Untersuchungen zu einem Metallothionein aus dem a@tischen
HyphomycetenHeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)
vorgelegt der

Naturwissenschaftlichen Fakultat | -

Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von

Diplom-Biologin Diana Meil3ner (geb. Steiner)
geb. am 26.08.1977 in Halle (Saale)
Gutachter:
1. Prof. Dr. Gerd-Joachim Krauf3
2. Prof. Dr. Werner Roos

3. Prof. Dr. Klaus Albert

Halle (Saale), 17.06.2010






1. Einleitung 1
I. INHALTSVERZEICHNIS
[ INNAITSVEIZEICNNIS .t e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeeeaanan 1
[I. ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ... e e e e e e e e e e ee e e e e e e e eeeeeeaannes 3
R Y1 01 1= (8 ] o o [T TRRTPPPPP 5
1.1 Aquatische HyphomyCeten ............oiioeeeeeieiiiii e 5
1.2. SChWEIMETAIIE ... 8
1.3. SChWErmMEtallSIrESS ......coeieeieiieeee e 9
1.4. MetallothiONEINE ...t e e 12
1.5. Strukturbestimmung VON Proteinen........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiicee e 15
2. Ziele der ATDBIT......coo e 21
3. Material UNnd MEtNOUEN ......uuuiiiiiiiiiiiiiiie e 22
3.1. Kultivierung vorHeliscus lugdunensis...........oooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiceeee e 23
3.2. Bakterien- und HefeStAmme ..o, 25
3.2.1. Mikroorganismen und Plasmide........ccoeeeuiiiiiiiiiniieieieeeeeii e 25
3.2.2.  Anzucht und Stammhaltung viascherichia coli ...........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieninn, 26
3.2.3. Anzucht und Stammhaltung vidhuyveromyces lactis GG799 ............ccc....... 26
3.3. Physiologische UNterSUChUNQGEN ... o eeeeeeeeeeeiiiiiiiiiinneeeeeeeeeeeaeens 27
3.3.1. Probenahme und Wachstumsuntersuchungen.............cccccoeoeiiiiiiiiiiiininns 27
3.3.2.  VitalitatsSheStimmUNG ........cooviiiiicmmmmm e e e e e e 27
3.3.3. ProteinbesStiMmMUNG.........oooiiiiii et ee e 28
3.4. Biochemische UNterSUChUNQEN ... eeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiinneeeeeeeeeeeaeens 28
3.4.1. Synthetisches Metallothionein MT1_NECLU............cooiiiiiiiiiiiieeeeeeee 28
3.4.2. Sulfatgenalte.........cooo i 29
3.4.3. SUIIAGENAIE ... e 30
3.4.4. Kleine Thiol-haltige Verbindungen ... ..oeveeiiiiiiiiei e 31
3.4.5. Phytochelatine und MetallothioN@INEe . e eeevvvveiiiiiieee e 32
3.4.6. MaSSENSPEKITOMELIIE ... ..uuiiii e s 33
3.5. Molekularbiologische Untersuchungen.................oooiiiiiiiien s 35.
3.5.1. (CT=] o 1= (o] o] gL S = R 35
3.5.2. Dt £ ] 1] (U o U 38
3.5.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaureigen ............ccccoeeeeeeeeeee. 38
3.5.4. Polymerasekettenreaktion ............cooeeemiiiiiiiiiiiiiiieiii e 38
3.5.5. RESIIKIION ..ttt ettt e e e e e s s s e 41
3.5.6. Lo = 1[0 ] PP URUTPPPPTPPRPPPTTPN 41
3.5.7. Herstellung kompetentéscherichia coli und Transformation ...................... 41
3.5.8. DNA-SEQUENZIEIUNG .evvvtttiiniiee i e ettt e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaaas 42
3.5.9. [SOlierung VON RINA ... s 43
3.5.10. Northern-HybridiSIEIUNG.......cooeiiieiiiiiieiieeiii et e e e e eeeeeeeees 43
3.6. [ (0] (Tt o] £ =151 o] o PP 47
3.6.1. Proteinexpression Escherichia coli BL21 ... 47
3.6.2. Proteinexpression Kluyveromyces lactis GG799 ............cccvvvvvvevviiiiiiiinennn. 48
3.7. StrukturuntersuChUNGEN ..o 49



1. Einleitung 2
3.7.1. Homologiemodellierung..........coooii e oo eee e 49
3.7.2. Fern-UV-CirculardiChroiSmus ... 50
3.7.3. Untersuchungen mittels 400 MHz-NMR-Spektogs&................cccceeeeeeeeee. 51
3.7.4. Untersuchungen mittetscrocoil 600 MHz-NMR-Spektroskopie................. 52
3.7.5. Untersuchungen mittadaline-Kapillar-HPLC-NMR ..........cccccoeeeeeiiiennees 53

A, ErQEDNISSE ..o e a e 56

4.1. Physiologische UNterSUChUNQGEN ... o eeeeeeeeeeeeiiiiiiiiiinneeeeeeeeeseeeens 56
4.1.1. Wachstum auf Oberflachenkultur ......ccccee oo, 56
4.1.2. Wachstum in FIUSSIGKUIUT..........ciiiieriiiieeeeee e 57
O T V| = 11 - | RO 60

4.2. Biochemische UNterSUChUNQGEN .......... o eeeeeeeeeeeiiiiiiiiiinnneeeeeeeeeeeannsd 61
4.2.1. ProteiNeXPreSSION .....ccoiiiiiiiiiitceeeeee e e e s 61
4.2.2. SulfatbesStiMMUNG......coiiii e 63
4.2.3. SUlfIdDESTIMMUNG ...t e e e e e e b eeneneeeeneee 65
4.2.4. Kleine Thiol-haltige Verbindungen ... .oeevveiiiiiiieeeeeeeeeeceeeeeieennd 66
4.2.5. Phytochelatin 2 und MetallothioN@INe oeee..eevvvviii e 71
4.2.6. Massenspektrometrische Untersuchungen............ccccevevvvvevvvvviviceenn 4.7

4.3. Molekularbiologische Untersuchungen.................iiciiiieeeeeen. 77.
4.3.1. Analyse des Gen®2 neclu in Heliscus lugdunensis............cccoeeeeeeevvveeeevinnnns 77
4.3.2. Analyse der regulatorischen GenregioN . coooeeeeeeeeeieeeeeeeeeiiiiiaes 177
4.3.3. Quantifizierungt2_neclu-GenprodukiS ........cccoeeeeeeeiiiiiiiieeccee e, 78

4.4. Strukturuntersuchungen des MT1_NECLU...ccoccciiiiiiiiieeeieis 81
4.4.1. Modell des Metallothioneins MTL NECLU...........coooiiiiiiiiiiiiieeeeee, 81
4.4.2. Strukturanalyse mittels Fern-UV-CirculardmBmus ..............coevvvviiiiinnnnnnn. 83
4.4.3. Strukturbestimmung mittels 400 MHz-NMR-Spekkopie ................cccee.... 84
4.4.4. Strukturbestimmung mittetscrocoil 600 MHz-NMR-Spektroskopie.......... 90
4.4.5. Strukturanalyse des nativen Proteins MT2_NE®ittels online-Kapillar-

HPLC-NMR ...ttt e e e e e et e e e e e e eeeeeennnanes 95

ST B {11 LB £ (o] o RSP 96

5.1. Physiologisch-biochemische Untersuchungen.............cccceeeeiviiiviiieiinninnns 96
5.1.1. Wachstum voHeliscus lugdunensis unter Schwermetallstress...................... 96
5.1.2. SchwefelNaushall............oooiiii e 98
5.1.3. Induktion Thiol-haltiger Aminosauren und B@@...............cooevvvvvviviiiennn. 100
5.1.4. Induktion Thiol-haltiger Proteine......cccccveeiiiiiiiieeee 104

5.2. Molekularbiologische Untersuchungen...ccccec.oooovveevviiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee 810

5.3. Bestimmung der Struktur des synthetischen NNEICLU .......................... 110
5.3.1. Strukturanalyse des MT1_NECLU mittels Honggdonodellierung............. 111
5.3.2. Strukturbestimmung mittels Fern-UV-Circulahtoismus-Spektroskopie . 115
5.3.3. Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie...............vvvviiiiiiiiiiiieeeeeennn. 117

5.4. Strukturanalyse des nativen MT2_NECLU ..., 123

6. Zusammenfassung und AUSDICK ............uuieircciiiie s 124

T 1 (= - LU | PP P PP PPPPPPPUPPPPPPR 126

8. ANNANG .. e 140



1. Einleitung

ll. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Amp
APS
AS
AQH
bp

CD

CE
CHES
ddUTP
DEPC
DIG
DNase
dNTP
DSMZ

DSS

DTNB

DTT

EtOH

FM

FM/TM
GSH/GSSG
H. lugdunensis
HPLC

IPTG

kb

Mw

MS

MT

MW

n.b.

N. crassa

Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Aminosaure
Aquatische(r) Hyphomycet(en)
Basenpaar(e)
Circulardichroismus-Spektroskopie
capillary electrophoresis (Kapillarelektrophorese)
N-Cyclohexyl-2-aminoethansulfonsaure
Didesoxyuridin-5-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
Digoxigenin
Desoxyribonuklease
Desoxynukleotid-5"-triphosphat
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig
2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat, Nealz
5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure)
Dithiothreitol
Ethanol
Frischmasse
Verhaltnis Frischmasse zu Trockenmasse
Glutathion reduziert/oxidiert
Heliscus lugdunensis
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Isopropy}s-D-thiogalactopyranosid
Kilobasen
Molekulargewicht
Massenspektrometrie
Metallothionein
Mittelwert
nicht bestimmt

Neurospora crassa



1. Einleitung

NEM
ns
OD
PC
PCR

RNase
RMS

RT
SDS
SEM
SSC
STABW
TAE
TEMED
™

Tris

U

uv

Vol.

viv

wiv

X

X-Gal

N-Ethylmaleimid

nicht signifikant

optische Dichte

Phytochelatin

Polymerasekettenreaktion

Adenin oder Guanin als DNA-Base

Ribonuklease
root mean sgquare - Mal3 fur die Abstéande zwischen
analogen Atomen in zwei Molekilen im Raum
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat
scanning electron microscopy
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer
Standardabweichung
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Trockenmasse
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit, Einheit der Enzymaktivitat [Lmol/min]
ultraviolett
Volumen
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

beliebige Aminosaure

5-Bromo-4-chloro-3-indoxy-D-Galactopyranosid

Aminosauren wurden nach dem internationalen Eid-Drei-Buchstabencode, Einheiten

entsprechend dem SI-System abgekiirzt. Die Nuklaiokidrzungen erfolgten nach IUPAC.



1. Einleitung 5

1. Einleitung

1.1. Aquatische Hyphomyceten

Das Untersuchungsobjekt dieser Arbeit war der asglad Hyphomyceitieliscus lugdunensis
Stamm H4-2-4, der aus einem stark mit Schwermetdlidasteten Gewasser im Mansfelder
Land isoliert wurde (Krausat al., 2001). Aquatische Hyphomyceten (AQH) sind Piloa& v
sehr groRer phylogenetischer Heterogenitat (meistscomyceten). Der Pilz
Heliscus lugdunensis wird nach 18S rDNA-Vergleich wie folgt eingeordrigtibbett et al.,
2007; Kirk, 2009):

kingdom Reich: Fungi

subkingdom Unterreich: Dikarya

phylum Abteilung: Ascomycota

subphylum  Unterabteilung: Pezizomycotina

class Klasse: Sordariomycetes

subclass Unterklasse: Hypocreomycetidae

order Ordnung: Hypocreales

family Familie: Nectriaceae

genus Gattung: Nectria (Fr.) Fr. 1849

species Art:  teleomorph Nectrialugdunensis J. Webster (1959)

anamorph  Heliscus lugdunensis Sacc. & Therry (1880)

AQH sind fakultativ aquatisch lebende Pilze, die BEstruenten abgestorbenes, in Gewasser
gefallenes Blattmaterial abbauen kdonnen (Webst@81;1 Webster & Weber, 2007). lhre
Identifizierung erfolgt meist Uber die typische 8o bzw. Konidienform, die von tetraradial
(z. B. Tetracladium- oder Clavariopsis-Species) bis hin zu nelkenférmigen, phialidischen
Konidien (z. B. Heliscuslugdunensis; Abb. 1-1; Brahaet al., 2007) reichen kann. Die
Konidienformen mit den typischen Fortsatzen spiegils Vorkommen im Wasser und die
Funktion als Destruenten wider, da eine Anheftung@kattmaterial mit Hilfe der Fortsatze
gewahrleistet wird (Barlocher, 1992). Die ungeschikiche Fortpflanzung Uber Konidien
(anamorph) ist die haufigste Form der Verbreituag AQH. Oft sind auch die teleomorphen
(geschlechtlichen) Formen dieser Pilze bekannt, atier meist terrestrisch vorkommen.

Friher wurden AQH als Indikatoren fur sehr saub®¥esser gewertet. Allerdings konnten
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sie sowohl in mit Schwermetallen, als auch in nmgahika belasteten Gewéassern gefunden
werden (Krausst al., 2005; Schlosset al., 2008).

Abb. 1-1: SEM-Bilder von Konidien von Heliscuslugdunensis Stamm H4-2-4; A+B: reprasentative
Konidien.

Im Mansfelder Land, dem heutigen Landkreis Mans&ldharz (Mitteldeutschland), wurde
bis fast zum Ende des 20. Jahrhunderts etwa 80@ Imig Kupferschiefer bzw. Kupfererz
abgebaut und die Verhuttungsriickstande (Theisem®rh) nach der Verhittung auf
Armerzhalden gelagert. Der Standort H4-2-4 befirgieh am Ful3e einer solchen Halde in
Stadtborn/Hergisdorf bei Helbra, wo der Pilz aus diertigen neuen Quelle isoliert wurde
(Abb. 1-2 und 1-3; Krauss al., 2001).
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Abb. 1-2: Standort H4-2-4 in Stadtborn/Hergisdorf kei Eisleben (01/2009); A: Kupferschiefer-
Armerzhalde; B: Quelle aus der Kupferschiefer-Armerzhalde; C: Zufluss in das Auffangbecken

(Entsorgung des Schwermetall-haltigen Wassers); Dgrine Zink-Ablagerungen im Wasser und in der
N&ahe des Schwermetall-belasteten Wassers auf demmerz (Sekundarminerale).

Theisen-Schlamm
(frdher Becken IX)

Al e ’

e \ Zone der Schwermetall-Mobilisierung
neue Quelle und Wasserkontamination

Abb. 1-3: Skizze der Situation am Standort H4-2-4ni Stadtborn/Hergisdorf bei Eisleben.
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1.2. Schwermetalle

Der Begriff ,Schwermetalle” ist bisher nicht eintieh definiert. Im Allgemeinen werden
alle Metalle mit einer Dichte von >5-6 g/¢rals Schwermetall bezeichnet. Nach Duféusl.
(2002) ist es besser, vdrard metals (class A), soft metals (class B) und vonborderline
metals zu sprechen. Diese empirische, chemische Klagsiizg nach dem HSAB-Konzept
(hard and soft acids and bases; Pearson, 1963) orientiert sich an der EigensadaftMetalle
als Elektronenakzeptoren (Lewis-Sauren) sowie an @&Re ihrer Atomradien. In der
Biologie mussen Metalle nach ihrer biologischeneRahz (essenziell oder nicht-essenziell)
eingeordnet werden.

Das Wasser am Standort H4-2-4 ist stark mit Schwtiben und Anionen belastet,
hauptséachlich mit Zink, Mangan, Kupfer und Cadmiwber auch Blei und Eisen (Tab. 1-1
und 1-2; Krauset al., 2001). Zn und Mn sind essenziell fir Organisraed gehoéren zu den
borderline metals, wahrend Pb (nicht-essenziell), Fe und Cu (beisgemziell) je nach
Oxidationszustand zu demard, soft oder borderline metals gezahlt werden. Cd wird als
Jedoommit Cd unter
Bedingungen in aktiven Zentren von CarboanhydrememThalassiosira weissflogii und
anderen marinen Diatomeen vor (Lane & Morel, 20@érk et al., 2007). Alssoft metal

nicht-essenziell fur Organismen angesehen. Zinkmangel-

komplexiert Cd Gberwiegend mit weichen Lewis-Baseie, z. B. Thiolgruppen.

Tab. 1-1: Hydrochemische Daten am Standort H4-2-4

Standort SO42' PO43' pH Redoxpotential Leitfahigkeit Temperatur
mg/L UM mg/L UM mV mS/cm °C
H4 6750 70300 0,16 1,68 6,2 2,57 8,55 6,5
Tab. 1-2: Schwermetallgehalte am Standort H4-2-4
Standort Cd Cu Fe Mn Pb Zn
mg/L uM mg/L uM mg/L uM mg/L UM mg/L UM mg/L uM
H4 2,80 | 2491 | 13,25 | 2085 | 0,05 0,89 | 19,10 | 347,7 | 1,90 9,30 | 2600 | 39773
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1.3. Schwermetallstress

Allgemein sind Organismen in ihrer natirlichen Urnitweerschiedenen abiotischen (z. B.
Temperatur, Wasserverfigbarkeit, Schwermetallehtliand biotischen Stressbedingungen
(z. B. Konkurrenz mit Organismen derselben Art o@@mer anderen Art, Fral3feinde,
Parasiten) ausgesetzt (Abb. 1-4). Um diesen St@ssbegegnen zu kdnnen, haben alle
Organismen Resistenzstrategien entwickelt.

