschiebungen.

Als Standardsubstanz wurde das Flavonol Quercetin verwendet. Die 1 mM Stammldsung
in 80%igem (v/v) Methanol (gradient grade) wurde als Messansatz zu 25 pM in 1 ml
10 mM Tris/HCI-Puffer, pH-Wert 7,4 verdiinnt. Das UV/Vis-Spektrum des Flavonols wurde
im Bereich von 200-600 nm (Cary 3E, Varian, Mulgrave, Australien) aufgenommen. Die
Spektren der reversiblen Cu-Chelatierung wurden nach Zugabe von 25 yM CuSO, und

nachfolgend 50 yM EDTA wie oben beschrieben gemessen.
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Abb. 6: Strukturformel von Quercetin.

HPLC-Fraktionen der phenolischen Extrakte wurden bei 40 °C im Wasserbad eingeengt,
in 30 pyl 80%igem (v/v) Methanol (gradient grade) geloést und in 1 ml 10 mM Tris/HCI-
Puffer, pH-Wert 7,4 Gberfihrt. Das Absorptionsspektrum wurde wie oben beschrieben
nach Zugabe von 25 yM CuSO, sowie nach Zugabe von 10-50 yM EDTA aufgenommen.

2.9 Nukleinsaureanalytik

2.9.1 Isolierung von Nukleinsauren

2.9.1.1 Isolierung von genomischer DNA

Zur Extraktion wurden 100 mg Blattmaterial unter Zugabe von flissigem Stickstoff fein
gemorsert, anschlielend mit einem vorgeklhlten Spatel in 2 ml Eppendorfgefalle
Uberfihrt und in 0,9 ml CTAB-Puffer (100 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,0; 2 % N-Cetyl-N,N,N-
Trimethylammoniumbromid (CTAB); 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA und 0,2 % (v/v)
2-Mercaptoethanol) suspendiert. Der Ansatz wurde fir 30 min bei 60 °C unter
gelegentlichem Schuitteln (ca. aller 5 min) inkubiert und danach mit 1 Volumenteil
Chloroformlésung (24 Volumenteile Chlororform und 1 Volumenteil Isoamylalkohol)
versetzt und 2 min von Hand geschittelt. Nach 10 mindtiger Zentrifugation (18.000 g;
20 °C, Eppendorf Tischzentrifuge) wurde die obere, wassrige Phase in ein neues Tube
uberfuhrt, mit 0,8 Volumenteilen Isopropanol gemischt und wie oben zentrifugiert. Nach
Uberschichtung des Pellets mit 500 ul kaltem 80%igem (v/v) Ethanol erfolgte nochmals
eine Zentrifugation (siehe oben). Der Uberstand wurde dekantiert und Ethanolreste mit
einer Pipette abgezogen, so dass das trockene Pellet in bidest. H,O aufgenommen

werden konnte.
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2.9.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung von qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte die
Isolierung mittels QlAprep Spin Plasmid Kits (Quiagen, Hilden). Das Verfahren beruht auf
dem Prinzip einer alkalischen Lyse und nachfolgender Bindung der Plasmid-DNA an eine
Saulenmatrix (Anionentauscher). Ausgehend von einer Ubernachtkultur (5 ml LB-Medium;
50 pg/ml Ampicillin) wurde die Plasmid-DNA nach den Herstellerangaben isoliert. Die
DNA wurde mit 50 pul bidest. H,O eluiert und bei 4 °C gelagert.

2.9.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Praparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QlAquick

Gel Extraction Kits (Quiagen) laut den Herstellerangaben durchgeflhrt.

2.9.1.4 Isolierung von RNA

Die Isolierung pflanzlicher RNA erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini Kit nach den
Herstellerangaben (Quiagen). Als Ausgangsmaterial dienten jeweils 100 mg
Frischmaterial. Die Proben wurden unter flissigem Stickstoff fein gemaorsert und in 450 pl
Extraktionspuffer aufgenommen (8 M Guanidiniumchlorid; 20 mM MES/NaOH, pH-Wert
7,0; 20 mM EDTA). Nach kurzer Zentrifugation (20.000 g; 2 min; Hettich Universal 30 RF)
wurde der Uberstand auf die QlAshredder-Saule gegeben und 2 min bei 20.000 g
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit 225 yl Ethanol versetzt und in der Mini-Spin-Saule
bei 20.000 g fir 15 s zentrifugiert. AnschlieRend erfolgten die Waschschritte mit 700 pl
RW1-Puffer sowie 2 x mit 500 yl RPE-Puffer. Zur Elution der gebundenen RNA diente
50 pl steriles DEPC-Wasser. Zentrifugiert wurde bei 20.000 g fir 1 min. Die Proben
lagerten bei —80 °C.

2.9.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelésungen

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte Uber die Messung der optischen Dichte (OD) bei
260 nm gegen bidest. Wasser (Diode Array Spectrophotometer 8452A; Hewlett Packard).
Die ODy5 von 1,0 entspricht bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 ug/mi
und bei RNA einer Konzentration von 40 ug/ml. Praparative Proteinkontaminationen

wurden anhand des Verhaltnis ODog/OD,gq Uberprift. Unter optimalen Bedingungen liegt
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dieser Quotient bei 1,8-1,9. Die DNA-Konzentrationen der Plasmid-Praparationen wurden
durch einen Vergleich der Bandenintensitaten im Agarosegel bestimmt. Als Standard

wurde pUC18 mit einer definierten Konzentration von 0,5 pg/ul eingesetzt.

2.9.3 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsauren

2.9.3.1 Standard-Agarosegelelektrophorese

Die gelelektrophoretische  Auftrennung der DNA erfolgte in  horizontalen
Elektrophoresekammern. Es wurden 1%ige (w/v) Agarosegele (1 % (w/v) in 1 x TAE-
Puffer aus 40 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,0; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA) eingesetzt. Vor
dem Giellen des Geles wurde zur Anfarbung der DNA 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
zugesetzt. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer. Vor dem Auftragen wurden die Proben
mit 0,2 Vol. Stop-Mix (0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF und
30 % (w/v) Glyzerin) versetzt. Als GréRenmarker wurde der pGEM-Marker von Promega
(Mannheim) sowie der Marker PCR 100 bp Low (Sigma) verwendet. Die Trennung
erfolgte bei 80 V fir 30 min. Im Anschluss wurde die DNA unter UV-Licht am

Transilluminator sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

2.9.3.2 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

Als Probenvorbereitung wurde das entsprechende Volumen fir 15 pg RNA mit sterilem
DEPC-Wasser auf 50 pl aufgefullt und mittels 4 M NaCl auf die Endkonzentration von
0,1 M NaCl (Gesamtvolumen) eingestellt. Nach Zugabe des 2-fachen Volumens eiskalten
Ethanols erfolgte die Inkubation bei —80 °C fur 20 min bzw. Uber Nacht. Anschliel3end
wurden die Proben bei 15.000 g und 4 °C fir 20 min (Hettich Universal 30 RF)
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 100 pl 70%igem, —20 °C kaltem Ethanol gewaschen
und wie oben zentrifugiert. Das trockene RNA-Pellet wurde in 18 pl denaturierenden
Probenpuffer (4,5 pl steriles DEPC-Wasser; 2,0 pl Laufpuffer (Kap. 2.9.3.1); 10,0 pl
Formamid; 3,5 pl Formaldehyd; 2,5 pl Glyzerin und 0,04 % (v/v) Bromphenolblau)
aufgenommen. Die gelésten Proben denaturierten 10 min bei 65 °C und wurden fir 2 min
im Eisbad abgekunhlt.

Zur elektrophoretischen Auftrennung von RNA wurden denaturierende Agarose-
Horizontalgele verwendet. Die Agarose (1 %) wurde im Laufpuffer (40 mM Mops; 10 mM
NaOAc; 1 mM EDTA; pH-Wert 7,0) geschmolzen und nach Abkuhlen auf ca. 50 °C mit
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Formaldehyd (Endkonzentration 2 % (w/v)) gemischt. Nach dem Erkalten des Gels wurde
der Laufpuffer aufgeflllt und die vorbereiteten Proben aufgetragen (10 ug pro Spur). Zum
Eindringen der Proben wurden 100 mA fir 5 min angelegt. Die eigentliche
elektrophoretische Trennung wurde bei 45 mA/60 V durchgefihrt. Als GréRRenstandard
wurde der DIG (Digoxigenin)-markierte DNA-Langenstandard Ill (0,12-21,2 kb; Boehringer
Mannheim) eingesetzt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fir 30 min
unter flieRendem Wasser gewaschen und fir wiederum 30 min in 0,1 M Tris, pH-Wert 9,0
mit 1 mg Ethidiumbromid unter Schiitteln gefarbt. Uber Nacht erfolgte das Entfarben in
frischem 0,1 M Tris, pH-Wert 9,0 bei 4 °C.

2.9.4 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion des MT p2-18-Inserts aus dem Vektor pBK-CMV erfolgte mit den
Endonukleasen EcoRl und Xhol. Die DNA-Lésung (5 pug DNA) wurde mit 10 pl
2 x Y*/Tango-Puffer und je 1 pl (5 U) EcoRI und Xhol (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
gemischt und mit sterilem, bidest. H,0 auf 20 pl Gesamtansatz gebracht. Nach 2 h
Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,02 M EDTA (pH-Wert 8,0)
gestoppt und die Fragmente, wie in Kapitel 2.9.3.1 beschrieben, elektrophoretisch

aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert.

2.9.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Klonierung von PCR-Produkten wurde das pGEM-T Vector System (Promega)
entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die Amplifizierung der DNA-Fragmente
erfolgte direkt vor der Ligation. Es wurden mit 3 pl des jeweiligen PCR-Ansatzes das
maximal bei der Ligation einsetzbare Volumen verwendet. Ligiert wurde bei
Raumtemperatur fiir 1 Stunde oder bei 4 °C Uber Nacht. Gleich im Anschluss daran wurde

die Transformation durchgefihrt.
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2.9.6 Transformation

2.9.6.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen wurde zunachst eine Vorkultur aus 3 ml
LB-Medium (Sambrook et al., 1989) unter Zusatz von 50 pupg/ml Kanamycin mit
kompetenten E. coli XL1-Blue- bzw. DH5a-Zellen angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C
unter Schitteln angezogen. Die Hauptkultur aus 200 ml LB-Medium (50 pg/ml
Kanamycin) wurde mit 2 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C unter Schutteln bis zu
einer ODgg von 0,5-0,8 angezogen. Die Kultur wurde fiir 15 min auf Eis abgekihlt und
danach abzentrifugiert (5.000 g; 4 °C; 15 min; Hettich Universal 30 RF). Im Anschluss
wurde das Pellet 2 x mit je 200 ml eiskaltem, bidest. Wasser und einmal mit 30 ml
10%igem (v/v) Glyzerin gewaschen, in 0,5-0,7 ml 10%igem (v/v) Glyzerin aufgenommen

und in 40 pl Aliquots bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.9.6.2 Transformation/Vektor pBK-CMV

Fur die Herstellung einer DIG-markierten Sonde wurde vorbereitend pBK-CMV-Plasmid
[MT p2-18] (Schafer et al., 1998) in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen kloniert. Der
Vektor pBK-CMV (4,5 kb) vermittelte eine Kanamycin-Resistenz. Das Insert (0,6 kb)
wurde in die EcoRl und Xhol-Site kloniert (Dr. H. Schafer, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Th. Rausch; Botanisches Institut der Universitat Heidelberg).

Die Transformation nach Dower et al. (1988) wurde am Gene Pulser (BioRad)
durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden 40 pl kompetente Zellen und 2 ul Ligationsansatz
(80 ng Plasmid-DNA in 10 pl bidest. H,O) eingesetzt. Die Zellen tauten auf Eis auf,
wurden mit der Plasmid-DNA versetzt und nach 1 min Inkubation auf Eis in die sterile,
vorgekuhlte Elektroporationskiivette mit 0,2 cm Elektrodenabstand (Peglab, Erlangen)
Uberfuihrt. Die eigentliche Elektroporation erfolgte bei 25 yF, 2,5 kV und 200 Q, wodurch
eine Feldstarke von 12,5 kV/cm und Zeitkonstanten um 4,0 ms erreicht wurden. Sofort
nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium zugegeben. Die Zellen wurden fur 1 h bei 37 °C
inkubiert und im Anschluss auf selektiven LB-Nahrboden (50 pg/ml Kanamycin)

ausplattiert.

43



Material und Methoden

2.9.6.3 Transformation/Vektor pGEM-T

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurden 5 pl des zuvor abzentrifugierten
Ligationsansatzes zu den —80 °C kalten, kompetenen E. coli DH5a-Zellen gegeben und
20 min auf Eis inkubiert (nach 10 min einmal sanft gemischt). Die Bakterien wurden exakt
45 s einem Hitzeschock bei 41 °C ausgesetzt und sofort fir 2 min auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 950 ul LB-Medium (20 °C) wurde fir 30 min bei 37 °C geschdttelt und je
100 ul auf LB/Ampicillin/X-Gal-Platten ausplattiert und bei 37 °C fiir 16-20 h inkubiert.

2.9.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer Metallothioneingensequenzen aus genomischer DNA von
Fontinalis  antipyretica wurden aus Metallothionein-dhnlicher ~ mRNA-Sequenz
Oligonucleotidprimer abgeleitet und eingesetzt (eine ndhere Charakterisierung der Primer
ist in Kap. 2.9.8 dargestellt): Primer pMT1: Triticum aestivum (wali1; wheat aluminum
induced; L11879; Snowden und Gardner, 1993). Die Reaktion wurde in einem Volumen
von 50 pl im RoboCycler-Gradient 40 (Stratagene Cloning Systems, Heidelberg)
durchgeflhrt.

Reaktionsansatz:
36,0 ul steriles H,O
5,0 l 10 x PCR Reaktionspuffer
(100 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,)
2,0 ul dNTP-Mix (je 2,5 mM)
2,0 pl Primer pMT1-1 oder MT2-1 (5 mM)
2,0 pl Primer pMT1-2 oder MT2-2 (5 mM)
2,0 ul genomische DNA (1:100)
1.0yl Taq DNA-Polymerase
50.0 yl.

Touch down-PCR (TD-PCR)-Bedingungen:

Der Ansatz wurde zur Denaturierung der DNA 3 min bei 94 °C inkubiert. Anschliel3end
folgten 10 Zyklen:

Denaturierung 94 °C 1 min

“Annealing® 60 °C 30s
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Synthese

sowie 25 Zyklen:
Denaturierung
“Annealing®
Synthese

Nachsynthese

2.9.8 Kolonie-PCR

72°C

94 °C
50 °C
72°C
72°C

30s AT =-1,0 °C (nach jedem Zyklus wird die

Temperatur um 1 °C gesenkt)

1 min
30s
30s

5 min.

Das Vorhandensein des DNA-Fragmentes wurde mit Hilfe der Kolonie-PCR unter

Verwendung von Vektor-Primern Uberprift. Dazu wurden zufallig ausgewahlte Kolonien

mit sterilen Pipettenspitzen in je 50 ul steriles H,O Uberfiihrt, fir 5 min bei 95 °C inkubiert

und in der Verdiinnung 1:100 in folgendem PCR-Ansatz verwendet:

Reaktionsansatz:
8,4 ul steriles H,O
2,0 ul 10 x PCR Reaktionspuffer
(100 mM Tris/HCI, pH-Wert 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,)
1,8 ul dNTP-Mix (je 2,5 mM)
2,4 ul T7-Vektor-Primer (5 mM)
2,4l SP6-Vektor-Primer (5 mM)
2,0 ul Kolonie-Lésung (1:100)
1.0ul Taq DNA-Polymerase (Johannigmeier)
20,0 yl.

PCR-Bedingungen:

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler T1 (Biometra) durchgefiihrt. Nach der
Denaturierung der DNA fiir 30 s bei 94 °C folgten 35 Zyklen:

Denaturierung
“Annealing®
Synthese

Nachsynthese

94 °C
55 °C
72°C
72°C

30s
30s
1 min

5 min.
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Zur Kontrolle der Amplifizierung des gewlnschten Fragmentes wurden je 10

Reaktionsansatz mittels Standard-Agarosegelelektrophorese (Kap. 2.9.3.1) aufgetrennt,

mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht ausgewertet.

Tab. 2: Verwendete Primer

Sequenzierungsreaktion.

(Metabion, Martiensried) fur

TD-PCR, Kolonie-PCR und

Primer | Orientierung Sequenz 53’ Beschreibung
NewT7 forward GTAATACGACTCACTATAGGGC hybridisiert die Basen 69-47
(22-mer) upstream der Insertionsstelle im
Vektor pGEM-T
SP6 reverse AGCTATTTAGGTGACACTATAG hybridisiert die Basen 74-96
(22-mer) downstream der Insertionsstelle im
Vektor pGEM-T
pMT1-1 forward TCAAGCTGCGGCTGCGGCTCA | Basenposition in Triticum aestivum
(21-mer) (wali1)/L11879: 89-103
pMT1-2 reverse GCAGTTGCAAGGGTTGCACTT | Basenposition in Triticum aestivum
(21-mer) (wali1)/L11879: 288-269

2.9.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem von Sanger et al. (1977)
entwickelten Kettenabbruchverfahren mit dem BigDye Terminator 3.0 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben und einem
Prism370 DNA Sequecer (Applied

Biosystems). Zur Auswertung der Sequenzdaten wurden die Computerprogramme

automatischen Sequenziergerat vom Typ ABI

Chromas (Version 2.2; http://www.technelysium.com.au/chromas) sowie Sequencer 4.01
(http://www.genecodes.com) verwendet. Homologievergleiche mit Datenbanksequenzen
wurden mit Hilfe der Programme BLASTX (Altschul et al., 1997) und BLASTN
(Altschul et 1990) Information
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov) durchgefihrt.

al., des National Centre for Biotechnological
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2.9.10 Nachweis spezifischer RNA

2.9.10.1 Nichtradioaktive Sondenmarkierung

Die Markierung des DNA-Fragmentes MT p2-18 erfolgte nichtradioaktiv mittels
Digoxigenin (DIG) gekoppeltem dUTP iber Random Primer. Hierzu wurde 1 yg Fragment
in 30 pl sterilem Wasser fur 10 min in kochendem Wasser denaturiert und im Eisbad auf
—20 °C fur 2 min abgekuhlt. Nach Zugabe von 4 pl Dig-High-Prime-L6sung (Dig High
Prime; Boehringer Mannheim) wurde der Ansatz fur 30 s mit 10.000 g (Hettich Universal
30 RF) zentrifugiert und fur 20 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
10-mindtiges Erhitzen bei 65 °C und 1-mindtiger Inkubation bei —20 °C beendet. Anhand
eines Dot-Blots mit Dig-markierter Kontroll-DNA (DIG Luminescent Detection Kit;

Boehringer Mannheim) wurde die Effizienz der Sonde getestet.

2.9.10.2 Transfer auf Nylonmembranen

Das Gel wurde fir 5 min in sterilem Wasser und ebenso wie das Blotpapier flir 5 min in
Transferpuffer (1,5 M NaCl; 150 mM Natriumcitrat) vorsichtig aquilibriert. Der Transfer auf
die positiv geladene Nylonmembran (Boehringer Mannheim) erfolgte mit Hilfe einer
Vakuumblot-Apparatur (Stratagene) flr 45 min bei 75 mbar. Nach dem Transfer wurde die
RNA durch doppelseitige UV-Bestrahlung (120 mJ) kovalent an die Membran gebunden

(Stratalinker; Stratagene).

2.9.10.3 RNA-DNA-Hybridisierung (Northern-Hybridisierung)

Die Prehybridisierungslésung, ein SDS-Puffer bestehend aus 50 % (v/v) Formamid;
30 x SSC (0,45 M Natriumcitrat, pH-Wert 7,0 und 4,5 M NaCl); 1 M Natriumphosphat,
pH-Wert 7,0; 10 % (w/v) Blocklésung (DIG-Luminescent Detection Kit; Boehringer
Mannheim) sowie 10 % (w/v) N-Lauroylsarcosin, wurde vor Gebrauch 10 min auf 65 °C
erhitzt und 2 min bei —20 °C abgeklhlt. Die Nylonmembran wurde in einer sterilen
Plastiktlite mit 40 ml Prehybridisierungslésung fir 1,5 h bei 50 °C im Schittelwasserbad
inkubiert. Diese Losung wurde verworfen. Anschlieliend erfolgte die Zugabe der zuvor
10 min bei 95 °C erhitzten DIG-RNA-Sonde in 25 ml SDS-Puffer (Hybridisierungslésung);
die Membran wurde Uber Nacht bei 50 °C im Schuttelwasserbad inkubiert. Danach

erfolgte das Waschen der Membran fir jeweils 2 x 15 min bei Raumtemperatur in je
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150 ml Waschlésung | (2 x SSC und 0,1 % (w/v) SDS) und in je 150 ml Waschldsung |l
(0,1 x SSC und 0,1 % (w/v) SDS) bei 50 °C im Schittelwasserbad und anschlielend die
Aquilibrierung fir 3 min in Waschpuffer (0,1 M Maleinsaure, pH-Wert 7,5; 0,15 M NaCl;
0,3 % (w/v) Tween). Weiterhin wurde die Membran bei Raumtemperatur in 100 ml
Blocklésung (1 % (w/v) Blockreagenz in 0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl, pH-Wert 7,5;
Boehringer Mannheim) fiir 45 min inkubiert. Die Losung wurde abgegossen und danach
40 ml des anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Konjugats (Fab-Fragmente; Boehringer
Mannheim) in einer Verdiinnung von 1:10.000 zugesetzt und fir weitere 30 min bei 24 °C
im Schuttelwasserbad inkubiert. Nach dem 2-maligen Waschen mit je 150 ml Waschpuffer
fur je 15 min wurde die Membran in Detektionspuffer (0,1M Tris/HCI, pH-Wert 9,5;
0,1 M NaCl) fir 2 min aquilibriert. Fur die Detektion wurde die Membran 25 min mit 1 ml
Chemilumineszenz-Substrat (CSPD; 1: 100 in Detektionspuffer; Boehringer Mannheim)
bei 37 °C inkubiert. Die Membran wurde zwischen zwei Lagen Folie gelegt und mit einem
Rontgenfilm exponiert. FUr weitere Versuche lagerte die Membran in einer Plastiktite bei
4 °C.

2.10. Statistische Auswertung

Die Bestimmungen der Standardabweichungen erfolgten mit dem Tabellen-
kalkulationsprogramm MS Excel 2000. Berechnungen der statistischen Signifikanzniveaus
wurden mit dem Programm SIGMASTAT 2,01 durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Mittelwertgleichheit verschiedener Messreihen wurde der t-Test angewendet. Der
Grenzwert der Wahrscheinlichkeit P wurde auf P < 0,05 festgelegt (Timischl, 2000).
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3. Ergebnisse

3.1 Vitalitat unter Schwermetalleinfluss in Fontinalis antipyretica

Zur Vitalitatsbestimmung wurde die schnelle Kinetik der prompten Chlorophyllfluoreszenz
mit einem Mini-PAM Chlorophyll-Fluorimeter analysiert (Kap. 2.2). Die effektive
Quantenausbeute des PS Il (Genty-Parameter) diente dabei als Mal fur die Vitalitat. Die
Moosproben (Januar, April 1999) wurden wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben kultiviert und
Uber einen Zeitraum von einem Tag bis sieben Tage mit Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) in
den Konzentrationen 25 yM, 50 uM und 100 pM inkubiert (Kap. 2.1.4). In den Graphiken
(Abb. 7-10) sind die Genty-Parameter als Verhaltnis von variabler und maximaler
Fluoreszenz in Abhangigkeit der eingesetzten Schwermetalle dargestellt. Anderungen
wurden zur besseren Vergleichbarkeit der Messreihen in Prozent [%] zur Kontrolle
[100 %] angegeben (Anhang Tab. 2).

Im Ergebnis der Vitalitdtsuntersuchungen zeigten die Kontrollproben mit taglich
gemessenen Genty-Parametern von 0,72-0,75 keine signifikanten Schwankungen Uber
den gesamten Versuchszeitraum. Die sensitivste Reaktion erfolgte auf die Cu(ll)-
Applikation, bei der eine enge Korrelation zwischen der Cu(ll)-Konzentration und der
signifikanten Abnahme der Vitalitat auftrat (Abb. 7). So sank die Vitalitat der Proben unter
25 uM Cu(ll)-Belastung ab dem dritten Tag signifikant ab und erreichte zum
Versuchsende den Wert 0,54 (72 %). Die Erhdhung der applizierten Cu(ll)-Konzentration
auf 50 yM bzw. 100 pM zeigte eine signifikante Abnahme des Genty-Parameters bereits
nach dem ersten Tag. Die Werte am siebenten Tag lagen bei 0,55 bzw. 0,39 (73 % sowie
52 %). Insgesamt erreichten die Proben der 25 pM Cu(ll)- und 50 pM Cu(ll)-
Versuchsreihe nach sieben Tagen vergleichbare Vitalitdten, wahrend eine 100 pM Cu(ll)-

Belastung zu einer extrem verminderten Vitalitat flhrte.
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Abb. 7: Vitalitat von Fontinalis antipyretica wahrend der Kultivierung in Knop-Medium unter

Cu(ll)-Belastung. Genty-Parameter als F,/Fy;; n = 5.

Ahnlich wie bei Cu(ll) kam es auch unter Cd(ll)-Belastung mit steigender Konzentration zu
einer zeitlich friheren Abnahme der Vitalitat (Abb. 8). Nach Applikation von 25 uM sanken
die Werte signifikant erst ab dem vierten Versuchstag, bei 50 yM und 100 uM aber bereits
ab dem dritten bzw. ersten Tag. Die drei Belastungsvarianten wiesen zu Versuchsende
Genty-Parameter von 0,54 (72 %), 0,52 (69 %) und 0,56 (61 %) auf.

1 2 3 4 5 6 7
Zeit [d]
BK [ 25 uM Cd(ll) W50 uM Cd(ll) 100 pM Cd(ll)

Abb. 8: Vitalitat von Fontinalis antipyretica wahrend der Kultivierung in Knop-Medium unter

Cd(l)-Belastung. Genty-Parameter als F,/Fy; n = 5.
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Damit zeigten die Konzentrationen 25 pM und 50 pM von Cu(ll) und Cd(ll) eine
vergleichbare Toxizitat nach sieben Tagen. Die Hochstkonzentration 100 uM fuhrte bei
Cd(ll) zu einem geringeren Vitalitatsverlust als bei Cu(ll).

Im Gegensatz zu den Schwermetallen Cu(ll) und Cd(ll) wirkten sich Pb(Il) und Zn(ll) nicht
nachweisbar auf die Vitalitdt des Mooses aus. Alle Konzentrationsvarianten zeigten tber
den gesamten Versuchszeitraum gegeniber den Kontrollen nicht signifikant veranderte

Werte (Abb. 9 und 10).
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0,2
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1 2 3 4 5 6 7
Zeit [d]
EK 25 pM Pb(ll) M 50 uM Pb(ll) 100 uM Pb(ll)

Abb. 9: Vitalitat von Fontinalis antipyretica wahrend der Kultivierung in Knop-Medium unter

Pb(ll)-Belastung. Genty-Parameter als F,/Fy; n = 5.
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K @25 uM Zn(ll) W50 uM Zn(ll) W 100 uM Zn(ll)

Abb. 10: Vitalitdit von Fontinalis antipyretica wahrend der Kultivierung in Knop-Medium unter

Zn(ll)-Belastung. Genty-Parameter als F,/Fy; n = 5.
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3.2 Intrazellulare Schwermetallaufnahme durch Fontinalis

antipyretica

Ziel dieses Versuches war die Darstellung des intrazellularen Aufnahmeverhaltens von
Fontinalis antipyretica gegenuber Cu(ll), Cd(ll), Pb(Il) und Zn(ll) in Abhangigkeit von Zeit
und Konzentration. Zudem ermdglichten die ermittelten Daten eine detailliertere
Diskussion der Ergebnisse nachfolgender Versuche im Hinblick auf den Einfluss des
intrazellularen Gehaltes an Schwermetall.

Das Moosmaterial (November 1999) wurde mit CuCl,, CdCl,, PbCl, und ZnCl, in den
Konzentrationen 25 yM, 50 uyM und 100 yM Uber einen Zeitraum von einem Tag bis
sieben Tage exponiert (Kap. 2.1.4). Die eingesetzten Konzentrationen entsprachen einer
absoluten Stoffmenge an Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) von 5 pmol, 10 pmol und 20 pmol
pro 2 g FM in 200 ml Knop-Medium. Die Analyse der intrazellularen Schwermetallgehalte
(Anhang Tab. 3) erfolgte mittels AAS (Kap. 2.3.3).