Als Reaktion auf Schwermetallstress konnen Orgagmsmittels avoidance-Mechanismen
verhindern, dass diese Uberhaupt in die Zelle gelanBeispiele hierfur sind die Absorption
an die Zellwand oder Veranderung dieser, vermiedefransport in die Zelle und die
Ausscheidung organischer Séauren oder Schleimesaheermetalle extrazelluléar chelatieren
kénnen. Tolerance-Mechanismen erméglichen es dem Organismus, miw&thetallen
intrazellular umzugehen. Nach einer unspezifiscAefinahme durch Transporter (z. B.
MFS-, CDF-, ZIP- und RND-Transporter; Saier, 20@9)die Zelle werden sie durch die
Bildung von Thiolen komplexiert, zur Vakuole traosjert und dort abgelagert (ABC-
Transporter), so dass sie nicht mehr toxisch faffi@echselreaktionen im Cytoplasma einer
Zelle sind (Bellioret al., 2006; Clemens, 2006).

| abiotische Stressoren |

Licht  Strahlung Temperatur Wasserverfiigbarkeit

NN

mechanische Faktoren chemische Faktoren
Feuer | Verbiss \ \ Luftverunreinigung
H
Wind | Schneedruck Schwermetalle P
Blitzschlag Tritt Salze Xenobiotika
Konkurrenz

(inner-, interartlich) ~ FraBfeinde  Parasiten/Infektionen

| biotische Stressoren

Abb. 1-4: Stressoren fur Pilze.

Unter Cd(Il)-Stress wird in Pilzen und Pflanzenembhuch in Vertebraten die Bildung von
niedermolekularen Thiolen, z. B. Cystein (Cyg)Xlutamylcystein -EC odery-Glu-Cys)
und Glutathion (GSH) induziert, wobei das GSH sofur Entgiftung des Cd(ll) als Bis-

glutathionato-Komplex in die Vakuole transportieder zur Synthese von Phytochelatinen
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(PCs) verwendet wird (Rauser, 2000; Courdicdl., 2004). GSH ist ein enzymatisch (nicht-
ribosomal) gebildetes Tripeptid aus den Aminosauséutamat, Cystein und Glycin, wobei
Glutamat Uber eing-Peptidbindung mit Cystein verknupft wird (Abb. 1Ernstet al., 2008).

SH
P
HO OH
NH, o)

Abb. 1-5: Chemische Formel des Glutathionsy¢Glutamyl-Cysteinyl-Glycin).

Die Bildung dery-Peptidbindung erfolgt durch das EnzynGlutamylcysteinyl-Synthetase
und ist der erste und geschwindigkeitsbestimmerudteitb der GSH-Biosynthese, wobei aus
Cys und Gluy-EC gebildet wird (Stephen & Jamieson, 1997; Petsi., 2004; Mendoza-
Cébzatl & Moreno-Sanchez, 2006; Rotletral., 2006). Die Verknipfung desEC mit Gly
erfolgt durch die GSH-Synthetase. Da fur die GSHsBnthese Cystein bendtigt wird, ist
diese eng mit der Sulfatassimilation verbunden (AbB; Al-Lahham, 1998).

Cystein wird mit Hilfe des Enzymkomplexes O-Acetyia-(Thiol)-Lyase aus O-Acetylserin
und Sulfid ($) synthetisiert. Sulfid wird Uber die Sulfatassiaibn in Pilzen, wie
Neurospora crassa und Aspergillus nidulans (Marzluf, 1997), wie folgt bereitgestellt: Das
durch Sulfat-Transporter in die Zellen transpotéeSulfat (SGF) wird durch die ATP-
Sulfurylase zu Adenosin-5’-phosphosulfat (APS) uwmagedelt. APS wiederum wird mit
Hilfe der Adenosin-5’-phosphosulfat-Kinase (APS-&e) zu Phosphoadenosin-5'-
phosphosulfat (PAPS) umgewandelt, welches durchPtiesphoadenosin-5’-phosphosulfat-
Reduktase (PAPS-Reduktase) zu Sulfit {f9Qeduziert wird. Aus S€ entsteht $ durch
Reduktion mittels Sulfit-Reduktase.

SO,
l‘_ATP-SquuryIase
APS

Sulfat- APS-Kinase

. PAPS
assimilation

l‘_ PAPS-Reduktase
SO
l‘-Squit-Reduktase

Acetyl-CoA s Glutathion-Biosynthese PC-Synthase

Serin O-Acetylserin Cystein T v-EC I GSH PC
SAT OASTL y-EC-Synthetase GSH-Synthetase

Abb. 1-6: Sulfatassimilation bei Pilzen . crassa und A. nidulans), sowie Glutathion- und Phytochelatin-
Synthese inS. pombe.



1. Einleitung 11

Aus GSH konnen mittels Phytochelatin-Synthase (P€Bytochelatine gebildet werden
(Abb. 1-6). InArabidopsisthaliana und in der Hefeschizosaccharomyces pombe wurde eine
konstitutive Expression der PCS-Gene und eine veeiteduktion unter Schwermetallstress
beobachtet (Cobbett, 1999). Dagegen konnteHitugdunensis kein Gen fur eine PCS
gefunden werden (personliche Mitteilung Bianca Rralund molekularbiologische
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit).Saccharomyces cerevisiae wurde ebenfalls
kein PCS-Gen identifiziert. Winschmaehal. (2007) haben Hinweise vorgelegt, wonach
eine Carboxypeptidase Y in dieser Hefe aus Gluwathdurch Verknupfen vory-EC-
Einheiten mit GSH Phytochelatine synthetisieren nkaiine solche Ruckreaktion ist
erklarbar, wenn in der Zelle, wie unter Cd(ll)-Ssebeschrieben, sehr grol3e MengdfC
und GSH vorhanden sind (Winschmaatrel., 2007). BeiH. lugdunensis konnte nur PC2,
jedoch keine hoher molekularen PCs (PC3-PC6) nadkgen werden (Jaecketl al., 2005),
was auch ein Hinweis auf die Aktivitdt einer Canpoaptidase ist. Irs. pombe wurde die
Bildung von PCs durch die Aktivitat einer PCS nashgesen (Clemenst al., 1999). In
zahlreichen hoheren Pflanzen (Ernstt al., 2008) wund Algen, z. B. in
Chlamydomonas reinhardtii (Brautigamet al., 2009), konnten sowohl kanonische (PC2, PC3,

etc.) als auch Iso-Phytochelatine nachgewiesenemgibb. 1-7).

0] H
H
N R2
Ry ” N
o) OH o

v-Glu Cys

Abb. 1-7: Chemische Formel der Phytochelatine: RH & R ,=Gly - kanonisches PG; R;=Cys & R,=Gly -
CysPG,; R;=H & R ,=0OH - desGlyPG,; R;=Cys & R,=0OH - CysPC,desGly; Ri=H & R ,=Ala/Ser/Glu/GIn -
PC,Ala/Ser/Glu/GIn.
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1.4. Metallothioneine

Metallothioneine (MTs) sind kleine, gencodierte,s@n-reiche (bis zu 33 %) Proteine mit

GrofRen von ca. 2-17 kD:

2,2-2,6 kDa bei Pilzen (Familie 8),

3,8-4,6 kDa bei Diptera (Familie 6),

4,4-8,5 kDa bei Pflanzen (Familie 15)

5,0-7,5 kDa bei Vertebraten und Invertebratem(ifkan 1-5),

5,2-7,3 kDa bei Pilzen (Familien 9-13),

5,4-5,8 kDa bei Prokaryoten (Familie 14) sowie
11,1-16,7 kDa bei Ciliata (Familie 7)

(nach: http://www.expasy.ch/cgi-bin/lists?metalt.Binz & Kagi, 1999).

Metallothioneine, zuerst in den Nieren von Pferéemdeckt (Margoshes & Vallee, 1957),
stellen eine grol3e Gruppe von Proteinen dar, diéagi alle Organismengruppen beschrieben
wurden. |hre Bildung wird héufig durch Schwermedalllie sie Uber die Sulfhydrylgruppen
der Cys-Reste komplexieren konnen, induziert. Abehder Metallhomoostase essenzieller
Metalle, beim Metall-Transporttr@fficking) und unter anderen Stressbedingungen, wie
Seneszenz, Trockenstress und biotischer StressjeweMetallothioneinen Funktionen
zugeordnet (Vasak, 2007).

Die Cys-Reste der MTs sind ohustern angeordnet und besitzen je nach Organismengruppe
eine typische Konsensussequenz, die auch der lamgein Familien dient. In der Familie 8
(fungi-I-MT) sind die small metallothioneins (smMT) von verschiedenen Pilzen
zusammengefasst. Die Konsensussequenz des MT1_NBG$M. lugdunensis Stamm H8-

2-1 ist zu denen der anderen beschriebenen Pilaeht leverschieden (Abb. 1-8).
MT1_NECLU besteht aus 24 Aminosauren und hat ein#& von ca. 2330 Da (Jaecleel

al., 2005). In ihrer Dissertation konnte Jaeckel (30€2te Hinweise auf das MT1_NECLU
mit einem Methionin am N-Terminus der Aminosauresey (Met-MT1_NECLU) neben
dem MT1_NECLU finden.
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MT1 NECLU: SP CTCST CNCAGA CNS CSCTS CSH
Konsensus: C-x- C-X-X- GCX- Cx-x-X- GCX-x- GCx- Cx-x- C
Konsensus der MT-Familie 8 ( f ungi -I-MT; Binz & K&gi, 1999):

C-X- C-X-X-X-X- C-X- C-X-X-X-X- Cx- Cx-x- C

Abb. 1-8: Konsensussequenz des MT1_NECLU und der MFamilie 8.

Man koénnte die Familie §Ungi-I-MT) in zwei Untergruppen aufteilen, wobei MT1_REU
und MT2_COLGL (aus dem Anthracnose-P@alletotrichum gloeosporioides, Ascomycet)
eine Untergruppe bilden, da sie eine sehr &hnkaresensussequenz haben (Abb. 1-9).

Die Metallothioneine MT2_COLGL und MT1 _COLGL werddmei der Appressorium-
Bildung durch den Wirt-Oberfachen-Wachs induziemd ukomplexieren (ber sieben
Cysteinreste sechs Cu(l)-lonen (Hwang & Kolattukuti995). MT_AGABI wird von dem
Basidiomycet Agaricus bisporus (Zuchtchampignon) unter Cu(l)-Stress gebildet und
komplexiert sechs Cu(l)-lonen (Minger & Lerch, 1985ie Bildung des MT_NEUCR aus
Neurospora crassa (Roter Schimmelpilz, Ascomycet) wird durch Cu imgrt und
komplexiert ebenfalls sechs Cu(l)-lonen Uber deben Thiolreste der Cysteine (Cobite
al., 2004). Diese drei Metallothioneine haben eine géinliche Konsensussequenz. Die funf
Metallothioneine der Familie 8 bestehen nur aus22#uminosauren mit 27-33 %

Cysteingehalt.

MI1_NECLU ----------- SPCTCST- - - CN- - CAGA- CNSCS- - - CTS-CSH 24 AS/ 8 Cys
MIr2_COLGL ~ ---------- MAPCSCKS- - - CGTSCAGS- CTSCS- - - CGS- CSH 27 AS/ 8 Cys
MI_NEUCR  ------ - - - MGEDCGCSGASSCN- - CGSG- CS- CSN- - CGS---K 26 AS/ 7 Cys
MI_AGABI  ----eea- - GDCGCSGASSCT- - CASGQCT-CSG- - CG ---K 25 AS/ 7 Cys
MI1L_COLGL  ---------- MSGCGCASTGICH- - CGKD- CT- CAG- - CPH---K 26 AS/ 7 Cys

* i * * i * * *

Konsensus Familie 8 (fungi-1-M):

CxCx(2/5) Cx(1/3)Cx(3/4)Cx(1/2)Cx(1/2)C(xxCSH)
Konsensus MIl NECLU und MI2_COLG.:

CxCxxCx((1/ 3) CxxxCxxCxCxx CSH
Konsensus MI_NEUCR, MI_AGABI und Mrl1_COLG.:

CxCxxxxxCxCx( 3/ 4) CxCxxC

Abb. 1-9: Alignment des MT1_NECLU und der MTs der Familie 8 und des BT aus Paxillusinvolutus
und deren Konsensussequenzen; COLGLColletotrichum gloeosporioides; NEUCR: Neurospora crassa;
AGABI: Agaricusbisporus; * = gleiche Aminosauren; . = weniger ahnliche Anriosauren.
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Die MTs der Familien 9 bis 13 (bzvungi-II- bis fungi-VI-MT) wurden aus verschiedenen
Hefen (Saccharomycetales) isoliert:

- MT1 und MT2 au€andida glabrata (Familie 9 und 10fungi-1l- und fungi-111-MT)

- MT1 bis MT4 au¥arrowia lipolytica (Familie 11;fungi-IV-MT)

- CUP1und CRS5 aus cerevisiae (Familie 12 und 13fungi-V- undfungi-VI-MT)
Die MTs dieser Familien haben Molekulargewichtesolien 5,2 und 7,3 kDa und sind somit
groRer als didungi-I-MT (Familie 8) (vergl. Abb. 1-9). AuRerdem besh sie zwischen 9
und 18 Cys-Restefungi-I-MT: 7-8), die bis zu 11 Cu(l)-lonen komplexieré&nnen. Die
Bildung aller MTs dieser Familie wird durch Cu-Sisanduziert, beC. glabrata auch durch
Ag-lonen.
Aus dem BasidiomyceterPaxillus involutus ist ebenfalls ein Metallothionein bekannt
(PiMT), welches aus 34 Aminoséauren besteht und steélye besitzt. Die Einordnung in die
bestehenden Familien 8-13 ist nicht einfach, ddiesdie Familie 8 (Ascomyceten) der
kleinen Metallothioneine zu grol3, aber fur die Hami 9-13 (Hefen) zu klein ist. Eine
Ahnlichkeit in der Aminosauresequenz besteht zu Metallothioneinen der Familien 9-13,
eine Ahnlichkeit in der Anzahl der Cysteine (7) te@s zur Familie 8. Das PiMT ist eine

Mischform und mufite in eine eigene Familie eingeetaverden.

MI1_YARLI --NMEFTTAMFGTSLI FTTS- TQS- - KHNLVNNCCCSSST- - - - SESSMPASCACT- - - - - - - - KCGC- - KTCKC- - - 55
MI3_YARLI --NMEFTTAMLGASLI STTS- TQS- - KHNLVNNCCCSSST- - - - SESSMPASCACT- - - - - - - - KCGC- - KTCKG--- 55
MI2_YARLI - - MEFTSALFGASLVQSKHKTTK- - KHNLVDSCCCSKPT- - - - EKPTN- - SCTCS- - - - - - - - KCAGC- - DSCKC- - - 54
MI'4_YARLI - - MEFLNANFGASL| QSKHKTTK- - KHNLVNSCCCSKPA- - - - EKPTN- - SCTCS- - - - - - - - KCAC- - DSCKC- - - 54
MI'1_CANGA - MANDCKCPNGCSCPNCAN- - - G- - GCQCGDKCECKKQS- - - - CHGCG- EQCKCGSHGSSCHGSCGCG- DKCECK- - 63
MI2_CANGA - MPEQVNCQYDCHCSNCACENTC- - NCCAKPACACTNSA- - - - SN- - - - - ECSCQ- - - - - - - - TCKC- - QTCKC- - - 52
CRSS Sc MIVKI CDCE(ECCKDSCHCGSTCLPSCSG(EKCKCDHSTGSP@KSCG EKCKCET- - - - - - - TCT CEKSKCNCEKC 69
I\/ITCU_SC MFSEL| NFQNEGHECQCQCGSCK- NNEQCQKSCSCPTG- - - - - CNSDD- - KCPCQN- - - - - - - KSEETKKSC- CS&K 61

Abb. 1-9: Alignment der Sequenzen der pilzlichen Metallothioneine deFamilien 9-13 und des PiMT aus
Paxillusinvolutus;, YARLI: Yarrowia lipolytica; CANGA: Candida glabrata; Sc: Saccharomyces cerevisiae;
* = gleiche Aminosauren; : = dhnliche Aminosauren; = weniger ahnliche Aminoséuren.

Vertebraten-MTs besitzen eine Zwei-Domanen-StruKWitlarreal et al., 2006). Am N-
Terminus befindet sich dig-Doméne, in der neun Cysteinreste drei Schwernataih
(Cd(11), zn(ll), Co(ll), Cu(l), Hg(ll), etc.) kommxieren kdénnen. Diei-Doméane am C-
Terminus besteht aus einem Cystein-Cluster, weldlerCysteinreste enthalt und einen

Komplex mit vier Schwermetall-lonen bilden kann.

Pflanzliche MTs bestehen aus zwei bis drei Cysteichen Regionen, die durdimker-
Regionen verbunden sind (Zhang & Shu, 2006; Frgesin2008). Sie werden in die Familie
15 eingeordnet und in sechs Untergruppen eingellt p2, p21, p3, p4 und pec. Sie
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unterscheiden sich in der Anzahl der Cysteine pFgiéh und in der Anordnung dieser sowie
in der Aminosaureanzahl dénker. Pflanzliche MTs haben molekulare Massen von 454 b
8,5 kDa.

1.5. Strukturbestimmung von Proteinen

Proteine besitzen eine durch ihre Aminosduresequéeestimmte Sekundéar- und

Tertiarstruktur, bei Proteinkomplexen spricht manonv Quartarstrukturen. Die

Strukturaufklarung von Metallothioneinen, die oftilkke Sekundarstruktur aufweisen, kann
mit Hilfe verschiedener spektroskopischer Technikemd deren Kombinationen (z. B.

Rontgenkristallographie, Kernspinresonanz-Spekopsk (NMR), Elektronenspinresonanz
(EPR), Circulardichroismus-Spektroskopie (CD) sowM/VIS- und Raman-Spektroskopie)
durchgefuhrt werden (Ngu & Stillman, 2009b; Ngu &lI8an, 2009a; Perozet al., 2009).