3.2.1 Intrazellulare Aufnahme von Kupfer
Die Proben aller drei Konzentrationen zeigten eine schnelle intrazellulare Aufnahme am

ersten Tag und eine langsame, aber stetige Steigerung der Cu(ll)-Gehalte bis zum

Versuchsende am siebenten Tag (Abb. 11).
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Abb. 11: Intrazelluldre Schwermetallaufnahme von Fontinalis antipyretica nach Belastung mit
25 pyM, 50 M und 100 pM CuCl,. Analyse der Schwermetallgehalte mittels AAS; n = 3.
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Bei einer Applikation von 25 pyM Cu(ll) waren zu diesem Zeitpunkt von den Zellen
0,11 pmol Cu(ll)/g TM (2,3 % des verfigbaren Cu(ll)) aufgenommen. Die Belastung mit
50 uM sowie 100 uM Cu(ll) fuhrte zu einem signifikanten Anstieg des intrazellularen
Schwermetalls im gesamten Versuchszeitraum. Nach sieben Tagen waren
0,20 pmol Cu(ll)/g TM bzw. 0,40 pymol Cu(ll)/g TM aufgenommen, dies entspricht 3,9 %
bzw. 7,9 % des verfugbaren Cu(ll). Der Cu(ll)-Gehalt der Kontrollproben war mittels AAS

nicht nachweisbar, lag somit unterhalb der Nachweisgrenze von 0,16 umol/l.

3.2.2 Intrazellulare Aufnahme von Cadmium

Wie in der Abbildung 12 dargestellt, wurde eine konzentrations- und zeitabhangige,
intrazelluldare Zunahme an Cd(ll) bei allen drei Belastungsvarianten ermittelt.
Maximalgehalte an Cd(ll) wurden stets nach sieben Tagen nachgewiesen. Allerdings
zeigten die Proben unter 25 pM Cd(ll)-Belastung nach drei Versuchstagen einen nur
schwachen Anstieg bis auf 0,06 pmol/g TM, das entspricht 1,3 % des verfugbaren Cd(ll).
Eine signifikante Erhdhung des intrazellularen Cd(l1)-Gehaltes tber den Versuchszeitraum
wies das Moos nach Inkubation mit 50 yM und 100 uM Cd(ll) auf. Die ermittelten
Hochstwerte lagen bei 0,10 pymol/g TM (1,0 %) und 0,14 pmol/g TM (0,7 %). In
Kontrolimaterial wurde mittels AAS 0,01 pmol/g TM Cd(ll) nachgewiesen.

0,15

0,10 -

0,05 - I I I I ﬂ
0,00 - S S B . S .

Cd(ll) [umol/g TM]
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& & & &F FFFF P d
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Abb. 12: Intrazellulare Schwermetallaufnahme von Fontinalis antipyretica nach Belastung mit
25 uM, 50 yM und 100 uM CdCl,. Analyse der Schwermetallgehalte mittels AAS; n = 3.
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3.2.3 Intrazellulare Aufnahme von Blei

Sowohl unter 25 pM und 50 pM als auch unter 100 pM Belastung war die Pb(ll)-
Aufnahme im Wesentlichen nach drei Tagen abgeschlossen. Im weiteren
Versuchszeitraum stiegen die Werte nur leicht bis zum siebenten Tag auf 0,12 pmol/g TM
(2,3 %), 0,20 pymol/g TM (2,0 %) bzw. 0,33 pmol/g TM (1,6 %) an (Abb. 13). In

Kontrollproben wurden Pb(ll)-Gehalte von 0,01 umol/g TM nachgewiesen.
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Abb. 13: Intrazelluldre Schwermetallaufnahme von Fontinalis antipyretica nach Belastung mit
25 pM, 50 pyM und 100 pM PbCl,. Analyse der Schwermetallgehalte mittels AAS; n = 3.

3.2.4 Intrazellulare Aufnahme von Zink

Die Moosproben unter 25 yM und 50 yM Zn(ll)-Belastung wiesen im Versuchszeitraum
einen stetig steigenden Gehalt an Zn(ll) auf (Abb. 14). Maximalwerte von 0,07 ymol/g TM
(1,4 %) und 0,10 ymol/g TM (1,0 %) wurden ermittelt. Auf die Applikation von 100 pM
Zn(ll) reagierten die Proben mit einem signifikanten Anstieg des Zn(ll)-Gehaltes bis zum
siebenten Tag. Der Héchstwert lag hier bei 0,19 pmol/g TM, dies entsprach einer
Aufnahme von 1,0 % des verfiigbaren Zn(ll). Das Kontrollmaterial enthielt 0,02 ymol/g TM
Zn(ll).
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Abb. 14: Intrazellulare Schwermetallaufnahme von Fontinalis antipyretica nach Belastung mit
25 uM, 50 pM und 100 uM ZnCl,. Analyse der Schwermetallgehalte mittels AAS; n = 3.

3.3 Untersuchungen zur zellularen Lokalisation und zum

Bindungsstatus von Kupfer in Fontinalis antipyretica

3.3.1 Intrazellulare Elementverteilung

Die Elementzusammensetzungen elektronendichter Niederschlage der Zellwande, des
Zytoplasmas, der Plastiden und Vakuolen wurden von Kontrollproben und Cu(ll)-
belastetem Material (50 uM, 5 d) anhand von EDX-Spektren untersucht. Die Kultivierung
der Moosproben (Januar 1999) sowie die Schwermetallzugabe erfolgten wie in Kapitel
2.1.3 und 2.1.4 beschrieben. Der in den Spektren stets auftretende Ti-Peak wird durch
das Proben-Tragernetzchen aus Titan verursacht und ist nicht Bestandteil der Probe.

Die Elementanalyse der Niederschlage innerhalb der Zellwand wies in Kontrollproben Si,
Sn, P, Ca, Cu sowie Spuren von Fe nach. In Cu(ll)-belasteten-Proben wurden zusatzlich
Clund Zn gemessen (Abb. 15).
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Abb. 15: EDX-Spektren der Niederschlage aus der Zellwand von Fontinalis antipyretica.
A: K5 d; B: 50 uM Cu(ll), 5 d.

Die Niederschlage im Zytoplasma der Kontrollproben setzten sich aus folgenden
Elementen zusammen: Si, P, S, Cl, Ca und Sn sowie Spuren von Fe, Cu und Zn. Die
Cu(ll)-belasteten Proben wiesen eine ahnliche Elementverteilung auf. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Cu(ll)-Applikation nicht zu einer Anreicherung an Cu aber zu einer
verringerten Konzentration an S im Zytoplasma fuhrt (Abb. 16). Auch die Messungen in
den Niederschldgen der Plastiden (Abb. 17) zeigten eine ahnliche Verteilung der

Elemente Si, P und S in Kontrollen und belasteten Proben.
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Abb. 16: EDX-Spektren der Niederschldge aus dem Zytoplasma von Fontinalis antipyretica.
A: K5 d; B: 50 uM Cu(ll), 5 d.
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Auffallig hierbei war die hohe Konzentration von Cu im Kontrollmaterial, die zusatzlich
nach der Cu(ll)-Applikation stark anstieg. Das Element Cl war nur in belasteten Proben in

aullergewOhnlich hoher Konzentration nachzuweisen.
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Abb. 17: EDX-Spektren der Niederschlage aus den Plastiden von Fontinalis antipyretica.
A: K5d; B: 50 uM Cu(ll), 5 d.
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Abb. 18: EDX-Spektren der Niederschlage aus der Vakuole von Fontinalis antipyretica.
A: K5d; B: 50 uM Cu(ll), 5 d.

In den Vakuolen von Kontrolimaterial wurden die Elemente Si, Sn, Ca und Spuren von Fe,

Cu, Cl und Zn gemessen. Ein auffallig verandertes Spektrum zeigten die Vakuolen Cu(ll)-
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belasteter Proben. Sie enthielten hohe Konzentrationen an Si, P, K, Ca und Zn aber auch
Fe und Cu (Abb. 18).

3.3.2 Der Bindungsstatus von Kupfer in Zytoplasma und Vakuole

Zur Bestimmung des Bindungszustandes von Kupfer innerhalb des Zytoplasmas und der
Vakuolen belasteter Proben wurden EEL-Spektren aufgenommen. Anhand von EDX-
Messungen wurde im Zytoplasma das Element S (Abb. 16) nachgewiesen. Dessen
Bedeutung als maoglicher Cu(ll)-Bindungspartner wurde durch Vergleich mit dem EEL-
Spektum eines Cu-GSH-Standards Uberpriift. Die Ubereinstimmung der Feinstruktur der
Schwefel-L, ;-Kante im Energiebereich von 170-180 eV aus Cu-GSH mit dem Spektrum
des Zytoplasmas wies auf eine mdgliche Bindung des Cu an SH-Gruppen hin (Abb. 19/A).
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Abb. 19: EEL-Spekiren von elektronendichten Niederschlagen aus Fontinalis antipyretica nach
Exposition mit 50 yM Cu(ll), 5d, im Vergleich mit Standardverbindungen und quantenchemischer
Kalkulation (Dichte-Funktional-Theorie, DFT). A: Zytoplasma: Fontinalis antipyretica (1); Cu-GSH-
Standard (2); B: Vakuole: Fontinalis antipyretica (1); Kalziumphosphat (2); DFT-Kalziumphosphat

3).

In den vakuolaren Niederschlagen konnte neben Schwermetallen auch ein hoher Gehalt
des Elementes P ermittelt werden (Abb. 18). Zur Bestimmung des Bindungszustandes

von P wurde, aufgrund seiner geringen Anregungswahrscheinlichkeit das
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Energieverlustspektrum der Sauerstoff-K-lonisationskante aufgenommen. Die Feinstruktur
zeigte einen typischen Verlauf, der sowohl mit dem Standardspektrum von
Kalziumphosphat als auch mit dessen quantenchemischer Kalkulation (DFT) im
Energiebereich von 530 eV-550 eV Ubereinstimmte (Abb. 19/B). Die Ergebnisse wiesen
somit auf eine vakuolare Cu-Bindung an anorganisches Phosphat hin. Polyphosphat als

Cu-Bindungspartner konnte aufgrund differenter Spektren ausgeschlossen werden.

3.4 Charakterisierung schwermetall- und hitzeschockinduzierter

Proteine aus Fontinalis antipyretica

Der Schwerpunkt der Untersuchung einer moglichen Schwermetall- und
Hitzeschockstressantwort von Fontinalis antipyretica auf Proteinebene lag auf der
Detektion induzierbarer, niedermolekularer Proteine bis ca. 20 kDa.

Das in den folgenden Versuchen verwendete Moosmaterial wurde wie in Kap. 2.1.3
beschrieben kultiviert und mit Schwermetallen exponiert (Kap. 2.1.4) bzw. einem
Hitzestress ausgesetzt (Kap. 2.1.5). Analysiert wurden Proteinproben nach Cu(ll)-, Cd(ll)-,
Pb(ll)- und Zn(ll)-Applikation unterschiedlicher Konzentration (25-100 uM) bzw. nach

Hitzestress lber einen Zeitraum von vier Stunden, einem Tag und drei Tagen.

3.4.1 Eindimensionale Proteinmuster unter Schwermetalleinfluss,
Hitzeschock und nach Hitzefallung (SDS-PAGE)

Die Proteinpellets (Kap. 2.5.1) wurden in Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-
PAGE (Kap.2.5.5.1) aufgetrennt. In Abbildung 20 sind Proteinmuster typischer
eindimensionaler SDS-Gele nach Cu(ll)-, Cd(ll)-, Pb(ll)- oder Zn(ll)-Belastung mit 50 uM
dargestellt. Der Vergleich der Bandenmuster schwermetallexponierter Proben zeigte eine,
vermutlich kultivierungsbedingt, induzierte Proteinbande im Bereich von ca. 50 kDa
(Bande A) und ca. 45 kDa (Bande B) in Kontroll- als auch in schwermetallbelasteten
Proben der Kulturversuche Uber vier Stunden, einen Tag und drei Tage, nicht aber in
unkonditionierten Kontrollproben (K frisch). Dem gegenuber trat eine ca. 14 kDa-Bande in
K frisch verstarkt auf (nicht bezeichnet). Eine ca. 70 kDa-Bande (Bande C) wurde in allen

kultivierten Kontrollen sowie in den Proben der Schwermetallvarianten festgestelit.
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Abb. 20: Eindimensionale Trennung pufferldslicher Proteine aus Fontinalis antipyretica nach
Schwermetallapplikation (50 pM) durch SDS-PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahit:
10-20%iges Tris/Tricin-Gradientengel, 10 ug Protein pro Spur, Silberfarbung.

Spur 1: jeweils Molekulargewichtsmarker (Wide Range Protein Standard, NOVEX).

A: 4 h; Spur 2: K frisch; Spur 3: K; Spur 4: Cu(ll); Spur 5: Cd(ll); Spur 6: Pb(ll); Spur 7: Zn(ll).

B: 1 d; Spur 2: K frisch; Spur 3: K; Spur 4: Cu(ll); Spur 5: Cd(ll); Spur 6: Pb(ll); Spur 7: Zn(ll).

C: 3 d; Spur 2: K frisch; Spur 3: K; Spur 4: Cu(ll); Spur 5: Cd(ll); Spur 6: Pb(ll); Spur 7: Zn(ll).

Zur speziellen Detektion von hitzeschockinduzierten Metallothioneinen (Murphy et al.,
1995) wurde das Moos einem Hitzestress (Kap. 2.1.5) ausgesetzt. In der Abbildung 21
sind SDS-Gele hitzeschockexponierter Proben dargestellt. Eine verstarkte Expression von
Proteinen im niederen Molekulargewichtsbereich konnte nur in K 30 °C, 1 d (Bande D, ca.
10 kDa) nachgewiesen werden. Die Proteinbanden A und B im Bereich von ca. 50 kDa

und ca. 45 kDa traten temperaturunabhangig in allen Proben dieses Versuches auf.
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Abb. 21: Eindimensionale Trennung pufferlGslicher Proteine aus Fontinalis antipyretica nach
Hitzeschock durch SDS-PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahlt: 10-20%iges Tris/Tricin-
Gradientengel, 15 pg Protein pro Spur, Silberfarbung.

Spur 1: jeweils Molekulargewichtsmarker (Wide Range Protein Standard, NOVEX).

A: 4 hund1d; Spur2: K10 °C 4 h; Spur 3: K20 °C 4 h; Spur 4: K30 °C, 4 h; Spur 5: K10 °C, 1 d;
Spur 6: K20 °C, 1d; Spur 7: K30 °C, 1d.

B: 3 d; Spur 2: K10 °C; Spur 3: K 20 °C; Spur 4: K30 °C.

Weiterhin war die Expression der Proteinbande bei ca. 70 kDa (Bande C) in allen Zeit-
und Temperaturvarianten ersichtlich (Abb. 21). Auch ein langfristiger Hitzestress von
30 °C fuhrte zu keiner sichtbaren Veranderung des Proteinmusters.

Die von McCormick et al. (1991) beschriebene Isolierung von Metallothioneinen mittels
Hitzefallung wurde an Kontrollen, Cu(ll)- und Cd(ll)-belasteten Proben (1 d) durchgefiihrt.
Auf diese Weise konnte eine Konzentrierung der hitzestabilen Proteine erreicht werden.
Die Abbildung 22 zeigt die typischen Proteinmuster der gelelektrophoretischen Trennung.
Infolge der Cu(ll)-Exposition kam es in einem Fall zu einer verstarkten Expression eines
hitzestabilen Proteins (Bande G; ca. 20 kDa). Dagegen wies die Kontrollprobe eine
verstarkte Intensitadt der Bande bei ca. 30 kDa und 25 kDa sowie der Bande E
(ca. 14 kDa) und F (ca. 7 kDa) auf. Eine Proteinbande bei ca. 70 kDa trat nur in der
Kontrollprobe auf. Zur naheren Charakterisierung wurde von den Banden E, F und G eine

Micro-Sequenzanalyse durchgefiihrt (Kap. 2.5.10).
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W
[kDa] 1 2 3 4 5

Abb. 22: Eindimensionale Trennung hitzegefallter Proteine aus Fontinalis antipyretica durch SDS-
PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahlt: 10-20%iges Tris/Tricin-Gradientengel, 15 ug
Protein pro Spur, Silberfarbung.

Spur 1: Molekulargewichtsmarker (Wide Range Protein Standard, NOVEX).

Spur 2: K frisch; Spur 3: K 1 d; Spur 4: 50 yM Cu(ll), 1 d; Spur 5: 50 uM Cd(ll), 1 d.

3.4.2 Zweidimensionale Proteinmuster unter Schwermetalleinfluss

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (Kap. 2.5.5.2) ist durch die Kombination von
isoelektrischer Fokussierung und SDS-Gelelektrophorese in der Lage, komplexe
Proteingemische hochauflésend aufzutrennen und somit das Proteom unter definierten
Bedingungen darzustellen. Werden Proteinmuster unterschiedlicher Zustdnde im
subtraktiven Ansatz miteinander verglichen, so kénnen veranderte Muster der
Proteinexpression auf beeinflussende Reaktionen hinweisen.

Ziel dieser Untersuchungen war die Detektion schwermetallinduzierbarer Proteine im
niederen Molekulargewichtsbereich (bis 20 kDa). Dabei bildete die Reaktion von
Fontinalis antipyretica (unterschiedliche Probennahmen) hinsichtlich der Expression von
Metallothioneinen nach dreitdgigem Cu(ll)-, Cd(ll)-, Pb(ll)- oder Zn(ll)-Stress den
Schwerpunkt.

Das Molekulargewicht pflanzlicher Metallothioneine liegt im Bereich von 4,5 kDa-8,0 kDa
(Binz und Ka&agi, 1999), typische pl-Werte werden mit 4,1 bis 8,6 angegeben
(Yang et al., 2000). Entsprechend der Aufgabenstellung diente ein subtraktiver Ansatz,
also ein Vergleich von Kontrolle und schwermetallbelasteten Proben, um Differenzen im

Proteinmuster aufzuzeigen. Zudem sollten die 2D-Blots aller Proben auf eine positive
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Kreuzreaktion mit dem anti-Peptid-AK Metallothionein p2 geprift werden (Kap. 2.5.7).
Grundlage einer spateren 2D-Gel-Analyse war die Erarbeitung eines fiir das Moos
optimalen Protokolls der Probenvorbereitung und Proteintrennung in der ersten und
zweiten Dimension. In Vorversuchen wurden fir die isoelektrische Fokussierung IPG-
Streifen von 11 cm Lange im pH-Wert-Bereich 3-10 sowie 15%ige SDS-Gele (Schagger
und Jagow, 1987) der GroRe 14 cm x 18 cm getestet. Entsprechend dem
charakteristischen Proteinmuster von Fontinalis antipyretica wurde eine verbesserte
Auflésung mit IPG-Streifen von 7 cm Lange im pH-Wert-Bereich 4-7 und 15%igen SDS-
Mini-Gelen erzielt.

Die Bildauswertung erfolgte mit der Software MELANIE 3.05g (GeneBio, Geneva
Bioinformatics S. A.). Es wurden die Gele der Proben einer Charge, das heilt Proben
gleicher Probennahme, Extraktion und desselben I|EF-Laufs analysiert. Als
Detektionsparameter fir induzierte Spots wurde ein im Vergleich zum &quivalenten
Kontrollspot mindestens 5fach erhohtes Volumen festgelegt.

Im Folgenden sind silbergefarbte 2D-Gele sowie abstrakte Gele (konstruiert aus Kontroll-
und Vergleichsgel nach dem Kontroll-Matching) dargestellt. Dabei sind alle identifizierten
Spots rot dargestellt. Die im Vergleich zur Kontrolle induzierten Spots (grin) und die im
niederen Molekulargewichtsbereich verstarkt exprimierten Proteine (rot) sind mit ihren

Spotnummern aufgefuhrt.

3.4.2.1 Proteinmuster der Kontrolle

Im 2D-Gel der Kontrolle wurden in einem pH-Wert-Bereich von 3,5 bis 7,0 und einem

Molekulargewichtsbereich von 6 kDa bis 100 kDa 100 Proteinspots detektiert. Die

Abbildung 23 zeigt das 2D-Gel sowie das abstrakte Gel mit der Bezeichnung einzelner

Spots, die flr weitere Vergleiche mit anderen Proben relevant waren.
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Abb. 23: Darstellung des zweidimensional getrennten Proteinmusters der Probe K 3 d aus

Fontinalis antipyretica. Bedingungen: |IEF: IPG-Streifen, pH-Wert 4-7/7 cm, 100 yg Protein; SDS-

Page: 15%iges Tris/Tricin-Minigel. A: Silberfarbung. B: abstraktes Gel, Bezeichnung relevanter

Spots, die fur den quantitativen Vergleich unterschiedlicher Proben herangezogen wurden.
Molekulargewichtsmarker: Wide Range Protein Standard (NOVEX). IEF-Marker: SERVA Liquid Mix

(SERVA).
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3.4.2.2 Proteinmuster unter Kupferbelastung

Infolge der dreitagigen Belastung mit 50 pyM Cu(ll) wurde ein maximal verandertes
Proteinmuster detektiert (Abb. 24). Die Probe zeigte 3 induzierte Proteinspots (pl: 3,9-7,2)
im Molekulargewichtsbereich bis 8 kDa (Tab. 3).

M, 3,5 4,2 5,2 6,0 6,9 pH
[kDa] - oy - . .
66,3 -
55,4 -
36,5 -
£
31,0 - A
E ]
21,5 -
14,4 -
6,0 -
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[kDa] ] 1 1 ] ]
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64 67° 69 62
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Abb. 24: Darstellung des zweidimensional getrennten Proteinmusters der Probe 50 uM Cu(ll), 3 d
aus Fontinalis antipyretica. Bedingungen: IEF: IPG-Streifen, pH-Wert 4-7/7 cm, 100 ug Protein;
SDS-Page: 15%iges Tris/Tricin-Minigel. A: Silberfarbung. B: abstraktes Gel (nach Kontroll-Match),
grine  Spots/Spotnummer: induziert; rote  Spots/Spotnummer:  verstarkt  exprimiert.
Molekulargewichtsmarker: Wide Range Protein Standard (NOVEX). IEF-Marker: SERVA Liquid Mix
(SERVA).
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Im Bereich bis 20 kDa konnten insgesamt 3 verstarkt exprimierte und 10 induzierte Spots
mit pl-Werten von 3,8 bis 7,2 nachgewiesen werden. Die Gesamtspotzahl im pH-Wert-
Bereich 3,5 bis 7,0 und dem Molekulargewichtsbereich bis 100 kDa betrug 118.

Tab. 3: Unter Cu(ll)-Einfluss verstarkt exprimierte bzw. induzierte Proteine* im Molekular-
gewichtsbereich bis 20 kDa. Detektion aquivalenter Spots Uber 2D-Gel-Matching von Cu(ll)-
belasteter Probe und Kontrolle. Software: MELANIE 3.05g (GeneBio, Geneva Bioinformatics S. A.).

Protein/Spotnummer | M, [ pl | Protein/Spothummer | My, | pl
88* 18 | 3,8 99* 13 | 6,0
89 17 | 4,2 104 10 | 4,0
91* 17 1 5,0 106* 10 | 4,9
93* 17 1 6,9 111* 8 |72
95 151 3,9 112* 8 | 6,0
97* 14 | 54 113* 7 139
98* 14 | 4,1

3.4.2.3 Proteinmuster unter Cadmiumbelastung

Nach dreitagiger Cd(ll)-Belastung

(50 uM) wies das zweidimensional

getrennte

Proteinmuster keine Anderung im Molekulargewichtsbereich bis 8 kDa auf (Abb. 25).
Insgesamt wurden im pH-Wert-Bereich von 3,5 bis 7,0 und einem Molekular-
gewichtsbereich bis 100 kDa 86 Proteinspots detektiert. Davon wurden 5 Spots
(< 20 kDa) verstarkt exprimiert und 5 induziert (Tab. 4).

Tab. 4: Unter Cd(ll)-Einfluss verstarkt exprimierte bzw. induzierte Proteine* im Molekular-
gewichtsbereich bis 20 kDa. Detektion aquivalenter Spots Uber 2D-Gel-Matching von Cd(ll)-
belasteter Probe und Kontrolle. Software: MELANIE 3.05g (GeneBio, Geneva Bioinformatics S. A.).

Protein/Spotnummer | M,, | pl | Protein/Spotnummer | M,, | pl
71* 20 | 5,6 81* 16 | 5,5
72 19 | 4,2 82* 15 | 4,2
73 19 | 4,3 83 14 | 4,4
78* 17 | 6,2 84 14 | 4,5
80* 16 | 6,0 85 14 | 5,0
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Abb. 25: Darstellung des zweidimensional getrennten Proteinmusters der Probe 50 uM Cd(ll), 3 d
aus Fontinalis antipyretica. Bedingungen: IEF: IPG-Streifen, pH-Wert 4-7/7 cm, 100 ug Protein;
SDS-Page: 15%iges Tris/Tricin-Minigel. A: Silberfarbung. B: abstraktes Gel (nach Kontroll-Match),
grine  Spots/Spotnummer:  induziert; rote  Spots/Spotnummer:  verstarkt  exprimiert.
Molekulargewichtsmarker: Wide Range Protein Standard (NOVEX). IEF-Marker: SERVA Liquid Mix
(SERVA).
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3.4.2.4 Proteinmuster unter Bleibelastung

Die Probe 50 puM Pb(ll), 3 d wies im vorgegebenen pH-Wert- und
Molekulargewichtsbereich insgesamt 72 Spots auf, davon 2 verstarkt exprimierte und
2 induzierte Proteine (< 20 kDa) mit pl-Werten von 4,4 und 4,6 (Tab. 5). Im Bereich bis
8 kDa trat kein verandertes Proteinmuster auf (Abb. 26).
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Abb. 26: Darstellung des zweidimensional getrennten Proteinmusters der Probe 50 uM Pb(ll), 3 d
aus Fontinalis antipyretica. Bedingungen: |IEF: IPG-Streifen, pH-Wert 4-7/7 cm, 100 ug Protein;
SDS-Page: 15%iges Tris/Tricin-Minigel. A: Silberfarbung. B: abstraktes Gel (nach Kontroll-Match),
grine  Spots/Spotnummer:  induziert; rote  Spots/Spotnummer:  verstarkt  exprimiert.

Molekulargewichtsmarker: Wide Range Protein Standard (NOVEX). IEF-Marker: SERVA Liquid Mix
(SERVA).
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Tab. 5: Unter Pb(ll)-Einfluss verstarkt exprimierte bzw. induzierte Proteine* im Molekular-
gewichtsbereich bis 20 kDa. Detektion aquivalenter Spots Uber 2D-Gel-Matching von Pb(ll)-
belasteter Probe und Kontrolle. Software: MELANIE 3.05g (GeneBio, Geneva Bioinformatics S. A.).

Protein/Spotnummer | M,, | pl | Protein/Spotnummer | M,, | pl

o7 20 | 44 64* 16 | 4,5
61* 18 | 4,6 66 15 | 4,6

3.4.2.5 Proteinmuster unter Zinkbelastung

Auch in diesem Versuch zeigte das zweidimensional getrennte Proteinmuster als
Reaktion auf die dreitdgige Zn(ll)-Applikation (50 pM) keine Anderung im
Molekulargewichtsbereich bis 8 kDa (Abb. 27). Insgesamt konnten im pH-Wert-Bereich
von 3,5 bis 7,0 und einem Molekulargewichtsbereich bis 100 kDa 103 Proteinspots
detektiert werden. Davon wurden 5 Spots (< 20 kDa) verstarkt exprimiert und 7 induziert
(Tab. 6).

Tab. 6: Unter Zn(I)-Einfluss verstarkt exprimierte bzw. induzierte Proteine* im Molekular-
gewichtsbereich bis 20 kDa. Detektion &quivalenter Spots Uber 2D-Gel-Matching von Zn(ll)-
belasteter Probe und Kontrolle. Software: MELANIE 3.05g (GeneBio, Geneva Bioinformatics S. A.).

Protein/Spotnummer | M,, | pl | Protein/Spotnummer | M,, | pl
89 20 | 4,3 96* 15 | 4,2
90 18 | 4,2 97* 15 | 4,0
91* 18 | 4,0 99 12 | 4,5
92* 15 | 5,6 101 13 | 5,2
93* 15 | 5,5 102* 12 | 4,2
95* 15 | 4,4 104 10 | 3,9
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Abb. 27: Darstellung des zweidimensional getrennten Proteinmusters der Probe 50 uM Zn(ll), 3 d
aus Fontinalis antipyretica. Bedingungen: IEF: IPG-Streifen, pH-Wert 4-7/7 cm, 100 ug Protein;
SDS-Page: 15%iges Tris/Tricin-Minigel. A: Silberfarbung. B: abstraktes Gel (nach Kontroll-Match),
grine  Spots/Spotnummer: induziert; rote  Spots/Spotnummer:  verstarkt  exprimiert.
Molekulargewichtsmarker: Wide Range Protein Standard (NOVEX). IEF-Marker: SERVA Liquid Mix
(SERVA).
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3.4.3 Antigen-Antikorper-Reaktionen

Ziel dieses Versuches war die immunologische Detektion schwermetall- und hitzeschock-
induzierbarer Metallothioneine, Hitzeschockproteine und Cyclophiline in Fontinalis
antipyretica (verschiedene Probennahmen). Die verwendeten Antikorper sowie deren
eingesetzte Verdlnnungen sind im Kapitel 2.5.7.1 beschrieben.

Getestet wurde die Reaktion auf folgende Schwermetalle: Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll),
jeweils in der Konzentration 50 uM (Kap. 2.1.4) sowie auf die Temperaturen 20 °C und
30 °C (Kap. 2.1.5). Die jeweiligen Kontrollen bildeten unbelastete Proben, die bei einer
Temperatur von 10 °C kultiviert wurden. Fur zeitlich differenzierte Aussagen wurden
Kurzzeitversuche Uber vier Stunden und Langzeitversuche Uber einen Tag und drei Tage
durchgefiihrt. Flr quantitative Vergleiche wurden die detektierten Signalintensitaten
densidometrisch analysiert und in Prozent [%] zur Kontrolle [100 %] angegeben (Anhang
Tab. 4 und 5).

3.4.3.1 Immunreaktion des anti-Peptid-Antikorpers Metallothionein p2

Im Ergebnis der immunologischen Detektion von MT p2-homologen Antigenen in
schwermetallexponiertem Material zeigten sowohl Kontrollen als auch Cu(ll)-, Cd(ll)-,
Pb(ll)- und Zn(ll)-Proben aller Zeitvarianten mit dem anti-Peptid-AK eine positive
Kreuzreaktion einer Doppelbande bei ca. 8 kDa (Abb. 28). Zur weiteren Charakterisierung
wurde von den entsprechenden Banden des Coomassie-Geles eine
Proteinsequenzanalyse durchgefiihrt (Kap. 3.4.5.2).

Unspezifische Kreuzreaktionen traten nicht auf. Als Positivkontrolle wurde eine MAP-
Probe (Kap. 2.5.7.1) eingesetzt, die synthesebedingt mit drei Proteinbanden (ca. 3 kDa,
6 kDa und 14 kDa) positiv kreuzreagierte (Abb. 28/D).

Die Signale des Kurzzeitversuches (Abb. 28/A) deuteten aufgrund der positiven
Doppelbande auf zwei konstitutive Proteine, deren Exprimierung nach vierstiindiger
Zn(ll)-, Pb(ll)- und Cu(ll)-Belastung verringert wurde (59 %, 65 % und 73 %). Im
Gegensatz dazu wies die Signalintensitat der Cd(ll)-Probe (111 %) auf eine verstarkte

Synthese der detektierten Proteine hin.
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Abb. 28: Immunreaktion des anti-Peptid-Antikdrpers Metallothionein p2 mit Proteinen
schwermetallbelasteter Proben (50 pM) aus Fontinalis antipyretica. Eindimensionale
Proteintrennung durch SDS-PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahlt: 10-20%iges
Tris/Tricin-Gradientengel, 10 ug Protein pro Spur/MAP 0,5 pg. Western Blot auf NC-Membran
(Kap. 2.5.5.3). Anti-Peptid-AK-Verdinnung in PBS 1:50.000. Detektion mittels Peroxidase
gekoppeltem tertidrem AK und ECL-Reagenz (SuperSignal West Dura; PIERCE).

A: 4 h: Spur 1: K; Spur 2: Cu(ll); Spur 3: Cd(Il); Spur 4: Pb(ll); Spur 5: Zn(ll).

B: 1 d: Spur 1: K; Spur 2: Cu(ll); Spur 3: Cd(Il); Spur 4: Pb(Il); Spur 5: Zn(Il).

C: 3 d: Spur 1: K; Spur 2: Cu(ll); Spur 3: Cd(ll); Spur 4: Pb(ll); Spur 5: Zn(ll).

D: Positivkontrolle (MAP).

Eine 24-stiindige Applikation der Schwermetalle fiihrte in allen Belastungsvarianten zu
einer verminderten Kreuzreaktion (Abb. 28/B). Auch hier zeigte die Zn(ll)-Probe im
Vergleich zur Kontrolle mit 17 % die schwachste Reaktion, gefolgt von der Cd(ll)-Probe
mit 30 % und der Cu(ll)-Probe mit 47 %. Wiederum trat infolge einer Pb(ll)-Belastung die
geringste Signalreduktion mit 84 % auf. Dieser Trend wurde durch die Ergebnisse des
Langzeitversuches (3 d) bestatigt (Abb. 28/C). Es kam zu einem weiteren Absinken der
Signalintensitaten der Cd(ll)-, Cu(ll)- und Pb(ll)-Probe auf 18 %, 24 % und 45 %. Die
Zn(Il)-Probe wies eine Signalstarke von 23 % auf.

Insgesamt konnte eine schwermetallspezifisch und zeitabhangig verringerte Exprimierung
der mittels anti-Peptid-AK Metallothionein p2 detektierten Doppelbande bei ca. 8 kDa
festgestellt werden. Die Immunoblots der Proben des Hitzeschockversuches sowie der
2D-getrennten Proben des Schwermetallversuches (Kap. 3.4.1 und 3.4.2) wiesen ebenso
wie die Proteinfraktion der Hitzefallung (Kap. 3.4.1) unter den gegebenen Bedingungen

keine positiven Immunreaktionen auf (nicht dargestelit).
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3.4.3.2 Immunreaktion des anti-HSP 70-Antikorpers

Eine mdgliche Induktion von Hitzeschockproteinen der HSP 70-Familie infolge einer
Schwermetallapplikation oder eines Hitzeschocks wurde unter Verwendung eines anti-
HSP 70-AK (Kap. 2.5.7.1) Uberprift. Als Positivkontrolle wurde eine HSP 70-positive
Proteinprobe aus Tabak (Nicotiana tabacum L.; 40 °C, 4 h; Frau Dr. O. Lubaretz,
Arbeitsgruppe Schwermetallstress; IPB Halle/Saale) verwendet.

An schwermetallexponierten Proben im Kurzzeitversuch konnte anhand der positiven
Kreuzreaktion eines Proteins mit einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa die Induktion
einer schnellen Stressantwort infolge der 50 uyM Cd(ll)- oder Cu(ll)-Belastung
nachgewiesen werden (Abb. 29/A). Die Kreuzreaktion entsprach einer Signalintensitat von
4900 % und 2600 % im Vergleich zur Kontrolle, die ebenso wie Pb(ll)- und Zn(ll)-Proben

keine positiven Signale zeigten.

Abb. 29: Immunreaktion des anti-HSP 70-Antikérpers mit Proteinen schwermetallbelasteter
Proben (50 uM) aus Fontinalis antipyretica. Eindimensionale Proteintrennung durch SDS-PAGE.
Folgende Bedingungen wurden gewahlt: 10-20%iges Tris/Tricin-Gradientengel, 10 ug Protein pro
Spur/MAP 0,5 ug. Western Blot auf NC-Membran (Kap. 2.5.5.3). Anti-Peptid-AK-Verdiinnung in
PBS 1:5.000. Detektion mittels Peroxidase gekoppeltem tertiarem AK und ECL-Reagenz
(SuperSignal West Dura; PIERCE).

A: 4 h: Spur 1: K; Spur 2: Cu(ll); Spur 3: Cd(ll); Spur 4: Pb(ll); Spur 5: Zn(ll).

B: 1 d: Spur 1: K; Spur 2: Cu(ll); Spur 3: Cd(ll); Spur 4: Pb(ll); Spur 5: Zn(ll); Spur 6:
Positivkontrolle Kurbis, 40 °C.

Im Ergebnis des eintagigen Langzeitversuches reagierte die Cd(ll)-Probe mit maximaler
Signalintensitat (700 %) im oben genannten Molekulargewichtsbereich (Abb. 29/B).
Schwache Kreuzreaktionen traten bei Cu(ll), Pb(ll) und Zn(ll) auf, die Kontrollprobe zeigte

kein Signal. Infolge der Schwermetallbelastung Uber drei Tage traten keine weiteren
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Anderungen auf (nicht gezeigt). Zuséatzlich kam es bei allen getesteten Proben der
Langzeitversuche zu einer unspezifischen Kreuzreaktion eines Proteins bei ca. 25 kDa.
Dies kdnnte auf eine unspezifische Reaktion der karbonischen Anhydrase zuriickzufiihren
sein (nicht dargestellt; personliche Mitteilung Herr Dr. J. Miersch).

Es kann somit festgestellt werden, dass das detektierte Protein nicht konstitutiv exprimiert,
jedoch unter vierstindiger Cu(ll)- und Cd(ll)-Belastung induziert wird. Eine
Langzeitbelastung flihrte insbesondere bei Cu(ll), bei Cd(ll) zeitverzogert, zu
verminderten Signalintensitaten der Kreuzreaktion. Pb(ll)- und Zn(ll)-belastete Proben
reagierten mit dem Antikoérper nur schwach.

Im Falle von hitzeschockbehandelten Proben wurde eine zeit- und temperaturabhangige
Induktion des mittels anti-HSP 70-AK positiv detektierten Proteins nachgewiesen
(Abb. 30). Unspezifische Kreuzreaktionen traten nicht auf. Die Proteine der jeweiligen
Kontrollen (10 °C) reagierten mit dem Antikorper nicht. Beide Temperaturvarianten,
K 20 °C und K 30 °C, zeigten sowohl im Kurzzeitversuch als auch in beiden
Langzeitversuchen eine positive Kreuzreaktion. Die maximal induzierte Signalintensitat
wurde jeweils nach eintdgigem Hitzeschock (2000 % und 3200 %) erreicht. Dabei fuhrte

ein Hitzeschock Uber 30 °C in allen Zeitvarianten zu der starksten Signalinduktion.

Abb. 30: Immunreaktion des anti-HSP 70-Antikbrpers mit Proteinen hitzeschockbehandelter
Proben von Fontinalis antipyretica. Eindimensionale Proteintrennung durch SDS-PAGE. Folgende
Bedingungen wurden gewahlt: 10-20%iges Tris/Tricin-Gradientengel, 10 pg Protein pro Spur/
MAP 0,5 ug. Western Blot auf NC-Membran (Kap. 2.5.5.3). Anti-Peptid-AK-Verdiinnung in PBS
1:50.000. Detektion mittels Peroxidase gekoppeltem tertiarem AK und ECL-Reagenz (SuperSignal
West Dura; PIERCE).

A: 4 h: Spur 1: K10 °C; Spur 2: K 20 °C; Spur 3: K30 °C.

B: 1 d: Spur 1: K10 °C; Spur 2: K 20 °C; Spur 3: K30 °C.

C: 3 d: Spur 1: K10 °C; Spur 2: K 20 °C; Spur 3: K 30 °C; Spur 4: Positivkontrolle Kirbis, 40 °C.

74



Ergebnisse

Da der eingesetzte AK sehr spezifisch mit cytosolischem HSP 70-Protein kreuzreagiert
(Neumann et al., 1987), wurde auf eine weitere Charakterisierung der detektierten Bande

verzichtet.

3.4.3.3 Immunreaktion des anti-HSP 17-Antikorpers

Die Induktion von Hitzeschockproteinen der HSP 17-Familie infolge einer
Schwermetallapplikation oder eines Hitzeschocks wurde unter Verwendung des
anti-HSP 17-AK (Kap. 2.5.7.1) Uberprift. Als Positivkontrolle wurde eine HSP 17-positive
Proteinprobe aus Tabak (Nicotiana tabacum L.; 40 °C, 4 h; Frau Dr. O. Lubaretz,
Arbeitsgruppe Schwermetallstress; IPB Halle/Saale) verwendet.

Sowohl im Kurzzeit- als auch im Langzeitversuch wurde in allen untersuchten Proben (mit
Ausnahme der Positivkontrolle) keine positive Kreuzreaktion im Molekulargewichtsbereich

von ca. 17 kDa nachgewiesen (nicht dargestellt).

3.4.3.4 Immunreaktion des anti-Peptid-Antikorpers Cyclophilin 18

Die Prufung einer mdglichen Cyclophilin-Induktion infolge der Schwermetallbelastung
erfolgte mit Hilfe eines anti-Peptid-AK gegen Cyclophilin-Konsensussequenzen
(Kap. 2.5.7.1). Als Positivkontrolle wurde humanes Cyclophilin 18 verwendet.

Die Proben des Kurzzeit- als auch des Langzeitversuches zeigten im Gegensatz zur
Postivkontrolle keine positive Kreuzreaktion mit dem AK im Molekulargewichtsbereich von
ca. 18 kDa. Unspezifische Kreuzreaktionen traten jedoch bei ca. 30 kDa-55 kDa auf (nicht

dargestellt).

3.4.4 Affinitatschromatographie

3.441 Isolierung schwermetallbindender Proteine mittels immobilisierter
Metallchelat-Affinitditschromatographie (IMAC)

Die IMAC stellte die erste Reinigungsstufe zur Anreicherung schwermetallbindender und
cysteinhaltiger Proteine im niederen Molekulargewichtsbereich dar. Aufgrund der hohen
Affinitat der Cu(ll)-lonen gegentber den Aminosauren Cystein, Histidin und Tryptophan,

wurde Cu(ll) als immobilisiertes Metallion (Kap. 2.5.8.2) eingesetzt.
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In Anlehnung an Murphy et al. (1997) erfolgte die Induktion der oben erwahnten Proteine
mit 50 pM Cu(ll) im Langzeitversuch (ber drei Tage unter den in Kapitel 2.1.4
beschriebenen Bedingungen. Untersucht wurden sowohl Cu(ll)-belastete Proben als auch
Kontrollen derselben Probennahme.

Der Proteingehalt der Eluate (Anhang Tab. 6) der Proben K 3 d und 50 uM Cu(ll), 3 d
betrug durchschnittlich 0,14 % bzw. 0,15 % des applizierten Gesamtproteins und lag
somit im von Murphy et al. (1997) angegebenen Bereich. Die aufgereinigte Fraktion der
Kontrollprobe wies in der eindimensionalen SDS-PAGE zwei Hauptbanden im
Molekulargewichtsbereich von ca. 40 kDa und 32 kDa auf. Dagegen konnten in der Cu(ll)-
belasteten Probe zwei Hauptbanden bei ca. 14 kDa und 12 kDa (Banden H und 1)
detektiert werden (Abb. 31). Zur Charakterisierung der Banden H und | wurde eine Micro-
Sequenzanalyse durchgefiihrt (Kap. 3.4.5.3). Um eine Reoxidation der Cysteine zu
vermeiden, wurden die denaturieten und reduzierten Proteine wahrend der

Probenvorbereitung zur SDS-PAGE mit lodacetamid derivatisiert.

M, 1 2 3 4
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Abb. 31: Eindimensionale Trennung affinitatschromatographisch angereicherter Proteine (IMAC)

aus Fontinalis antipyretica durch SDS-PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahit: 10-20%iges
Tris/Tricin-Gradientengel, 10 ug Protein Spur 2 und 4, 5 pg Protein Spur 3 und 5; Silberfarbung.
Spur 1: Molekulargewichtsmarker (Wide Range Protein Standard, NOVEX).

Rohextrakt: Spur 2: K 3 d; Spur 4: 50 uM Cu(ll), 3 d.

Eluat: Spur 3: K 3 d; Spur 5: 50 uM Cu(ll), 3 d.
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3.44.2 Isolierung thiolhaltiger Proteine mittels kovalenter Affinitats-

chromatographie

Die zweite Reinigungsstufe bildete die kovalente Affinitdtschromatographie (Kap. 2.5.8.3),
wobei thiolhaltige Proteine kovalent an reaktive 2-Thiopyridyldisulfidgruppen unter Bildung
von Disulfidkomlexen gebunden werden. Vorversuche zeigten, dass die nachfolgende
Aufreinigung der IMAC-Eluate mit Hilfe der Thiopropyl Sepharose unter den gegebenen
Bedingungen nicht effizient war, so dass im weiteren Verfahren das Proteinrohextrakt
eingesetzt wurde.

Im Eluat der Proben K 3 d und 50 uM Cu(ll), 3 d konnte durchschnittlich 0,02 % bzw.
0,01 % des applizierten Proteins nachgewiesen werden (Anhang Tab. 7). Im Ergebnis der
gelelektrophoretischen Trennungen (Abb. 32) zeigten die Eluate der Kontrolle und der
Cu(ll)-belasteten Probe jeweils unterschiedliche Bandenmuster. In der Probe K 3 d traten
insgesamt finf Hauptbanden mit einem Molekulargewicht von ca. 34 kDa, 24 kDa,
16 kDa, 12 kDa (Bande J) und 8 kDa auf. Wahrend in der Probe 50 uM Cu(ll), 3 d vier
Hauptbanden im Bereich von ca. 28 kDa und 24 kDa sowie 14 kDa (Bande K) und 10 kDa
detektiert wurden.
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Abb. 32: Eindimensionale Trennung affinititschromatographisch angereicherter, thiolhaltiger
Proteine aus Fontinalis antipyretica durch SDS-PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahilt:
10-20%iges Tris/Tricin-Gradientengel, 10 ug Protein pro Spur; Silberfarbung.

Spur 1: Molekulargewichtsmarker (Wide Range Protein Standard, NOVEX).

Rohextrakt: Spur 2: K 3 d; Spur 4: 50 uM Cu(ll), 3 d.

Eluat: Spur 3: K 3 d; Spur 5: 50 uM Cu(ll), 3 d.
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Zur naheren Charakterisierung bzw. Identifizierung wurden Micro-Sequenzanalysen der
coomassiegefarbten Proteinbanden J und K durchgefuhrt (Kap. 3.4.5.3). Um eine
Reoxidation der Cysteine zu vermeiden, wurden die denaturierten und reduzierten
Proteine wahrend der Probenvorbereitung zur SDS-PAGE mit lodacetamid derivatisiert
(Kap. 2.5.4).

3.4.5 Identifizierung ausgewahlter Proteine mittels Massenspektrometrie und

Micro-Sequenzierung

Datenbankrecherchen zur Identifizierung der Peptid- und Fragmentmassen erfolgten mit
dem MASCOT-Programm (http://www.matrixscience.com). Fir Aminosauresequenz-
vergleiche wurden die Programme BLASTP und TBLASTN (Altschul et al., 1997) der
NCBI-Datenbank eingesetzt.

3.4.5.1 MALDI-TOF-MS und Micro-Sequenzanalyse von hitzeinduzierten sowie

hitzestabilen Proteinen

Zur ldentifizierung der hitzeinduzierten Proteinbande D in der Probe K 30 °C, 1 d
(Abb. 21/A, Seite 61) und den hitzestabilen Banden E und F in der Probe K 1 d sowie der
Bande G in 50 uyM Cu(ll), 1 d (Abb. 22, Seite 62) wurden Aminosauresequenzen ermittelt
sowie MALDI-TOF-MS-Analysen isolierter Peptidfragmente durchgeflihrt.

In ersten Experimenten zeigte sich, dass die geblotteten Proteine einer N-terminalen
Sequenzierung nicht zuganglich waren, was auf eine Blockierung des N-Terminus
hinwies. Zur Bestimmung interner Aminosauresequenzen wurden die entsprechenden
Banden aus einem SDS-Gradientengel (10-20 % Tris/Tricin) eluiert und durch Trypsin
verdaut (Kap. 2.5.10.2). Die anschlieRende Trennung der Peptidfragmente Uber eine
HPLC (Kap. 2.5.10.3) ergab fir die nachfolgende Sequenzierung eine zu geringe
Ausbeute an Fragmenten (TOPLAB GmbH). Die Fragmentierungsmuster der MALDI-
TOF-Analyse ausgewahlter Peptide zeigten nach MASCOT- und NCBI-Recherche keine
signifikanten Homologien zu eingetragenen Fragmentmassen bzw. Sequenzen (Dr. E.
Roépenack-Lahaye; IPB Halle/Saale), so dass eine nahere Charakterisierung der oben

genannten Banden nicht erfolgen konnte.
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3.4.5.2 Micro-Sequenzanalyse der Metallothionein p2-Antikorper-positiven Proteine

Zur weiteren Charakterisierung der mittels MT p2-AK positiv detektierten Doppelbande
(ca. 8 kDa; Abb. 28, Seite 72) wurden die Aminosauresequenzen der entsprechenden
Proteine ermittelt. Auch in diesem Fall waren diese der Edmann-Sequenzierung aufgrund
einer N-terminalen Blockierung nicht zuganglich. Es folgte jeweils ein tryptischer Verdau
mit anschlieBender HPLC-Trennung (Kap. 2.5.10.2, 2.5.10.3) der entstandenen

Fragmente. Die Peptidsequenzierung ergab folgende Sequenz:

Protein (ca. 8 kDa): AQV?NPIDDT.

Die vierte Aminosaure war nicht eindeutig zu bestimmen. Es kdnnte sich dabei um die
Aminosaure Lysin, Asparagin oder Phenylalanin handeln (Dr. K. P. Ricknagel,
Max-Planck-Gesellschaft, Forschungsstelle Enzymologie der Proteinfaltung, Halle/Saale,
personliche Mitteilung). Die Datenbankrecherche zeigte unter Berlcksichtigung aller
mdglichen Aminosaurevariationen keine signifikanten Homologien zu eingetragenen
Peptidsequenzen, so dass eine Zuordung des MT p2-AK-positiven Proteins zu bereits

beschriebenen Proteingruppen nicht erfolgen konnte.

3453 LC-MS-, MALDI-TOF-MS- und Micro-Sequenzanalyse  affinitats-

chromatographisch gereinigter Proteine

Zur Charakterisierung der IMAC-gereinigten Proteine (Abb. 31, Seite 76) erfolgten
Molekulargewichtsbestimmungen  Gber LC-MS- und MALDI-TOF-MS-Analysen
(Kap. 2.5.9) sowie Proteinsequenzanalysen von tryptischen Verdaus relevanter
Fraktionen (Kap. 2.5.10.4). Die ESI-MS-Analyse des Peaks R;= 13,3 min aus der Probe
K 3 d detektierte ein Molekulargewicht von 4,62 kDa. Dem Peak R;= 25,04 min wurde das
Molekulargewicht 11,54 kDa zugeordnet. Der Peak R; = 28,40 min wies ein Molekular-
gewicht von 29,96 kDa auf (Anhang Abb. 1). Diese Fraktionen wurden fir die weitere
Bestimmung interner Peptidsequenzen tryptisch verdaut. Die Analyse der Peptidmassen
interner Fragmente Uber MALDI-TOF-MS fuhrte in keinem Fall zu positiven
Datenbankrecherchen.

Die Micro-Sequenzierung der HPLC-getrennten Peptide ermittelte folgende
Teilsequenzen, wobei die Aminosaure Cystein indirekt, durch Ausbleiben anderer

Aminosauresignale detektiert wurde:
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Probe K 3 d (Protein: 4,62 kDa): AEQCGNQAGNRKCPNGLCCS.

In dem Fragment wurden indirekt vier Cysteine (20 %) nachgewiesen. Nach NCBI-
Recherche konnte dieser Sequenz jeweils eine 80%ige Homologie zu einem
Endochitinase-Precursor aus Pisum sativum (Accession: P36907; Vad et al., 1993) und
Humulus lupulus (Accession: AAD34596; Henning und Moore, 1999) zugeordnet werden.
Eine 75%ige Identitdt bestand zu einem Endochitinase-Precursor aus Populus

balsamifera ssp. trichocarpa (Accession: P29031; Davis et al., 1991).

Probe K 3 d (Protein: 11,54 kDa): ATGKASTTTVTMPSACTGFD.
Das Proteinfragment wies einen auffallig hohen Anteil an Threonin (30 %) auf. Die
Datenbanksuche ergab u.a. eine 47%ige Homologie zur Serin/Threonin-Protein-Kinase
YNRO47W aus Saccharomyces cerevisiae (Accession: P53739) sowie eine 44%ige
Homologie zu der Aminophospholipase 2 aus Arabidopsis thaliana (Accession: P98205;
Sato et al., 1997).

Probe K 3 d (Protein: 29,96 kDa): DGECSVAAPCPDKNNCCSQF.
Das Fragment zeichnete sich durch einen Cystein-Anteil von 20 % aus und besaR u.a.
eine 66%ige Homologie zu einem nicht naher bezeichneten Protein aus Drosophila
melanogaster MstProx (Accession: XP081934) sowie eine 57%ige Homologie zu dem
REV1-Protein (SwissProt: AAA34967; Larimer et al., 1989) aus Saccharomyces
cerevisiae.

Im Ergebnis der LC-MS-Analyse von IMAC-gereinigten Proteinen aus der Probe 50 uM
Cu(ll), 3 d wurden keine induzierten Proteinsignale festgestellt (nicht gezeigt), so dass
eine Micro-Sequenzanalyse der Fraktionen nicht durchgefiihrt wurde.

Eine Identifizierung der Proteine der Banden H und | (Abb. 31, Seite 76) der Probe 50 uM
Cu(ll), 3 d Uber eine Micro-Sequenzierung war nach dem proteolytischen Verdau
aufgrund von Sequenziberlagerungen nicht madglich.

Des Weiteren sollten die mittels kovalenter Affinitatschromatographie isolierten Proteine
aus den Proben K 3 d und 50 yM Cu(ll), 3 d (Abb. 32, Seite 77) ebenfalls mit Hilfe von
LC-MS- bzw. MALDI-TOF-MS-Analysen sowie der Micro-Sequenzanalyse identifiziert
werden. Die LC-MS-Analyse der Probe K 3 d ermittelte fUr die Proteine der Peaks
R = 26,25 min und R, = 27,56 min ein Molekulargewicht von 31,99 kDa bzw. 12,71 kDa.
Dem Peak R; = 28,25 min wurde ein Molekulargewicht von 30,05 kDa zugeordnet
(Anhang Abb. 2). Die Fragmentierung der Proteine zeigte keine Homologien zu
eingetragenen Massenfragmenten. Eine anschlieRende Micro-Sequenzierung war

aufgrund der geringen Konzentration nicht méglich.
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Die LC-MS- (Anhang Abb. 3) bzw. die MALDI-TOF-Analyse der Probe 50 uM Cu(ll), 3 d
wies im Bereich von R; = 14,4 min bis 22,9 min zahlreiche, schwache Proteinsignale im
Molekuklargewichtsbereich von 1,02 kDa bis 6,74 kDa nach. Nur im Fall des Peaks
R; = 25,02 min (10,88 kDa) wurde ein deutliches Proteinsignal detektiert. Die MS/MS-
Analyse dieses Peaks ergab keine homologen lonenmassen. In dieser Fraktion wurden in
Vorbereitung auf die Sequenzanalyse, zum Schutz vor einer Reoxidation der Cysteine,
die reduzierten Sulfhydrylgruppen durch Vinylpyridin alkyliert und die Probe anschlie?end
Uber eine HPLC entsalzt (Kap. 2.5.10.1). Zur Bestimmung interner Sequenzen wurde die
so vorbereitete Probe tryptisch verdaut und die entstandenen Peptidfragmente (ber eine
HPLC getrennt. Im Ergebnis der Micro-Sequenzierung konnte in einem Fragment

folgende Aminosauresequenz nachgewiesen werden:

DAAWFYPSPK.

Die Sequenzrecherche ergab jeweils eine 90%ige Homologie zu zwei aus genomischer
Sequenz abgeleiteten Proteinen aus Deinococcus radiodurans (Accession: F75458 und
F75458; White et al., 1999).

Weiterhin wurden die coomassiegefarbten Proteinbanden J der Probe K 3 d sowie die
Bande K der Probe 50 pM Cu(ll), 3 d (Abb. 32, Seite 77) eluiert. Eine nachfolgende
Trypsinspaltung war notwendig, da beide Proteine einen blockierten N-Terminus
aufwiesen. Es wurden sowohl underivatisierte als auch lodacetamid carboxymethylierte
Proteine (Kap. 2.5.4) verwendet. Unabhangig der Probenvorbereitung kam es infolge

eines unvollstandigen Proteaseverdaus zu keiner weiteren Sequenzierung.

3.5 Der Einfluss von Kupfer auf die Zusammensetzung und den

Gehalt freier Aminosauren in Fontinalis antipyretica

Zur qualitativen und quantitativen Untersuchung freier Aminosauren unter Cu(ll)-Einfluss
wurden Kurzzeitversuche von vier Stunden und Langzeitversuche von drei Tagen
durchgefiihrt. Das Moosmaterial (Dezember 2000) wurde wie in Kapitel 2.1.3 kultiviert und
mit 50 uyM Cu(ll) exponiert (Kap. 2.1.4). Grundlage fir die Berechnungen bildeten die
Mittelwerte der mittels GC-C-IRMS analysierten Aminosauregehalte (Kap. 2.6.3) aus zwei
unabhangigen Versuchen mit jeweils drei Parallelen (Anhang Tab. 10). Die Probe K 3 d
lieferte nur zwei Parallelen, da in der dritten Charge keine Stickstoffwerte messbar waren.