Zur Strukturvorhersage eines Metallothioneins winéufig die Homologiemodellierung
(homology modelling) verwendet (Quet al., 2009). Dazu werden Roéntgenkristall- oder NMR-
Daten ahnlicher Metallothioneine bekannter Struktut hoher Homologie (idealerweise
mind. 50-60 %) als Vorlage fur die Vorhersage derul@ur des gesuchten MTs
herangezogen. Mittels spezieller Algorithmen werdemachst die Primarsequenzen des
strukturell bekannten MTs und des zu bestimmend&a Migniert (sog. Sequeratignment).

Die Modellierung der dreidimensionalen Strukturoggf dann mit Hilfe spezieller Software.
Zur Bewertung der Homologiemodelle werden Ramactaam®lots erstellt und energetische
Kriterien betrachtet. Die Untersuchung der Staiddilder Modelle erfolgt anschlie3end durch
Molekuldynamik-Simulationen. Daraus lassen sich EBmde Durchschnittsstrukturen des zu

untersuchenden Metallothioneins und so Homologietedenerieren.

Zur  detaillierten  Metallothionein-Strukturanalyse enden die hochauflésende
Rontgenstrukturanalyse oder die NMR-Spektroskopieeingesetzt. Fir beide Methoden
werden jedoch groRe Probenmengen bendtigt und di@ysen sind aullerst zeit- und

arbeitsintensiv (Erzeugung von Kristallen bei déntgenstrukturanalyse).
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Einfachere und erheblich schnellere UntersuchurgerSekundarstrukturelementen eines
Proteins, wie z. Bo-Helices, B-Faltblatter,loops oder ungeordnete Bereiche sind mittels
Circulardichroismus-Spektroskopie moéglich (Kelly et al., 2005), wie Untersuchungen zur
Ligandenbindung und Faltungsvorgangen zeigen i¢&iill & Zelazowski, 1988; Ng&t al.,
2006; Osz, 2008). Bei der CD-Spektroskopie wirckdinund rechts-circular polarisiertes
Licht bestimmter Wellenlangen genutzt. In Abhangigkder Chiralitaiten innerhalb des
Proteins wird rechts- und links-circular polarisésr Licht sowohl in seiner Phase als auch in
seiner Amplitude verandert. Die bei diesem Vorgantstehende Differenz zwischen beiden
Phasen fuhrt zur Rotation des Feldvektors um derlewektor mit sich periodisch
anderndem Betrag. Bei der so entstehenden Polandaschreibt die Spitze des Feldvektors
eine Ellipse (elliptische Polarisation). Das resuénde Spektrum wird dann dekonvolutiert,
um die relativen Anteile an Sekundarstrukturelermerzu bestimmen. Man unterscheidet
Fern-UV- (190-260 nm, Amid-Region, Peptidbindung)duNah-UV-Circulardichroismus
(260-320 nm, aromatische Aminosauren). Die Komgglexig mit Schwermetallen, wie z. B.
Kupfer, fuhrt zur Bildung einer chromophoren Grupwel ruft eine Anderung der Elliptizitat

im Bereich von ca. 250-260 nm im CD-Spektrum hervor

Die Kernspinresonanz-Spektroskopig(nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR) ist
eine gangige Methode in der modernen biologiscteadhung bei der Strukturuntersuchung
von Proteinen und Peptiden bis ca. 35 kDa. Im fulge Abschnitt werden kurz die
Grundlagen der NMR-Spektroskopie beschrieben (fine eausfihrliche Beschreibung:
Kessleret al. (1988), Lottspeich & Engels (2006)).

Wechselwirkungen zwischen dem magnetischen Momieas étomkerns mit Magnetfeldern
lassen sich als kernmagnetische Resonanz dieseneAtoeschreiben. Ursache fur das
magnetische Moment eines Atomkerns ist der quargehamische Spin desselben, der sich
als Summe der Spins der Protonen und Neutronemtef@er quantenmechanische Spin
bezeichnet dabei die Rotation eines geladenen higik (Eigendrehimpuls), die zu einem
magnetischen Moment fuhrt. Nur die Kerne, die eifennspin S# 0 besitzen, haben ein
magnetisches Moment. Kerne mit einem Spin S = ¥n&dnsich entweder parallel oder
antiparallel zu einem in z-Richtung angelegten Msfghd B orientieren und nehmen so
unterschiedliche Energieniveaus ein (Abb. 1-10).



1. Einleitung 17

90%Puls

Abb. 1-10: Wirkung eines 90°-Pulses auf die z-Magtisierung By; der aus x-Richtung kommende Puls
dreht die die z-Magnetisierung rechtshandig um 90um die x-Achse, wobei die (-y)-Magnetisierung
entsteht (Lottspeich & Engels, 2006).

Die Ubergangsfrequenz zwischen den Energieniveatspricht der Resonanzfrequenz des
Kerns (Larmor-Frequenz). Die Larmor-Frequenz isthéagig vom gyromagnetischen
Verhéltnis, einer fur jede Kernsorte charakteridten Konstante, und von der Starke des
Magnetfeldes. Bis in die siebziger Jahre des letdhrhunderts wurde doentinuous-wave-
NMR (CW-NMR, “kontinuierliche” NMR) zum Abtasten deéSpektrums verwendet. Hierbei
wird bei konstantem Magnetfeld die Frequenz degestrahlten Radiostrahlung variiert. In
den Kernen finden nur dann Energielibergange statin die Frequenz der Strahlung dem
Energieunterschied der beteiligten Energieniveautspeicht, die Resonanzbedingung also
erfillt ist. Bei der heute allgemein verwendetenlsHtourier-Transformations-NMR-
Spektroskopie (PFT-NMR) werden alle Kerne gleictigdiir eine sehr kurze Zeitdauer im
Bereich von einigen Mikrosekunden durch einen g@zj “unscharfen”, im Winkel von 90°
zur z-Achse (x-Richtung) eingestrahlten Radiofrequmpuls angeregt. Die Zeitdauer und
die Energie der Strahlung sind umgekehrt propoali@aneinander, weshalb ein extrem kurzer
Radiofrequenzpuls viele Frequenzen enthalt undR#isonanzen aller Kernspins in einer
Probe auf einmal anregt. Alle anschlieRend vonKiEmspins emittierten Signale (Spannung)
werden gleichzeitig mittels einer Empfangerspuléektgert. Durch Fourier-Transformation
werden die Zeitdaten (FIDfree induction decay, freier Induktions-Zerfall) in eine
Frequenzdomane (Spektrum in ppmparts per million) Ubersetzt, das so entstandene
eindimensionale NMR-Spektrum beinhaltet Informagioriiber alle Kerne einer Probe. Die
Elektronen in einem Kern erzeugen ihrerseits ehwaches Magnetfeld, welches den Kern
vom angelegten Magnetfeld abschirmt. Je nach cloidumgebung besitzt der Kern eine
andere Resonanz, die als chemische Verschieburegchaet und in ppm angegeben wird.

Bei der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie wirdheeiweitere spektrale Dimension

hinzugefiigt, d.h. zur Praparation (Puls) und Ddtguiition kommen zwei neue Bausteine
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der NMR-Spektroskopie hinzu (Kesslet al., 1988; Friebolin & Schilling, 1994): Die
indirekte Evolutionszeit und die Mischsequenz (dies Pulsen und Wartezeiten bestehen
kann), bei der indirekten Evolutionszeit werden iegne der ersten Dimension magnetisiert.
Durch die Mischsequenz wird der Magnetisierungengtabgefragt und gleichzeitig durch
skalare oder dipolare Kopplungen auf einen benatdtakern Ubertragen. Durch eine
distinkte Verlangerung der Evolutionszeit kann zigliche Entwicklung der Magnetisierung
detektiert und nach Fourier-Transformation als “Bldlimiendiagramm” dargestellt werden.
Man kann bei zweidimensionalen Spektren Signaleemuér Diagonalen (Magnetisierung
nach Mischzeit auf demselben Spin wie vorher) ogeloen der Diagonalen beobachten
(Kreuzsignale/-peaks). Kreuzpeaks verknupfen dgn&e von zwei benachbarten Kernen,
die wahrend der Mischsequenz Magnetisierung ausggta haben, also miteinander
wechselwirken.

Bei der zweidimensionalen Korrelationsspektroskoff#SY, correlation spectroscopy)
wird die Magnetisierung Uber skalare Wechselwirlem@bertragen. Die Distanz der Linien
in einem Multiplett wird als Kopplungskonstante eizbichnet und ist von der verwendeten
Magnetfeldstarke unabhangig. Dies kann nur iiben&edie (iber eine BindundJj, zwei
Bindungen 3J, geminale Kopplung) oder nicht mehr als drei Bimgen {J, vicinale
Kopplung) voneinander entfernt sind, geschehen.r diee Kopplung der Amidprotonen mit
denaH-Protonen eines Proteins lassen sich Aussagendib&tarke des Torsionswinkejs
zwischen diesen beiden Protonen treffen und dafckschlisse Uber die Molekilgeometrie
ziehen (Abb. 1-11). Die Karplus-Beziehung beschréiese Abhangigkeit:

J@) = A cos? (¢-60) - B cos(¢-60) + C

Die empirisch bestimmten Konstanten A, B und C sihabei flr jeden Typ von

Torsionswinkel verschieden.

Hu‘ 3J HN-Ha-
.~ Kopplung
Ha

Torsions-
winkel @

co, CO

Abb. 1-11: Aufsicht auf die Gu-N-Achse eines Proteins; dargestellt ist der Zusamemhang zwischen
Kopplungskonstante J und Torsionswinkelp (Lottspeich & Engels, 2006).
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Bei der zweidimensionalen TOCSY-Spektroskopieta[ correlation spectroscopy) kann
mittels eines mehrstufigen sukzessiven Transfees Magnetisierung Uber die skalaren
Kopplungen des gesamten Spinsystems einer Aminesé@uteilt werden. Im Spektrum erhalt
man ein charakteristisches Signalmuster, welches 8ainsystem der Aminosaure
widerspiegelt.

Um Informationen Uber die Protein-Geometrie, alssssegn dreidimensionale rdumliche
Struktur zu erhalten, ist das NOESY-Spektrumucl(ear overhauser and exchange
spectroscopy) von entscheidender Bedeutung. Der Nuclear-Ovedrakiffekt bezeichnet die
dipolaren Wechselwirkungen der Kernspins unteraegndie durch den Raum wirken. Die
Korrelation von zwei Kernen ist damit von ihrem Adosd zueinander abhangig (meist < 5 A).
Wenn der raumliche Abstand zwischen den Kernerseftteteins klein genug ist, kann man
fur alle Kerne ein Signal detektieren.

Man kann bei der Strukturbestimmung von Proteinattela zweidimensionaler NMR-
Spektroskopie homo- (einkernig, meist Protonen) ieteronukleare NMR-Experimente
(zweikernig) unterscheiden. Neben Protonen werdeoh aHeterokerne wie™N, *°C,
Deuterium oder Metall-Isotope fiur die heteronukéezweidimensionale NMR-Spektroskopie

verwendet, um so die raumliche Struktur aller Atames Proteinmolekuls zu bestimmen.

In neuester Zeit werden immer mehr AnwendungenSderkturaufklarung von Substanzen
aus Substanzgemischen, z. B. aus pharmakologiseressanten Pflanzen, veroffentlicht.
Dazu ist es zum einen notwendig, das Substanzgeraigzutrennen und zum anderen, von
einzelnen Substanzen eine schnelle Strukturautkdgraurchzufihren. Dazu wurden
Kopplungen von Trennmethoden mit NMR-Spektrometeemtwickelt byphenated
techniques). Da die Sensitivitat der NMR im Vergleich zu arete analytischen Techniken
relativ niedrig ist, wurdemmicroseparations-Techniken entwickelt, bei denen mit wenig
Ausgangsmaterial (Substanzgemische) eine qualitdochwertige Strukturaufklarung
durchgefuhrt werden kann (Webb, 2005). Die Sentitivder NMR-Spektroskopie steigt
umgekehrt proportional mit der Quadratwurzel desil&pDurchmessers an. Um auch
kleinste Probenmengen untersuchen zu kénnen undselesitivitat zu erhdéhen, wurden
spezielle NMR-Probenkopfe entwickelt, die Probemimer Kapillare (Innendurchmesser bis
100 um) detektieren kénnen (Albert, 2002). Es wardattelspulen saddle coils) und
Solenoidspulensblenoidal coils) mit aktiven Probenvolumina von 1,5 bis 2,5 pLvéokelt,
wobei die Sensitivitat der Solenoidspulen um dagizwis dreifache hoher als bei den
Sattelspulen liegt (Abb. 1-12; Schliotterbegtkal., 2002; Kruckeret al., 2004). Die Technik
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wird microprobe oder auchmicrocoil NMR genannt. Im Vergleich dazu werden zur
Strukturbestimmung von Proteinen oder Peptidenetaitierkommlicher NMR-Spektrometer
500 bis 700 pL einer ca. 1 mM Proteinldsung bemdtign qualitativ hochwertige Spektren zu

detektieren.

Die Trennung mittels Kapillar-HPLC und die anscRkade Kopplung udber eine
Transferkapillare an das NMR-Spektrometenlifhe-Kapillar-HPLC-NMR) ist die Methode
der Wahl, um aus einer nativen Probe die Strukinese Peptids/Proteins bestimmen zu
konnen (Hentschet al., 2005).

S

Abb. 1-12: Schematische Darstellungen demicrocoil NMR-Probenkdpfe: A-saddle coil - Sattelspule
(http://www.cis.rit.edu/htbooks/nmr/chap-7/chap-7.tim); B-solenoidal coil - Solenoidspule (Ciobantet al.,
2003).
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2. Ziele der Arbeit

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die physiolegi-biochemische Charakterisierung des
Induktionsverhaltens eines kleinen Metallothiongingelches in Heliscus lugdunensis
Stamm H4-2-4 bei gleichzeitiger Induktion von Plgytelatin 2 und Erhdhung des
Glutathiongehaltes gebildet wird.

Es sollte die Induktion dieses Metallothioneins beranderungen der Stammbhaltung auf
Oberflachenkulturen und der Kulturfihrung in Fligsiltur unter Cd(lIl)-Stress optimiert und
das Protein quantifiziert werden.

Begleitend sollten weitere unter Cd(ll)-Stress mdte Aminosduren, wie Cystein, und
niedermolekulare Thiole, wie Cys-Gly;EC, GSH und das Phytochelatin 2, quantifiziert
werden.

Da die Bildung von Thiolen eng mit der Sulfatasatnon verbunden ist, war die
Untersuchung des extra- und intrazellularen Suifadifes sowie des intrazellularen Sulfid-
Gehaltes von grol3er Bedeutung.

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Chagakierung des Gens, welches fur das
Metallothionein codiert. Dabei war die Sequenzigraier regulatorischen Regiappstream
des Gens wichtig, um Aussagen Uber die Genregualatdfen zu kénnen. Die Induktion des
Metallothioneins sollte sowohl auf RNA-Ebene (THamstion) als auch auf Protein-Ebene
(Translation) verfolgt werden.

Bisher ist nur von einem Cu-komplexierenden Metallothionein MT_NEUCR aus
Neurospora crassa die Struktur bekannt (Cobiret al., 2004). Unser Ziel war es, die Struktur
des apo- und des Cd(ll)-komplexierten Metallothioee aus H. lugdunensis mittels
verschiedener Methoden zu untersuchen.

Mittels Homologie-Modellierung sollte die theoreti® Struktur des Metallothioneins
ermittelt und mit Circulardichroismus-Spektroskop{€D) sollte ein Einblick in die
Sekundarstruktur erhalten werden. Als geeignetenbtit zur Strukturbestimmung in Losung
wurde die Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR) ewsdlt.

Fur die Strukturuntersuchungen wurde das synthetibergestellte Metallothionein
(MT1_NECLU; Reinheit >98 %) verwendet. Um das natMetallothionein MT2_NECLU
aus denH. lugdunensis-Stamm H4-2-4 direkt aus einer Pilz-Probe untersockhu kénnen,

sollte eine Kopplungstechnikrfline Kapillar-HPLC-NMR) eingesetzt werden.
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3. Material und Methoden

Die verwendeten Gerate wurden, soweit mdglich, iatévial- und Methodenteil bezeichnet.

Folgende Geréate fanden ebenfalls Verwendung:

pH-Meter: pH 538 (WTW, Weilheim)

Waagen: BL150 und BP211D (SARTORIUS, Gottingen)

Labormischer: Reamix 2789 und 2789/2 (KARL HECHmMIGH & Co KG,
"Assistent”, Sondheim/Rhon)

Magnetruhrer: Variomag Powertherm und Electronan®l (H & P, jetzt
THERMO, Langenselbold)

Thermoblock: Thermoleader HB 110 (UNIEQUIP, Mastied)

Zentrifugen: Mikro 22R, EBA 12 und Universal 30RFETTICH,
Tuttlingen)

PCR-Block: ThermoHybaid (HYBAID Ltd., Ashford, Mdlesex, UK)

Hybridisierungsofen: BFD-53 (WTB BINDER, Tuttlingen
Geldokumentation: Gel Jet Imager (INTAS Sciencegim@ Instruments GmbH,
Gottingen)
Gelkammern: Modell 40-4214 Class Il (PEQLAB, Erlany
EasyCast Class Il (OWL, Portsmouth, USA)
Minigel-Twin (BIOMETRA, Gottingen)
Stromversorgung:  PHERO-STAB 0352 Power Supply (EHGIFISCHER,
Reiskirchen)
Chemikalien wurden von den Firmen FLUKA (jetzt SIGMVLDRICH, Steinheim),
MERCK (Darmstadt), SIGMA-ALDRICH (Steinheim), ROTKKarlsruhe) sowie SERVA
(Heidelberg) bezogen. Von den Firmen OPERON (PlgiMartinsried), FERMENTAS (St.
Leon-Rot), ROCHE (Mannheim), ROTH (Karlsruhe) soRROMEGA (Mannheim) wurden

Enzyme und Oligonukleotide bezogen.

Fur die statistische Datenauswertung wurde dasr&moy InStat (Version 3.05; GraphPad)
verwendet. Bei der Auswertung von drei oder mehrteDgruppen (Vergleich der
unterschiedlichen Platten oder der unterschiedichadmium-Belastungen) wurde der One-
way-ANOVA-Test mit anschlieBendem Tukey-Kramer-Testwendet. Die Signifikanzen P
wurden dabei immer im Vergleich zur Kontrolle wieldgt angegeben: P>0,05 nicht
signifikant (ns); P<0,05 = *, P<0,01 = ** und P<0J0= *** signifikant.
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Die Verwaltung von Literatur erfolgte mit Hilfe dé&rogramms EndNote 6 fiir Windofs
(THOMSON ISI RESEARCHSOFT).

Alle eingesetzten flissigen und festen Medien, tRpspitzen und Reaktionsgefal3e wurden
vor Verwendung 20 min bei 121 °C im Dampfautoklaterifisiert. Die verwendeten
Korkbohrer und Messer des UltraTurrax (IKA) wurdesr der Benutzung drei Stunden bei
180 °C in trockener Hitze sterilisiert. Nicht histabile Losungen wurden sterilfiltriert, nicht
hitzestabile Gerate wurden mit Alkohol 70 % behdtnolder abgeflammit.

3.1. Kultivierung von Heliscuslugdunensis

Isolierte Konidien vorHeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 wurden zum Auskeimen einzeln
auf Oberflachenkultur gelegt, die Stammhaltunglgtéodann bei 14 °C im Dunkeln (Tab. 3-
1). Jeweils im Abstand von ca. vier Wochen wurde $tick des alten Mycels aus der
Wachstumszone mit einem Korkbohrer (@ 7-8 mm) astegben und steril auf eine neue
Malzagar-Platte tberfuhrt. Zur Uberprifung der itar des Pilzmycels erfolgte eine
mikroskopische Analyse mittels Stereomikroskop f8t2000-C mit Beleuchtung KL200;
ZEISS). Fur die Experimente zur Vorkultivierung a&d(Il)-haltigem Malzagar wurde dem
Agar bei ca. 50 °C steriles CdQl75 mM) bis zu Endkonzentrationen von 50 und 1BD p
Cd(ll) zugegeben. Fur Standortwasser-Platten (SQatten) wurde vor Zugabe des
Malzextraktes und des Agars das Standortwassemit:H,O bidest. verdinnt und zweimal
autoklaviert.

Fur die Experimente in Flussigkultur wurde jewesis Mycelstiick in 1 mL Malz-Pepton-
Medium (Tab. 3-1) homogenisiert (UltraTurrax, 1536800 rpm), 75 mL Malz-Pepton-
Medium in einem 200 mL Erlenmeyerkolben wurden rhimL Homogenisat beimpft
(Schema s. Abb. 3-1). Anschlielend wurde bei 14200 rpm Schitteln im Dunkeln
inkubiert. Die Zugabe von 25, 50 und 100 uM Cdéfolgte zu Beginn der logarithmischen
Wachstumsphase (Tag 2). Sowohl kurz vor dem Endéodarithmischen Wachstumsphase
(Tag 5) als auch in der stationdren Wachstumspfiase7) wurde die Pilzbiomasse geerntet.
Die mikroskopische Analyse auf Sterilitat erfolgtétels Inversmikroskop (Axiovert 200 mit
AxioCam MRc; Software: AxioVision; ZEISS).
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OBERFLACHENKULTUR

Malzagar Standortwasser 50 pM Cd(Il) 100 pM Cd(Il)

N\ \ / 7/
Wachstum ca. 4 Wochen bei 14 T im Dunkeln
O O @) @)

je 1 Agarstiick in 1 mL Malz-Pepton-Medium homogenisieren und
1 mL Homogenisat in 75 mL Malz-Pepton-Medium animpfen

| | |
FLUSSIGKULTUR

L \\/ \\ // \// \

2 Tage Wachstum bei 14 T und 120 rpm im Dunkeln

NN /7

+0, 25, 50 oder 100 UM Cd(ll)

3 Tage Wachstum bei 14 T und 120 rpm im Dunkeln

Ernte am Tag 5

Abb. 3-1: Kulturfuhrungsschema fir Heliscuslugdunensis mit Vorinkubation auf verschiedenen
Oberflachenkulturen und dessen anschlie3ende Fllggiultivierung.

Tab. 3-1: Fest- und Flussigmedien zur Kultivierungvon Heliscus lugdunensis

Malzagar Malz-Pepton-Medium
(Oberflachenkultur) (Flussigkultur)
1 % Malzextrakt (ROTH) | 0,5 % Malzextrakt (ROTH
0,1 % Bacto-Pepton™
0 - L)
1,5% Agar-Agar (ROTH) (Becton Dickinson)
pH 5-5,2

Die Elementanalyse des Malz-Pepton-Mediums erfatgteels ICP-AES (Tab. 3-2).

Tab. 3-2: Analyse des Gehaltes an Nichtmetallen unblietallen (einschlief3lich Halb-, Erdalkali-, Alkali-
und Ubergangsmetallen) in Flissigkultur (Malz-Pepta-Medium)

Element mg/L pM Element mg/L pM

S 16,870 526,201 Co <0,030 <0,509
P 4,965 160,296 Cr <0,040 <0,769
Ca 1,145 28,568 Cu <0,040 <0,629
K 23,110 591,079 Fe 0,063 1,128
Mg 2,210 90,924 Mn <0,020 <0,364
Na 39,200 1750,892 Ni <0,050 <0,852
Al 0,042 1,557 Pb <0,050 <0,241
As <0,100 <1,335 Sr <0,020 <0,228
Cd <0,050 <0,445 Zn <0,040 <0,612
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3.2. Bakterien- und Hefestamme

3.2.1. Mikroorganismen und Plasmide

Die in Tab. 3-3 aufgefuhrten Mikroorganismen wurdedhrend dieser Arbeit fur die

molekularbiologischen Untersuchungen und zur Pmetgression verwendet.

Tab. 3-3: Verwendete Bakterienstamme

Bakterien

Merkmale Referenz
A(merA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-
Escherichia coli mrr) 173,endAlsupE44, thi-1, Bullock et al., 1987
XL1-Blue MRF’ recAl, gyrA96, relAl, lac[F proAB, STRATAGENE
laclZAM15, Tn10(TeY)]
Escherichia coli F—,ompT, hsdSg (rg—,ms—), dcm, gal,
BL21(DE3)pLysS MDE3), pLysS, Crh PROMEGA
Kluyveromyces lactis , : . NEW ENGLAND
GG799 Wildyp, industrieller Stamm BIOLABS
Folgende Plasmide wurden in dieser Arbeit verwe(iCiat. 3-4):
Tab. 3-4: Verwendete Plasmide
Plasmide Merkmale Referenz
pGEM®-T Easy Amp, lacPOZ, f1 ori, MCS PROMEGA
pGEM® T Easy-DM22 pPGEM::75 bp-PCR-Fragment diese Arbeit
bla (Amp"), Pacuvs, lac Repressor, ColE1,
PJETI rep (PMB1), ecod7IR mit MCS FERMENTAS
pJET1-DM47 pJET1::268 bp-PCR-Fragment diese Arbeit
ET-31b(+) T7 Promoter|ac Operator, KStoding NEW ENGLAND
P sequence, Histag, lacl coding sequence, Tet BIOLABS
DET-31b(+)-DM22 | PET-31b(+)::75 bp-PCR-Fragmentmit | .0 arpeit
Schnittstellen
PLaca-pei PromoterLAC4 Transkriptions-
pKLAC1 Terminatora-MF, MCS, andS Hefe ADH2 NE\Q’ETE&‘QND
Promoter (Rpn2), E. coli ori, Amg
pKLAC1-DM60 pKLAC1::75 bp-PCR-I_:ragment mit Kestte diese Arbeit
und Schnittstellen
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3.2.2. Anzucht und Stammbhaltung vonEscherichia coli

E. coli XL1 und BL21 wurden in LB-Medium (nach Luria-BemtaROTH) Uber Nacht bei
37 °C kultiviert (200 rpm). Dazu wurde aus einercgrinkultur oder von Kolonien einer
Agar-Platte Zellmaterial entnommen und 5 mL LB-Medi beimpft. Zur Selektion von
Transformanden voE. coli XL1 wurden LB-Agar-Platten oder -Medium mit Amgiizi und
Tetracyclin hergestellt (Tab. 3-5). Zur SelektiomnvTransformanden vo. coli BL21 oder
zur Proteinexpression wurden dem LB-Medium oder Adgar Ampicillin/Tetracyclin und
Kanamycin zugesetzt (Tab. 3-5). Zur Stammhaltung Eocoli wurden 250 pL einer Uber-
Nacht-Kultur entnommen und mit 100 % Glycerin ($tdais zu einer Endkonzentration von

25 % versetzt, bei -80 °C war sie dann Uber langerelagerbar.

Tab. 3-5: Medienzuséatze zum LB-Medium/LB-Agar (ROTH

Antibiotikum | Stamml6sung| Endkonzentration
Ampicillin 10 mg/mL 100 pg/mL
Tetracyclin 12,5 mg/mL 125 pg/mL
Kanamycin 50 mg/mL 40 pg/mL

3.2.3. Anzucht und Stammhaltung vonKluyveromyces lactis GG799
Aus einer Stammkultur voK. lactis oder von einer Agar-Platte (siehe 3.6.2.) wurdilst
Zellmaterial entnommen und in YPGIlu-Medium (TalB)3iber Nacht bei 30 °C und 200 rpm

angezogen. Die Stammhaltung erfolgte in YPGIlu-Mediait 20 % Glycerin bei -80 °C.

Tab. 3-6: Zusammensetzung des YPGlu-Mediums

YPGIlu-Medium
10 g Hefeextrakt
20 g Bacto-Pepton™ (Becton-Dickinson)
ad 950 mL HO bidest.
- 20 min bei 121 °C autoklavieren, abkuhl
+ 50 mL 40 %ige Glucose-Ldsung (autoklaviert

1)
>
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3.3. Physiologische Untersuchungen

3.3.1. Probenahme und Wachstumsuntersuchungen

Die Pilzbiomasse wurde mit Hilfe einer Absaugapparamittels Vakuum und eines

Rundfilters geerntet (quantitativ; @ 55 mm; ROTH)jt 50 mL HO bidest. gewaschen,

1 min trocken gesaugt und sofort fiir anschliel3efi@ysen eingesetzt oder bei -80 °C bis
zur Verwendung gelagert.

Fur die Erstellung von Wachstumskurven wurden Riltedfzunachst tber Nacht bei 65 °C
getrocknet und gewogen. Anschlieend wurde dieclkmssse bestimmt und die Filter mit
der Pilz-Biomasse 24 h bei 65 °C getrocknet. NaektiBimung der Trockenmasse erfolgte

die Auftragung der Wachstumskurven halblogarithimisc

3.3.2. Vitalitdtsbestimmung

Zur Vitalitatsbestimmung wurde die Aktivitdt der $zent-Dehydrogenasen gemessen
(Nathan, 2007). Als Vitalitatsmarker wurde Resazuzugesetzt und dessen Umsatz zu

Resorufin fluoreszenzspektrometrisch verfolgt (AB2).

?_
N Dehydrogenasen N
O D — O \‘
Na* Resazurin Na* Resorufin

Abb. 3-2: Umsetzung des nicht-fluoreszierenden Resarins zum fluoreszierenden Resorufin durch
Dehydrogenaseni. = 560 nm; ke = 590 nm.

40 mg frische Pilz-Biomasse wurden in 20 mL 50 mMitiimphosphat-Puffer pH 7,5

mittels UltraTurrax (IKA) resuspendiert (10 s, 160@m). 190 pL dieser Pilz-Suspension
wurden mit 10 pL 0,5 mg/mL Resazurin (in 50 mM Ritagpuffer pH 7,5) versetzt und die
Fluoreszenzanderung tber 30 mig & 560 nmAem = 590 nm) protokolliert.
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3.3.3. Proteinbestimmung

Als Bezugssystem fur die Vitalitdtsbestimmung wurdie Proteinmenge der eingesetzten
Pilz-Biomasse gewabhlt, welche in 9&l-Platten nach Lowrgt al. (1951) bestimmt wurde.
Dazu wurden 95 pL der resuspendierten Biomasse9ftL 20 %iger Trichloressigsaure
(eiskalt) versetzt und zur Proteinfallung Gber Naoki 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die 96well-Platte 30 min bei 4 °C und 2460 g zentrifugierer berstand wurde
abgenommen und das Pellet in 10 uL 1 N NaOH aufgemen. Anschliel3end wurden 31 pL
der TKC-L6sung (10 mL: 0,1 mL 2 % Na-K-Tartrat; @il 1 % CuSgx5 H,0; 9,8 mL 2 %
NaCO;) zugegeben, gut gemischt und 10 min bei RT inktibidum Gemisch wurden
65,5 uL Folin-Ciocalteau-Reagenz, im Verhaltnis 11:2mit HO bidest. gemischt,
hinzugegeben und 30 min bei RT inkubiert. Um dienlyle des umgesetzten Folin-
Ciocalteau-Reagenz zu bestimmen, erfolgte die Megsler Absorption belh = 750 nm.
Mittels BSA (ovine serum albumin) wurde eine Kalibriergerade im Bereich von 0 bis
10 po/uL erstellt.

3.4. Biochemische Untersuchungen

3.4.1. Synthetisches Metallothionein MT1_NECLU

Das synthetische Metallothionein (MT1_NECLU) wunden der Firma BIOLUX bezogen.
20 mg des kleinen Proteins wurden in einer Reinbait >98 % hergestellt. Die langfristige
Lagerung dieses Proteins erfolgte unter Argon 8@i°C, um eine Oxidation und damit die
Bildung von Disulfidbriicken zu verhindern.

Proteinlésungen wurden mit Argon begast, damit sidechtet und bei -20 °C gelagert. Die
Entnahme des Proteins erfolgte in einer GlovéB&OTH) unter Argonatmosphare.

Das MT1_NECLU (P84865) hat einen theoretischenlesteschen Punkt (pl) von 6,43 und
eine  molekulare Masse von 2330,59 Davefage;, Compute pl/Mw, EXPASYy;
http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html) und besfizigende Aminosauresequenz (Abb. 3-3;
Jaeckekt al., 2005):
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SPCTCSTCNCAGACNSCSCTS

Abb. 3-3: Aminosauresequenz des MT1_NECLU.

3.4.2. Sulfatgehalte

Fur die Bestimmung des intrazellularen Sulfatgesalturden 80-100 mg Pilz-Biomasse mit
flissigem Stickstoff gemdrsert, in ein Reaktiongéfekingewogen und mit der 3,5-fachen
Menge an HO bidest. versetzt. Der Ansatz wurde gemischt, iOlei 90 °C im Heizblock
inkubiert und anschlieRend bei 18890 g zentrifugieis keine Oberphase mehr vorhanden
war. Der Uberstand wurde dann filtriert (@ 13 mm¥Sum; ROTH) und direkt oder nach
Verdinnung mit HO bidest. eingesetzt. Zur Bestimmung des extrdzedlo Sulfatgehaltes
wurde das Medium ebenfalls filtriert (@ 13 mm; OH; ROTH) und analysiert.

Die Bestimmung des Sulfatgehaltes erfolgte mitteégpillarelektrophorese und indirekter
UV-Absorption (Ross, 1995) an einem HPKapillarelektrophoresesystem (HEWLETT-
PACKARD) mit Dioden-Array-Detektor (Tab. 3-7).

Tab. 3-7: Kapillarelektrophoretische Trennparameter

Kapillare SUPELCO FS 50 CE; effektive Lange: 24r%;
ID 50 uM
Temperatur der Kapillare 20 °C (Luftkuhlsystem)
Injektion 200 mbar x s
Detektion - Asignal 350 nm
';VReferenz 235 nm
Spannung 18 kV, negative Spannung (positive Peaks)

Die Quantifizierung erfolgte tber eine Kalibriergde im Bereich von 0,0625 bis 1 mM
NaSO,. Vor jeder Analyse wurde die Kapillare fur 3 mintr@,1 N NaOH, fur 3 min mit
10mM HPQ,, fuar 2min mit HO (fir die CE) und far 3 min mit Trennpuffer

(Zusammensetzung s. unten) aquilibriert. Die Anattgeit betrug 6 min.

Trennpuffer 2,25 mM Pyromellinsaure
6,50 mM NaOH
0,75 mM Hexamethoniumhydroxid
1,60 mM Triethanolamin
pH 11,4 (mit 0,1 N NaOH)
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3.4.3. Sulfidgehalte

Zu 50 mg gemorserter Pilz-Biomasse wurde 1 mL etegaHO bidest. zugegeben und 5 min
bei 4 °C gemischt. Von der homogenen Losung wur8@d pL den folgenden Schritten
unterworfen:
+ 1240 pL 2,6 % Zn-Acetat-L6sung
+ 240 puL 6,0 % NaOH
- 3 min bei 4 °C mischen
+ 200 pL 0,2 % N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin ga % HSOy)
+ 20 pL 10 % FeNKSQy) (in 2 % HSOy)
—> 30 min Inkubation bei 4 °C im Dunkeln
- 10 min Zentrifugation bei 4 °C und 18890 g
- filtrieren (@ 13 mm; 0,45 um; ROTH)

Die Bestimmung des Sulfidgehaltes erfolgte nach Methylenblau-Methode (Triper &
Schlegel, 1964; King & Morris, 1967) durch Messudgr Absorption bei 665 nm
(Spectrophotometer U-1100, HITACHI). Aus einer dhshergestellten Stammlésung (mit
Argon uberschichtet, auf Eis gestellt) wurde einalitttiergerade im Bereich von 0,2-

100 pmol/L Natriumsulfid erstellt.