Aus demselben Grund kam es zu fehlenden Stickstoff- und Flachendaten bei den Proben
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50 uM Cu(ll), 4 h und 3 d. Die Aminosauren Serin und Valin sowie Leucin und Isoleucin
eluierten als jeweils ein Peak. Anderungen wurden zur besseren Vergleichbarkeit der
Messreihen in Prozent [%] zur Kontrolle [100 %] angegeben.

Als interner Standard (Std) wurde Cyclohexancarboxylsdure verwendet (Sigma). Die
Aminosauren Tyr, Phe und lle zeigten mit 84 %, 76 % und 70 % die hochste
Wiederfindung. lhnen folgten Val (69 %), Leu (69 %), Pro und Ser (je 63 %), Asp (60 %),
Cys (58 %), Thr (56 %), Glu (53 %), Ala (47 %), Gly (45 %), Lys (42 %), Met (32 %) und
letztlich Arg (29 %).

Als Reaktion auf die vierstiindige Cu(ll)-Belastung zeigte die Aminosaure Cystein einen
signifikanten Anstieg des Gehaltes auf 0,35 pmol/g FM (203 %). Eine nicht signifikante
Erhéhung der Aminosauregehalte wurde bei Phenylalanin (auf 0,57 umol/g FM) und
Glutamin (auf 0,34 ymol/g FM) nachgewiesen. Damit erhohte sich der Phenylalaningehalt
auf 163 % und der Glutamingehalt auf 162 %. Der Gehalt an Asparagin blieb im Vergleich
zur Kontrolle relativ konstant.

Signifikant verringerte Gehalte wurden dagegen an Tyrosin, Lysin, Alanin, Arginin, Serin
und Valin nachgewiesen. Der Tyrosingehalt sank auf 0,34 pumol/lg FM (43 %), der
Lysingehalt auf 0,12 umol/g FM (38 %), der Alaningehalt auf 0,09 pmol/g FM
(28 %), Arginin auf 0,02 pmol/g FM (13 %), der Gehalt an Serin und Valin sank auf
0,096 umol/g FM (27 %) (Abb. 33).

Aminosaure [umol/g FM]
>

Ala Gly Ser+Val Leutlso Cys Pro Asp Glu Phe Tyr Lys Arg
Aminosdaure

EK4h DO50pMCu(ll),4h HEK3d l50pMCu(II),3d‘

Abb. 33: Gehalte freier Aminosauren aus Fontinalis antipyretica unter Cu(ll)-Einfluss. Analyse
mittels GC-C-IRMS; 2xn=3; (K3d:2xn=2).
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Im Langzeitversuch Uber drei Tage reagierte Fontinalis antipyretica auf die 50 pM Cu(ll)-
Applikation weiterhin mit einem erhéhten Glutamingehalt von 0,33 ymol/g FM (174 %). Ein
signifikantes Absinken der Aminosauregehalte wurde im Fall von Serin und Valin (40 %)
und bei Arginin (25%) deutlich. Im Gegensatz zum Kurzzeitversuch konnte Prolin nach
dreitagiger Cu(ll)-Belastung in den Proben nachgewiesen werden. Auch hier kam es im
Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten Verringerung des Aminosauregehaltes auf
0,07 ymol/g FM (35 %). Eine nicht signifikante Abnahme der Aminosauregehalte zeigte
Cystein mit 0,27 pmol/g FM (75 %), Lysin mit 0,10 ymol/g FM (67 %), Asparagin mit
einem Gehalt von 0,71 ymol/g FM (44 %), Phenylalanin mit 0,12 ymol/g FM (43 %) und
Alanin mit 0,09 ymol/g FM (31 %) (Abb. 33).

Ein Vergleich der Aminosauregehalte zwischen den Proben 50 yM Cu(ll), 4 h und 3 d
verdeutlicht Folgendes: Die Gehalte der Aminosauren, die infolge der vierstiindigen
Cu(ll)-Belastung gegenuber der Kontrolle nachweislich induziert wurden, sanken nicht
signifikant im Langzeitversuch: Phenylalanin auf 43 % und Asparagin auf 44 %. Die
hdchste Abnahme zeigte Cystein, dessen Gehalt im Kurzzeitversuch 203 % betrug und im
Langzeitversuch auf 75 % sank.

Betrachtet man die Gesamtgehalte der freien Aminosauren (Anhang Tab. 9), die mittels
GC-C-IRMS in allen Proben bestimmbar waren, so zeigten die Cu(ll)-exponierten Proben
im Kurzzeitversuch im Vergleich zur Kontrolle einen auf 123 % erhdhten Gesamtgehalt
(nicht signifikant), wahrend die Cu(ll)-Belastung des Langzeitversuches zu einer
deutlichen Abnahme des Gesamtgehaltes auf 68 % flhrte.

Infolge der vollstandigen Hydrolyse der Aminosauren im sauren Milieu der Derivatisierung
konnten die Amide und Sauren des Glutamins und Asparagins nicht separat detektiert
werden. Methionin, Tryptophan und Histidin derivatisierten unter den gegebenen
Bedingungen unvollstandig und wurden daher nicht analysiert (Hofmann et al.,
eingereicht). In den Cu(ll)-Proben lagen die Konzentrationen der Aminosauren Glycin,
Leucin und Isoleucin in beiden Versuchsvarianten sowie Prolin im Kurzzeit- und Tyrosin
im Langzeitversuch unterhalb der Nachweisgrenze.

Aufgrund der Nichtbestimmbarkeit einiger Aminosaurewerte mittels GC-C-IRMS erfolgte
eine weitere Analyse von Proben gleichen Materials und gleicher Extraktionsmethode mit
dem Aminosaure-Analyzer (Kap. 2.6.4). Bedingt durch die unterschiedliche Methodik
beider Analysen konnten nur Tendenzen im Verhalten der Aminosauren unter Cu(ll)-
Einfluss gewertet werden (Abb. 34). Dargestellt sind diejenigen Aminosauren, die nur
mittels Aminosaure-Analyzer bestimmbar waren (Anhang Tab. 8). Die Aminosauregehalte
der Kontrollwerte beider Zeitvarianten erwiesen sich als nahezu identisch, so dass im

weiteren Verlauf nur eine Kontrolle aufgeflhrt wird.
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Unter 50 uM Cu(ll)-Kurzzeitbelastung sanken in den Moosproben die Gehalte von
Threonin, Histidin, Glycin, Prolin und Leucin auf 46 %, 36%, 29 %, 26 % und 8 %. Im
Langzeitversuch verringerten sich die Gehalte der genannten Aminosauren weiter. Der
Threoningehalt belasteter Proben betrug damit nur noch 32 %, die Gehalte von Glycin
und Prolin noch 24 % und 20 % und die Aminosaure Histidin zeigte 17 % des

Aminosauregehaltes der Kontrolle. Allein der Wert fur Leucin stieg auf 15 %.

100
X 75
g 50
]
o 25

Thr Pro Gly His Leu

Aminosaure

|BK 4 h 050 uM Cu(ll), 4 h W50 uM Cu(ll), 3 d |

Abb. 34: Prozentuale Anderung der Gehalte freier Aminosauren aus Fontinalis antipyretica unter

Cu(ll)-Einfluss. Analyse mittels Aminosaure-Analyzer (Knauer GmbH).

3.6 Der Einfluss von Kupfer auf organische Sauren in Fontinalis

antipyretica

Organische Sauren sind aufgrund ihrer Struktur in der Lage, Schwermetallkomplexe zu
bilden, so dass sie die intrazellulare Verfligbarkeit auch von nicht essentiellen Metallen
regulieren kénnen (Rauser, 1999; Maywald und Weigel, 1997). Zur Untersuchung einer
maoglichen Cu(ll)-Wirkung auf den organischen Saurehaushalt von Fontinalis antipyretica
wurde Probenmaterial (Dezember 2000) im Kurzzeitversuch (4 h) und im Langzeitversuch
(3 d) jeweils mit 50 uyM Cu(ll) belastet (Kap. 2.1.4). Da bisher nur wenig Uber die
qualitative Zusammensetzung der Inhaltsstoffe der Fontinalaceaen bekannt ist, wurde das
Vorkommen von Oxalsaure, Zitronensaure und Apfels'aure im Rohextrakt der Probe
50 uM Cu(ll), 3 d mittels ESI-MS geprift und bestatigt (Frau Dr. A. Schierhorn, Max-
Planck-Gesellschaft, Forschungsstelle Enzymologie der Proteinfaltung, Halle/Saale; nicht
gezeigt). Aufgrund der ungenligenden lonisierbarkeit der Sauren, sollte im weiteren

Verlauf eine HPLC-Trennung und eine nachfolgende GC-MS-Analyse der derivatisierten
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Fraktionen (Kap. 2.7.4) erfolgen. Es wurden Proben aus zwei Versuchsreihen mit jeweils
3 Parallelen untersucht.

Die HPLC-Analyse des Standardmix (Anhang Abb. 4) ermittelte folgende
Retentionszeiten: Oxalsaure R; = 2,80 min, Zitronensaure R; = 3,75 min und Apfelsaure:
L-Apfelsdure R; = 4,70 min, D-Apfelsdure R, = 7,55 min. Auf die Darstellung der
Weinsaure wurde verzichtet, da diese gleiche Retentionszeiten wie die Zitronensaure
aufwies und gaschromatographisch in den Proben nicht nachweisbar war.

Fir einen spateren Vergleich mit Probenfraktionen wurden die HPLC-getrennten
organischen Sauren des Standardmix mit MSTFA derivatisiert (Kap. 2.7.3) und mittels
GC-MS analysiert. Infolge einer unvollstandigen Derivatisierung war die Aufnahme des
Massenspektrums von Oxalsaure nicht méglich.

Im Ergebnis der chromatographischen Trennungen der Kontroll- und Cu(ll)-belasteten
Proben aus Fontinalis antipyretica wurden Verbindungen detektiert, die Retentionszeiten

der Standard-Zitronenséaure und der L-Apfelsdure aufwiesen (Anhang Abb. 5 und 6).

273

Intensitat

Abb. 35: GC-MS-Spektrum des MSTFA-Derivates der Zitronensaure (Merck); GC System HP
6890.
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Abb. 36: GC-MS-Spektren der MSTFA-Derivate der Fraktion 1 aus Fontinalis antipyretica (A); der
Apfelsdure (Merck) (B) sowie der Fraktion 2 aus Fontinalis antipyretica (C); GC System HP 6890.
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Die GC-MS-Analyse ermittelte identische m/z-Signale der lonenfragmente von MSTFA-
Derivaten der Zitronensaure und der Fraktion 1 (Abb.35 und 36/A ) sowie der Apfelsaure
und der Fraktion 2 (Abb. 36/B,C). Derivate der Oxal- und Weinsaure wurden mit GC-MS
nicht nachgewiesen. Insgesamt deuten die HPLC-Peakflachen der Fontinalis-Proben auf
eine Cu(ll)-induzierte Synthese der Zitronensaure und in geringerem Male auch der
Apfelsaure im Langzeitversuch (Anhang Abb. 6). Da die GC-MS-Analysen Spuren von
nicht naher identifizierten Verbindungen in den einzelnen HPLC-Fraktionen nachwiesen,
waren Aussagen zum Einfluss von Cu(ll) auf die detektierten organischen Sauren nicht

quantifizierbar.

3.7 Der Einfluss von Kupfer auf phenolische Verbindungen in

Fontinalis antipyretica

Ziel dieses Experimentes waren quantitative und qualitative Untersuchungen zum
zeitlichen Einfluss der Cu(ll)-Applikation von 50 yM auf phenolische Verbindungen in
Fontinalis antipyretica. Die Kultivierung der Moosproben (Dezember 2000) sowie die
Schwermetallzugabe erfolgte wie in Kapitel 2.1.3 und 2.1.4 dargestellt. Die phenolischen
Verbindungen wurden nach Strack et al. (1979) extrahiert (Kap. 2.8.1).

3.7.1 Gesamtphenolgehalt

Der Gesamtphenolgehalt der Kontroll- und Cu(ll)-belasteten Proben aus Kurzzeit- (4 h)
und Langzeitversuchen (3 d) wurde in Anlehnung an Jennings (1981) spektroskopisch
ermittelt (Kap. 2.8.2).

Die in Abbildung 37 dargestellten Gesamtgehalte wurden aus zwei Versuchsreihen mit
jeweils drei Parallelen anhand einer Rutin-Eichreihe im Konzentrationsbereich von
2,00 mM-0,125 mM berechnet (Anhang Tab. 12). Sowohl im Ergebnis des
Kurzzeitversuches als auch des Langzeitversuches zeigte der Gesamtgehalt an I6slichen,
phenolischen Verbindungen in Kontroll- und Cu(ll)-belasteten Proben keine signifikanten

Veranderungen. Die getesteten Proben wiesen Gehalte von ca. 0,3 mg/g FM auf.
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Abb. 37: Gesamtphenolgehalt nach Jennings (1981) in Fontinalis antipyretica; 2 x n = 3.

3.7.2 RP-HPLC- und LC-MS/MS-Analyse phenolischer Verbindungen

In diesem Experiment wurde das unbelastete Moos sowie Material nach kurzzeitiger (4 h)
und langzeitiger (3 d) Cu(ll)-Applikation (50 uM) hinsichtlich der I6slichen, phenolischen
Verbindungen chromatographisch analysiert. Typische RP-HPLC-Profile der Kontroll- und
Cu(ll)-belasteten Proben sind im Anhang (Abb. 7-10) aufgeflihrt.

Die qualitative Charakterisierung der Probenpeaks erfolgte Uber einen Vergleich der
Retentionszeiten mit Standardsubstanzen aus der HPLC-Software-Datenbank. Die
Konzentrationen der Fraktionen wurden anhand einer Rutin-Eichreihe (1,0 mM-0,06 mM)
berechnet.

Aus den Extrakten der Kontrollen und des Cu(ll)-belasteten Materials des
Kurzzeitversuches wurden, unter Nutzung der Standard-Datenbank, die Verbindungen
Gallussaure, 4-Hydroxybenzaldehyd, Quercetin, o-Methylzimtsdure und 4-Nitrozimt-
saureethylester den Probenpeaks 1, 4, 7, 8 und 9 zugeordnet. Verbindungen, die die
Retentionszeiten der Vanillinsdure, 3,4-Dihydroxybenzoesaure und Myrecetin-3-
glucorhamnosid aufwiesen, traten zusatzlich in Proben des Langzeitversuches als Peak 3,
2 bzw. 5 auf. Der Peak 6 wurde nur in Kontrollproben nachgewiesen und war anhand der
Retentionszeit dem Umbelliferon zuzuordnen. Die ESI-Massenspektren der phenolischen
Fraktionen (Peak 1-9) wie auch die Fragmentierung ausgesuchter lonen zeigten
allerdings im Vergleich zu den verwendeten Phenolstandards keine vergleichbaren
Massen- bzw. Fragmentierungsmuster, so dass die isolierten Fraktionen in diesem
Rahmen nicht naher identifiziert werden konnten.

Die errechneten Konzentrationen der phenolischen Verbindungen sind im Anhang

(Tab. 11) aufgeflhrt. Das Moos reagierte auf die Cu(ll)-Belastung mit der Verringerung
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der Konzentration der einzelnen Fraktionen, mit Ausnahme der Fraktionen 2, 4, 7 und 9,

die im Langzeitversuch erhdhte Konzentrationen aufwiesen.

3.7.3 Phenolische Absorptionsspektren unter Kupfereinfluss

Zur naheren Charakterisierung der isolierten phenolischen Verbindungen wurde deren
Zugehdrigkeit zur Flavonolgruppe Uberprift. Die Wechselwirkungen zwischen Flavonol
und Cu(ll) wurden spektroskopisch nach Brown et al. (1998) zuerst an einer
Standardverbindung untersucht. Aufgrund seiner charakteristischen Flavonolstruktur
wurde Quercetin eingesetzt. Die Daten der aufgenommenen Spektren von Quercetin und
den Proben (Peak 1-9) sind im Anhang (Tab. 13 und 14) dargestellt.

Das Absorptionsspektrum von Quercetin zeigte die fur die Flavonole typischen zwei
Absorptionsmaxima bei 261 nm (A-Ring) und 371 nm (B-Ring). Infolge der Cu(ll)-
Chelatierung an den 3’- und 4’-Hydroxylgruppen des B-Rings zeigte die Bande 1 (371 nm)
eine Absorptionsdrift um 71,8 nm in den langwelligeren Bereich, verbunden mit einer
Absorptionsabnahme. Nach Zugabe von EDTA erfolgte, wie von Brown et al. (1998)
beschrieben, keine  Regenerierung zum  Originalspektrum  aufgrund  von
Oxidationseffekten an den Hydroxylgruppen des B- und C-Ringes (Anhang Abb. 11).

Im Ergebnis der spektroskopischen Untersuchungen der phenolischen RP-HPLC-
Fraktionen 1 bis 9 wiesen die Proben in keinem Fall die fir die Flavonole
charakteristischen Absorptionsbanden bei ca. 270 nm und 370 nm auf, so dass eine

Zuordnung der isolierten Substanzen in diese Phenolgruppe auszuschlief3en ist.

3.8 Transkriptionsanalyse und Identifizierung Metallothionein-

ahnlicher Gene aus Fontinalis antipyretica

3.8.1 Expression Metallothionein-ahnlicher Gene unter Schwermetallstress

Zur Untersuchung der Expression von Metallothioneinen als Reaktion auf Schwermetalle
wie Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) oder Zn(ll) und auf Hitzeschock wurde die Transkription der
entsprechenden mRNA mit Hilfe von Northern Hybridisierungen verfolgt. Verwendet
wurden Gesamt-RNA-Proben (Kap. 2.9.1.4) aus Moosmaterial (Oktober 2000), das Uber

einen Zeitraum von zwei Stunden bis drei Tagen entweder mit 50 yuM Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll)
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oder Zn(ll) belastet oder einem Hitzestress von 20 °C oder 30 °C (Kap. 2.1.4 und 2.1.5)
unterzogen wurde. Als Sonde dienten DIG-markierte DNA-Fragmente (Kap. 2.9.10.1) aus
Brassica juncea (MT p2) und Podospora anserina (PaMT f1; Prof. Dr. K. Humbeck, Institut
fur Pflanzen- und Zellphysiologie der Universitat Halle-Wittenberg). Die Positivkontrolle
bildeten RNA-Proben aus Cu(ll)-belasteten Pflanzen von Arabidopsis halleri
(IPB Halle/Saale, Arbeitsgruppe Schwermetallstress, Dr. St. Clemens).

Im Ergebnis der DNA-RNA-Hybridisierung mit der MT p2-Sonde konnte eine schwach
positive Reaktion mit ca. 0,60 kb groften Transkripten der Proben 50 yM Zn(ll), 2 h und
K 20 °C, 2 h nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Eine Erhdhung der Stringenz
wahrend der Hybridisierung flihrte zu keinen signifikanteren Signalintensitaten. Die
Hybridisierung mit der Metallothioneinsonde aus Podospora anserina (PaMT 1) zeigte
keine positiven Signale bei allen verwendeten Proben unter den beschriebenen

Bedingungen (Frau Dr. |. Miersch, personliche Mitteilung).

3.8.2 Identifizierung einer Metallothionein-ahnlichen Gensequenz

Zur Amplifikation homologer Metallothionein p1- und p2-Fragmente aus genomischer
DNA von Fontinalis antipyretica wurde von der entsprechenden mRNA-Sequenz aus
Triticum aestivum (L11879; Snowden und Gardner, 1993) die pMT1-Oligonucleotidprimer
abgeleitet und in PCR’s eingesetzt (Kap. 2.9.7). Mit Hilfe dieser Primer konnte ein DNA-

Fragment mit einer Gré3e von etwa 220 bp amplifiziert werden (Abb. 38).

bp 1 2
900 - a
700 -  —

—
500 -  —

pe—,
300 -

_ —
100 -

Abb. 38: Gelelektrophoretische Trennung (1%ige Agarose) des Amplifikates der TD-PCR mit
pMT1-Primern. Als Template wurde genomische DNA aus Fontinalis antipyretica verwendet, Gel
nach Ethidiumbromidfarbung, inverte Darstellung.

Spur 1: Molekulargewichtsmarker (PCR 100 bp Low; Sigma); Spur 2: amplifiziertes DNA-Fragment.

90



Ergebnisse

Dieses Fragment wurde in den Vektor pGEM-T ligiert, das Plasmid in E. coli DH5a-Zellen

transformiert und die Sequenz des Plasmid-Insert ermittelt (Kap. 2.9.9):

GACTGCAAGT GCGGATCTGA AGGATGTCTT GCAACTGTGG ATCAAGCTGC
GGCTGCGGCT CAAGCTGCGG CTCAAGCTGC GGCTGCGGCT CAAGTGCAAC
CCTTGCAACT GC (5'—3").

Nach dem Vergleich der Sequenz mit Datenbankeintragungen (BLASTN) zeigte sich u.a.
eine 95%ige Homologie (Plasmid-Basenposition 21-68) zur Metallothionein-mRNA
(Basenposition 56-103) von Zea mays (Accession: X82186; Chevalier et al., 1995), die fur

ein Metallothionein p1-ahnliches Protein (Accession: P30571) kodiert.

21 AGGATGTCTTGCAACTGTGGATCAAGCTGCGGCTGCGGCTCAAGCTGC 68
M §C s € G § § €C G C G s s C
56 AGGATGTCTTGCAGCTGCGGATCAAGCTGCGGCTGCGGCTCAAGCTGC 103

Eine 93%ige Homologie (Plasmid-Basenposition 20-68) wurde zur ids-1 (iron deficiency
specific) mRNA-Sequenz (Basenposition 28-76) aus Hordeum vulgare (Accession:

X58540) nachgewiesen.

20 AAGGATGTCTTGCAACTGTGGATCAAGCTGCGGCTGCGGCTCAAGCTGC 68
M § €C S € G § § € G € G S N C
28 AAGGATGTCTTGCAGTTGTGGATCAAGCTGCGGCTGCGGCTCAAACTGC 76

Die ids-1-Proteinsequenz (Accession: P26571) besitzt zwei Metallothionein-homologe,
cysteinreiche Domanen (Okumura et al., 1991). Das Programm BLASTN recherchiert
Sequenzhomologien in der Basenfolge eingetragener DNA- sowie cDNA (EST)-

Sequenzen.
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4. Diskussion

4.1 Der Einfluss von Kupfer, Cadmium, Blei und Zink auf die

Vitalitat von Fontinalis antipyretica

Vitalitat beschreibt allgemein die Lebensfahigkeit, die durch die Bestimmung sensibler,
physiologischer Parameter charakterisiet werden kann. Die Messung der
Chlorophylifluoreszenz, das sogenannte “Stethoskop der Pflanzenphysiologen®, hat sich
als eine Methode zur physiologischen Stressindikation etabliert, da die photochemische
Aktivitat des PS Il als ein empfindliches System auf jede Veranderung abiotischer
Umweltfaktoren reagiert (Graham und McDonald, 2001; Lichtenthaler und Miehe, 1997).
Grundsatzlich ist es moglich, mit Hilfe der Chlorophyllinduktionskinetik Aussagen zur
stressinduzierten Stérung der Photosyntheseaktivitit und zur Anderung in der
Zusammensetzung photosynthetischer Pigmente zu treffen, Seneszenz und
photooxidative Prozesse (Chlorophyllabbau) zu detektieren (Buschmann und
Lichtenthaler, 1999; Lichtenthaler et al., 1998; Lichtenthaler und Miehe, 1997), aber auch
unterschiedliche Schwermetalleffekte auf den Photosyntheseapparat zu untersuchen
(Monnet et al., 2001; Ciscato et al., 1999).

Im Gegensatz zu vorangegangenen Untersuchungen, die anhand der Bestimmungen des
Chlorophyligehaltes, des Chlorophyll a/b-Verhaltnisses und der Chlorophyllabbaurate
keinen signifikanten Einfluss von Cd(Il) auf die Vitalitdt von Fontinalis antipyretica
feststellten (Bruns, 1997), zeigten die Messungen der effektiven Quantenausbeute der
photochemischen Energieumwandlung im PS |l (Genty-Parameter) schwermetall-
spezifisch konzentrations- und zeitabhangige Schadigungen des PS Il und damit eine
verringerte Vitalitat unter vergleichbaren Versuchsbedingungen.

Die Kontrollproben wiesen keine signifikanten Schwankungen der Vitalitat wahrend des
gesamten Versuches auf, so dass von optimalen Kultivierungsbedingungen ausgegangen
werden kann. Die ermittelten Werte des Genty-Parameters entsprachen den Angaben in
der Literatur (F/Fy = 0,84; Maxwell und Johnson, 2000). Fir weitere Untersuchungen
wurden aquimolare Konzentrationen der Schwermetalle in einem Bereich eingesetzt, der
oberhalb des Mikronahrstoffbedarfes (> 0,5 mg/l) und unterhalb einer letalen Dosis lag.
Der Einfluss der Schwermetallionen auf die Vitalitdt hdngt zwangslaufig von deren
intrazelluldren Aufnahme und physiologischer Wirkung ab. So trat parallel zur effektivsten
intrazelluldren Aufnahme infolge der Cu(ll)-Belastung auch der starkste Vitalitatsverlust
auf (Abb. 7, Seite 50). Die Applikation von 100 yM Cu(ll) fihrte zur intrazellularen
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Aufnahme von 0,40 umol Cu(ll)/g TM sowie zu einem extremen Vitalitatsverlust bis zu
52 % gegenuber der Kontrolle. Insgesamt wurde im Bereich von 25 pyM-100 yM ein
konzentrationsabhangiges, signifikantes Absinken der Vitalitdt bis zum Versuchsende
(7 d) nachgewiesen. Dabei erfolgte der Vitalitatsverlust schnell, ab 50 uM bereits
signifikant nach 24 h. Auffallig war auch die sichtbare Braunfarbung der Blattchen, die
wiederum von der Cu(ll)-Konzentration des Mediums und der Inkubationsdauer abhangig
war und auf einen Chlorophyllabbau hinwies. Bestatigt wird dies durch Untersuchungen
von Bech-Otschir (1995) zur Cu(ll)-bedingten Verringerung des Chlorophyligehaltes an
Fontinalis antipyretica. Die physiologisch toxische Wirkung der Hochstkonzentration von
100 uM Cu(ll) wird ebenso an einem reduzierten Gesamt-GSH-Spiegel deutlich (Bech-
Otschir, 1995).

Sommer und Winkler (1982) stellten fest, dass eine verminderte photosynthetische
Nettoleistung als Reaktion auf Cu(ll)-Belastungen in dem Quellmoos auftritt. Ursache
dieser massiven physiologischen Schadigung kénnte in der Fahigkeit des Kupfers, freie
Sauerstoffradikale zu bilden, liegen. Dabei kénnen infolge der Autooxidation reaktive
Superoxidanionen oder, durch die Reduktion von Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale
(Fenton-Reaktion) entstehen. Ein wichtiges Beispiel flir die toxische Wirkung freier Cu(ll)-
lonen auf den Photosyntheseapparat ist der Start der Lipidperoxidation durch Bildung
freier Radikale aus dem stabilen Lipidhydroperoxid. Die Peroxidation der Membranlipide
fuhrt zum Verlust der Fluiditdt aufgrund veranderter Phospholipidzusammensetzungen
sowie zu einem gestorten lonen-Efflux u.a. bei der Plasma- und den Chloroplasten-
membranen (Quartacci et al., 2001). Clijsers und van Assche (1985) beschrieben eine
Hemmung des Elektronentransportes am PS Il durch Schadigung der
Thylakoidmembranen. Cu(ll)-induzierte Effekte an Qg, an der Qa-Eisen-Domane und am
D1-Protein untersuchten Yruela et al. (1993). Schréder et al. (1994) wiesen an Spinacia
oleracea nach, dass der primar hemmende Cu(ll)-Effekt auf die Photosynthese an der
Akzeptorseite des PS Il, speziell an einer Untereinheit des Reaktionszentrums des PS I,
dem D1-Protein, auftritt. Patsikkd et al. (1998) prazisierten diese Ergebnisse und
ermittelten den Effekt von Cu(ll) auf die Photoinhibition des PS Il an hydroponischen
Kulturen von Phaseolus vulgaris. Es zeigte sich, dass das Gleichgewicht zwischen der
Synthese und dem Abbau des D1-Proteins durch die photoinhibitorische Wirkung der
Cu(ll)-lonen in Richtung D1-Abbau verschoben wurde. Es kam zu einer
konzentrationsabhangigen Verringerung der aktiven PS II-Reaktionszentren, gemessen
an der effektiven Quantenausbeute des PS II. Es ist wahrscheinlich, dass ahnliche,
komplexe Wirkungen irreparable Schaden am PS |l von Fontinalis antipyretica
hervorrufen und damit zu einer signifikanten Vitalitdtsabnahme unter Cu(ll)-Belastung

fUhren.
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Weiterhin zeigten die Untersuchungen, dass auch eine Cd(ll)-Belastung im Bereich von
25 yM-100 pyM kontinuierlich zu einem konzentrationsabhangigen Vitalitatsverlust flihrt
(Abb. 8, Seite 50). Zu Versuchsende wurden Vitalitdten von 72 % bis 60 % gegenuber
den Kontrollen gemessen. Interessant ist, dass Cd(ll) die geringste intrazellulare
Aufnahme aller getesteten Schwermetalle (maximal 0,14 pmol/g TM), aber die zweit
toxischste Wirkung aufwies. Frihere Versuche bestatigen physiologische Schaden unter
Cd(ll)-Belastung im Quellmoos. So ermittelten Bech-Otschir (1995) und Sutter (2000)
einen verminderten Chlorophyllgehalt bzw. eine reduzierte Chlorophylifluoreszenz als
Reaktion auf Cd(ll). Ein weiterer Hinweis auf toxische Cd(ll)-Effekte ist der Nachweis
eines konzentration- und zeitabhangig erhéhten Glutathionpools, verursacht durch den
Anstieg des reduzierten Glutathions als Schwermetallstressantwort (Bruns et al., 2001,
2000Db).