NH, NH, H,N
+H,S§ ——— + -
(CH,N (CH,N SH

N(CH,),

N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin 3-Mercapto-N,N-dimethyl-
p-Phenylendiamin

H H
N N
Fe3*
=+
(CHy),N S (CHy),N S

N(CH,), N(CH,),

Leucomethylenblau Methylenblau

Abb. 3-4: Reaktionsschema der Methylenblau-Methode.
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3.4.4. Kleine Thiol-haltige Verbindungen

Die quantitative Analyse niedermolekularer Thiolefolgte nach Monobrombiman-

Derivatisierung (Abb. 3-5) und anschlieRender Tuemgnmittels RP-HPLC an einer C18-
Phase (Tab. 3-9).

0] )
N N
§i> \ Ay
Br CH, RS CH,

Monobrombiman Thiol Thiol-Biman-Derivat

Abb. 3-5: Reaktionsschema von Monobrombiman mit Thalgruppen.

50 mg Pilz-Biomasse wurden unter flissigem Stidkggemorsert und in 1 mL 0,1 N HCI
aufgenommen. Im Anschluss wurde 10 min bei 16090ng 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde fiir die nachfolgenden Derivatisigan eingesetzt (Tab. 3-8).

Tab. 3-8: Derivatisierung mittels Monobrombiman

Puffer/Lésungen Gesamt-GSH GSSG
Pilz-Extrakt 120 pL 200 pL
200 mM CHES-Puffer 180 pL 300 pL
pH 9,3
6 mM NEM (tagl. frisch) - 50 uL-> 10 min RT
Toluol-Extraktion - 500 pL-> 3x extrahieren
5mM DTT (tagl. frisch) 30 pL 30 pL zu 300 pL Toluol-Extrakt
- 1 h auf Eis inkubierer - 1 h auf Eis inkubieren
30 mM Monobrombiman 10 pL-> 15 min RT 10 pL-> 15 min RT
in Methanol (dunkel) (dunkel)
5 % Essigsaure 250 pL 250 pL
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Tab. 3-9: HPLC-Bedingungen und -Gradient bei der Binanderivat-Analyse

Saule (stationare Phase) | Lichrospher 60 RP Select B 5 um; GroRRe: 4,6 x 260 m
(MERCK)
Mobile Phase A: 2 % Methanol in D [v/v] + 2,5 mL/L Eisessig; pH 4,3
mit 10 N NaOH
B: 90 % Methanol in KD [v/v] + 2,5 mL/L Eisessig; pH 3,9
mit 0,1 N NaOH
Fluss 0,9 mL/min
Fluoreszenzdetektion hex = 380 nmMAem =480 nm
Injektionsvolumen 20-50 pL
Zeit Gradient
[min] A [%] B [%]
0 100 0
15 97 3
30 0 100
30,1 0 100
35 0 100
35,1 97 3
45 97 3

Die erhaltenen Extrakte wurden bis zur HPLC Analgsekel und bei -20 °C aufbewabhrt.

Die Kalibrierung erfolgte im Bereich von 0 bis 18/mL. Der GSH-Gehalt (reduziert) wurde

Uber Subtraktion des oxidierten Anteils (GSSG) v@asamt-GSH ermittelt.

Vor der HPLC-Analyse wurden die Proben fur 4 min B&910 g zentrifugiert. Je nach

Thiolgehalt wurden die Proben unverdinnt oder mib FEssigsédure verdunnt eingesetzt.
Nach jeweils 10 Proben wurde ein Waschprogrammhdy@fcihrt. Um die Reproduzierbarkeit

der Trennungen zu Uberprifen, wurde nach 20 Praverils eine Standardprobe analysiert.

3.4.5. Phytochelatine und Metallothioneine

Die quantitative Analyse der hohermolekularen Tdietfolgte mit RP-HPLC an einer C18-
Phase mit DTNB-Nachséaulen-Derivatisierung (Ellmaagenz; Tab. 3-10).

100 mg Pilz-Biomasse wurden dabei unter flissigaimk8off gemorsert und mit 200 pL
1 N NaOH mit 1 mg/mL NaBliversetzt und kraftig gemischt. Die Suspension wutdnn
15 min bei RT inkubiert. AnschlielRend wurde die @rssion fur 10 min bei 14000 g und
4 °C zentrifugiert. 100 uL Uberstand wurden danm 28 uL 3,6 N HCI versetzt, gemischt
und 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter 5-migeit Zentrifugation (21910 g, 4 °C)
erfolgte die HPLC. Die Detektion von Cumarinen BEIO nm wurde ausgeschlossen,
nachdem ein phhift durchgefihrt wurde (Berlickt al., 2002). Uber eine GSH- und eine
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MT1_NECLU-Kalibriergerade wurden die PC2-Gehalta (SH-Aquivalenten) und die
MT2_NECLU-Gehalte quantifiziert.

Fur die Auswertung von HPLC-Chromatogrammen fand &aogramm HSM Win 2000
(Version 4.1; MERCK und HITACHI INSTRUMENTS) Verwdang.

Tab. 3-10: HPLC-Bedingungen und -Gradient bei der Bmanderivat-Analyse

Saule (stationdre Phase) ProntoSIL AQ C18; 5 um; 120 A;
GroRRe: 4,6 x 250 mm (BISCHOFF
Mobile Phase A: 100 % HO; pH 3 mit TFA
B: 100 % Acetonitril
Fluss 1 mL/min
Detektion A =410 nm

Nachsaulen-Derivatisierung | 0,4 mL/min: 300 uM DTNB in
(1 mL-Probenschleife) 50 mM KH,PO; (pH 8,0)

Injektionsvolumen 50-400 pL

Zeit Gradient

[min] A [%] B [%0]
0 100 0
12 97 3
30 0 100

30,1 0 100
35 0 100

35,1 97 3
45 97 3

3.4.6. Massenspektrometrie

Zur ldentifizierung der irHeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 gebildeten Metallothioneine
und des PC2 wurden 400 pL Pilzextrakt (aus einasdigkultur mit 50 uM Cd(ll)) durch
HPLC ohne Ellman-Nachsaulenderivatisierung getréddt6.) und Fraktionen von je 0,5 mL
aufgefangen. Diese wurden sofort auf Eis gesteiitit 2mM DTT versetzt,
rechromatographiert (mit Ellman-Nachsaulenderivatisig) und auf ihren Gehalt an
Thiolen, wie PC2 und MT1 _NECLU/MT2_NECLU, uberpriufDie Ellman-positiven
Fraktionen wurden mittels Argonstrom eingeengt dgephilisiert, mit 2 mM TCEP versetzt
und mit Argon uUberschichtet. Die Lagerung bis zuassenspektrometrischen Analyse
erfolgte bei -20 °C.

Die massenspektrometrischen Analysen von HPLC-feradh des PC2 und der
Metallothioneine sowie des synthetischen Metaltmtbins MT1_NECLU erfolgten mittels
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eines Q-TOF-Massenspektrometers (Q-TOF-2, WATER®I&mDas Spektrometer war mit
einer nano-ESI Z-Spray Quelle mit PicoTip EmittetassTips (NEW OBJECTIVE)
ausgestattet. Die Probeninjektion erfolgte mitt8isritzenpumpe bei einer Flussrate von
300 nL/min (HARVARD APPARATUS GmbH). AuRerdem wur@én Teil der Analysen
mittels MALDI-TOF/TOF-MS mit einem ULTRAFLEX Il-Masenspektrometer (BRUKER
DALTONIK GmbH) durchgefiihrt. Als Matrix wurde-Cyano-4-hydroxyzimtsaure genutzt.
Die Bezeichnung der Fragmente erfolgte nach Rodpsté-ohiman (1984).

Die de-novo-Sequenzierung der Metallothioneine MT2_NECLU uncetfT2_NECLU
(HPLC-Fraktionen) wurde mittels eines Q-TOF-Maspehktrometers (Q-TOF-2, WATERS
GmbH), ausgerustet mit einer nano-ESI Z-Spray @uelt PicoTip Emitter GlassTips (NEW
OBJECTIVE) durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten Rusitiv-lonen-Modus, mit einer
Kapillarspannung von 0,9 kV und einer Konusspannmg 35 V (ow-mass und high-mass
Massenfilter wurden mit 15 AU definiert). Zudem wan 2300 V fir den MCP gewabhlt, die
Temperatur der nano-ESI-Quelle betrug 80 °C, siedevumit einem Stickstoff-Strom von
100 psi gespult. Ein Massenbereich votz 300 bis 2700 wurde geprift, die Peptide fir die
Fragmentierung manuell selektiert. Die Kollisionsegie wurde zwischen 25 und 55 eV
gewahlt (in Abhangigkeit des Ladungszustandes ures dvz-Verhaltnisses). Die
Programmsteuerung erfolgte tber die Software Massl4.1 (WATERS/MICROMASS).
Die Ergebnisse aus den Q-TOF-Tandem-MS Experimenterden mit der Software
MassLynx 4.1 (WATERS/MICROMASS) ausgelesen, mangefpriuft und mit dem Modul
Maximum Entropie 3 (MaxEnt 3) prozessiert. Die tBetenden Spektren wurden im dta-
Format gespeichert, um eine automatisiedenovo-Sequenzierung zu ermdoglichen
(Software: PEAKS Studio 4.5, Bioinformatics Solutsp Maet al., 2003). Die tolerierbaren
Abweichungen fur Peptid- und Fragmentmassenfehled&an mit 0,15-0,2 Da fir Q-TOF-
MS/MS gewahlt.
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3.5. Molekularbiologische Untersuchungen

3.5.1. Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese

Als Standard-Methode zur Sichtbarmachung und Grid&simmung von DNA wurde die
Agarose-Gelelektrophorese angewendet (Adkins & Rustar, 1996). Die Auftrennung
erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern wgarosekonzentrationen von 1-2 %
[w/v] in 1x TAE-Puffer mit Ethidiumbromid (0,7 pg/mL Gel), dlaufpuffer diente ebenfalls
1x TAE (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Essigsaure; pt0B Die DNA-Proben wurden
vor dem Auftragen mit der 0,2-fachen Menge an 6xdpaffer versetzt (0,25 % [wi/v]
Bromphenolblau, 0,25 % [w/v] Xylencyanol, 40 % [W/Glycerin), die Elektrophorese
erfolgte bei 110 V fur 30-45 min. Um die Gro3e @NA-Fragmenten abzuschatzen, wurden
GroRRenmarker (5 uL von 50 badder, ladder-Mix oder 100 bdadder [FERMENTAS]) auf
das Gel aufgetragen.

Die DNA wurde am Gel-Imager unter UV-Lichtt310 nm) detektiert. Durch halb-
logarithmische Auftragung der DNA-Fragmente gegére iWanderungsstrecke im Gel

konnten Kalibriergeraden erstellt und die Grol3ealalbnter Fragmente bestimmt werden.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE erfolgte in Minigel-Kammern. Zur Ansé/von Metallothioneinen wurden
meist Trenngele mit einer Acrylamid-Konzentratiamv17,5 % verwendet (Laemmli, 1970).
Die Sammelgele hatten eine Konzentration von 5 %ylamid. Als Laufpuffer diente Tris-
Glycin-Laufpuffer (3,02 g/L Tris/Base, 14,4 g/L @Iy, 1g/L SDS; pH 8,3). Die zu
trennenden Proben wurden 1:1 mit 2x Probenpufférl@mL HO bidest.: 2 mL 0,625 M
Tris/HCI pH 6,8, 2g SDS, 5mL Glycerin 100 %, &k 2-Mercaptoethanol, 0,1 mL
Bromphenolblau 1 % in Ethanol) gemischt, 10 min3&PC erhitzt und anschlieBend auf Eis
abgekuhlt. Anschliel3end wurden die Proben 1 mirlB8D0 g zentrifugiert.

Proben und Marker wurden auf das Gel aufgetragen10n30 min bei 10 mA (ca. 80 V) im
Sammelgel aufkonzentriert und anschlieRend 90-1B0bmi 25 mA (ca. 100 V) getrennt
(Tab. 3-11). Die Gele wurden entweder mittels Cossiea oder Silberfarbung (Bluet al.,
1987; Nesterenket al., 1994) unter leichtem Schiitteln gefarbt.
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Tab. 3-11: Zusammensetzung der Trenngel- und Samngdl-Losungen fir die SDS-PAGE

Trenngel-Losung (3 mL pro Gel)

Acrylamid-Konzentration im Gel | 17,5 %
Acrylamid-Stammldsung (30 % 35 mL
Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid) '

1,88 M Tris/HCI pH 8,8 1,2 mL
0,5 % SDS 1,2 mL
H,O bidest. 0,1 mL
TEMED 5uL
10 % APS in HO (frisch) 30 pL

Sammelgel-Losung (2 mL pro Gel)

Acrylamid-Konzentration im Gel 5%
Acrylamid-Stammldsung (30 % 033 mL
Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid) '

0,625 M Tris/HCI pH 6,8 0,4 mL
0,5 % SDS 0,4 mL
H,O bidest. 0,87 mL
TEMED 2 UL
10 % APS in HO (frisch) 10 pL

Coomassie-Farbung:

2 g Coomassie Blue R-250; 0,5 g Coomassie Blue G-

Farbung 250; 425 mL Ethanol 96 %; 50 mL Methanol; 100 mta. 60 min
Essigsaure 96 % ad 1000 mkMbidest.
o L 0
Entfarbung iggomnl;LEl—t;grt])?cllegs? Y%; 100 mL Essigsaure 96 % @8-60 min
Lagerun in H2O bidest. 1 Woche
9 9 auf Gelrahmen in Folie getrocknet o0

Silberfarbung:

Fixierung

25 mL Methanol; 7,15 mL Ethanol 96 % ad 50 mL . .
mind. 60 min

H.O bidest.
Waschen 50 mL Ethanol 96 % 1x kurz waschen
Vorbehandlung 20 mg NaS;03 x 5 HO in 50 mL HO bidest. 2 min

Waschen

Impragnierung

3x 20 s waschen
20 min

50 mL HO bidest.
100 mg AgNQ; 25 pL Formaldehyd 37 % in 50 mL
H>O bidest.

Waschen 50 mL HO bidest. 1x kurz waschen
Entwicklung 3 g NaC0;s; 0,5 mg NQSQ03 x 5 HZ_O; 70 puL je nach Intensitat
Formaldehyd 37 % in 50 mLJ@ bidest. der Féarbung
Waschen 50 mL HO bidest. 2% 2 min waschen
Stoppen 25 mL_ Methanol; 6,8 mL Essigsaure 96 % ad 50 leO min
H>O bidest.
Waschen 25 mL Methanol ad 50 mL # bidest. 20-30 min
in H>O bidest. 1 Woche
Lagerung

auf Gelrahmen in Folie getrocknet o0
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Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Tricin-SDS-PAGE)

Die Tricin-SDS-Gelelektrophorese ist eine weiteretivbde, um insbesondere kleine Proteine
(z. B. MTs) zu trennen (Schagger & von Jagow, 198ghagger, 2006). Fur die MT-
Expressionsanalysen wurden Gradientengele von P&-2&crylamid verwendet. Zuerst
wurde die hoherprozentige Trenngel-L6ésung und redgbhd die niederprozentige Trenngel-

Lésung in die Gelkammer gepumpt (Tab. 3-12).

Tab. 3-12: Zusammensetzung der Trenngel- und Samngel-Losungen fiir die Tricin-SDS-PAGE

Trenngel-Losung (3 mL pro Gel)

Acrylamid-Konzentration im Gel | 15/25 %
X % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid 30/49 ¢
Acrylamid-Stammldsung 2,5mL

1 M Tris/HCI pH 8,45 1,3 ml

10 % SDS 50 pL

H,O bidest. 1,1 mL

Harnstoff 0,99
TEMED 2 pL
10 % APS in HO (frisch) 50 pL

Sammelgel-Losung (2 mL pro Gel)

Acrylamid-Konzentration im Gel 5%
Acrylamid-Stammldsung (30 % 0.33 mL
Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid) '

0,625 M Tris/HCI pH 6,8 0,4 mL
0,5 % SDS 0,4 mL
H,O bidest. 0,87 mL|
Harnstoff 0,49
TEMED 2 uL
10 % APS in HO (frisch) 10 pL

Die Proteinproben wurden 1:1 mit 2x Tricin-Probeffgu(ad 10 mL HO bidest.: 1 mL 1 M
Tris/HCI pH 6,8, 0,8 g SDS, 3 g Glycerin 100 %,10g8DTT, 2 mg Coomassie Blue G-250)
versetzt, 3 min bei 95 °C erhitzt, abgekuhlt undzkaentrifugiert. Die Trennung erfolgte
unter den gleichen Bedingungen wie bei der SDS-PAtEIs eines Kathodenpuffers (obere
Pufferkammer; Kathodenpuffed2 g/L Tris/Base, 17,92 g/L Tricin, 1 g/L SDS, pldht
einstellen) und eines Anodenpuffers (untere Puffiemker; 5x Anodenpuffer: 121,1 g/L
Tris/Base, ad 500 mL 4@ bidest. pH 8,9 mit konz. HCI, ad 1000 mk(Hbidest.).

Alle hergestellten Puffer konnten bei 4 °C aufbewarerden. Als Marker wurde der Protein-
Marker Broad Range verwendet (2-212 kDa; NEW ENGDARIOLABS) und zusatzlich

Aprotinin mit einer Gré3e von 6,5 kDa.
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3.5.2. DNA-Isolierung

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mittels @meSwitct? Nucleic Acid Purification
Technology (INVITROGEN) nach den Angaben des Héeste Die DNA wurde in 30 pL
DEPC-HO aufgenommen und bis zur ihrer Verwendung bef@@elagert.

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels &QLD Plasmid Miniprep Kit |
(PEQLAB). Zur Praparation wurde eine Ubernachtkuitan E. coli (5 mL) eingesetzt und
nach Protokoll des Herstellers aufgearbeitet. DiADRvurde mit 30 uL DEPC-KO eluiert.
Zur lIsolierung von PCR-Produkten aus einem Agarelsegurde das peqGOLD Gel
Extraction Kit (Classic Line; PEQLAB) nach den Abga des Herstellers verwendet.

3.5.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelésungen

Die Konzentration einer Nukleinsdurelésung wurdecduMessung der Absorption bei
260 nm photometrisch bestimmt. Dazu wurden Quarz#ém mit einer Schichtdicke von
1 cm verwendet. Nach (Sambroekal., 1989) lasst sich die Konzentration folgendermal3en
berechnen:
Absorption = 1 entspricht: 50 pg/mL doppelstrandigéeA

31 pg/mL Oligonukleotide

40 pg/mL RNA
Fur RNA-Konzentrationsbestimmungen wurde das UV/8|&ktralphotometer NanoDrop
ND1000 (PEQLAB) verwendet.
Die Reinheit von Nukleinsédurelésungen konnte dyhbtometrische Messungen ebenfalls
ermittelt werden. Ist eine Nukleinsaurelésung pritei, sollte das Verhéaltnis von QB nm
zu ODygo nmbei einem Wert von ca. 1,8 liegen.

3.5.4. Polymerasekettenreaktion

Die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente erfadgmittels PCR folymerase chain
reaction). Die genomische DNA ausl. lugdunensis diente als Matrize. Die Standard-
Reaktion wurde in einem Volumen von 20 pL im Thebok (HYBAID) durchgefthrt.
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Reaktionsansatz 2 puL genomische DNA (50-100 ng)
2 pL 18 GoTad-Puffer mit 20 mM MgCJ
2 uL Oligonukleotidorward (2 pmol)
2 uL Oligonukleotideverse (2 pmol)
1 pL dNTP-L6sung (10 mM)
0,5 pL GoTafDNA-Polymerase
ad 20 pL ¥ bidest.

erste Denaturierung 2 min 95 °C
Denaturierung 30s 95 °C
annealing 30s 50-65 °C ~ 33 Zyklen
extension 30s 72 °C
final extension 10 min 72 °C

5-20 pL des Reaktionsansatzes wurden mit der @f&faMenge 6x Ladepuffer versetzt und
mittels Standard-Gelelektrophorese (3.5.1.) getrenn

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgendeddukleotide fur die PCR und
Sequenzierungen verwendet (Tab. 3-13):
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Tab. 3-13: Oligonukleotide fir PCR und Sequenzierug
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3.5.5. Restriktion

Die Restriktion von PCR-Produkten und Plasmiden rb#stimmten Restriktions-
Schnittstellen erfolgte mittels spezifischer Résimnsenzyme (FERMENTAS). Es wurden
folgende Restriktionsansatze durchgefihrt und BEGfir 2 h inkubiert:

Restriktionsansatz 1 puL 10x Puffer (je nach Enzym)
3 uL Plasmid (150-300 ng)
0,5 pL Restriktionsenzym 1
0,5 pL Restriktionsenzym 2
ad 10 pL kO bidest.

3.5.6. Ligation

Die Ligation von mit Restriktionsenzymen geschmigie Plasmiden und PCR-Produkten
erfolgte mittels T4-Ligase (FERMENTAS) tUiber Nackt B °C oder fur 5 h bei RT.

Ligationsansatz 1,5 pL 10x Ligationspuffer
3 1L geschnittenes Plasmid (150-300 ng)
9,5 puL geschnittenes PCR-Produkt (Insert; 150429
1 pL Ligase

3.5.7. Herstellung kompetenterEscherichia coli und Transformation

Herstellung CaCl-kompetenter Escherichia coli

1 mL einer Uber-Nacht-Kultur vorE. coli in LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum wurde in 100 mL LB-Medium angeimpft {mhalber Konzentration an
Antibiotikum) und bei 37 °C ca. 3-4 h bis zu eirf@Dsoonm = 0,3-0,5 schittelnd inkubiert.
AnschlieRend wurden je 50 mL in eiskalte GREINERxRtien (ROTH) Uberfihrt und
10 min auf Eis inkubiert. Die Réhrchen wurden dafrmin bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert
und der Uberstand (Medium) entfernt. Das Zellpelletde mit 10 mL eiskalter 0,1 M Cagl
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Losung resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert anteut zentrifugiert. Nach Entfernung des
Uberstandes erfolgte die Zugabe von 2 mL eiskalteM CaCj-Losung und eine Inkubation
fur mind. 3 h auf Eis. Die so behandelten Zellemdea dann zur Transformation verwendet
oder bei -80 °C eingefroren. Dazu wurden je 2 mlledemit 25 % Glycerin versetzt (steril;

667 pL) und jeweils 100 pL in Reaktionsgefalie altoput.

Transformation kompetenter Escherichia coli

100 pL CaC)-kompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut, vorsichtig mit 15 pL
Ligationsansatz gemischt und 30 min auf Eis inkdbi2anach erfolgte ein Hitzeschock fur
90 s bei 42 °C, der Ansatz wurde dann 10 min asfildubiert. Anschliel3end erfolgten die
Zugabe von 0,8 mL LB-Medium und eine Inkubation il bei 37 °C und Schitteln. 150 pL
davon wurden dann auf LB-Agar mit den entsprechenlietibiotika-Zusatzen ausplattiert
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne Kotwmmwurden auf das Plasmid mit Insert
gepruft (Restriktion/PCR/Sequenzierung). Die LBtla wurden bei 4 °C gelagert.

3.5.8. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mittels Kettenabbrerfahren nach (Sangetral., 1977).
Zur Sequenzierung am automatischen ABI-Sequencé(\3&rsion 4.0, ABI) wurde dddye
Terminator Reaction Mix (ABI) angewendet. Es wurden 0,2-0,7 ug Plasmid-Dh#é
Sequenzierungsansatz (Thermoblock; HYBAID) eingeset

Reaktionsansatz 2-7 uL Plasmid-DNA (100 ng/uL)
1 pL Oligonukleotid (10 pmol)
2 ulDye Terminator Reaction Mix
ad 10 pL HO bidest.

Denaturierung 30s 95 °C
annealing 30s 50-65 °C 33 Zyklen
extension 2 min 60 °C

Nach Beendigung der Reaktion erfolgte eine Ethétotig bei RT zur Entfernung der nicht
eingebauten Nukleotide (0,1 Vol. 3 M Na-Acetat pB;53 Vol. Ethanol 96 %) und eine
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Zentrifugation (20 min, 18890 g). Das Waschen ddke® erfolgte mit 0,5 mL Ethanol 70 %,
es wurde bei 37 °C getrocknet. Bis zur Sequenziemurde das Pellet bei -20 °C gelagert.
Das Pellet wurde in 4 pL GelpuffeFgrmamide Loading Dye, ABI) gelost und vor dem
Auftragen auf das Sequenziergel fir 2 min bei 9GrKubiert und anschlieRend auf Eis
abgekunhlt.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mittelsi@derprogramm CHROMAS (Version
1.43; Brisbane, Australien). Sequenzhomologien en th den Datenbanken enthaltenen
DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem vom NATARN CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI) bereitgestelltenrégramm BASIC LOCAL
ALIGNMENT SEARCH TOOL ermittelt (Altschul et al., 1997,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=W&BAGE_TYPE=BlastHome).

3.5.9. Isolierung von RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mittels Spam™ Plant Total RNA Kit (SIGMA-
ALDRICH) nach den Angaben des Herstellers. Die Rhdxde in 30 uL DEPC-FD eluiert
und bis zu ihrer Verwendung kurzfristig bei -20 t&hgerfristig bei -80 °C gelagert.

3.5.10Northern-Hybridisierung

Das PCR-Produkt des MT-Gens (75 bpt2_neclu) wurde als Sonde zur Hybridisierung
eingesetzt. Dazu wurde es mit Hilfe des 10x DIG DiN#beling Mix (ROCHE) in folgender
PCR-Reaktion mit Digoxigenin-11-dUTP markiert:
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Markierungsansatz 8 pL 5 GoTad PCR-Puffer (ohne MgG)

6,4 uL 20 mM MgGl

1,6 pL Oligonukleotid MTHL1for, 10 pmofdgrward Primer)

1,6 pL Oligonukleotid MTHL1rev, 10 pmaldverse Primer)
2 uL PCR-Produkt/Sonde (200 ng)
2 uL 10x DIG DNA Labeling Mix

0,25 pL GoT&dgPolymerase

ad 40 pL kO bidest.

Es wurden die gleichen PCR-Bedingungen wie unt&43.verwendet, dieannealing-
Temperatur betrug 60 °C. Der gesamte PCR-Ansatdevdann mit der 0,2-fachen Menge 6x
Ladepuffer versetzt und mittels Standard-Gelelgitavese getrennt und aus dem Gel isoliert
(s. 3.5.1.). Die DNA-RNA-Hybridisierung wurde gemyjtum die Metallothionein-Gene auf
RNA-Ebene nachzuweisen und das induzier#2 neclu-Gens semi-quantitativ zu

bestimmen.

Transfer der RNA auf Nylonmembranen
Die isolierte Gesamt-RNA ausH. lugdunensis wurde in einer denaturierenden

Gelelektrophorese (Zusammensetzung s. unten) aefget Als Laufpuffer diente 1x MOPS.

denaturierendes Agarosegel 1,125 g Agarose (1,5 %)
(75 mL) 60 mL HO bidest. steril
7,5 mL 10x MOPS (Zusammensetzung s. unten)
8 mL Formaldehyd (37 %)

Je 20 pg RNA in 50 uL DEPC-B wurden zur Fallung mit 4 uL 4 M NaCl versetzt und
100 pL Ethanol 99,8 % gemischt und tUber Nacht B8i°C gefallt. Nach Zentrifugation
(20 min bei 21910 g, 4 °C) wurde das RNA-Pelletr@ah mit 100 uL Ethanol 99,8 %
gewaschen, erneut zentrifugiert und steril getretkDie Auftragung auf das denaturierende
Agarosegel erfolgte nach Aufnahme in 18 uL RNA-Rmiuffer, Zentrifugation,
Denaturierung 10 min bei 65 °C und 2 min Abkuhling Eis. Als Marker diente der RNA-
Marker Il (50 ng; ROCHE). Die denaturierende Agadaselelektrophorese erfolgte ca.
90 min. Danach wurde das Gel 15 min unter flieBendeitungswasser gespilt. Die RNA
wurde ca. 1 h mittels Ethidiumbromid (0,1 pg/mL2r SSC, pH 7) sichtbar gemacht. Zum
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Entfarben wurde das Gel fir 30 min bei RT in 2x S8@ Uber Nacht bei 4 °C gewaschen.
Das Gel wurde bis zum Transfer der RNA auf die pogeladene Nylonmembran (ROCHE)
in 10x SSC (Zusammensetzung s. unten) aufbewahrt werden.

Der Aufbau des Blots erfolgte auf das DruckblotgeRosiBlot 30-30 Pressure Blotter and
Pressure Control Station* (STRATAGENE):

unten 2x Whatman-Papier
Nylonmembran
Maske (Plastikfolie)

Agarosegel

v 2 Whatman-Papier

oben Schwamm (in 10x SSC als Transferpuffer getrankt)

Der Transfer erfolgte fur 1-1,5 h mit 2@SC bei 70-80 mbar, danach wurde die Position des
Gels auf der Membran markiert und die RNA durch i@tmge UV-Bestrahlung der
Membran (120 mJoule; UV Stratalinker, STRATAGENEX 2uf jeder Seite kovalent

gebunden und konnte anschlie3end direkt zur Hydeiding eingesetzt werden.

20x SSC 3 M NacCl
0,3 M Na-Citrat x 2 KO

pH 7,0 mit Zitronensaure

10x MOPS 0,4 M MOPS
0,1 M Natriumacetat
10 mM Na-EDTA
pH 7,2 mit 1 N NaOH

1x RNA-Probenpuffer 1,6 uL 10x MOPS
8 uL Formamid
2,8 uL Formaldehyd 37 %
4 uL Dye (50 % Glycerin+0,04 % [w/v] Brompiodblau)
ad 20 pL pD bidest. steril
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Hybridisierung

Die Hybridisierung der Nylonmembran erfolgte mitgHiSDS-Hybridisierungspuffer in
Borosilikat-Hybridisierungsrohrchen  (steril) im  O\Kybridisierungsofen  (beides
WHATMAN-BIOMETRA®). Zur Blockierung unbesetzter Bindestellen wurdée d
Nylonmembran fir 1,5 h bei 50 °C mit 20 mL High-SBIgbridisierungspuffer ohne Sonde
prahybridisiert. Zur Hybridisierung wurde der PrAhgisierungspuffer entfernt und durch
20 mL High-SDS-Hybridisierungspuffer mit 10 ofit_neclu-Sonde (10 min bei 68 °C erhitzt
und 2 min bei -20 °C abgekuhlt) ersetzt. Die Hyisigtung erfolgte Uber Nacht bei 50 °C.
Am néachsten Tag wurden unspezifisch gebundene &oralekiile % 15 min bei RT mit
Waschpuffer 1 und 2 15 min bei 50 °C mit Waschpuffer 2 unter Schwenkem der

Membran gewaschen.

High-SDS-Hybridisierungspuffer
7 % [w/v] SDS
50 % [v/v] Formamid
25 % [v/v] 20x SSC
20 % [v/v] 10x Blockierungslésung
5 % [v/v] 1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7)

1 % [v/v] 10 % N-Lauroylsarcosin-Losung

Waschpuffer 1 2 SSC
0,1 % [w/v] SDS

Waschpuffer 2 0,5< SSC
0,1 % [w/v] SDS

Detektion

Nach der Hybridisierung erfolgte ein 3-minitiges ullifprieren in Waschpuffer 3.
Anschlie3end wurde die Membran 45 min i Blockierungslosung geschwenkt und danach
fur 30 min in X Blockierungslésung mit Anti-DIG-AP-Konjugat (ROCHBei RT inkubiert.

Es folgten % 15 min Waschen in Waschpuffer 3 bei RT, um undiehi an der Membran
haftendes Anti-DIG-AP-Konjugat zu entfernen. Nactudlibrierung der Membran fiir 2 min
in 1x Detektionspuffer bei RT wurden im Nachweigakren 20 Tropfen CDP-Starready-
to-use-L6sung (ROCHE) als Substrat fir die alkalischedpihatase eingesetzt. Die Membran
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lag zwischen zwei Acetatfolien und wurde 20 min B&i°C inkubiert. Die Detektion der
Chemilumineszenz erfolgte je nach Signalstarke85durch Belichtung eines Réntgenfilms
(Hyperfim™ECL", AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH EUROPE) in einer

lichtundurchlassigen Filmkassette. Der Film wumleiner Dunkelkammer entwickelt.

Maleinsaurepuffer 100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl
pH 7,5 mit festem NaOH

Waschpuffer 3 10 % [v/v] Maleinsaurepuffer
0,3 % Tween 20

10x Blockierungslésung 10 % [wi/v] blocking reagent (ROCHE) in
Maleinsaurepuffer, bei 4 °C lagern

1x Blockierungslésung 10x Blockierungslosung in Maleinsaurepuffer verdinn

Anti-DIG-AP-Konjugat Anti-Digoxigenin Alkalische-Phosphatase 1:10000 in

1x Blockierungslosung

1x Detektionspuffer 0,1 M Tris
0,1 M NacCl
pH 9,5 mit 10 N HCI

3.6. Proteinexpression

3.6.1. Proteinexpression inEscherichia coli BL21

Die rekombinante Expression der Metallothioneine 2NNECLU bzw. MT1 _NECLU
erfolgte mittelsk. coli BL21. Dazu wurden Cagkompetente Zellen voi. coli BL21 mit
den entsprechenden Plasmiden transformiert undSalgktiv-LB-Agarplatten ausplattiert
(3.5.8.). Nach der Uberpriifung der erfolgreicherariBformation und Insertion des zu
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exprimierenden Gens (PCR/Sequenzierung) wurdereuiigprechenden Kolonien in 5 mL
LB-Medium mit Ampicillin und Kanamycin (3.2.2.) tbeéNacht bei 37 °C und 200 rpm
kultiviert. Die Vorkultur wurde anschlieRend 1:1030 mL neues LB-Medium Uberfuhrt und
bei 37 °C und 200 rpm fur 2-3 h inkubiert. Bei &if@Dgoonm Von ca. 0,5 bis 0,6 wurde die
Expression der Proteine mittels IPTG induziert (Enmzentration 1 mM). AnschlieRend
wurden die E.coli 5-6 h bei 30°C und 200 rpm Kkultiviert. Die Ernteon 1 mL
Bakterienkultur erfolgte mittels Zentrifugation farmin bei 21910 g und 4 °C. Das Zellpellet
wurde nach Zugabe von 1 mL 20 mM Tris-HCI (pH /8) 2 mM DTT fur 15 min bei 95 °C
aufgeschlossen. AnschlieRend kuhlte die Probe SamirEis ab und wurde 5 min bei 4 °C
und 21910 g zentrifugiert.