Die Schadigung des Photosyntheseapparates und die damit verbundene Verringerung
des Genty-Parameters durch Cd(ll) wird auch von Vassiley und Manolow (1999) durch in-
vivo Untersuchungen an Hordeum vulgare bestatigt und wie folgt erklart: Die Inaktivierung
der SH-Gruppen der Enzyme des Calvin-Zyklus (Krupa et al., 1993) verursacht die
Anhaufung reduzierter, geschlossener Reaktionszentren im PS Il und fuhrt folglich zur
Verringerung der effektiven Quantenausbeute. Damit wird der Elektronenakzeptor Qa vor
weiteren Reduktionsreaktionen geschiitzt und die Nachlieferung von Elektronen
vermindert. Geiken et al. (1998) und Masojidek et al. (2000) stellten die Abhangigkeit der
Cd(ll)-Toleranz zur Stimulation des D1-Protein-Turnover an Untersuchungen von Pisum
sativum und Vicia faba fest. An beiden Objekten bewirkten Cd(ll)-Belastungen Uber 24 h
die Hemmung der D1-Synthese (Franco et al., 1999). Vassilev et al. (1995) beschrieben
die Cd(Il)-induzierte ultrastrukturelle Umordnung der Chloroplastenstruktur und der damit
verbundenen Verringerung der Fluoreszenzkinetik. Eine drastische Abnahme des
Chlorophyligehaltes und der Anzahl der Antennenkomplexe im PS Il fihrten in Phaseolus
vulgaris-Blattern unter Cd(ll)-Einfluss zu veranderten Photosyntheseleistungen (Tziveleka
et al., 1999).

Im Gegensatz zu den Cu(ll)- und Cd(ll)-induzierten Effekten, zeigte Fontinalis antipyretica
keine veranderte Vitalitdt unter einer Zn(ll)- oder Pb(ll)-Belastung bis zu 100 uM
(Abb. 9 und 10, Seite 51), obwohl eine intrazellulare Schwermetallaufnahme stattfand. So
wurde bei der verwendeten Héchstkonzentration von 100 uM Zn(ll) Gber den gesamten
Versuchszeitraum von sieben Tagen eine signifikante Erhéhung des intrazellularen Zn(ll)-
Gehaltes bis auf 0,19 umol/g TM nachgewiesen (Abb. 14, Seite 55). Die Ergebnisse
bestatigen somit die von Sutter (2000) getroffenen Aussagen zur geringen toxischen

Wirkung der Schwermetalle Pb(Il) und Zn(ll) hinsichtlich einer PS 1I-Schadigung. Auch ein
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physiologischer Effekt wurde erst ab 500 uM Pb(ll) bzw. Zn(ll) in Form eines GSH-
Anstieges ermittelt (Bruns et al., 2001).

Versuche von Monnet et al. (2001) zeigten in Lolium perenne eine Zn(ll)-bedingte
Verringerung der effektiven Quantenausbeute des PS Il nur bei sehr hohen Zn(ll)-
Konzentrationen ab 20 mM. In diesem Zusammenhang ist auch zu beachten, dass Zink
als Spurenelement Bestandteil von mehr als 70 Enzymen (Cu/Zn-SOD, Karboanhydrase)
sowie Cofaktor weiterer Enzyme und somit essentiell ist. Graham und McDonald (2001)
beschrieben sogar eine durch Zn(ll) erhdhte PS-Aktivitdt bei hitzegestressten Triticum
aestivum-Pflanzen und postulierten eine Zn(ll)-bedingte Thermotoleranz. Im Gegensatz
dazu wies EI-Sheekh (1993) an Chlorella fusca eine Verringerung des
Elektronentransportes im PS Il infolge einer 20 mM-60 mM Zn(ll)-Applikation nach.
Toxische Zn(ll)-Konzentrationen flihrten bei Phaseolus vulgaris zur Substitution des Mn-
Atoms im wasserspaltenden Enzym der Photosynthese (van Assche und Clijsters, 1986).
Der damit verbundene gestoérte Energietransfers in den LHC-Komplexen kann zum
volligen Erliegen der Photosynthese flihren (Klpper et al., 1996).

Obwohl Pb(ll), im Gegensatz zu Zn(ll), kein essentieller Nahrstoff ist, wurde bis 100 yM
kein Effekt auf das PS Il Gber den gesamten Versuchszeitraum gemessen. Die Ursache
daflr ist nicht in einer geringen intrazellularen Aufnahme zu suchen, denn es wurden bis
zu 0,33 umol Pb(ll)/g TM angereichert (Abb. 13, Seite 54). So deuten diese Ergebnisse
auf eine geringe zellulare Sensitivitat, speziell des PS Il, gegentber den getesteten Pb(ll)-
Konzentrationen hin.

In der Literatur existieren Uber die photosynthetische Wirkung von Pb(ll) zum Teil
widersprichliche Angaben. Sarvari et al. (1999) beobachteten an hydroponischen
Kulturen von Cucumis sativus eine nur schwach Pb(ll)-induzierte Abnahme des
Chlorophyligehaltes sowie der Aktivitat des PS Il. Bei Fucus vesiculosus tritt nach Pb(ll)-
Belastung eine verringerte Photosyntheseaktivitdt auf (Nygard und Ekelund, 1999).
Dagegen wiesen Danilov und Ekelund (2001) an Chlamydomonas reinhardtii bei einer
24-stiindigen Pb(ll)-Belastung erhéhte Photosyntheseraten nach und die Toxizitat im
Hinblick auf die photosynthetische Aktivitat wird wie folgt festgelegt: Cu(l)>Cd(ll). Die
Schwermetalle Zn(ll) und Pb(ll) zeigten positive Effekte. Fir Elodea canadensis und
andere submerse Pflanzen wird die Tendenz der Schwermetallionen das Mg-Zentralatom
der Chlorophylimolekiile zu verdrangen und damit den Elektronentransport zum PS Il zu
unterbrechen von Kipper et al. (1996) so beschrieben:

Hg(ll) > Cu(ll) > Cd(Il) > Zn(ll) > Ni(ll) > Pb(ll).

Auch die Vitalitatsuntersuchungen an Fontinalis antipyretica belegen spezifische toxische
Wirkungen der Schwermetalle auf die Aktivitat des PS Il und damit auf die Vitalitat. Der

Grad der Toxizitat wird dabei sowohl vom intrazellularen Gehalt als auch von der
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physiologischen Wirkung der einzelnen Schwermetalle bestimmt. Im Konzentrations-
bereich von 25 uM-100 uM ergeben sich daher folgende Prioritaten:
Cu(ll) >> Cd(Il) >> Pb(I)/Zn(1l).

4.2 Intrazellulare Aufnahme von Kupfer, Cadmium, Blei und Zink

durch Fontinalis antipyretica

Aufgrund der speziellen Morphologie des Quellmooses (Kap. 2.1.1) erfolgt die Aufnahme
von Nahrstoffen unmittelbar Uber die gesamte Blattoberfliche. Somit kénnen die der
Nahrlésung zugegebenen Schwermetalle an der Zellwand extrazellular adsorbiert, in die
Zellwand eingebaut und/oder intrazelluldar aufgenommen werden. Wobei der letztere
Prozess von physiologisch groter Bedeutung ist (Hall, 2002).

Nach Brown und Avalos (1991) sowie Brown und Beckett (1985) kénnen Schwermetalle
in austauschbarer Form mit unterschiedlicher Affinitdt an anionische Komponenten der
Zellwand gebunden werden. Nach Shaw und Goffinet (2000) und Marschner (1995) wird
die Bindung an Karboxylgruppen der Polygalacturonsaure innerhalb der Cuticula
favorisiert.

Sutter (2000) zeigte fur Cd(Il), Zn(ll) und Pb(ll) bei Fontinalis antipyretica eine bis zum
Erreichen des Gleichgewichtes zwischen Medium und Oberflache zeit- und
konzentrationsabhangige  Zellwandadsorption. Im Hinblick auf die  hohe
Kationenaustauschkapazitadt der Mooszellwdnde (Shaw und Goffinet, 2000; Vazquez
et al., 1999) und der submersen Lebensweise von Fontinalis antipyretica wird gleichzeitig
die Funktion der Zellwand als lonendepot diskutiert.

Eine Schwermetallspeicherung innerhalb der Zellwand wurde von Zn bei Agrostis tenuis
und Minuartia verna beschrieben. Auch Cu wird weitgehend in den Zellwanden von
Agrostis-Arten eingelagert (Schlee, 1992). Die epidermalen Zellwande in Silene vulgaris
speichern z.B. Cu und Zn, gebunden an Protein bzw. als Silicat (Bringezu et al., 1999).
Cardaminopsis halleri wies hohe Konzentrationen u.a. von Cu und Zn in epidermalen und
parenchymatischen Zellwanden auf (Neumann und zur Nieden, 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die intrazellulare Aufnahme von Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) und
Zn(ll) in Fontinalis antipyretica untersucht. Bei allen getesteten Schwermetallen erfolgte
dieser Prozess zeit- und konzentrationsabhangig (Abb. 11-14, Seite 52-55). Dabei
verhielten sich die intrazellularen Gehalte, unter Berlicksichtigung der Kontrollwerte, wie
folgt: Cu(ll) > Pb(ll) > Zn(Il) > Cd(ll). Es ist ersichtlich, dass bei allen drei verwendeten

Konzentrationen die héchsten Gehalte bei Cu(ll) und Pb(Il), nur geringe intrazellulare
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Gehalte dagegen bei Cd(ll) und Zn(ll), gemessen wurden. So lagen nach Applikation von
100 pM des jeweiligen Schwermetalls zu Versuchsende am siebenten Tag
0,40 pmol Cu(ll))g TM; 0,33 upmol Pb(ll))g TM; 0,19 pmol Zn(ll))g TM und
0,14 pmol Cd(Il)Y g TM vor (Anhang Tab. 3). Die Ergebnisse deuten somit auf einen
effektiveren Cu(ll)-Transport in das Zellinnere, im Vergleich zu Cd(ll), Pb(ll) und Zn(Il).
Insgesamt hatte eine Zunahme der Schwermetallkonzentration im Medium auch eine
Erhdhung der intrazellularen Gehalte zufolge. Der Konzentrationsanstieg von 25 yM auf
100 uM im Medium fihrte dabei zu einer Zunahme der intrazelluldren Gehalte um den
Faktor 3,6 (Cu(ll)); 2,3 (Cd(Il)); 2,7 (Pb(ll)) bzw. 2,9 (Zn(ll)). Im Vergleich dazu konnte im
selben Konzentrationsbereich eine 4fache, 5fache bzw. 3,5fache Erhéhung der
extrazelluldar gebundenen Fraktion von Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) gezeigt werden
(Sutter, 2000). Es ist somit anzunehmen, dass differente Mobilitdten aufgrund eines
elementspezifischen Transportmechanismus in das Zytoplasma existieren. Insgesamt
bestatigen die Ergebnisse das von Sutter (2000) und Bruns et al. (2001) beobachtete
Cd(ll)-, Pb(I)- und Zn(Il)-Aufnahmeverhalten unter ahnlichen Versuchsbedingungen in
Fontinalis antipyretica.

Vazquez et al. (1999) wiesen am Quellmoos bei 60-minltiger Schwermetallapplikation
(0 ppm-200 ppm) eine direkte Abhangigkeit zwischen dem Metallgehalt der intrazellularen
Fraktion und der Konzentration des Auflenmediums nach. Die intrazellulare Aufnahme
erfolgte mit folgender Prioritat: Cd(ll) > Zn(ll) > Cu(ll) > Pb(ll). Allerdings spiegeln diese
Ergebnisse nicht das Aufnahmeverhalten lber einen langeren Zeitraum wider und kénnen
in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. In der Literatur werden weiterhin
Studien zu Kinetiken der Metallaufnahme an Fontinalis antipyretica angegeben, die
aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingungen aber keine signifikanten Vergleiche zu
den Ergebnissen dieser Arbeit zulassen. So zeigten Lopez et al. (1994) in
Freilandversuchen Uber 28 Tage die Aufnahme von Schwermetallen in dieser
Reihenfolge: Cd(Il) > Pb(ll) > Cu(ll) > Zn(Il). Da aber nur der Schwermetallgesamtgehalt
analysiert wurde, ist eine klare Aussage zum intrazelluldaren Gehalt nicht mdglich.
Samecka-Cymerman und Kempers (1999) bestétigten allgemein die bereits erwahnte
Korrelation zwischen Schwermetallkonzentration des Mediums und dem Elementgehalt
des Quellmooses in Feldstudien.

Die vorliegenden Untersuchungen an Fontinalis antipyretica zeigten weiterhin, dass nicht
nur die intrazellulare Anreicherung sondern auch die Kinetik der Aufnahme
charakteristische Unterschiede zwischen den einzelnen Schwermetallen aufwies.
Generell erfolgte die intrazellulare Aufnahme von Cd(ll), Zn(ll) und Cu(ll), im Gegensatz
zur extrazellularen Adsorption, langsam aber kontinuierlich. Nur bei geringen

Konzentrationen von 25 uM stagnierte die Aufnahme nach drei bzw. finf Tagen und war
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im Fall von Pb(ll) unabhangig der applizierten Konzentration im Wesentlichen nach drei
Tagen abgeschlossen.

Auch Cenci (2000) wies eine Sattigung der Pb(ll)-Aufnahme im Quellmoos bei
Freilandversuchen nach vier Tagen nach, definierte Akkumulation aber als Summe von
extrazellularer Adsorption und intrezellularer Aufnahme. Weiterhin widerlegen diese
Befunde die von Gagnon et al. (1998) erstellte Hypothese von einem bevorzugten
zellularen Cd(ll)-Transport aufgrund Ca(ll)- und Mg(ll)-ahnlicher Eigenschaften. Auch ein
gegenlber Pb(ll) bevorzugter intrazelluldrer Transport von Cd(Il) und Zn(ll) konnte nicht
bestatigt werden (Brown und Sidhu, 1992). Zu diesem Thema sind in der Literatur
kontrovers geflihrte Diskussionen vorhanden:

Im Rahmen einer Studie zur Schwermetallaufnahme im Kurzzeitversuch bei Fontinalis
antipyretica  diskutierten Vazquez et al. (1999) einen affinitdtsabhangigen,
transmembranen Carriertransport als energieabhangiges Transportsystem (Beckett und
Brown, 1984). Lopez et al. (1994) schlossen anhand ihrer Schwermetallaufnahme-
kinetiken an Fontinalis antipyretica auf einen aktiven intrazellularen Transport-
mechanismus der adsorbierten lonen. Pickering und Puia (1969) beschrieben die
stoffwechselabhangige Metallabsorption im Quellmoos durch zwei Mechanismen:
Diffusion und aktiven Transport.

Bereits bekannte Metallmembrantransporter sind Vertreter aus der Zn(ll)-regulierten ZIP-
Metall-Transport-Familie wie z.B. ZNT1 und ZTP1 aus Thlaspi caerulescens (Pence et al.,
2000; Lasat et al., 2000; Assuncao et al., 2001) oder ZIP1-4 aus Arabidopsis thaliana
(Maser et al., 2001; Grotz et al., 1998). Interessant dabei sind die unterschiedlichen Co-
Affinitaten zu Schwermetallen wie Cd(ll), Cu(ll) und Pb(ll), die bei entsprechendem
lonenangebot einen transmembranen Transport zur Folge haben. Als primares
Metalltransportsystem operieren die CPg-ATPasen aus Arabidopsis thaliana (Axelsen
und Palmgren, 2001; Wiliams et al., 2000). Weiterhin ist in Arabidopsis die
multispezifische Metallaufnahme Uber Nramp-Transporter (natural resistance-associated
macrophage protein) nachgewiesen (Thomine et al., 2000).

Insgesamt deutet die mit der Zeit verringerte Aufnahmegeschwindigkeit auf einen
Diffusionsmechanismus hin (2. Fick'sches Diffusionsgesetz), ebenso die Korrelation
zwischen Auflenkonzentration des Mediums und intrazelluldrem Schwermetallgehalt.
Andererseits kénnten die charakteristischen Unterschiede der intrazellularen Gehalte der
einzelnen Schwermetalle das Ergebnis eines passiven (affinitdtsabhangigen, durch
Carrier vermittelten) oder aktiven Transportes darstellen. Die Energieabhangigkeit bleibt
zu untersuchen. Ebenso sollte der Nachweis homologer, bereits identifizierter membraner
Transportkomponenten  auf genetischer Ebene weitere  Erkenntnisse zum

Schwermetallaufnahmemechanismus in Fontinalis antipyretica liefern.

98



Diskussion

4.3 Zellulare Lokalisation und der Bindungsstatus von Kupfer in

Fontinalis antipyretica

Oberste Prioritat in der Schwermetalltoleranz besitzen diejenigen Mechanismen, die den
Organellen und dem Zytoplasma freie Metallionen in toxischen Konzentrationen
entziehen. Die Regulation der Exkretion, Komplexierung, Sequestration und
Kompartimentierung von Schwermetallionen ist fur deren physiologische Wirksamkeit
ausschlaggebend (Hall, 2002; Clemens, 2001; Salt et al., 1998). Ein stark vereinfachtes
Modell einer moglichen Schwermetallresistenz von Ernst et al. (1992) in héheren Pflanzen
beschreibt die Aufnahme der Metallionen Uber die Zellwand, Zellmembran und den
zytoplasmatischen Transport durch schwermetallbindende Liganden Uber den
Tonoplasten in die Vakuole, dem Auffangbecken flr Metabolite und Toxine.

Die vorliegenden Untersuchungen lieferten Aussagen zur ultrastrukturellen Verteilung des
intrazellular aufgenommenen Cu sowie zu Cu-Bindungspartnern, widerspiegeln also die
Schwermetallkomplexierung und -kompartimentierung in Fontinalis antipyretica.

Die Zellwande der Kontrollen zeigten in den elektronendichten Niederschlagen Elemente
wie Si, Sn, P, Ca und Cu. In Cu(ll)-belasteten Proben wurde eine ahnliche
Zusammensetzung gemessen, jedoch traten zusatzlich Cl und Zn auf (Abb. 15, Seite 56).
Ahnliche Elementzusammensetzungen der elektronendichten Niederschldge der
epidermalen Zellwand sind von Silene vulgaris (Bringezu et al., 1999), Minuartia verna
(Neumann et al.,, 1997) und Cardaminopsis halleri (Neumann und zur Nieden, 2000)
beschrieben. In Fontinalis antipyretica konnte infolge der Cu(ll)-Applikation keine erhdhte
Cu-Konzentration in der Zellwand mittels EDX-Spektroskopie beobachtet werden.
Versuche zum Cd(Il)-Aufnahmeverhalten in Fontinalis antipyretica wiesen dagegen auf
eine Depotfunktion der Zellwand hin (Bruns et al., 2001). Die Barriere- und
Speicherfunktion der Zellwand spielt bei Schwermetalltoleranzmechanismen eine grolle
Rolle (Bringezu et al., 1999; Brunold et al., 1996; Ernst et al.,, 1992). In Studien zu
Kationenaustauschprozessen in Sphagnum-Arten wurde die Bindung von z.B. Ca(ll) und
Mg(ll) an Pektinsaure (Polygalacturonsdure), die in einer Zellulosematrix eingebunden ist
(Brown, 1982), nachgewiesen. In hdheren Pflanzen wurden auch zellwandspezifische Zn-
Silicatkomplexe bei Minuartia verna (Neumann et al.,, 1997) und Silene vulgaris
(Bringezu et al., 1999) sowie Cu-Proteinkomplexe in Armeria maritima (Neumann
et al., 1995) und Silene vulgaris (Bringezu et al., 1999) beschrieben.

In den elektronendichten Niederschlagen des Zytosols waren u.a. die Elemente Si, Cl, S
und P nachweisbar (Abb. 16, Seite 56). Cu trat in der Kontrolle, aber auch in belasteten

Proben, nur in Spuren auf. Die in den Aufnahmeversuchen ermittelte intrazellulare Cu(ll)-
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Anreicherung flihrte folglich zu einer effektiven Kompartimentierung der lonen. Es ist
ersichtlich, dass die Vermeidung toxischer Metallionenkonzentrationen im Zytoplasma von
essentieller Bedeutung ist. Im Rahmen von Schwermetalltoleranzuntersuchungen an
Silene vulgaris (Bringezu et al., 1999) und Minuartia verna (Neumann et al., 1997)
konnten ebenfalls nur Spuren bzw. keine Schwermetalle im Zytoplasma mittels EDX-
Messungen nachgewiesen werden.

Das parallele Vorkommen von S und Cu im Zytoplasma von Fontinalis antipyretica fuhrte
zur Bestimmung des Cu-Bindungsstatus im Hinblick auf eine gemeinsame Bindung.

Die EELS-Analyse der Schwefel-L,3-Kante zeigte eine hohe Ubereinstimmung des
Energieverlustspektrums von Cu-GSH und dem Zytoplasma (Abb. 19/A, Seite 58).
Folglich ist eine Komplexierung der Cu-lonen an SH-Gruppen zytoplasmatischer Proteine,
wie z.B. das Cu-Chaperon CCH1 (Arabidopsis thaliana, Cu-Bindung an der N-terminalen
Doméane MXCXXC; Mira et al., 2001b), das BCB-Protein (Arabidopsis, blue-copper-
binding protein; Cu-Bindung an der Cys/His-Domane; Ezaki et al., 2001) oder an
Metallothionein (Arabidopsis, Cu-Bindung an Cys-Motiven; Murphy et al., 1997) in
Fontinalis antipyretica mdglich. Die kovalente Bindung an S konnte aufgrund
abweichender Spektren ausgeschlossen werden (nicht gezeigt). Frihere Untersuchungen
wiesen auf die Chelatierung von Cd(ll)-lonen durch SH-Gruppen hin (Bruns et al., 2001).
Da keine durch Schwermetall induzierbare Phytochelatinsynthese im Quellmoos
nachzuweisen ist, konnte die Bindung Uber SH-Gruppen auch an den Phytochelatin-
Precursor GSH erfolgen, um den Cu-Transport zur Vakuole zu gewahrleisten.
Untersuchungen in Fontinalis antipyretica zeigten eine konzentrationsabhangig induzierte
GSH-Synthese durch Cd(ll), Pb(ll), Zn(ll) und Cu(ll) (Bruns et al., 2001).

Der Transport von Cd(GSH),-Komplexen in die Vakuole wurde in Saccharomyces
cerevisiae beschrieben (Li et al., 1997). Vogeli-Lange und Wagner (1996) postulierten die
Bindung von Cd-lonen an GSH im Zytoplasma von Nicotiana und den anschliefenden
Transport in die Vakuole.

Die EELS-Analysen des Zytoplasmas Cu(ll)-belasteter Fontinalis-Proben sind somit ein
weiteres Indiz fir die von Bruns et al. (2001) beschriebene Rolle des GSH als zellulare
Strategie zur Vermeidung von Schwermetallstress in aquatischen und terrestrischen
Moosen. Weiterhin ware die Chelatierung der Cu-lonen durch thiolreiche Metallothioneine
denkbar, deren Funktion in der Schwermetallhomobostase in hoheren Pflanzen von
zahlreichen Autoren beschrieben wurde (Hall, 2002; Clemens, 2001; Rauser, 1999).

Die EDX-Messungen in den Plastiden von Fontinalis antipyretica wiesen neben Si, S und
P ein deutlich erhéhtes Vorkommen an Cl und Cu, infolge der intrazellularen Cu(ll)-
Aufnahme, auf (Abb. 17, Seite 57). Interessant ist aul’erdem der hohe Cu-Anteil in den

Niederschlagen der Kontroll-Plastiden. Bekannt ist, dass mehr als 50 % des Cu in den
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Chloroplasten an Plastocyanin, einem “blue-protein“ der Thylakoidmembran, gebunden ist
(Marschner, 1995). In den von Bringezu et al. (1999) beschriebenen Experimenten zur
Elementzusammensetzung in Silene vulgaris von Cu-belasteten Standorten zeigte das
Zytoplasma ebenfalls nur Spuren von Cu, die Plastiden dagegen hohe Gehalte. Hingegen
bei Minuartia verna vom gleichen Standort, weder im Zytoplasma noch in den Organellen,
Cu in elektronendichten Niederschlagen nachzuweisen war (Neumann et al., 1997).
EDX-Spektren der vakuolaren Niederschlage in Fontinalis antipyretica zeigten sehr klar
eine Cu-Anreicherung als Folge der intrazellularen Aufnahme. Insgesamt erfolgte also die
Kompartimentierung der aufgenommenen Cu-lonen in der Vakuole. Gleichzeitig traten
auch im Vergleich zu Kontrollproben erhdhte Gehalte von Si, Zn, P, Ca sowie K auf
(Abb. 18, Seite 57).

Vogeli-Lange und Wagner (1990) bezeichneten die Vakuole auch als Hauptspeicher-
kompartiment fir toxische Verbindungen. Die vakuoldre Sequestration ist einer der
wichtigsten intrazellularen Mechanismen zur Vermeidung toxischer lonenkonzentrationen
(Hall, 2002; Rauser, 1999; Neumann et al., 1995). Clemens (2001) machte dies in einem
allgemeinen Modell zur Regulation der pflanzlichen Homdostase deutlich.

In Fontinalis antipyretica war nicht nur der Nachweis einer Aufnahme des Cu in die
Vakuole von Interesse, sondern auch dessen maoglicher Bindungspartner. Generell ist die
vacuolare Komplexierung von Schwermetallen abhangig von der Zusammensetzung der
gespeicherten Metaboliten, dem pH-Wert und der spezifischen Affinitait der Metalle
gegeniber den vorhandenen Liganden. Nach computersimulierten Berechnungen von
Wang et al. (1991) stellt Zitrat einen wichtigen Schwermetallkomplexor in der pflanzlichen
Vakuole dar. Im Ni(ll)-Hyperakkumulator Thlaspi goesingense lokalisierten Kramer et al.
(2000) den Hauptteil des intrazellular aufgenommenen Ni in der Vakuole, gebunden an
Zitrat.

In Fontinalis antipyretica ermittelten EELS-Analysen, im Gegensatz zum Zytosol,
anorganisches Phosphat als einen Cu-Liganden (Abb. 19/B, Seite 58). Diese Form der
vakuolaren Schwermetallkomplexierung ist auch fur Cd(ll) beschrieben (Bruns et al.,
2001; Sutter, 2000) und ist in hoheren Pflanzen noch nicht nachgewiesen. In beiden
Fallen wurde die Uberereinstimmung des Standard-Phosphatspektrums mit den
vakuolaren Spektren und der entsprechenden quantenchemischen Kalkulation
festgestellt. Die Bindung an Schwefelspezies erfolgte nicht (Sutter, 2000). Dies laft die
Annahme zu, dass innerhalb der Vakuole eine Beteiligung der von Vdgeli-Lange und
Wagner (1996) in Nicotiana tabacum nachgewiesenen Phytochelatinkomplexen oder der
von Lichtenberger und Neumann (1997) in Lycopersicon beschriebenen

CdS/Phytochelatinkomplexen in Fontinalis antipyretica nicht erfolgt. Das mittels AAS
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ermittelte Vorkommen von Pb(Il) und Cd(ll) in Kontrollmaterial konnte aufgrund der hohen
biologischen Varianz des Materials anhand der EDX-Spektren nicht bestatigt werden.

Um zweifelsfrei das Cu-Bindungsverhalten im Zytoplasma und der Vakuole zu klaren, ist
zusatzlich die Prifung einer moglichen Glutamin- bzw. Zitrat- oder Malatbindung mittels
EELS-Analyse durchzufiihren. Alle drei Verbindungen koénnen als Metallchelatoren
operieren und zeigten unter Cu(ll)-Belastung erhéhte Konzentrationen bzw. Vorkommen
(Abb. 33, Seite 82 bzw. Anhang Abb. 6).