30 mL oder 1 L Bakterienkultur wurde nach Induktider Proteinexpression fur 10 min bei
4 °C und 10000 g geerntet. Der Aufschluss der HAe#efolgte nach Zugabe von 10 mL
20 mM Tris-HCI (pH 7,8) mit 2 mM DTT mittels Ultraball (3x 1 min bei 100 % und
60/min; dazwischen je 2 min Abkuhlen auf Eis). Amnlgf3end erfolgte eine 20-minltige
Zentrifugation bei 4 °C und 10000 g. Die Uberstamdeden fir die Analyse mittels SDS-
PAGE oder Tricine-SDS-PAGE eingesetzt (3.5.1.).

3.6.2. Proteinexpression inKluyveromyces lactis GG799

Die zweite Expressionsstrategie der Metallothioeemrfolgte mittels der sogenannten
.Milchhefe" Kluyveromyces lactis, die imK. lactis Protein Expression Kit (NEW ENGLAND

BIOLABS) nach den Angaben des Herstellers verwendetie.

Der Vektor pKLAC1 kann dabei zur intrazellularen pgssion von Proteinen oder zur
Sekretion der exprimierten Proteine verwendet werddas MT1_NECLU sollte in diesem

Experiment durch die Hefe sekretiert und ins Mediabgegeben werden (Abb. 3-6). Die

Sekretionsstrategie wurde nach Herstellerangaberingefihrt.
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Abb. 3-6: Expression des MT1_NECLU inK. lactis (modifiziert nach NEW ENGLAND BIOLABS); PM:
Plasmamembran; ER: endoplasmatisches Reticulum; SBignalpeptidase; Kex: Kex-Protease.

3.7. Strukturuntersuchungen

3.7.1. Homologiemodellierung

Zur Bestimmung der theoretischen Struktur des Matabneins MT1_NECLU wurde durch
Frau Dr. Sabine Gebauer (Institut fir Biochemie uBidtechnologie, Abt. Molecular
Modelling - Frau PD Dr. Iris Thondorf, MLU Halle)iree Homologiemodellierung
durchgefihrt. Dazu wurden mit Hilfe des BLAST-Pragims des NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) MT1_NECL&hnliche Proteine bzw. Protein-
doméanen gesucht.

AnschlieBend erfolgte einalignment der Proteinsequenzen mittels ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmlatkin et al. (2007)). Die Modellierung
der 3D-Struktur der Metallothioneine bzw. der Migtddionein-Doméanen erfolgte mit
MODELLER (Sali & Blundell, 1993; Sanchez & Sali, @@ und Composer (Programm
SYBYL, Versionen6.7 und 6.8, TRIPOS Associates Inc.). Zur Bewertaleg Modelle
wurden Ramachandran-Plots erstellt (PROCHECK; Maatrial. (1992); Laskowsket al.
(1993)) und energetische Kriterien betrachtet (RroSippl (1993)). Die Untersuchung der
Stabilitat der Modelle erfolgte durch Molekuldyn&8imulationen (AMBER 7.0; Casat al.
(2002); Caset al. (2005)). Dabei wurde zunéchst dmckbone fixiert (zwei aufeinander-
folgende Simulationen mit Kraftkonstanten k vonridid,1 N/m), um eine Relaxierung der
Seitenketten zu ermdglichen. Daran schloss siah wgitere Simulation allesonstraints an,

die dann zur Generierung der Durchschnittsstruktuwwen drei MT-Modellen und der
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mittleren geometrischen Parameter diente (Tab.5Bip wichtigsten Parameter der

Berechnungen sind in Tab. 3-15 aufgefihrt.

Tab. 3-15: Wichtige Parameter bei der Homologiemodkerung

Kraftfeld AMBER 7.0

Parameter fiir Cd(Il) | € = 0,0304 kcal/mol; Rz = 1,460 A (Babu & Lim, 2006)
Losungsmittel HO (implizit)

backbone constraints | k=1,0; 0,1; 0 N/m

Dauer je MD 1ns

Ladungen AMBER (parm99)

3.7.2. Fern-UV-Circulardichroismus

Die Untersuchungen des MT1_NECLU mittels Fern-UVeGiardichroismus erfolgten in
Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Ralph Golbik (lngtfir Biochemie und Biotechnologie,
Abt. Mikrobielle Biotechnologie, MLU Halle).
Fur die CD-Messungen wurde die Konzentration deteHrs spektrometrisch bestimmt. Es
wurde ein Spektrum im Bereich von 200 bis 260 niigenommen und die Konzentration ¢
Uber das Lambert-Beersche Gesefz=E, x ¢ x d berechnet (Klebest al., 1988). Dabei
bezeichnet d die Schichtdicke der Kuvette (in cm),den Extinktionskoeffizienten der
Peptidbindungen und,Hlie Extinktion der Peptidbindungen bei einer Wdbege von. =
202 nm.

c=E /g xd

¢ =B /6,38 [L/mmol x cm] x 0,1 cm

Die CD-Messungen erfolgten mittels eines Spektrapoleters (J810, JASCO) bei 10 °C, in
einem Stickstoffstrom. Die Konzentration des MT1 QNEJ betrug 183 puM in BD bidest.
Zu der MT1_NECLU-LOsung wurde in Schritten die gle® molare Menge an Cd(ll)
(183 uM CdC)), die doppelte, vierfache sowie die zehnfache Memzggegeben. Die
Weglange der Messklvette betrug 1 mm und die Brertew = 226,8831503. Es wurden
jeweils 40 Spektren mit einer Geschwindigkeit va@® hm/min akkumuliert. Die Spektren

wurden mittels der Software Kaleidagraph™ aufgenemomd ausgewertet.
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3.7.3. Untersuchungen mittels 400 MHz-NMR-Spektroskopie

Die  Strukturuntersuchungen mittels 400 MHz-NMR-Speskopie erfolgten in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Carmen Mrestani-Kladisstifut fur Biochemie und
Biotechnologie, Abt. Naturstoffbiochemie, MLU H3lle

Zur Untersuchung der Struktur des synthetischerMgtallothioneins MT1_NECLU wurden
alle Schritte der Probenvorbereitung in einem umegon-Atmosphare (Argon 5.0, AIR
LIQUIDE) gehaltenen SekuroReGlove Bag (7870 cm, ROTH) durchgefiihrt, um
Oxidationen des Proteins zu vermeiden. Das Prateile in Konzentrationen von 1-2 mM
in H,O bidest. (mit 0,03 % 2-Mercaptoethanol, 10 ¥%0D10 min unter Argonatmosphare mit
Argon durchspult) eingesetzt. 2,2-Dimethyl-2-silajaa-5-sulfonat (DSS; MERCK) wurde
als interner Standard (1 mg/L) der Probe zugesBt.pH-Wert der Proteinlésung betrug
6,9. Zur Untersuchung der Cd(Il)-Komplexierung wairdie Probe mit 10 mM Cdgkin
H,O bidest. mit 0,03 % 2-Mercaptoethanol und 10 ¥©PDversetzt. Der pH-Wert anderte
sich kaum (pH 6,7).

Die so vorbereitete Probe wurde erneut ca. 10 niiArgon durchspult und in ein mit Argon
gefllltes J. Young-Valve-NMR-Ro6hrchen (Abb. 3-7; MMIAD) Uberfiihrt. Dieses spezielle
verschlieBbare NMR-Réhrchen wurde vor und nach IRefg mit der Probe in je vier Zyklen
mit Hilfe eines TIP-OFF Manifolds (zwei Ports; WILAD) und einer Membranpumpe
evakuiert, mit Argon bellftet und anschlie3end fesschlossen. Die Lagerung der gelésten
Metallothionein-Proben apo-MT1 _NECLU und Cd-MT1_NEC erfolgte im J.-Young-
Valve-NMR-R6hrchen unter Argon-Atmosphare bei 4 °C.

Die Strukturuntersuchungen des apo- und desNCidL_NECLU wurden hauptsachlich bei
300 K an einem 400 MHz-NMR-Spektrometer (AVANCE 4BRUKER Biospin GmbH)
mit einem herkémmlichen Probenkopf (5 mm TBH, BRUKER Biospin GmbH)
durchgefiihrt. DieH-chemischen Verschiebungen wurden gegen den enestandard DSS
(MERCK) Kkalibriert. Die Wasserunterdriickung konmberch Vorsattigung presaturation)
der Wasserresonanz erzielt werden. Es wurden vigedeProben eindimensionaléd-
Spektren sowie zweidimensionale COSY-, TOCSY- ur@ESY-Spektren aufgenommen.
Die wichtigsten Bedingungen bei der Aufnahme der RNBpektren sind in Tab. 3-15
aufgefuhrt. Die NMR-Spektren wurden mit Hilfe deof@vare TOPSPIN 1.3 (BRUKER
Biospin GmbH) prozessiert und ausgewertet.
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Abb. 3-7: Darstellung eines J. Young-Valve-NMR-Réhchens mit TIP-OFF Manifold, welches zwei
Anschlusse besitzt (nach WILMAD-Katalog, 2006).

Tab. 3-15: Wichtige Parameter bei der 400 MHz-NMR-8ektroskopie

Parameter eindimensional | zweidimensional
MHz 400,13
. 1 . COSY/TOCSY: Presaturatior
Wasserunterdriickung H-Presaturation NOESY: WATERGATE
scang/Analysen 512 16/96
pro Spektrum
COSY: cosyphpr
Pulsprogramm zgpr TOCSY: mlevprtp
NOESY: noesygpphl19
Mischzeit i TOCSY: 60 ms
NOESY: 300 ms
Temperatur meist 300 K
Losungsmittel 90 % HO/10 % DO mit 0,03 % 2-Mercaptoethanol
Kalibrierung intern mit 1 mg/L 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-suifd
(DSS; MERCK)

3.7.4. Untersuchungen mittelsmicrocoil 600 MHz-NMR-Spektroskopie

Die Strukturuntersuchungen mittetsicrocoil 600 MHz-NMR-Spektroskopie erfolgten in
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Klaus Albert uherrn Dipl.-Chem. Marc Bayer
(Institut fur Organische Chemie, Eberhard-Karls\égnsitat Tubingen).

Das Protein MT1_NECLU wurde in einer Konzentratieon 2-3 mM eingesetzt und in
entgastem bD bidest. mit 0,03 % 2-Mercaptoethanol und 10 ¥©bzw. in 100 % BO
(Uvasol 99,8 %; MERCK) gelost und mit Stickstoffelibchichtet. Zur Untersuchung der
Cd(Il)-Komplexierung wurde die vier- bis zehnfaaghelare Menge an Cd(ll) (Cd&in 90 %
H20/10 % DO bzw. in 100 % BO mit 0,03 % 2-Mercaptoethanol) zugegeben.

Die Proben wurden in die Kapillare des Probenkogfegpl; PROTASES) uberfihrt und
mittels microcoil 600 MHz-NMR-Spektrometer (AMX 600; 14,1 T; BRUKEmBiospin
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GmbH) bei 298 K vermessen. Bei allen NMR-Messungdaolgte die Wasserunterdrickung
durch Vorsattigung pfesaturation) der Wasserresonanz. Zur Strukturbestimmung des ap
und des CgiMetallothioneins wurden eindimensionate-Spektren sowie zweidimensionale
COSY-, TOCSY- und NOESY-Spektren in 100 %,(D und in 90 % HO/10 % BO
aufgenommen. Wichtige Bedingungen bei der Aufnaleramicrocoil NMR-Spektren sind
in Tab. 3-16 aufgefuhrt. Das NMR-Spektrometer wuitler eine02 workstation (SILICON
GRAPHICS) gesteuert, mittels XWIN-NMR-Software IBruker Biospin GmbH) erfolgte
die Datenaufnahme und die Prozessierung und Ausmgeder Spektren mittels der Software
TOPSPIN 1.3 (BRUKER Biospin GmbH).

Tab. 3-16: Wichtige Parameter bei demicrocoil 600 MHz-NMR-Spektroskopie

Parameter eindimensional | zweidimensional
MHz 600,13
Wasserunterdriickung 'H-Presaturation COSYIQDO/TOCSY./ NOESY:
resaturation
scans/Analysen COSY90: 196
pro Spektrum 2048/196 TOCSY/NOESY: 256
COSY90: cosypr
Pulsprogramm zgpr TOCSY: mlevprtp
NOESY: noesyprtp
Mischzeit i TOCSY: 67 ms
NOESY: 900 ms
Temperatur 298 K
3y . 90 % HO/10 % DO oder 100 % BO mit
Losungsmittel 0,03 % 2-Mercaptoethanol

3.7.5. Untersuchungen mittelsonline-Kapillar-HPLC-NMR

Die Strukturuntersuchungen des nativen MT2_NECLUfolgten ebenfalls in
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Klaus Albert uielrn Dipl.-Chem. Marc Bayer.

Die Untersuchungen wurden mittels einer dreitefigaodularen Kapillar-HPLC-Pumpe
(CapLC System; WATERS), die an einen externen UWekter (Lambda 1010; BISCHOFF)
angeschlossen war, durchgefuhrt. Die NMR-Struktigrsuchungen erfolgten mittels
microcoil 600 MHz-NMR-Spektrometer (3.7.5.; Abb. 3-8). Ausghlossene Proben von
H. lugdunensis (Kontrolle und 50 uM Cd(ll) nach 50 uM Cd(ll)-Varkur; siehe 3.4.5.)

wurden zweimal zentrifugiert, um keine Schwebehstt auf die Sédule zu bringen. Die Probe
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wurde anschlieRend mittels manueller Injektion Geer 6-Wege-Ventil (Vivi Cheminert;

VICI AG) in die selbst gepackte Kapillarsdule dused silica (ohne Beschichtung) injiziert
und bei 298 K getrennt (Tab. 3-17). Mittels dertwafe HyStar (BRUKER Biospin GmbH)
wurden die Daten aufgenommen und die Chromatograausgewertet.

Detektor und NMR-Spektrometer (3.5.7.; Tab. 3-1Arden Uber eine Transferkapillare

(Innendurchmesser: 50 um; Lange: 3 m) und ein S@mil verbunden.

Tab. 3-17: HPLC-Bedingungen und -Gradient bei der Kpillar-HPLC

Saule (stationare Phase) ProntoSIL AQ C18;
5um; 120 A; GroRe:

15 cmx250 pm Innen @
(BISCHOFF)

Mobile Phase A: 90 % HO/10 % DBO;
pH 3 mit TFA

B: 90 % Acetonitril/
10 % Acetonitril-d

Fluss 2 pL/min
Detektion A=220 nm
Injektionsvolumen 0,5-2 uL
Zeit Gradient
[min] A [%] B [%0]
0 98 2
20 88 12
40 88 12
40,1 15 85
55 15 85
60 98 2
70 98 2

Die Transferzeit zwischen UV-Detektor und NMR-Spekteter (Totzeitbestimmung) wurde
mittels Methanol bestimmt. Fir die eigentliche HiapiHPLC-NMR-Kopplung wurde nach

Detektion im UV-Bereich (Peak-Maximum) die Zeit mar Detektion eines NMR-Signals
gestoppt (Totzeit) und das Stop-Ventil geschlossere Substanz verblieb somit im
microcoil-Detektionsfenster sfopped flow). Zur Strukturbestimmung des nativen

Metallothioneins wurden 1BH-Spektren aufgenommen.
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Abb. 3-8: Schematische Darstellung des Aufbaus defopplung der Kapillar-HPLC (CapLC) an das
microcoil 600 MHz-NMR-Spektrometer (©nline-Kapillar-HPLC-NMR).
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4. Ergebnisse

4.1. Physiologische Untersuchungen

4.1.1. Wachstum auf Oberflachenkultur

Nach vier Wochen konnte auf den Oberflachenkultueam deutlicher Unterschied im
Wachstum beobachtet werden (n = 3). Ohne Schwellméfebb. 4-1, Abb. 4-2A) war der
Durchmesser der Wachstumszone am groften (7,5 evwpei das Wachstum auf
Standortwasser-Platten nur  wenig geringer  war  ¢hp  Abb. 4-2B).
Wachstumsinhibierungen konnten festgestellt weradeemn 50 (Abb. 4-2C) bzw. 100 uM
Cd(Il) (Abb. 4-2D) im Malzagar vorhanden waren (\Wsitimszone nur 6,5 cm und 5 cm).

Petrischale mit Malzagar

Ubertragenes Agarstuck mit
Pilzmycel und Lufthyphe

Wachstumszone der
Pilzhyphen

Abb. 4-1: Wachstum vonH. lugdunensis Stamm H4-2-4 auf Oberflachenkultur nach ca. 4 Wocén.

Abb. 4-2: Wachstum vonH. lugdunensis Stamm H4-2-4 auf Oberflachenkultur ohne Schwermetie (A),
mit ,,Standortwasser” prapariert (B), mit 50 pM Cd(l I) (C) und mit 100 uM Cd(ll) (D) nach vier Wochen.

Die Pilzhyphen bildeten in der Flussigkultur eichdes Geflecht (Abb. 4-3A). Zur méglichen
Untersuchung von Einzelzellen wurde ein mit MyceWlchsenes Agarstuck auf Malzagar-
beschichtete Objekttrager gelegt und drei Tage s&ciyelassen. Es bildete sich ebenfalls ein
dichtes Hyphengeflecht sowie Leithyphen (Abb. 4-8Bb. 4-4).
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Abb. 4-3: Hyphen vonH. lugdunensis Stamm H4-2-4 in Flussigkultur gewachsen (A; Tag 5)ind (B) auf
Malzagar-beschichteten Objekttragern gewachsen (3age).