44 Untersuchungen zur Schwermetallstressantwort auf

Proteinebene in Fontinalis antipyretica

4.4.1 Charakterisierung der ein- und zweidimensionalen Proteinmuster

Proteine sind die Werkzeuge der Zelle. lhre Regulation unterliegt einem komplexen
Netzwerk, das unter anderem auch von exogenen Faktoren beeinflut wird. Um diese
Effekte darzustellen, werden Proteingemische unterschiedlicher Pflanzenproben unter
definierten Bedingungen gelelektrophoretisch aufgetrennt und proteinchemisch analysiert.
Es ist bekannt, dass toxische Schwermetallkonzentrationen intrazellular zu gravierenden
qualitativen und quantitativen Veranderungen in der Proteinzusammensetzung fuhren
kdnnen. So kann ein Uberschuss an Schwermetallionen zur Synthese von
Stressproteinen wie z.B. Phytochelatine und Metallothioneine fihren, deren Funktion u.a.
in der Regulierung intrazelluldrer Schwermetallionenkonzentrationen liegt (Cobbett,
2000b; Clemens, 2001; Rauser, 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit lag der Schwerpunkt der proteinchemischen Untersuchungen
auf der Detektion cysteinreicher und niedermolekularer Proteine in Fontinalis antipyretica.
Metallothioneine zeichnen sich u.a. durch folgende Eigenschaften aus: Sie sind hitzestabil
(McCormick et al., 1991) und kénnen unter anderem durch Hitze induziert, durch
Schwermetalle induziert oder reprimiert werden (Rauser, 1999). Wie in Kapitel 3.4.1
beschrieben, wurde das Material mit 50 uM Cu(ll), Cd(Il), Pb(ll) bzw. Zn(ll) belastet und
die extrahierten Proteine eindimensional gelelektrophoretisch getrennt. Die SDS-Gele der
verschiedenen Proben wiesen keine signifikanten Veranderungen des Proteinmusters im
Molekulargewichtsbereich bis 20 kDa, im Vergleich zu Kontrollmaterial, auf (Abb. 20,
Seite 60). Weiterhin wurde die Induktion zweier Proteine (ca. 45 kDa und 50 kDa) in allen
kultivierten Proben festgestellt. Im Gegensatz dazu trat eine ca. 14 kDa-Bande in frischen

Standortproben verstarkt auf. Dies kénnte eine Reaktion auf mechanische
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Beanspruchung, Verwundung oder Temperaturschwankungen im Rahmen der
Probennahme und —aufbereitung auf Proteinebene darstellen. Das natlirliche Vorkommen
von Fontinalis antipyretica wird bei Wassertemperaturen von unter 15 °C beschrieben
(Nebel und Philippi, 2000). Interessanterweise kam es nur nach einem Hitzeschock von
30 °C Uber einen Tag zu einer signifikanten Anderung des Proteinmusters, der Induktion
einer ca. 30 kDa-Bande (Abb. 21, Seite 61). Auch ein dreitagiger Hitzeschock fuhrte nicht
zu einem signifikanten Proteinabbau. Dies konnte ein Hinweis auf aktive, molekulare
Schutzmechanismen wie z.B. Hitzeschockproteine sein.

Das Protein der 70 kDa-Bande wird nicht temperaturabhangig exprimiert, da die Bande in
allen Temperaturvarianten (10 °C-30 °C) verstarkt auftrat (Abb. 21, Seite 61). Allerdings
konnte im selben Molekulargewichtsbereich eine temperaturabhangige, positive
Immunreaktion mit dem anti-HSP 70-AK festgestellt werden (Abb. 30, Seite 74). In beiden
Fallen werden somit unterschiedliche Proteine beschrieben.

Die Hitzefallung (McCormick, 1991) wird fast ausschlief3lich zur Isolierung von MT’s aus
tierischem Material angewandt, setzt aber aufgrund des geringen Reinigungsfaktors eine
relevante Ausgangskonzentration des gesuchten Proteins voraus.

In Fontinalis antipyretica-Proben wurde im Ergebnis der Hitzefallung eine differente
Zusammensetzung hitzestabiler Proteine in Kontrollen und Cu(ll)- bzw. Cd(ll)-belasteten
Proben deutlich (Abb. 22, Seite 62). Die Konzentrierung der hitzestabilen Proteine erfolgte
besonders im Molekulargewichtsbereich bis 14 kDa. Eine positive Immunreaktion mit dem
anti-Peptid-AK Metallothionein p2 trat in dieser Proteinfraktion jedoch nicht auf. Die Cu(ll)-
induzierte Bande G (ca. 20 kDa) sowie die Banden E und F (ca. 14 kDa und 7 kDa), die in
der Kontrolle die starkste Expression zeigten, wurden fir eine weitere Charakterisierung
mittels MALDI-TOF- und Micro-Sequenzanalyse ausgewahlt. Dabei stellte sich ein
generelles Problem der Analytik der Fontinalis antipyretica-Proteine dar: Die begrenzte
Identifizierung von  Proteinen aus nicht sequenzierten  Genomen  Uber
Peptidmassenfragmente. Daher fuhrten die MALDI-TOF-Analysen interner Peptid-
fragmente aufgrund geringer Homologien zu Datenbank-Sequenzen nicht zur
Identifizierung der Proteine. Die Micro-Sequenzanalyse setzte, bedingt durch die
N-terminale Modifizierung der oben genannten (im Ubrigen aller analysierten) Proteine,
einen tryptischen Verdau voraus. Dieser Schritt erwies sich als limitierende Groflie, denn
Schwierigkeiten bei der Spaltung sowie der Elution der Peptide aus hochvernetzten Gelen
(10-20 %  Tris/Tricin) fUhrten in zahlreichen Proben zu einer schlechten
Sequenzabdeckung und damit zu keiner Sequenzinformation, wie im Fall der Proteine E,
F und G (Abb. 22, Seite 62). Generell wurde eine Carboxymethylierung der Proteinproben
in Vorbereitung der Micro-Sequenzierung vor der eindimensionalen Trennung

durchgefiihrt. Ziel war die Bildung von inter- und intramolekularen Disulfidbriicken
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cysteinreicher Proteine und damit Aggregationen und unvollstandige enzymatische
Verdaus zu verhindern. Insgesamt wirkte sich die Kombination von niedermolekularen
Proteinen, die nur in stark vernetzten Gelen trennbar sind und die Notwendigkeit
tryptischer In-Gel-Verdaus unglinstig auf den Erfolg der Micro-Sequenzierung aus.

Durch die Anwendung der zweidimensionalen Proteintrennung konnten Unterschiede im
Proteinmuster der Kontroll- und schwermetallbelasteten Proben dargestellt werden.
Bislang sind 2D-Studien an Bryophyten nicht bekannt. Eine mdgliche Ursache kdnnte in
dem komplexen Vorkommen sekundarer Stoffwechselmetabolite wie z.B. Phenole, Lipide
und Terpene (Shaw und Goffinet, 2000; Hegnauer, 1986) liegen. Da besonders die
Trennung der ersten Dimension sensitiv gegeniber Lipiden, Phenolen, Salzen u.a.
reagiert, obliegt der Probenvorbereitung die grélite Bedeutung. Gleichzeitig ist eine
optimale Proteinkonzentration zu ermitteln, die Aggregationen wahrend der IEF
verhindert, dennoch aber Verluste, z.B. in der Aquilibrierungsphase (Lottspeich und
Zorbas, 1998), kompensiert. Die Einsatzmoglichkeiten dieser Methode sind vielfaltig. Ist
das Detektionsziel klar definiert, kénnen z.B. entwicklungs- oder stressspezifische
Proteine ermittelt werden. So identifizierten Pardo et al. (2000) durch 2D-Gelelektro-
phorese Enzyme, die an der Zellwandgenese in Saccharomyces cerevisiae beteiligt sind.
Neu charakterisierte Proteine wahrend der Samenkeimung beschrieben Gallardo et al.
(2001) in Arabidopsis thaliana. Die Bedeutung der Hitzeschockproteine in der
Schwermetalltoleranz in Lycopersicon peruvianum untersuchten Neumann et al. (1994).
2D-Studien lieferten dabei Informationen zum Cd(ll)-induzierten Stressproteinmuster.

An Fontinalis antipyretica wurde die zweidimensionale Gelelektrophorese zur Detektion
niedermolekularer, schwermetallinduzierter Proteine (Metallothioneine) angewendet. Um
funktionelle Aussagen aufgrund veranderter Proteinmuster treffen zu kdnnen, war eine
Minimierung weiterer beeinflussender Parameter grundlegend (Kap. 3.4.2).

Trotz Einsatz einer maximal auftrennbaren Proteinmenge von 100 pg war die detektierte
Anzahl an Spots relativ gering und lag je nach Probe zwischen 72 und 118. Bei direkten
Vergleichen mit 2D-Proteinmustern hoherer Pflanzen sind die gewebespezifische
Expression als auch die Unterschiede in der Probenvorbereitung und in der
Proteintrennung zu beachten.

Im Molekulargewichtsbereich bis 20 kDa erfolgte die verstarkte Expression der Proteine
mit folgender Prioritat: Cd(I1)/Zn(Il) > Cu(ll) > Pb(ll) und die der induzierten Proteine:

Cu(ll) > Zn(ll) > Cd(ll) > Pb(ll). Im Gegensatz zu 1D-Gelen wiesen die 2D-Gele
signifikante Unterschiede im Proteinmuster der einzelnen Schwermetallvarianten auf.
Insbesondere sind die schwermetallinduzierten Spots 111, 112 und 113 der Cu(ll)-Probe
(Tab. 3, Seite 66) und der Spot 104 aus der Zn(ll)-Probe (Tab. 6, Seite 69) zu beachten,

da sie Molekulargewichte im Bereich von 7 kDa-10 kDa aufwiesen. Die ermittelten pl-
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Werte von 7,2; 6,0; und jeweils 3,9 lagen nach Yang et al. (2000) im Bereich der
Metallothioneine, die eine grole Variabilitait in den pl-Werten zeigen. Zur
Charakterisierung der genannten Proteine wurden die 2D-Blots weiterer Cu(ll), Cd(ll),
Pb(ll) und Zn(ll)-Proben mit dem anti-Peptid-AK MT p2 geprift. Eine positive
Immunreaktion trat in keinem Fall auf, so dass auf eine nachfolgende Micro-
Sequenzierung im Rahmen dieser Arbeit verzichtet wurde.

Insgesamt stellte die zweidimensionale Gelelektrophorese eine hochauflosende Methode
zur Detektion stressinduzierter Proteine in Fontinalis antipyretica dar. Als limitierender
Faktor zur Identifizierung und Charakterisierung der Proteine erwies sich insbesondere

die MALDI-TOF-Analyse und Micro-Sequenzierung.

4.4.2 Metallothioneine, Hitzeschockproteine und Cyclophiline

Der immunologische Nachweis spezieller Proteine setzt spezifische Kreuzreaktionen des
Antikdrpers voraus. Detektiert werden dabei Proteine mit Antigen-homologen Epitopen.
Die  Exprimierung von Proteinen, die eine mdgliche Rolle in der
Schwermetallstressantwort spielen koénnen, wurde mittels anti-Peptid-AK MT  p2;
anti-HSP 70-AK, anti-HSP 17-AK und anti-Cyclophilin 18-AK Uberprift (Kap. 2.4.7.1).

Im Gegensatz zu tierischen anti-MT-AK’ern zeigte der anti-Peptid-AK MT p2, der in einer
Verdinnung von 1:50.000 eingesetzt wurde, keinerlei unspezifische Immunreaktionen.
Die nach eindimensionaler Proteintrennung  detektierte = Doppelbande im
Molekulargewichtsbereich von ca. 8 kDa wies auf zwei konstitutive Proteine hin, deren
Exprimierung in Abhangigkeit von Schwermetall und Inkubationsdauer verringert wurde
(Abb. 28, Seite 72). Eine physiologische Funktion dieser Proteine hinsichtlich einer
Schwermetallstressantwort ist daher auszuschlief3en.

Die komplexen Regulationsmechanismen der Metallothioneine sind noch unklar. Rauser
(1999) gibt einen Uberblick zu Wechselwirkungen von Schwermetallen, Zucker, Salzen,
Temperatur,  Zytokinine,  Salicylsdure und  Abscisinsdure mit  pflanzlichen
Metallothioneinen. Auch entwicklungsspezifische Regulationen bei Fruchtreife und Blatt-
Seneszenz werden aufgeflhrt. Aus einer Vielzahl von Studien ist ersichtlich, dass die
Transkription der MT-Gene durch Cu(ll), Cd(ll) und Zn(ll) sowohl induziert als auch
gehemmt werden kann. Zum Einfluss von Pb(Il) wurden keine Angaben gemacht.
Immunologische Nachweise von MT-Proteinen in pflanzlichem Gewebe sind bislang nur
aus Cucumis sativus (Melkonyan und Nalbandyan, 1989) und aus Arabidopsis thaliana
mittels anti-GST-MT2a/1a (Murphy et al., 1997) bekannt. Dabei ist zu beachten, dass die

entsprechenden Arabidopsis-Proteine aus hoch gereinigten Fraktionen, nicht aber aus
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dem Rohextrakt detektiert werden konnten. Die Spezifitat des anti-Peptid-AK in Fontinalis
antipyretica ermoglichte jedoch den signifikanten Nachweis einer Protein-Doppelbande
aus dem Rohextrakt. Die Micro-Sequenzanalyse der entsprechenden internen
Peptidfragmente ermittelte die Sequenz eines noch nicht beschriebenen Proteins
(Kap. 3.4.5.2). Dieses Ergebniss bleibt mit Sequenzanalysen weiterer Peptidfragmente zu
verifizieren. Auch sollte die Ursache dafur geklart werden, warum die Proben der 2D-Blots
im Gegensatz zu den 1D-Blots keine Reaktion auf den Antikdrper zeigten.

Die Detektion der Hitzeschockproteine erfolgte mit den anti-HSP 70-AK bzw.
anti-HSP 17-AK, die hochspezifisch mit zytosolischen HSP’s reagieren. Die induzierte
Synthese von Hitzeschockproteinen ist als hochkonservierte Stressreaktion auf
Hitzeschock aber auch auf Schwermetalle bekannt. (Nover et al., 1989). Die Proteine der
HSP-70-Familie operieren u.a. als molekulare Faltungshelfer und verhindern somit die
Aggregation denaturierter Proteine bzw. katalysieren deren korrekte Ruckfaltung
(Goloubinoff et al., 1999). Aufgrund der essentiellen Funktion der HSP’s tritt die
sogenannte Hitzeschockantwort parallel auch zu Trocken-, Kalte-, Schwermetall- und
oxidativen Stress auf (Schoffl et al.,, 1998) und wird als das zentrale Ereignis einer
Stressantwort betrachtet (Schlee, 1992). Generell wird die verstarkte Expression der
HSP’s unter Schwermetallstress in Verbindung mit dem Schutz zellularer Proteine und
Membranen vor toxischen Schwermetalleffekten gesehen (Hall, 2002; Lee et al., 1997).
Die positive Immunreaktion des ca. 70 kDa-Proteins in Fontinalis antipyretica erfolgte
insgesamt unter Hitzestress deutlicher als unter Schwermetallstress. Konstitutiv wurde
das Protein nicht exprimiert. Die Hitzeschockversuche an Fontinalis antipyretica zeigten
bereits nach vier Stunden bei einer Temperatur von 20 °C eine signifikante Stressantwort.
Das detektierte Proteinsignal erreichte nach einem Tag in beiden Temperaturvarianten
Maximalwerte (Abb. 30, Seite 74). Dieses Ergebnis widerspiegelt die klassische
Induzierbarkeit der Uber mehrere Tage stabilen HPS’s und bestatigt gleichzeitig die
physiologische Temperaturamplitude des Quellmooses.

Eine Stressantwort in Form einer signifikanten Induktion trat auch bei einer 50 yM Cd(ll)-
und Cu(ll)-Applikation bereits nach vier Stunden auf. Langzeitbelastungen fuhrten zu
signifikant verringerten, positiven Immunreaktionen. Pb(ll) und Zn(ll) induzierten das
Proteinsignal nur sehr schwach nach einem Tag und drei Tagen (Abb. 29, Seite 73).
Diese schnelle Stressantwort konnte mit dem Schutz der Proteine vor
schwermetallinduzierter Denaturierung und Aggregation und den daraus resultierenden
physiologischen Schaden im Zusammenhang stehen.

Die Ergebnisse werden durch Untersuchungen von Wollgiehn und Neumann (1999) zur
Rolle der HSP’s in der Schwermetallstressantwort in Silene vulgaris und Lycopersicon

peruvianum bestatigt. Die Autoren zeigten u.a. die Akkumulation von sHSP’s nach
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ebenfalls vier Stunden unter Cd(ll)-Stress. Eine bedeutende Rolle wurde den HSP’s in der
Stressantwort zum Schutz vor toxischen Effekten an Membranen und zytoplasmatischen
Strukturen  zugeschrieben. Elektronenmikroskopische Studien an Lycopersicon
peruvianum wiesen zudem eine Cd(ll)-induzierte Bindung von HSP 70 an Plasma-
membranen nach (Neumann et al., 1994).

Im Fall des HSP 17 konnte keine positive Immunreaktion des Antikérpers mit Fontinalis
antipyretica-Proteinen als Hitzestress- oder Schwermetallstressantwort nachgewiesen
werden (Kap. 3.4.3.3). Die Proteine der sogennanten kleinen HSP-Familie (sHSP) werden
nach Wehmeyer und Vierling (2000) in hohem Mal3e infolge Temperaturstress induziert.
Die Synthese der HSP’s bedingt die Transkription neuer mRNA. Die Stabilitdt der
Hitzeschock-mRNA korreliert in pflanzlichen Zellen mit der Bildung zytoplasmatischer
Hitzeschockgranula (Nover und Neumann, 1989). Diese Granula (HSG’s) sind zusammen
mit den Nucleoli die hauptsachlichsten Lokalisationsorte fir HSP 70 und 17
(Schlee, 1992). Die Akkumulation der Hitzeschockgranula im Zytoplasma von
Lycopersicon peruvianum unter Cd(Il)-Einfluss beschreibt auch Neumann et al. (1994).

Im Gegensatz dazu konnte das Vorkommen der HSG’s in Fontinalis antipyretica unter
Cu(ll)-Belastung  auf ultrastruktureller Ebene nicht nachgewiesen  werden
(Herr Dr. D. Neumann, persoénliche Mitteilung). Demnach kénnte das detektierte HSP 70-
Protein an der Plasmamembran bzw. am Nucleolus gebunden sein. Hinsichtlich der
moglichen Cu(ll)-induzierten Membranschaden ware die elekironenmikroskopische
Uberpriifung der Lokalisation des HSP 70 interessant.

Weiterhin ~ wurden Untersuchungen zur Expression der Cyclophiline unter
Schwermetallstress durchgefiihrt (Kap. 3.4.3.4). Diese Proteine besitzen eine Peptidyl-
Prolyl-cis-trans-Isomerase-Aktivitdt (PPlase) und kommen als Helfer-Enzyme der
molekularen Chaperone konstitutiv in pflanzlichem Gewebe vor (Marivet et al., 1994).
Studien an Zea mays und Vicia faba zeigten eine Hg(ll)-bedingte Akkumulation von
Cyclophilin-mRNA nach bereits sechs Stunden (Marivet et al., 1992). Eine ahnliche
Reaktion konnte bei verschiedenen Pflanzen auf z.B. Hitze- und Salzstress oder durch
Salicylsdure (Marivet et al., 1994) erreicht werden.

In Fontinalis antipyretiva wurde keine positive Immunreaktion des anti-Peptid-AK
Cyclophilin 18 im Molekulargewichtsbereich von 18 kDa unter Cu(ll)-, Cd(ll)-, Pb(ll)- bzw.
Zn(ll)-Belastung bzw. in Kontrollproben nachgewiesen. Eine Aussage zur Rolle der
Cyclophiline in der Schwermetallstressantwort im Quellmoos konnte demnach nicht
getroffen werden. Die Identifizierung dreier PPlasen in Digitalis lanata (Klllertz et al.,
1999) spricht fiir die Spezifitdt des Antikérpers gegenulber pflanzlichen Cyclophilinen.

Dem gegenuber reagierten in Fontinalis antipyretica zahlreiche Proteine im
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Molekukargewichtsbereich von ca. 30 kDa-55 kDa unspezifisch auf den AK, so dass eine

Erhéhung der Spezifitat des Ak’s der Verifizierung der Ergebnisse vorausgehen sollte.

4.4.3 Schwermetallbindende Proteine

Die physiologische Funktion pflanzlicher Metallothioneine ist bislang noch unklar. Ursache
dafir ist das Fehlen von Informationen lber die nativen Proteine, deren Modifikationen
und molekularen Wechselwirkungen. Die Schwierigkeiten der Isolation nicht degradierter
Proteine basieren auf der schnellen Proteolyse der Linkerregion zwischen den
cysteinreichen Domanen (Clemens, 2001; Cobbett und Goldsbrough, 2000; Rauser,
1999). In nur zwei Fallen konnten die nativen Proteine gereinigt und charakterisiert
werden: das E.-Weizen-Protein (Lane et al., 1987) und MT p1/p2 aus Arabidopsis thaliana
(Murphy et al., 1997).

Die Isolierung schwermetallbindender, cysteinreicher Proteine im niederen
Molekulargewichtsbereich aus Fontinalis antipyretica erfolgte daher modifiziert nach
Murphy et al. (1997). Angewendet wurde sowohl die immobilisierte Metallchelat-
Affinitatschromatographie (IMAC) als auch eine kovalente Affinitatschromatographie
(Kap. 2.4.8.2 und 2.4.8.3). Dabei erwies sich die jeweilige Trennung der Rohextrakte
effizienter als eine Zwei-Stufen-Reinigung. Die Fraktion der schwermetallbindenden
Proteine (IMAC) betrug in Kontrollproben 0,14 % und in Cu(ll)-belasteten Proben 0,15 %
des applizierten Gesamtproteins (Anhang Tab. 6) und entsprach den jeweiligen
Ausbeuten des Murphy-Protokolls (Kap. 3.4.4.1).

Die eindimensionale Trennung der IMAC-Eluate wies im Fall der Kontrolle zwei
Hauptbanden mit ca. 40 kDa und 32 kDa auf. Eine Anreicherung Cu(ll)-bindender
Proteine im niedermolekularen Bereich wurde nicht erzielt. Infolge der Cu(ll)-Applikation
induzierte, Cu(ll)-bindende Proteine wurden bei ca. 14 kDa bzw. 12 kDa (Bande H und I)
detektiert (Abb. 31, Seite 76). Die Micro-Sequenzanalyse der internen Fragmente von H
und | war aufgrund von Sequenziberlagerungen nicht moéglich (Kap. 3.4.5.3). Wie bereits
in Kapitel 4.5.1 beschrieben, verursachte die Elution bzw. die tryptische Spaltung der
Proteine im hochvernetzten Gel groRe Schwierigkeiten, so dass die Eluate mittels LC-MS
bzw. MALDI-TOF-MS analysiert wurden. Um eine Oxidation der SH-Gruppen wahrend der
tryptischen Spaltung zu verhindern, wurden die Proteine der entsprechenden
LC-Fraktionen mit Guanidinhydrochlorid stark denaturiert und nach anschlieRender
Reduktion erfolgte die Alkylierung der SH-Gruppen mittels 2-Vinylpyridin. Diese Methode
wurde an Metallothionein-Standards (Kap. 2.4.9.2) Uberprift und erwies sich im

Gegensatz zur SH-Carboxymethylierung mittels lodacetamid als wesentlich effizienter.
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Aufgrund der schnellen Polymerisierung des nicht umgesetzten 2-Vinylpyridins war jedoch
die sofortige Entsalzung Uber eine RP-HPLC notwendig.

Erfolgreich war die LC-MS-Analyse mit anschlieRender Micro-Sequenzierung der internen
Fragmente aus drei Proteinen der Kontrollprobe (Kap. 3.4.5.3). Ein 4,62 kDa-Protein
enthielt eine cysteinreiche Sequenz (20 %), die eine 80%ige Homologie zu einem
Endochitinase-Precursor aus Pisum sativum und weitere Homologien zu Endochitinasen
aufwies. Chitinasen sind basische, in der Vakuole oder der Zellwand lokalisierte Proteine,
deren Synthese elicitor- oder pathogeninduziert erfolgt. Das Molekulargewicht dieser
Enzyme wird mit ca. 25 kDa-35 kDa angegeben (Kombrink et al., 1988). Aufgrund der
signifikanten Homologie konnte das detektierte 4,62-kDa-Protein aus Fontinalis
antipyretica ein proteolytisches Fragment einer Chitinase darstellen. Als Chitinase-
Induktoren sind u.a. auch Phytohormone wie Ethylen, Cytokinine und Auxine beschrieben
(Roby et al., 1986). Eine verringerte Expression infolge von osmotischem Stress ist in
Arabidopsis thaliana nachgewiesen (Tateishi et al., 2001).

Des Weiteren wurde von einem 11,4 kDa-Protein eine threoninreiche Sequenz (30 %)
ermittelt, die eine 47%ige Homologie zur Serin/Threonin-Protein-Kinase aus
Saccharomyces cerevisiae sowie eine 44%ige Homologie zur Aminophospholipase2 aus
Arabidopsis thaliana zeigte. Protein-Kinasen katalysieren die Phosphorylierungen von
Proteinen und regulieren dadurch indirekt deren katalytische Aktivititen. Die
Aminophospholipase2 stellt nach Sato et al. (1997) ein integrales, metallbindendes
Membranprotein aus der Familie der kationischen ATPasen-Transporter dar, dass am
Phospholipidtransport beteiligt ist.

Das dritte Protein aus der Kontrollprobe wies ein Molekulargewicht von 29,96 kDa auf. Die
Datenbankrecherche ermittelte u.a. eine 57%ige Homologie zu dem REV1-Protein aus
Saccharomyces cerevisiae. Das REV1-Protein operiert als Desoxycytidyltransferase
wahrend der DNA-Replikation und wird als DNA-Reparaturprotein bezeichnet
(Larimer et al., 1989). Pflanzliche Saccharomyces cerevisiae-homologe REV1-Gene sind
bisher erst aus Arabidopsis thaliana beschrieben (Lawrence und Maher, 2001).

Da die LC-Analyse der IMAC-gereinigten, Cu(ll)-belasteten Probe keine Veranderungen
im Chromatogramm im Vergleich zur Kontrolle zeigte, wurde auf eine Micro-
Sequenzierung der detektierten Proteine zugunsten der Analyse der Fraktionen der
kovalenten Affinitatschromatographie verzichtet.

Diese Fraktionen enthielten in Kontrollproben 0,02 % und in Cu(ll)-belasteten Proben
0,01 % des applizierten Gesamtproteins (Anhang Tab. 7), im Vergleich zu Arabidopsis
thaliana eine 100fache Ausbeute. Im Ergebnis der eindimensionalen Proteintrennung wies
die Kontrolle und die Cu(ll)-belastete Probe jeweils ein spezifisches Proteinmuster mit flinf

bzw. vier Hauptbanden im Molekulargewichtsbereich bis 34 kDa auf. Die Bande J
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(12 kDa) der Kontrolle und die Cu(ll)-induzierte Bande K (11 kDa) (Abb. 32, Seite 77)
wurden aufgrund des Molekulargewichtes und der Qualitat fir eine Micro-Sequenzanalyse
ausgewahlt. Dabei fiuhrte der unvollstindige enzymatische Verdau zu Kkeiner
Sequenzinformation (Kap. 3.4.5.3).

Die LC-MS-Analyse detektierte in der Kontrollprobe drei Proteine mit jeweils 12,71 kDa,
30,05 kDa bzw. 31,99 kDa. Im Gegensatz dazu wies die Cu(ll)-belastete Probe nur ein
signifikantes Proteinsignal auf (10,88 kDa) (Anhang Abb. 2 und 3). Die Recherche der
mittels MS/MS analysierten Fragmentmassen fuhrte nicht zu einer ldentifizierung der
Proteine. Die Micro-Sequenzierung eines internen Fragmentes des 10,88 kDa-Proteins
ermittelte eine cysteinfreie Aminosduresequenz (Kap. 3.4.5.3) mit einer 90%igen
Homologie zu zwei aus genomischer Sequenz abgeleiteten Deinococcus radiodurans-
Proteinen. Nahere Angaben zur Funktion der Proteine sind nicht bekannt. Dieses gram-
positive Bakterium zeichnet sich u.a. durch eine hohe Toleranz gegenlber oxidativen
Stress aus und weist eine extreme Resistenz gegenliber radioaktiver- und UV-Strahlung
auf (White et al., 1999).

Insgesamt erwies sich die Analytik der isolierten Poteine als limitierender Faktor.
Einerseits bedingte die N-terminale Blockierung der Proteine eine enzymatische Spaltung,
andererseits beglnstigt das basische Milieu die Oxidation und die Aggregation von SH-
Gruppen und verhindert somit eine erfolgreiche Sequenzanalyse. Die zusatzliche
quantitative Carboxymethylierung der SH-Gruppen bzw. die quantitative Alkylierung mit
anschlieender RP-HPLC-Entsalzung war vorbereitend durchzufihren. Die MALDI-TOF-
Analysen fuhrten in keinem Fall zur Identifizierung der Proteine liber homologe Massen,
ein generelles Problem in der Analytik nicht sequenzierter Genome. Erfolgreicher verlief
die Kombination von LC-MS und anschlieRender Micro-Sequenzierung interner

Peptidfragmente, die in vier Fallen Sequenzinformationen lieferte.

4.5 Kupfereffekte auf den Primar- und Sekundarstoffwechsel in

Fontinalis antipyretica

4.5.1 Freie Aminosauren

Aufgrund der Reaktivitdit von Metallen gegeniliber Sauerstoff, Schwefel und Stickstoff
stellen die Carboxyl- und Aminogruppen der freien Aminosauren potentielle Liganden fir
Schwermetalle dar (Clemens, 2001), wie z.B. Histidin, Glutamin und Cystein (Kramer et
al., 2000; Rauser, 2000; Dawson et al., 1989).
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Die an Fontinalis antipyretica durchgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss von Cu(ll) auf
freie  Aminosauren widerspiegeln dessen toxische Wirkung auf die Aminosaure-
biosynthese. Hierzu wurden die Gesamt- und Einzelgehalte der mittels GC-C-IRMS
detektierbaren Aminosauren von Kontroll- und Cu(ll)-belasteten Proben zeitabhangig
erfasst und ausgewertet. Eine kurzzeitige Cu(ll)-Applikation von 50 uM Uber vier Stunden
fuhrte, im Vergleich zur Kontrolle, zu einem nicht signifikanten Anstieg des
Gesamtgehaltes an freien Aminosauren auf 123 %. Im Gegensatz dazu reagierte das
Quellmoos auf eine dreitdgige Cu(ll)-Belastung mit einem starken Abfall des
Gesamtgehaltes auf 67 % des Kontrollwertes (Anhang Tab. 9). Diesen kurzzeitigen
Anstieg des Aminosauregehaltes bestatigen Studien von Chen et al. (2000) zur Cu(ll)-
regulierten Prolin-Akkumulation bei Oryza sativa. Sie ermittelten weiterhin erhdhte
Gehalte an Glutamin, Arginin und Prolin.

In Fontinalis antipyretica zeigte speziell Cystein eine signifikante Induktion (203 %)
(Abb. 33, Seite 82). Cystein ist ein Precursor des Tripeptids GSH, das in der Lage ist,
selbst Schwermetalle zu binden (Rabenstein, 1989). Es spielt eine bedeutende Rolle als
Phytochelatin-Precursor in der Reaktion hoherer Pflanzen auf Schwermetallstress
(Cobbett, 2000b; Cobbett und Goldsbrough, 2000) sowie in der Cd(ll)-Detoxifikation von
Bryophyten (Bruns et al., 2001) und ist auf’erdem Bestandteil des antioxidativen
Abwehrsystems (Noctor und Foyer, 1998; Brunold et al., 1996; Rennenberg und Brunold,
1994). Infolge einer kurzzeitigen Cu(ll)-Belastung mit bis zu 50 uM zeigte Fontinalis
antipyretica einen Anstieg des GSH-Gehaltes (Bruns et al, 2001). Die enzym- und
substratregulierte GSH-Synthese setzt dabei natirlich auch eine verstarkte Synthese von
Cystein voraus (Noctor et al., 1998). Die Bedeutung erhoéhter Cystein Konzentrationen
liegt in der Zunahme Cu(ll)-bindender SH-Gruppen im Zytoplasma des Quellmooses,
deren Bindungspotential mittels EELS-Analyse nachgewiesen wurde (Abb. 19/A, Seite
58).

Weiterhin wurden erhdhte Konzentrationen von Glutamin und Phenylalanin (Abb. 33,
Seite 82), einem moglichen Ausgangsstoff fir die Synthese sekundarer Inhaltsstoffe,
gemessen. Der erhdhte Gehalt an Glutamin scheint auf eine verstarkte Stickstofffixierung
zu deuten, da es ein primares Produkt des Stickstoffmetabolismus darstellt. Allerdings
stehen toxische Cu(ll)-Konzentrationen im Zusammenhang mit der Induktion von
Blattseneszenz (Luna et al., 1994), ausgeldst durch Lipidperoxidationen (Quartacci et al.,
2001; Chen und Kao, 1999). Palatnik et al. (1999) beobachteten den Abbau der
Glutaminsynthetase unter oxidativem Stress in Triticum aestivum.

Somit kénnte die Zunahme des Glutamins in Fontinalis antipyretica als Transportform des
Stickstoffs infolge Cu(ll)-induzierter, kataboler Prozesse zu sehen sein. Der extreme
Vitalitatsverlust unter der Cu(ll)-Belastung bestatigt dies (Abb. 7, Seite 50). Auch eine
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Anreicherung aufgrund des seneszenzinduzierten Chlorophyll-Protein-Abbaus ware
denkbar, da nekrotische Veranderungen an den Moosblattchen unter Langzeit-Cu(ll)-
Belastung auftraten. Signifikant verringerte Gehalte zeigten dagegen Tyrosin, Lysin,
Alanin, Serin, Valin sowie Arginin und widerspiegeln damit eine verringerte
Aminosaurebiosynthese sowie Vitalitdt in dieser Stresssituation. Auf eine
Langzeitbelastung mit 50 yM Cu(ll) reagierte Fontinalis antipyretica allgemein mit
reduzierten Aminosauregehalten, was auf eine verminderte Aminosaurebiosynthese
zurlckzufuhren ist. Alleinige Ausnahme bildete wiederum die im Vergleich zur Kontrolle
erhohte Glutaminkonzentration (174 %) (Abb. 33, Seite 82).

Untersuchungen zum Stickstoffmetabolismus, anhand von "N-Tracer-Studien von Sutter
et al. (2001), bestatigen eine verminderte Aminosauresynthese unter Schwermetall-
belastung im Quellmoos. Die Schadigung des Primarstoffwechsels, speziell durch Cu(ll),
wird auch durch den mittels Chlorophylifluoreszenz gemessenen Vitalitatsverlust infolge
einer verminderten photochemischen Energieumwandlung im PS Il deutlich. Zahlreiche
Studien Uber Wechselwirkungen von Schwermetallen und Aminosauren fihrten zu
vergleichbaren Ergebnissen:

Eine Cd(l)-induzierte Abnahme des Gesamtgehaltes an Aminosauren durch eine
konzentrationsabhangige Hemmung der Aminosaurensynthese zeigten Boussama et al.
(1999) in Zea mays. Costa und Morel (1994) ermittelten verringerte Aminosauregehalte
unter Cd(I)-Einfluss bei Lactuca sativa.

Im Quellmoos wurden, trotz der im Vergleich zur Kontrolle geringeren Werte, bei einigen
Aminosauren wie z.B. Lysin, Arginin, Alanin, Serin und Valin eine nicht signifikante
Konzentrationszunahme im Langzeitversuch festgestellt. Dies kénnte wiederum mit Cu(ll)-
induzierten, katabolen Mechanismen in Verbindung stehen.

Weiterhin zeigten die Analysen mittels Aminosaure-Analyzer der Firma Knauer GmbH die
Cu(ll)-induzierte, zeitabhangige Abnahme der Konzentrationen verschiedener
Aminosauren, z.B. Threonin, Prolin, Glycin und Histidin und bestatigten somit den
toxischen Cu(ll)-Einfluss auf die Aminosaurebiosynthese in Fontinalis antipyretica.

Zu einer Akkumulation des Stressmetaboliten Prolin kommt es nach Chen et al. (2000)
dagegen in Oryza sativa unter Cu(ll)-Einfluss (gleichbleibender Wasserhaushalt). Da eine
generelle Reduzierung der von Mullins et al. (1986) beschriebenen Cu(ll)-Hauptliganden
Asparagin und Histidin bzw. Tyrosin nachgewiesen wurde, ist eine wesentliche Rolle in
der Regulierung des lonengleichgewichtes im Quellmoos nicht zu vermuten. Glutamin
wurde dagegen als moglicher Cu(ll)-Ligand induziert. Nach Dawson et al. (1989) bindet
diese Aminosaure Ni(ll) effektiv im neutralen pH-Wert-Bereich. Eine weitere EELS-
Analyse kénnte Uberprifen, ob Glutamin einen zytoplasmatischen Cu(ll)-Bindungspartner

in Fontinalis antipyretica darstellt. Da diese Aminosaure aber u.a. in Konkurrenz zu
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anderen potentiellen Liganden, wie z.B. SH-Gruppen schwermetallbindender Proteine,
Peptide (Kap. 3.4.5.3) oder der Zitronensaure (Kap. 3.6) steht, ist deren Bedeutung eher

als Seneszenzmetabolit zu sehen.

4.5.2 Organische Sauren

Organische Sauren zeichnen sich aufgrund ihrer Carboxylgruppe durch eine potentielle
Metallbindefahigkeit aus und zahlen neben den Phytochelatinen und Metallothioneinen zu
den wichtigsten pflanzlichen Chelatoren (Clemens, 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte das Vorkommen von Oxal-, Zitronen- und Apfelsaure in
Fontinalis antipyretica mittels ESI-MS bzw. GC-MS-Analyse nachgewiesen werden
(Abb. 36, Seite 86). Konkrete Angaben zu Sauren im Quellmoos sind in der Literatur noch
nicht bekannt. Auch aufgrund der aulerordentlichen Variabilitat der Inhaltsstoffe
verschiedener Gattungen, ist die Ubertragung bereits bekannter phytochemischer Daten
auf Fontinalis antipyretica kaum zulassig. Asakawa (1982), Walland und Kinzel (1966)
bestatigten das allgemeine Vorkommen von Apfel- und Zitronenséure in Bryophyten.
Weiterhin wurden z.B. Bernstein-, Shikimi- und Fumarsdure beschrieben (Hegnauer,
1986).

Die Untersuchungen zum zeitabhangigen Cu(ll)-Einfluss auf organische S&uren zeigten
eine Reaktion nach dreitagiger, nicht aber nach vierstiindiger Belastung mit 50 pM
(Anhang Abb. 5 und 6). Die Ergebnisse weisen auf eine Cu(ll)-induzierte Synthese der
identifizierten Verbindungen Zitronensaure >> Apfelsdure hin. Die mittels GC-MS in den
Proben nachgewiesenen Anteile von Fremdverbindungen lieRen keine Quantifizierung der
Saurekonzentrationen zu.

Inwieweit die mogliche Metallchelatierung zur Regulierung der intrazellularen
Schwermetallkonzentration in Fontinalis antipyretica beitragt, bleibt zu untersuchen. Dabei
konnte die Existenz einer moéglichen Cu-Zitrat-Bindung bzw. Cu-Malat-Bindung mittels
EELS-Analysen bestimmt werden.

Die Zitronensaure kann sowohl als zytosolischer Transporter zur Vakuole als auch als
Ligand zur Sequestration von Schwermetallen operieren. Die Transportfunktion ist u.a.
durch thermodynamische Computersimulationen von Wang et al. (1991; 1992) und bei
verschiedenen Futterpflanzen von Wagner (1993) an Zn(ll) und Cd(ll) beschrieben.

Eine vakuolare Chelatierung an Zitronensaure wurde bei Cd(Il) (Wang et al., 1991) und
Zn(ll) in Nicotiana tabacum (Krotz et al., 1989) und Ni(ll) in Serbertia acuminata
(Sagner et al., 1998; Godbold et al., 1984) nachgewiesen. Rauser (1999) und
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Wang et al. (1991) favorisieren generell Zitrat-Schwermetallkomplexe bei einem pH-Wert
zwischen 4 und 7. Die zytosolische Inaktivierung freier Zn(ll)- und Ni(ll)-lonen durch
Malat- und Zitratkomplexe ist als Teil des Schwermetalltoleranzmechanismus bei
Hybanthus floribundus und Alyssum-Arten beschrieben (Schlee, 1992; Lee et al., 1977).
Mullins et al. (1986) wiesen Cu(ll)-Zitratkomplexe im Xylemsaft von Lycopersicon und
Glycine max nach. Erhéhte Zn(ll)-Konzentrationen fuhrten infolge der Affinitatskonkurrenz
jedoch zur Bildung von Cu(ll)-Histidinkomplexen. Oxalsdure scheint als Ligand nur in
Pflanzen mit einem natirlich hohen Oxalatgehalt eine Rolle zu spielen (Rauser, 1999). Da
MSTFA-Derivate dieser Verbindung in den Proben nicht nachgewiesen wurden, ist eine
wesentliche Rolle der Oxalsaure zur Regulation der Schwermetallkonzentration in
Fontinalis antipyretica auszuschlie3en.

Welche organische Saure in der intrazelluldren und vakuolaren Metallkomplexierung
dominiert, hangt letztlich vom pH-Wert des Milieus, von der artspezifischen
Zusammensetzung der organischen  Sauren  sowie = vom intrazellularen
Schwermetallangebot und dem Vorkommen zusatzlicher Liganden, wie z.B.
schwermetallbindende Peptide und Proteine, ab. Prinzipiell ware in diesem
Zusammenhang die Beteiligung der Zitronen- und Apfelsdure an der Komplexierung des
intrazellular aufgenommenen Cu(ll) (0,17 umol/g TM; Abb. 11, Seite 52) in Fontinalis
antipyretica denkbar. Wie bereits oben erwahnt, kénnte mittels EELS eine mogliche Cu-
Bindung untersucht werden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten EELS-
Untersuchungen zu mdglichen Cu-Bindungspartnern wiesen bisher auf eine zytosolische
Chelatierung an SH-Gruppen bzw. eine vakuolare Bindung an anorganisches Phosphat
hin (Abb. 19, Seite 58).

4.5.3 Phenolische Verbindungen

Phenole, insbesondere die Gruppe der Flavonoide, spielen als Anti-Oxidantien im Schutz
vor freien Radikalen eine bedeutende Rolle. Dies beruht auf ihrer reduzierenden Wirkung
als Wasserstoff- oder Elektronendonor und/oder der Wirkung als Metallchelator
(Brown et al., 1998; Rice-Evans et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde der zeitabhangige Einfluss von Cu(ll) auf den
Gesamtphenolgehalt von Fontinalis antipyretica gezeigt sowie in ersten Untersuchungen
die extrahierten phenolischen Verbindungen charakterisiert.

Sowohl im vierstlindigen Kurzzeitversuch als auch im dreitdgigen Langzeitversuch wurde

keine signifikante Anderung im Gesamtgehalt, ca. 0,3 mg/g FM, durch 50 uM Cu(ll)
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nachgewiesen (Abb. 37, Seite 88). Hohere Pflanzen enthalten generell hohere Gehalte an
Phenolen, so wurde in Lycopersicon esculentum 3,1 mg Phenol/g FM (Rivero et al., 2001)
und in Nymphea-Blattern sogar 113 mg Phenol/g FM (Lavid et al., 2001b) gemessen.
Beide Autoren verwandten jedoch unterschiedliche Referenzstandards bzw.
Extraktionsmethoden.

Es ist bekannt, dass toxische Cu(ll)-Konzentrationen zur Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und damit zur Peroxidation von Membranenlipiden flhren kdnnen
(Dat et al., 2000; Sandmann und Boger, 1980). So ist interessant, dass trotz verringerter
Vitalitdt bei einer 50 pM Cu(ll)-Belastung (Abb. 7, Seite 50) kein Anstieg des
Phenolgehaltes als anti-oxidative Stressreaktion in Fontinalis antipyretica ermittelt wurde.
Offenbar bildet die gesteigerte GSH-Synthese (Bruns et al., 2001) eine effektivere Antwort
auf Cu(ll)-induzierten Stress.

Auch Lavid et al. (2001a,b) beobachteten in Studien zum Polyphenolgehalt in
schwermetallakkumulierenden Driisen in Nymphea keine Anderung des Phenolspiegels.
Die Schwermetallakkumulation fiihrte dagegen zu einer erhdhten Polymerisierung der
Phenole, vermittelt durch die Peroxidase. Folglich beruht die Schwermetallstressantwort
in diesem Fall nicht auf einer gesteigerten Synthese sondern auf der Umordnung der
Phenole zu polymerisierten Schwermetallkomplexoren, die die Bildung freier Radikale
verhindern. Dieser Mechanismus wurde von Marschner (1995) beschrieben und bei
Arabidopsis thaliana als Reaktion auf toxische Pb(ll)-Konzentrationen von Lummerzheim
et al. (1995) erwahnt.

Das allgemeine Vorkommen von Zimt- und Benzoesaurederivate in Bryophyten wurde
von Shaw und Goffinet (2000) sowie Hegnauer (1986) beschrieben. Es war daher
anzunehmen, Verbindungen wie z.B. 3,4-Dihydroxybenzoesaure, 4-Hydroxybenzaldehyd
oder weitere einfache Phenolkarbonsauren, z.B. Gallussaure, aus Fontinalis antipyretica
isolieren zu konnen. Die anhand des Vergleiches von Retentionszeiten getroffene
Zuordnung der Probenfraktionen zu Standardverbindungen konnte massenspektro-
metrisch nicht bestatigt werden (Kap. 3.7.2). Aufgrund der Komplexitat der phenolischen
Stoffklasse waren weiterfuhrende MS-Analysen im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.
Uber einen spektralen Vergleich wurde die Zugehdrigkeit der isolierten Verbindungen zur
Gruppe der Flavonole Uberprift. Die Spektren wiesen jeweils eine Absorptionsschulter bei
280 nm auf und zeigten weder die flavonoltypischen Absorptionsmaxima bei 260 nm und
370 nm, noch die fur die Cu(ll)-Chelatierung charakteristische Absorptionsverschiebung
(Anhang Abb. 11 und 12). Nach Dudley und Fleming (1985) sind Spektren mit nur ein
oder zwei Banden unter 300 nm nicht charakteristisch fiir polycyclische, aromatische

Verbindungen. Somit kann eine strukturelle Verwandtschaft der isolierten, phenolischen
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Verbindungen aus Fontinalis antipyretica mit der Klasse der Flavonole ausgeschlossen
werden.

Weiterfihrende Aussagen, hinsichtlich der Rolle der Phenole als Anti-Oxidantien bzw.
Metallchelatoren im Rahmen einer Schwermetallstressantwort in Fontinalis antipyretica,
bedingen die massenspekirometrische Identifizierung der isolierten Verbindungen.
Weiterhin kénnten elektronenmikroskopische Untersuchungen den Cu(ll)-Einfluss auf die

Zellwandstruktur bzw. die Aktivitat der Polyphenoloxidasen klaren.

4.6 Metallothionein: Das genetische Potential von Fontinalis

antipyretica

Die Aktivitat der Metallothioneingene wird durch Schwermetalle wie Cu(ll) und Zn(ll),
Hormone (ABA), Hitze, Kalte, osmotischen Stress, Verwundung oder Seneszenz
beeinflusst (Cobbett und Goldsbrough, 2000; Rauser, 1999; Garcia-Hernandez et al.,
1998). Pflanzliche Metallothioneine werden von Multigenfamilien codiert. Bis 1998 wurden
insgesamt 58 cDNA-Sequenzen Metallothionein-dhnlicher Gene aus Pflanzen
veroffentlicht (Rauser, 2000). Es existieren keine Angaben zum Vorkommen von MT-
ahnlichen Genen in Bryophyten. Unklar ist bislang die physiologische Bedeutung dieser
Proteine bzw. deren Genregulation. Nach Garcia-Hernandez et al. (1998) besitzen die
Isoformen spezielle Funktionen in den Geweben.

In Fontinalis antipyretica deuten erste Untersuchungen auf eine Zn(ll)- und temperatur-
regulierte Transkription MT-ahnlicher Sequenzen hin (Kap. 3.8.1). Die mit der MT p2-18-
Sonde aus Brassica juncea detektierten Transkriptsignale lagen im GroéRenbereich von
ca. 600 bp. Zu beachten ist, dass die von Murphy und Taiz (1995) beschriebene Cu(ll)-
induzierte Expression von MT p2 in Arabidopsis thaliana unter den gegebenen
Bedingungen nicht bestatigt werden konnte.

Schafer et al. (1997) wiesen mit einer MT p2-Sonde aus Arabidopsis thaliana ein
Transkript von 580 pb in Brassica juncea nach, dessen cDNA spater als Sonde fir die
oben beschriebenen Versuche verwendet wurde. Die Autoren zeigten aulerdem die
Cu(ll)-induzierte Verringerung der MT p2-mRNA, ein Cd(ll)-Einfluss war nicht
nachweisbar. Auch die Ergebnisse der immunologischen Detektion MT p2-positiver
Proteine in Fontinalis antipyretica deuten auf eine Verminderung der Expression unter
Schwermetallbelastung hin (Abb. 28, Seite 72). Die Probennahme erfolgte dabei zur
Transkriptionsanalyse nach zwei Stunden, die der immunologischen Tests ab vier

Stunden. Das als zweite Metallothioneinsonde eingesetzte PaMT f1-Fragment aus
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Podospora anserina hybridisierte in keinem Fall mit Fontinalis antipyretica-mRNA. Die
Ursachen daflr konnten in deren geringer Spezifitdt bzw. an nicht stringenten
Bedingungen liegen. Insgesamt bleibt das mit der MT p2-18-Sonde detektierte Ergebnis
nach einer weiteren Optimierung der Methode zu verifizieren.

Der von Rauser (1999) gegebene Uberblick zur Regulation von pflanzlichen MT-Genen
widerspiegelt die funktionelle Vielfalt der MT's. So wiesen Hsieh et al. (1995) und
Choi et al. (1996) eine Cu(ll)-induzierte MT-Gen-Aktivierung in Oryza sativa (OsMT p1)
und Nicotiana glutinosa nach. Andererseits wird die Transkription in der Cu(ll)-toleranten
Mimulus guttatus durch Cu(ll)-Einfluss reduziert (de Miranda et al., 1990), ebenso in Vicia
faba (Foley und Singh, 1994) und Glycine max (Kawashima et al., 1991).

Des Weiteren wurde aus genomischer DNA von Fontinalis antipyretica eine
Metallothionein-ahnliche Gensequenz mit einer Grélke von ca. 220 bp aus zwei
unabhangigen DNA-Proben amplifiziert (Abb. 38, Seite 90). Die BLASTN-
Datenbankrecherche der Sequenz ergab hohe Homologien zu MT p1-ahnlichen mRNA's
verschiedener monokotyler und dikotyler Spezies. Diese Sequenzen zeichneten sich
insgesamt durch hochkonservierte, cysteinreiche Bereiche aus. Im Fall der
Metallothionein-mRNA aus Zea mays (Accession: X82186) handelt es sich um eine
Sequenz, deren Transkription durch D-Glukose-Mangel induziert wird (Chevalier et al.,
1995). Dagegen wird die ids-mRNA in Wurzeln von Hordeum vulgare bei Eisenmangel
verstarkt transkribiert (Okumura et al.,, 1991). Diese Beispiele verdeutlichen die
spezifische Regulation der Transkripte, abhangig von Gewebetyp sowie exogenen und
endogenen Faktoren.

Durch die Isolierung des DNA-Fragmentes ist die Grundlage fir die Herstellung einer
Fontinalis-spezifischen Sonde fur weitere Untersuchungen zum Expressionsverhalten MT-
homologer Gensequenzen gelegt. Weiterhin ware die ldentifizierung der mittels MT p2-
Primer, abgeleitet aus Brassica juncea (Schaefer et al., 1998), amplifizierten DNA-
Fragmente (ca. 200 bp und 230 bp) winschenswert, deren Sequenz bisher nicht ermittelt

werden konnte.
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5. Zusammenfassung

Submerse Moose sind ausgezeichnete Bioindikatoren fur die Anzeige von
Wasserglteklassen und  kénnen als  Schwermetallakkumulatoren  operieren
(Frahm, 1998). Erste Studien zum Schwermetalleinfluss in Fontinalis antipyretica wiesen
signifikante Unterschiede gegenuber hoheren Pflanzen auf (Bruns et al., 1997; 1999;
2000; 2001). Ziel dieser Arbeit war die physiologisch-biochemische Charakterisierung
schwermetallinduzierter Reaktionen von Fontinalis antipyretica unter Berucksichtigung

proteinchemischer, zellularer, physiologischer und genomischer Aspekte.

Vitalitatsstudien zeigten konzentrationsabhangig (25-100 uM) differente Wirkungen der
Schwermetalle Cu(ll), Cd(Il), Pb(Il) und Zn(ll) auf den physiologischen Zustand des PS II.
Konditioniertes Kontrollmaterial wies vitale Parameter auf, die durch die Applikation von
maximal 100 yM Cu(ll) und 100 uM Cd(ll) bis auf 52 % bzw. auf 61% verringert wurden.

Pb(Il)- und Zn(ll)-Belastungen zeigten bis 100 uyM keine nachweisbaren Effekte auf die
Vitalitat. Anhand von Chlorophyllfluoreszenzmessungen wurde eine Schadigung des
Elektronentransportes im PS |l wie folgt ermittelt: Cu(ll) >> Cd(ll) >> Pb(l)/Zn(ll).
Diese Methode eignete sich zur sensitiven Stressindikation und lieferte grundlegende

Daten zum physiologischen Zustand des Untersuchungsmaterials flr weitere Versuche.

Experimente zur intrazellularen Aufnahme von Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) wiesen eine
spezifische Abhangigkeit gegenlber der Schwermetallkonzentration des Mediums und
der Inkubationszeit nach. Im Konzentrationsbereich von 25 yM-100 uM lag folgende
Prioritdt vor: Cu(ll) > Pb(ll) > Zn(ll) > Cd(ll). AAS-Messungen ermittelten maximale,
intrazellulare Gehalte von 0,40 umol Cu(ll)/g TM; 0,33 umol Pb(ll))g TM; 0,19 umol
Zn(ll)/g TM und 0,14 pmol Cd(Il)/g TM. Insgesamt erfolgte die intrazellulare Aufnahme ab
50 uM von Cu(ll), Cd(ll) bzw. Zn(ll) kontinuierlich. Eine Stagnation trat bei der geringen
Konzentrationen von 25 pyM und im Fall von Pb(ll) unabhangig der applizierten
Konzentration nach drei Tagen auf. Die Ergebnisse deuten auf einen
Diffusionsmechanismus hin. Zur Klarung der Transportprozesse sollte deren
Energieabhangigkeit geprift sowie die Identifizierung von Membrantransportkomponenten

erfolgen.
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EDX-Analysen  elektronendichter  Niederschlage lieferten  Informationen  zur
Elementzusammensetzung der Zellwadnde, des Zytoplasmas, der Plastiden sowie der
Vakuolen. Infolge der intrazellularen Cu(ll)-Aufnahme wurde die Kompartimentierung des
Cu aus dem Zytoplasma in die Plastiden und die Vakuole nachgewiesen. Weiterhin
ermittelte die EEL-Spektroskopie SH-Gruppen als mogliche Cu-Bindungspartner im
Zytoplasma. In den Vakuolen werden Cu-lonen, im Gegensatz zu hoéheren Pflanzen, an
anorganisches Phosphat gebunden. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Hypothese von
Bruns et al. (2001), wonach die Bindung der Schwermetallionen zum Transport durch das

Zytoplasma von Fontinalis antipyretica an GSH erfolgen kénnte.

Auf Proteinebene wurden schwermetall-, hitze- und kultivierungsbedingte Effekte
festgestellt. Zweidimensionale Proteintrennungen zeigten schwermetallabhangig
komplexe Anderungen, insbesondere im Proteinmuster des Molekulargewichtsbereiches
bis 20 kDa: Cu(ll) > Zn(ll) > Cd(ll) > Pb(ll). Metallothionein p2-homologe Antigene
konnten nach ein-, nicht aber nach zweidimensionaler Proteintrennung im
Molekulargewichtsbereich von ca. 8 kDa nachgewiesen werden. Die Micro-
Sequenzanalyse eines internen Fragmentes ermittelte eine Sequenz, die bisher keinem
bekannten Protein zuzuordnen war. Die Expression der detektierten Proteine erfolgte
konstitutiv und wurde infolge einer dreitatigen Cu(ll)-, Cd(Il)-, Pb(ll)- und Zn(ll)-Belastung
spezifisch reprimiert: Cd(ll) > Zn(ll) > Cu(ll) > Pb(ll). Der Nachweis von MT p2-AK
positiven Proteinen in hitzegestresstem Material war nicht moglich.

Die Induktion des HSP 70-homologen Antigens erfolgte nach einem kurzzeitigen Cu(ll)-
und Cd(Il)-Stress sowie nach einem kurz- und langfristigen Hitzeschock. In beiden Fallen
konnte die Reaktion zeit- bzw. temperaturabhangig charakterisiert werden. HSP 17- und
Cyclophilin  18-homologe Antigene wurden nicht detektiert. Mittels immobilisierter
Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) und kovalenter Affinitatschromatographie
wurden metallbindende und thiolhaltige Proteine isoliert. Die Micro-Sequenzanalyse
interner Fragmente aus Proteinen der IMAC-Kontrollfraktion ermittelte zwei cysteinreiche
Sequenzen (80%ige Homologie zu einem Endochitinase-Precursor aus Pisum sativum
bzw. 66%ige Homologie zu dem MstProx-Protein aus Drosophila melanogaster), eine
threoninreiche Sequenz (47%ige Homologie zur Serin/Threonin-Protein-Kinase
YNRO47W aus Saccharomyces cerevisiae) sowie eine cysteinhaltige Sequenz eines
internen Fragmentes der Cu(ll)-belasteten Probe (90%ige Homologie zu abgeleiteten
Proteinen aus Deinococcus radiodurans). Metallothionein-homologe Sequenzen wurden
nicht identifiziert. FUr die Micro-Sequenzierung relevanter 2D-Proteinspots ist deren
vorherige immunologische Detektion sinnvoll, so dass eine Optimierung der Methodik im

Nachweis Metallothionein-homologer Proteine in der 2D notwendig ist.
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Zusammenfassung

Die Biosynthese freier Aminosauren wurde infolge der 50 uM Cu(ll)-Belastung
zeitabhangig gehemmt, so dass eine wesentliche Rolle der Hauptliganden Asparagin und
Histidin in der Regulierung der VerflUgbarkeit von Cu(ll)-lonen auszuschlieBen ist.
Verstarkte Synthesen traten ausschlieRlich bei Cystein (203 %), Phenylalanin (163 %)
und Glutamin (162 %) nach einem vierstindigen Cu(ll)-Stress, im Fall von Glutamin auch
im Langzeitversuch nach drei Tagen (174 %), auf. In der Funktion als GSH-Precursor
wurde die bedeutende Rolle des Cysteins in der schnellen Schwermetallstressreaktion
bestatigt. Das Cu(ll)-Bindungspotential des Glutamin ist mittels EELS-Analysen zu

Uberprifen.

Das Vorkommen von Oxalséure, Zitronenséaure und Apfelsdure wurde mittels ESI-MS, im
Fall von Zitronensaure und Apfelsdure zusatzlich mittels GC-MS, nachgewiesen. Die
Ergebnisse deuten auf eine induzierte Synthese der beiden letztgenannten Verbindungen
nach dreitagiger Cu(ll)-Belastung hin. EELS-Analysen kénnten deren mdgliche Funktion

als Cu(ll)-Bindungspartner klaren.

Der Gesamtphenolgehalt von Fontinalis antipyretica wird nicht durch eine vierstlindige
bzw. dreitdgige 50 yuM Cu(ll)-Belastung beeinflusst. Die RP-HPLC-Analyse l|6slicher,
phenolischer Verbindungen ermittelte Cu(ll)-induzierte Konzentrationsschwankungen der
isolierten Verbindungen. Die anhand der Retentionszeiten getroffene Zuordnung zu
Standardsubstanzen  konnte = massenspektrometrisch  nicht  bestatigt  werden.
Spektroskopische Untersuchungen zu Wechselwirkungen der phenolischen Verbindungen
mit Cu(ll) schlossen eine Zugehérigkeit zur Gruppe der Flavonole aus. Die
Charakterisierung der Phenole hinsichtlich einer Funktion in der Schwermetall-
stressantwort in  Fontinalis antipyretica setzt deren massenspektrometrische

Identifizierung voraus.

Erste Untersuchungen zur Regulation Metallothionein-ahnlicher Gene mittels einer cDNA-
Sonde aus Brassica juncea deuteten auf eine kurzzeitige Induktion der Transkripte infolge
einer Zn(ll)-Belastung sowie nach einem 20 °C-Hitzeschock hin. Dies steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen der immunologischen Detektion Metallothionein-
ahnlicher Proteine. Aus genomischer DNA von Fontinalis antipyretica wurde eine
Metallothionein p1-homologe Sequenz (95%ige Homologie zur Metallothionein p1-mRNA
von Zea mays) isoliert und bietet als Sonde ideale Voraussetzungen zur Klarung der

Regulation Metallothionein-dhnlicher Gene unter Schwermetalleinfluss.
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7. Anhang

Tab. 1: Auszug aus dem Wassergitebericht der Helbe 2001, Standort Ebeleben.

Thdringer Landesanstalt fir Umwelt.

Parameter Messwert | Parameter | Messwert

pH 7,24 HCO; 320 mg/ml

Leitfahigkeit | 664 uS/cm NO; 3,8 mg/mi

O, sofort 10,1 mg/I NH,4 0,02 mg/ml

Karbonatharte 17° dH BSBS 2,0 mg/ml
Ca 106 mg/l*

* Messwert von 2000

Tab. 2: Genty-Parameter (F\/Fy) in Kontrollen von Fontinalis antipyretica sowie
unter Cu(ll)-, Cd(ll)-, Pb(ll)- und Zn(ll)-Belastung mit je 25 yM, 50 uM und 100 uM Uber einen
Zeitraum von einem Tag bis sieben Tage; n = 5. Signifikanz: ungepaarter t-Test.
*=P<0,05; *=P<0,01; ** =P < 0,005.

Probe Fv/Fy | Prozent [%] Probe Fv/Fy | Prozent [%]
K1d 0,72 100,00 50 uM Cu(ll), 1d | 0,64 89,44***
K2d 0,72 100,00 50 uM Cu(ll),2d | 0,43 59,72***
K3d 0,73 100,00 50 uM Cu(ll), 3d | 0,54 73,42***
K4d 0,74 100,00 50 uM Cu(ll),4d | 0,55 73,78
K5d 0,73 100,00 50 uM Cu(ll), 5d | 0,60 81,64**
Ké6d 0,74 100,00 50 uM Cu(ll),6d | 0,56 75,68***
K7d 0,75 100,00 50 uM Cu(ll), 7d | 0,55 72,80***
25 uyM Cu(ll),1d | 0,69 95,03* | 100 yM Cu(ll),1d | 0,67 93,06*
25 uM Cu(ll),2d | 0,72 99,44 100 uM Cu(ll),2d | 0,43 59,72***
25 uM Cu(ll),3d | 0,57 77,75 | 100 uM Cu(ll), 3d | 0,45 61,37***
25 uM Cu(ll),4d | 0,59 80,27* | 100 uM Cu(ll),4d | 0,40 53,78***
25 uM Cu(ll),5d | 0,63 85,75*** | 100 yM Cu(ll), 5d | 0,51 69,86***
25 uM Cu(ll),6d | 0,63 84,59*** | 100 uM Cu(ll),6d | 0,45 61,08
25uM Cu(ll), 7d | 0,54 71,73*** | 100 uM Cu(ll), 7d | 0,39 51,47**
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Probe Fv/Fy | Prozent [%] Probe Fv/Fy | Prozent [%]
25uM Cd(ll),1d | 0,66 92,22 50 uM Pb(ll), 7d | 0,74 98,67
25 yM Cd(l),2d | 0,72 99,44 100 uM Pb(ll), 1d | 0,73 100,83
25 uyM Cd(ll),3d | 0,69 94,52 100 uM Pb(ll),2d | 0,74 102,78
25 uyM Cd(ll),4d | 0,63 85,14*** | 100 uM Pb(ll), 3d | 0,73 100,55
25 yM Cd(ll),5d | 0,57 78,63*** | 100 yM Pb(ll), 4d | 0,73 98,92
25 M Cd(ll),6d | 0,62 80,78*** | 100 uM Pb(Il), 5d | 0,74 100,82
25uM Cd(ll), 7d | 0,54 71,73*** | 100 uM Pb(ll), 6 d | 0,75 100,81
50 uM Cd(ll),1d | 0,72 99,72 100 uM Pb(ll), 7d | 0,74 98,93
50 uM Cd(ll),2d | 0,68 94,72 25 uM zZn(ll),1d | 0,73 101,67
50 uM Cd(ll), 3d | 0,64 87,12* 25 uM zn(Il),2d | 0,75 104,17
50 uM Cd(Il),4d | 0,55 74,32* 25 uM zn(Il), 3d | 0,76 103,56*
50 uM Cd(Il), 5d | 0,54 73,42*** | 25 uM Zn(ll), 4d | 0,74 100,27
50 uM Cd(ll),6d | 0,50 67,84** | 25uM zn(ll),5d | 0,75 102,74
50 uM Cd(Il), 7d | 0,52 69,33*** | 25 uM zn(ll),6d | 0,74 100,00
100 uM Cd(Il), 1d | 0,69 95,28** | 25 yM Zn(ll), 7d | 0,75 100,27
100 uM Cd(Il), 2d | 0,64 88,89** | 50 uM zn(ll), 1d | 0,72 99,72
100 uM Cd(Il), 3d | 0,63 86,85*** | 50 uM zn(ll),2d | 0,74 103,33
100 uM Cd(Il), 4d | 0,49 66,76** | 50 uM zZn(ll), 3d | 0,74 101,37
100 uM Cd(Il), 5d | 0,49 67,67*** | 50 uM Zn(ll), 4d | 0,73 99,19
100 uM Cd(Il), 6 d | 0,53 71,08*** | 50 yM Zn(ll), 5d | 0,76 103,56*
100 uM Cd(Il), 7d | 0,56 60,80*** | 50 uM Zn(ll),6d | 0,74 100,27
25 uM Pb(ll), 1d | 0,68 94,44 50 uM zZn(Il), 7d | 0,75 100,53
25 uM Pb(ll),2d | 0,74 102,78 100 uM Zn(Il), 1d | 0,75 104,17*
25 uM Pb(ll), 3d | 0,75 102,47 100 uM Zn(Il), 2d | 0,74 103,06
25 uM Pb(ll), 4d | 0,74 99,46 100 uM Zn(Il), 3d | 0,72 98,90
25 uM Pb(ll), 5d | 0,72 98,90 100 uM Zn(Il), 4d | 0,75 101,08
25 uM Pb(ll),6d | 0,75 101,62 100 uM Zn(Il), 5d | 0,74 101,64
25 uM Pb(ll), 7d | 0,75 99,73 100 uM Zn(Il), 6 d | 0,75 101,08
50 uM Pb(ll), 1d | 0,72 99,72 100 uM Zn(Il), 7d | 0,74 98,67
50 uM Pb(ll),2d | 0,74 102,22
50 uM Pb(ll), 3d | 0,74 101,92
50 uM Pb(ll), 4d | 0,75 101,08
50 uM Pb(ll), 5d | 0,74 101,10
50 uM Pb(ll),6d | 0,76 102,16
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Tab. 3: Intrazellulare Schwermetallaufnahme von Fontinalis antipyretica nach Belastung mit
CuCl,, CdCl,, PbCl, und ZnCl, in den Konzentrationen 25 yM, 50 yM und 100 uM Uber einen Tag
bis sieben Tage. Me(ll)-Gehalte in [umol/g TM] bzw. Prozent [%] des verfuigbaren Me(ll).
AAS-Analyse; n = 3. Signifikanz: ungepaarter t-Test. * = P < 0,05; ** =P < 0,01; *** = P < 0,005.

Probe Me(ll) Prozent Probe Me(Il) Prozent
[umol/g TM] [%] [umol/g TM] [%0]
25 uM Cu(ll), 1d 0,09 1,83*** | 25 uM Pb(ll), 1d 0,10 1,92
25 uM Cu(ll), 3d 0,09 1,72 25 uyM Pb(ll), 3d 0,11 217
25 uM Cu(ll), 5d 0,11 2,24 25 uM Pb(ll), 5d 0,11 2,23
25 uM Cu(ll), 7d 0,11 2,25 25 uM Pb(ll), 7 d 0,12 2,34
50 uyM Cu(ll), 1d 0,13 2,54***| 50 uM Pb(Il), 1d 0,12 1,20***
50 uM Cu(ll), 3d 0,17 3,34*** | 50 uM Pb(ll), 3 d 0,18 1,79
50 uM Cu(ll), 5d 0,19 3,71 | 50 uM Pb(ll), 5 d 0,20 2,04
50 uM Cu(ll), 7d 0,20 3,93 50 uM Pb(ll), 7 d 0,20 1,96
100 uM Cu(ll), 1 d 0,23 4,57 | 100 uM Pb(ll), 1 d 0,23 1,13***
100 uyM Cu(ll), 3d 0,32 6,34*** | 100 uM Pb(Il), 3 d 0,32 1,58***
100 uyM Cu(ll), 5d 0,36 7,25** | 100 uM Pb(ll), 5 d 0,31 1,55
100 yM Cu(ll), 7d 0,40 7,90** | 100 uM Pb(ll), 7 d 0,33 1,64
25 uM Cd(ll), 1d 0,05 0,98*** | 25 uM Zn(ll), 1 d 0,04 0,80***
25 uM Cd(ll), 3d 0,06 1,20*** | 25 yM Zn(Il), 3 d 0,06 1,13***
25 uM Cd(ll), 5d 0,06 1,24 25 uM zZn(ll), 5d 0,06 1,19
25 uyM Cd(ll), 7 d 0,06 1,25* 25 uM zn(ll), 7d 0,07 1,40
50 uM Cd(ll), 1 d 0,07 0,67*** | 50 uyM Zn(ll), 1 d 0,06 0,58***
50 uM Cd(ll), 3d 0,08 0,81** | 50 uyM Zn(ll), 3 d 0,08 0,79***
50 uM Cd(Il), 5d 0,08 0,78** | 50 uyM Zn(ll), 5d 0,09 0,86*
50 uM Cd(Il), 7d 0,10 1,01*** | 50 yM Zn(Il), 7 d 0,10 0,99
100 uM Cd(ll), 1 d 0,10 0,50*** | 100 uM Zn(ll), 1d 0,11 0,53***
100 uM Cd(ll), 3d 0,13 0,63***| 100 uM Zn(ll), 3 d 0,16 0,79***
100 uM Cd(ll), 5d 0,12 0,59 | 100 uM Zn(ll), 5d 0,18 0,90***
100 uM Cd(Il), 7 d 0,14 0,72*** | 100 uM Zn(Il), 7 d 0,19 0,97***
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Tab. 4: Immunreaktion des anti-Peptid-Antikorpers Metallothionein p2 (1:50.000) mit Proteinen
aus Fontinalis antipyretica. Detektion mittels Peroxidase gekoppeltem tertidrem AK und ECL-
Reagenz (SuperSignal West Dura; PIERCE). Densidometrische Auswertung mit der BASYS-

Software von Biotec Fischer.

Probe Signalintensitat [%] Probe Signalintensitat [%]
K4h 100,0 50 uM Pb(ll), 1d 84,1

50 uM Cu(ll), 4 h 73,2 50 uM zZn(Il), 1 d 16,7

50 uM Cd(ll), 4 h 111,0 K3d 100,0

50 uM Pb(ll), 4 h 65,3 50 uM Cu(ll), 3 d 23,5

50 uM Zn(ll), 4 h 59,9 50 uM Cd(ll), 3 d 17,8
K1d 100,0 50 uM Pb(ll), 3 d 44,5

50 uM Cu(ll), 1 d 47,2 50 uM zn(Il), 3 d 22,8

50 uM Cd(ll), 1 d 30,1

Tab. 5: Immunreaktion des anti-HSP 70-Antikérpers (1:5.000) mit Proteinen aus Fontinalis
antipyretica. Detektion mittels Peroxidase gekoppeltem tertiarem AK und ECL-Reagenz

(SuperSignal West Dura; PIERCE). Densidometrische Auswertung mit der BASYS-Software von

Biotec Fischer.

Probe Signalintensitat [%] Probe Signalintensitat [%]
K4 h 100,0 50 uM Cd(ll), 3 d 154,4
50 uM Cu(ll), 4 h 2571,0 50 uM Pb(ll), 3 d 134,1
50 uM Cd(ll), 4 h 4849,0 50 uM Zn(Il), 3 d 138,5
50 uM Pb(ll), 4 h - K10°C,4h 100,0
50 uM Zn(Il), 4 h - K20°C,4h 721,0
K1d 100,0 K30°C,4h 997,0
50 uM Cu(ll), 1 d 228,0 K10°C,1d 100,0
50 uM Cd(ll), 1d 702,2 K20°C,1d 2050,0
50 uM Pb(ll), 1 d 431,1 K30°C,1d 3192,0
50 uM Zn(Il), 1 d 320,2 K10°C, 3d 100,0
K3d 100,0 K20°C,3d 1164,0
50 uM Cu(ll), 3 d 113,7 K30°C,3d 2543,0
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Tab. 6: Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC). Proteingehalt der Eluate.

Probe Proteingehalt der Proteingehalt der Proteingehalt der
Auftragslésung [mg] Elutionsfraktion [ug] | Elutionsfraktion [%]
K3d 43,11 72,41 0,17
K3d 47,61 61,88 0,13
K3d 82,31 90,53 0,11
50 uM Cu(ll), 3 d 53,61 64,32 0,12
50 uM Cu(ll), 3 d 88,21 85,17 0,20
50 uM Cu(ll), 3 d 14,21 18,46 0,13

Tab. 7: Kovalente Affinitdtschromatographie. Proteingehalt der Eluate.

Probe Proteingehalt der Proteingehalt der Proteingehalt der
Auftragslésung [mg] Elutionsfraktion [ug] Elutionsfraktion [%]
K3d 42,60 10,61 0,02
K3d 48,50 5,51 0,01
K3d 52,30 11,61 0,02
50 uM Cu(ll), 3 d 83,80 13,21 0,02
50 uM Cu(ll), 3 d 306,00 38,91 0,01
50 uM Cu(ll), 3d 122,41 16,81 0,01

Tab. 8: Prozentuale Anderung ausgewdhlter, freier Aminosduren unter Kupfereinfluss.

Analyse mittels Aminosaure-Analyzer.

AS | Prozent Prozent Prozent Prozent
[%] [%] [%] [%]
K4h |50puM Cu(ll);4h| K3d |50 puM Cu(ll), 3d
Thr | 100,00 46,25 100,00 31,71
Pro | 100,00 26,05 100,00 19,76
Gly | 100,00 29,10 100,00 23,92
His | 100,00 35,58 100,00 17,39
Leu | 100,00 7,93 100,00 14,84
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Tab. 9: Gesamtkonzentration der in allen Proben mittels GC-C-IRMS-Analyse bestimmbaren,

freien Aminosauren unter Kupfereinfluss; 2 x n = 3; (K 3 d: 2 x n = 2). Signifikanz: ungepaarter

t-Test. * =P <0,05; ** =P < 0,01; *** =P < 0,005.

AS |Konz. [umol/g FM] | Konz. [pmol/g FM] |Konz. [umol/g FM]|Konz. [umol/g FM]
K4h 50 uM Cu(ll), 4 h K3d 50 yM Cu(ll), 3d
Ala 31,53 8,95** 25,69 8,14
Ser/Val 42,41 10,95* 30,94 12,52*
Cys 20,34 29,19 42,97 36,28
Asp 17,76 147,23* 214,40 94,77
Glu 31,30 56,29 27,47 43,42
Phe 58,38 52,45 45,57 38,78
Lys 47,10 19,22 22,31 14,03
Arg 20,17 6,52 6,84 1,59*
2 268,97 330,78 416,18 282,04
[%] 100,00 122,98 100,00 67,77

Tab. 10: Konzentration freier Aminosauren unter Kupfereinfluss. Analyse mittels GC-C-IRMS;

2 X n

3; (K3 d2xn

2); n.b.

*=P<0,05;** = P <0,01; *** = P < 0,005.

AS |Konz. [umol/g FM]|Prozent [%] | Konz. [umol/g FM] Prozent [%]
K4 h K4h 50 uM Cu(ll), 4 h |50 uyM Cu(ll), 4 h
Ala 0,33 100,00 0,09*** 27,58
Gly 0,34 100,00 n.b. -
Ser+Val 0,36 100,00 0,10*** 26,67
Leu+lle 0,15 100,00 n.b. -
Cys 0,17 100,00 0,35*** 202,94
Pro 0,12 100,00 n.b. -
Asp 0,72 100,00 0,77 106,94
Glu 0,21 100,00 0,34 161,90
Phe 0,35 100,00 0,57 162,86
Tyr 0,79 100,00 0,34*** 43,04
Lys 0,32 100,00 0,12* 37,50

nicht bestimmbar. Signifikanz: ungepaarter t-Test.

144



Anhang

AS |Konz. [umol/g FM] | Prozent [%] |Konz. [umol/g FM]|  Prozent [%)]
K3d K3d 50 uM Cu(ll), 3d |50 uM Cu(ll), 3 d
Arg 0,16 100,00 0,02* 12,50
Ala 0,29 100,00 0,09 31,03
Gly 0,10 100,00 n.b. -
Ser+Val 0,29 100,00 0,12* 40,00
Leu+tlle 0,46 100,00 n.b. -
Cys 0,36 100,00 0,27 75,00
Pro 0,20 100,00 0,07* 35,00
Asp 1,61 100,00 0,71 44,10
Glu 0,19 100,00 0,33 173,68
Phe 0,28 100,00 0,12 42,86
Tyr 0,52 100,00 n.b. -
Lys 0,15 100,00 0,10 66,67
Arg 0,04 100,00 0,01*** 25,00

Tab. 11: Konzentrationen der RP-HPLC-Fraktionen phenolischer Verbindungen aus Fontinalis
antipyretica in mM Rutin; n = 3. Signifikanz: ungepaarter t-Test. * = P < 0,05; ** = P < 0,01;
*** = P <0,005.

Peak | Konz. Konz. Prozent | Konz. Konz. Prozent

[mM] [mM] [%] [mM] [mM] [%]
K4h | 50 uM Cu(ll), 4 h K3d | 50 uM Cu(ll), 3d

1 14,75 7,16 48,56*** | 49,70 36,90 74,20

2 - - - - 12,20 -

3 - - - 3,60 3,40 93,20

4 15,91 5,75 36,16** | 4,30 6,20 142,60

5 - - - 11,70 11,30 96,70

6 5,35 - - 3,50 - -

7 36,05 11,65 32,32¢ 8,70 10,20 118,38*

8 9,88 4,05 40,98*** - - -

9 34,40 34,59 100,56 7,40 13,50 181,50***
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Tab. 12: Gesamtphenolgehalt nach Jennings (1981) in Fontinalis antipyretica; 2 x n = 3.

Probe Gesamtphenolgehalt
[mg/g FM]
K4 h 0,28
50 uM Cu(ll), 4 h 0,28
K3d 0,34
50 uM Cu(ll), 3 d 0,28

Tab. 13: Spektrale Absorptionsverschiebung von Quercetin nach Cu(ll)-Wechselwirkung im
Bereich von 200-600 nm. A: 25 pM Quercetin in 10 mM Tris/HCI-Puffer, pH-Wert 7.,4;
B: 25 uM Quercetin + 50 uM Cu(ll); C: 25 uM Quercetin + 50 uM Cu(ll) + 125 pM EDTA; n = 3.

A B C
Standard | Peakposition | Absorption | Peakposition | Absorption | Peakposition | Absorption
[nm] [nm] [nm]
Quercetin 371,43 0,11 443,21 0,07 375,61 0,06
261,14 0,15 269,69 0,24 266,90 0,32

Tab. 14: Spektrale Absorptionsverschiebung phenolischer Extrakte aus Fontinalis antipyretica
unter Kupfereinfluss im Bereich von 200-600 nm. A: RP-HPLC-Fraktionen 1-9 in 10 mM Tris/HCI-
Puffer, pH-Wert 7,4; B: RP-HPLC-Fraktionen 1-9 + 25 pyM Cu(ll); n = 3.

A B
Fraktion | Peakposition [nm] | Absorption | Peakposition [nm] | Absorption
1 290,88 0,05 287,24 0,05
2 281,36 0,05 269,60 0,15
3 280,44 0,04 279,52 0,87
4 291,44 0,04 285,20 0,05
5 279,92 0,06 276,40 0,07
6 288,36 0,03 286,12 0,03
7 279,12 0,02 281,60 0,04
8 280,52 0,02 275,48 0,15
9 286,44 0,04 290,64 0,06
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Abb. 1: LC-MS-Analyse von affinitatschromatograpisch (IMAC) gereinigtem Protein der Probe

K 3 d aus Fontinalis antipyretica. Detektierte Molekulargewichte:
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,30 min: 4,62 kDa; R;= 25,04 min: 11,54 kDa; R;= 28,40 min: 29,96 kDa.
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Abb. 2: LC-MS-Analyse von affinititschromatograpisch (kovalent) gereinigtem Protein der Probe

K 3 d aus Fontinalis antipyretica. Detektierte Molekulargewichte:
R;= 26,25 min: 31,99 kDa; Ry= 27,56 min: 12,71 kDa; R;= 28,25 min: 28,25 kDa.
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Abb. 3: LC-MS-Analyse von affinititschromatograpisch (kovalent) gereinigtem Protein der Probe
50 uM Cu(ll), 3 d aus Fontinalis antipyretica. Detektiertes Molekulargewicht:
R;= 25,02 min: 10,88 kDa.
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Abb. 4: HPLC-Chromatogramm des Standardmix aus jeweils 200 ug/ml Oxalsaure, Zitronensaure

und L-, D-Apfelséure.
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Abb. 5: HPLC-Chromatogramme organischer S3uren aus Fontinalis antipyretica
(Kurzzeitversuch). Gaschromatographisch identifizierte Fraktion 1: Zitronensaure; Fraktion 2:
Apfelsaure.
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6: HPLC-Chromatogramme

organischer Saduren aus Fontinalis antipyretica

(Langzeitversuch). Gaschromatographisch identifizierte Fraktion 1: Zitronensaure; Fraktion 2:
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ure.
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Abb. 7: RP-HPLC-Chromatogramm I6slicher, phenolischer Verbindungen der Probe K 4 h aus
Fontinalis antipyretica. 1: Gallussaure, 4: 4-Hydroxybenzaldehyd, 6: Umbelliferon, 7: Quercetin,
8: a-Methylzimtsaure, 9: 4-Nitrozimtsaureethylester. Die Bezeichnung der Peaks erfolgte

entsprechend der HPLC-Standard-Datenbank anhand von Retentionszeitvergleichen.
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Abb. 8: RP-HPLC-Chromatogramm l&slicher, phenolischer Verbindungen der Probe 50 uM Cu(ll),
4 h aus Fontinalis antipyretica. 1: Gallussaure, 4: 4-Hydroxybenzaldehyd, 7: Quercetin,
8: a-Methylzimtsaure, 9: 4-Nitrozimtsaureethylester. Die Bezeichnung der Peaks erfolgte

entsprechend der HPLC-Standard-Datenbank anhand von Retentionszeitvergleichen.
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Abb. 9: RP-HPLC-Chromatogramm I6slicher, phenolischer Verbindungen der Probe K 3 d aus
Fontinalis antipyretica. 1: Gallussaure, 3: Vanillinsaure, 4: 4-Hydroxybenzaldehyd, 5: Myrecetin-3-
glucorhamnosid, 6: Umbelliferon, 7: Quercetin, 9: 4-Nitrozimtsaureethylester. Die Bezeichnung der
Peaks erfolgte entsprechend der HPLC-Standard-Datenbank anhand von Retentions-

zeitvergleichen.
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Abb. 10: RP-HPLC-Chromatogramm I&slicher, phenolischer Verbindungen der Probe
50 uM Cu(ll), 3 d aus Fontinalis antipyretica. 1: Gallussaure, 2: 3,4-Dihydroxybenzoesaure,
3: Vanillinsaure, 4: 4-Hydroxybenzaldehyd, 5: Myrecetin-3-glucorhamnosid, 7: Quercetin,
9: 4-Nitrozimtsdureethylester. Die Bezeichnung der Peaks erfolgte entsprechend der HPLC-

Standard-Datenbank anhand von Retentionszeitvergleichen.
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Abb. 11: Absorptionsspektren im Bereich 200-600 nm von 25 yM Qercetin in 10 mM Tris/HCI-
Puffer, pH-Wert 7,4. Blau: Quercetin; rot: Quercetin + 50 uM Cu(ll); griin: Quercetin + 50 yM Cu(ll)
+ 125 uM EDTA.
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Abb. 12: Typische Absorptionsspektren einer phenolischen RP-HPLC-Fraktion (4) aus Fontinalis
antipyretica im Bereich 200-600 nm in 10 mM Tris/HCI-Puffer, pH-Wert 7,4. Blau: Fraktion 4; rot:
Fraktion 4 + 50 yM Cu(ll); grin: Fraktion 4 + 25 yM Cu(ll) + 50 uM EDTA.
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