Abb. 4-4: Hyphen von H. lugdunensis Stamm H4-2-4, die auf Malzagar-beschichteten Objatagern
gewachsen sind; A: 100-fache Vergrof3erung; B: 20@&Ehe Vergrollerung; C: 400-fache Vergrof3erung
und D: 630-fache VergréRerung. Deutlich zu erkennersind die Leithyphen, die nur eine geringe
Verzweigung aufweisen (A, B). Die Hyphen voil. lugdunensis bestehen, wie bei allen Ascomyceten, aus
Zellen, die nur durch Septen—> getrennt sin¢C, D).

4.1.2. Wachstum in Flussigkultur

Aus Abb. 4-5 ist ersichtlich, dass die logarithrhisdNVachstumsphase hdi lugdunensis in
Flassigkultur ohne Cd(ll)-Zugabe zwei Tage nach demmpfen beginnt. Sie dauert etwa
drei bis vier Tage, ab Tag 6 beginnt die statiorase. In der stationaren Phase wurde eine
Trockenmasse von 2 bis 2,2 g/L erreicht. Unter RBQd(Il) verzégert sich das Wachstum,

so dass erst am Tag 7 die stationare Phase emwarchtim Gegensatz dazu sieht man bei der
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Zugabe von 50 und 100 uM Cd(ll) nur noch ein leshtWachstum von ca. 0,06 g/L auf
0,2 g/L, aber keine ,echten“ Wachstumsphasen.

10,00

1,00

Trockenmasse [g/L]

0,10

Zeit [d]

Abb. 4-5: Wachstum vonH. lugdunensis in Flussigkultur nach Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten
ohne Cd(Il); n = 3; schwarz: Flissigkultur unter Zugabe von 0 uM Cd(ll) (Kontrolle); rot: Flissigkultur
unter Zugabe von 25 uM Cd(ll); blau: Flissigkultur unter Zugabe von 50 uM Cd(ll); : Flissigkultur
unter Zugabe von 100 uM Cd(Il).

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass eirr@lovierung auf Oberflachenkultur mit
unterschiedlichen Cd(ll)-Konzentrationen einen kisg auf das Wachstum von
H. lugdunensis in Flussigkultur hat. Aus Abb. 4-6A-C ist ersicbll, dass nach Zugabe von 0
oder 25 uM Cd(Il) zur Flussigkultur sich die Waahmskurven fast nicht unterscheiden,
wenn man die Anzucht auf Oberflachenkultur ohne IIEdind mit ,Standortwasser*
praparierten Malzagar-Platten vergleicht (Abb. 4¢nd 4-6A). Werden die auf
Standortwasser-Platten vorkultivierten Pilze mit | 8@ Cd(ll) gestresst, erhoht sich die
Biomasse von ca. 0,06 g/L auf ca. 1,7 g/L in déissigkultur. Nur eine geringe Biomasse-
Zunahme ist dagegen bei der Zugabe von 100 uM XCuH Flussigkultur zu verzeichnen
(0,04-0,09 g/L). Im Gegensatz dazu kann beim Waaohstnach Anzucht auf
Oberflachenkulturen mit 50 uM Cd(ll) (Abb. 4-6B) iballen Cd(ll)-Konzentrationen in
Fllssigkultur eine deutliche Biomasse-Zunahme belaiea werden (bei 100 uM Cd(ll) von
ca. 0,05 auf 0,4 g/L). Das Wachstum bei Zugabe5@aond 100 uM Cd(ll) zur Flassigkultur
ist verzogert und erreicht auch bis Tag 8 nicht sliationdre Wachstumsphase. Wurde
H. lugdunensis auf Oberflachenkultur mit 100 uM Cd(Il) vorkultent (Abb. 4-6C), konnte
kaum Biomasse-Verlust bis 50 uM Cd(ll) in Flussijkufestgestellt werden. Nach 100 uM

Cd(I)-Zugabe verzbgerte sich das Wachstum undoasite bis zum Tag 8 keine stationare
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Phase erreicht werden. Die Trockenmassen zu deschiedenen Zeitpunkten sind im
Anhang in den Tab. 8-1 bis 8-4 dargestellt.

10,00
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° e
5 8
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Abb. 4-6: Wachstum vonH. lugdunensis in Flussigkultur nach Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten
mit: (A) ,Standortwasser* prapariert, (B) 50 uM Cd(Il) und (C) 100 uM Cd(ll); n = 3; schwarz:
Flissigkultur unter Zugabe von 0 uM Cd(ll) (Kontrolle); rot: Flassigkultur unter Zugabe von 25 uM
Cd(ll); blau: Flussigkultur unter Zugabe von 50 uM Cd(ll); . Flussigkultur unter Zugabe von
100 puM Cd(Il).
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4.1.3. Vitalitat

Als Mal3 fur die Abschatzung der Vitalitat vételiscus lugdunensis wurde die Bildung von
Resorufin durch die Gesamtheit aller Dehydrogengsemessen.

10 A

Gesamtdehydrogenase-Aktivitat
[Fluoreszenzénderung/min*pg Protein]

K 25 pM Cd(lly 50 pM Cd(ll) 100 pM Cd(ll)
Cd(ll) in Flussigkultur

Abb. 4-7: Gesamtdehydrogenase-Aktivitat vorH. lugdunensis-Extrakten nach Wachstum in Flussigkultur
und Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(l) (grau) und mit 50 pM Cd(ll) (blau); alle
Unterschiede nicht signifikant; n = 9.

Wie in Abb. 4-7 zu erkennen ist, sank die Vitalitait steigender Menge an Cd(ll) in
Flussigkultur etwas ab (nicht signifikant), wobeiie d Vitalitat des Pilzes nach
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(Il) langsamer abnaftim a. wenn der Pilz mit 25 und
50 uM Cd(Il) gestresst wurde) als die Vitalitdt dewmf Oberflachenkultur ohne Cd(ll)
vorkultivierten Pilzproben (Abb. 4-8). Dies ist dith an der starkeren Abnahme der
Steigung der Regressionsgeraden bei PilzprobenadieOberflachenkultur ohne Cd(ll)
vorkultiviert wurden, zu sehen (-1,037x zu -0,93%2% Oberlachenkultur mit 50 uM Cd(ll)).
Die hochste Abnahme der Vitalitat des Pilzes koriestgestellt werden, wenn der Pilz mit
50 uM Cd(ll) in der Flussigkultur gestresst wurde.

Dieser Befund korreliert mit den Ergebnissen deckgtumsversuche, bei denen eine hdhere
Pilz-Biomasse nach Vorinkubation auf Cd(ll)-haliig@berflachenkultur erreicht wurde.
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Abb. 4-8: Darstellung der Unterschiede in der Steigng der Regressionsgeraden vomd.lugdunensis
Stamm H4-2-4 bei der Bestimmung der Gesamtdehydrogase-Aktivitdt nach Wachstum in Flussigkultur
und Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(l) (schwarz) und mit 50 uM Cd(ll) (blau); n = 9.

4.2. Biochemische Untersuchungen

4.2.1. Proteinexpression

In Abb. 4-9 ist ein 17,5%iges Gel einer SDS-PAGHRrgéestellt, welches mittels
Silberfarbung gefarbt wurde. Das Geml neclu wurde in den Vektor pET31b(+) kloniert
(Vektor: pET-31b(+)-DM22) und ife. coli BL21 transformiert. Die Expression erfolgte wie
in Abschnitt 3.6.1. beschrieben.

Zu denkE. coli wurden 0 oder 10 uM CuQ@inzugegeben und jeweils vor Induktion, sowie
1 h, 3h und 5 h nach Induktion der Expression jsnemL Probe enthommen. Es ist zu
erkennen, dass es keinen Unterschied im Proteiemmaischen den Kulturen mit und ohne
CuSQ, gibt. Es ist kein Protein im Bereich von 2,33 kisektierbar, welches der Grolie des
MT1 _NECLU entsprechen wirde. Auch nach einer 5ditjen Induktion ist kein
MT1 NECLU detektierbar.
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Abb. 4-9: Silberfarbung eines 17,5 %igen Gels eineBEDS-PAGE; als Marker (M) wurden der Broad
Range Protein Marker (2-212 kDa; NEW ENGLAND BIOLABS) sowie das Aprotinin (Apro; 6,5 kDa)
verwendet; die Proben derE. coli-Kulturen wurden jeweils bei gleichen OD aufgetrage; +Cu: 10 uM
CuSQy; -Cu: kein CuSQO, zugegeben; 0-5 h: Ernte der Bakterienkultur 0-5 mach Induktion mit IPTG.

Dieses Proteingel steht stellvertretend fir mehiiiel NECLU-Expressionsversuche und
deren Proteingele, bei denen kein MT1_NECLU detektiverden konnte. Veranderte
Bedingungen, wie z. B. Zugabe von 100 uM Cd(I)Q L0 Cu(ll) oder 10 uM Cystein
fuhrten nicht zur Expression dieses kleinen Prateiibenfalls wurde versucht, die Zeitpunkte
der Ernte vork. coli zu variieren und dem Medium 2 mM DTT zuzuflgen.ifdfain wurden
die Bakterien nach der Ernte und nach jedem weitémfarbeitungsschritt mit Stickstoff
Uberschichtet, um Oxidationen des MT1_NECLU zu \a&dan. Die Analyse der Expression
des MT1 _NECLU erfolgte auch mittels Tricine-SDS-PAGwobei ebenfalls keine
Expression zu detektieren war.

Bei den Experimenten zur Expression in der H&leyveromyceslactis sollte das zu
exprimierende MT1_NECLU in das Medium abgegeberderr(Abb. 4-10). Auch mit Hilfe
dieses Expressionssystems konnte keine MT1_NECLbrdssion beobachtet werden. Unter
verschiedenen Bedingungen (Zugabe von 10 uM GuS®DuM CdC} oder 2 mM DTT) und
nach verschiedenen Ernte-Zeitpunkten wurde kein NNECLU detektiert.
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Abb. 4-10: Silberfarbung eines 17,5 %igen Gels eineSDS-PAGE; als Marker (M) wurde der Broad
Range Protein Marker (2-212 kDa; NEW ENGLAND BIOLABS) verwendet; der Medieniiberstand der
K. lactis-Kulturen (Hefe) wurde nach 1 h, 3 h und 5 h Wachstm enthommen; -: Hefe ohne Gemt1_neclu
in Plasmid pKLAC1; +: Hefe mit Gen mt1_neclu in Plasmid pKLAC1; +MBP: pKLAC1-Vektor mit Gen
fur das maltose binding protein, ca. 40,6 kDa, als Kontroll-Protein.

4.2.2. Sulfatbestimmung

Der Sulfatgehalt des Malz-Pepton-Mediums (Flisdigky wurde vor und nach Wachstum
von H. lugdunensis (Tag 0 bzw. 5) und der intrazellulare Gehalt affegdan Tag 5 bestimmt.

Die Flussigkultur enthielt ca. 270 umol/L Sulfatagro; Abb. 4-11). Der Gehalt an Sulfat im
Medium (extrazellular) nahm von Tag O zu Tag 5 wen 270 umol/L auf ca. 130 bzw.
170 pmol/L ab, wenn der Flussigkultur 0, 25 odemu®0 Cd(ll) zugesetzt wurden. Eine
Abnahme war nicht zu beobachten, wenn der Pilz1®@ uM Cd(ll) in der Flussigkultur

gestresst wurde. Im Vergleich zur Kontrolle war &eifatgehalt nur geringflgig niedriger
(ca. 250 pumol/L). Die Aussagen trafen sowohl fig Hiulturen, die auf Oberflachenkultur
ohne Cd(ll), als auch fur die, die mit 50 uM Cd{uychsen, zu.
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Sulfatgehalt im Malz-Pepton-Medium (extrazellular)
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Abb. 4-11: Extrazellularer Gehalt an Sulfat beiH. lugdunensis nach Wachstum in Flissigkultur und
Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(ll) (grau) und mit 50 pM Cd(ll) (blau), sowie vor (TO —
K) bzw. nach Beimpfung mit Pilz-Suspension (TO — Kangeimpft bis T5 — K bis 100 uM Cd(ll)); TO: Tag
0; T5: Tag 5; rote *: Signifikanzen zwischen den Werten der verschiedem Oberflachenkulturen;

schwarze *: Signifikanzen zwischen der Kontrolle ud den Werten der verschiedenen Cd(ll)-
Konzentrationen in der Flussigkultur; n = 8-9.
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Abb. 4-12: Intrazelluldarer Gehalt an Sulfat bei H. lugdunensis nach Wachstum in Flussigkultur und
Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(Il) (grau) und mit 50 uM Cd(ll) (blau); rote *:
Signifikanzen zwischen den Werten der verschiedene@berflachenkulturen; schwarze *: Signifikanzen
zwischen der Kontrolle und den Werten der verschiegnen Cd(ll)-Konzentrationen in der Flussigkultur;
n=9,

Der intrazellulare Sulfatgehalt schwankte zwiscban20 und 320 pumol/g TM (Abb. 4-12).

Waren 0 oder 25 uM Cd(ll) in der Flussigkultur vankden, gab es nur geringe Unterschiede



4. Ergebnisse 65

im Gehalt an Sulfat fur beide Oberflachenkulturemng Cd(ll) und mit 50 uM Cd(ll)).
Wurden dagegen 50 uM Cd(ll) in das Malz-Pepton-Medigegeben, erhohte sich der
Sulfatgehalt signifikant um das ca. 16-fache bee@&chenkultur ohne Cd(lIl)) bzw. um das
9-fache bei Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll). Ma@berflachenkultur ohne Cd(ll) erhdhte
sich der intrazellulare Sulfatgehalt nur sehr ggriwennH. lugdunensis mit 100 pM Cd(ll)

in der Flussigkultur gestresst wurde. Wurde er @berflachenkultur mit 50 uM Cd(ll)
vorkultiviert, konnte im Vergleich zur Kontrolleresignifikanter Anstieg des intrazellularen

Sulfatgehaltes um das 8-fache (ca. 160 pmol/g Té3eichnet werden.

4.2.3. Sulfidbestimmung

Der Gehalt an Sulfid wurde nur intrazellular bestitm(Abb. 4-13). Bedingt durch die
Kulturfihrung (5 Tage Schiutteln bei 120 rpm) kome# zum Sauerstoffeintrag in das
Medium und zur Oxidation zu Sulfat und zum Entweitlals HS, so dass die Bestimmung

im Medium nicht sinnvoll war.
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Abb. 4-13: Intrazellularer Gehalt an Sulfid bei H.lugdunensis nach Wachstum in Flissigkultur und
Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(ll) (grau) und mit 50 uM Cd(ll)-Platten (blau); rote *:
Signifikanzen zwischen den Werten der verschiedene@berflachenkulturen; schwarze *: Signifikanzen
zwischen der Kontrolle und den Werten der verschieenen Cd(Il)-Konzentrationen in der Flussigkultur;
n=9.
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Allgemein ist in Abb. 4-13 ein deutlicher Anstieg@sd Sulfidgehaltes unter 50 uM Cd(ll)-
Stress in der Flussigkultur zu erkennen. Analysieain die Oberflachenkultur ohne Cd(ll)
mit der Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(lIl), so waur bei Cd(ll)-Konzentrationen von 25
und 50 uM in der Flussigkultur der Sulfidgehaltrsitgant unterschiedlich. Im Vergleich zur
Kontrolle waren bei beiden Anzuchten nur die SuKighzentrationen unter 50 und 100 uM
Cd(l) im Flussigmedium signifikant erhéht. Der hdte Sulfidgehalt wurde nach
Oberflachenkultur ohne Cd(Il) und 50 uM Cd(ll) ierdFlissigkultur beobachtet. Wurden
100 uM Cd(Il) zur Flussigkultur gegeben, sank deh&t an Sulfid ab. Im Gegensatz dazu
war der Sulfidgehalt nach Vorkultur auf 50 uM CiifPlatten mit 50 uM Cd(ll) in der
Flussigkultur signifikant geringer.

4.2.4. Kleine Thiol-haltige Verbindungen

Der intrazellulare Cys-Gehalt (Abb. 4-14) béilugdunensis erhdhte sich, je mehr Cd(ll) in
der Flussigkultur und bei den unterschiedlichen rehenkulturen vorhanden war (s.
Abb. 3-1). Der Cysteingehalt stieg von ca. 0,12 [ignd®M in der Flussigkultur ohne Cd(ll)
auf 4 umol/g TM nach Zugabe von 100 puM Cd(ll) zdisBigkultur. Im Gegensatz dazu
erhohte sich der Cysteingehalt nach Oberflachemkutbit ,Standortwasser® bzw. mit
100 uM Cd(Il) nach Zugabe von 50 uM Cd(Il) zur Elig&ultur nur leicht. Bei Zugabe von
100 uM Cd(Il) zur Flassigkultur konnte jedoch etarker Anstieg des Cysteingehaltes auf
ca. 5-6 umol/g TM beobachtet wurden. Nach Ober#akhltur mit 50 uM Cd(ll) konnte der
hochste Gehalt an Cystein mit 5,07 umol/g TM gemmesserden, wenn 50 uM Cd(Il) zur
Flissigkultur hinzugegeben wurden. Wurden aberpM0Cd(Il) zur Flussigkultur gegeben,
erniedrigte sich der Cysteingehalt wieder auf ¢gaanol/gTM.
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Abb. 4-14: Intrazellularer Gehalt an Cystein beiH. lugdunensis nach Wachstum in Flussigkultur und
Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(ll) (grau), mit ,Standortwasser* prapariert ( orange),
mit 50 uM Cd(ll) ( blau) und mit 200 uM Cd(Il) (grtin); alle Unterschiede nicht signifikant; n = 6-9.

Cys-Gly wurde in Konzentrationen von 0,01-4,5 pmolM bestimmt (Abb. 4-15). Dabel
konnte nach fast allen Oberflachenkultivierungeb{A3-1) nur ein sehr geringer Cys-Gly-
Gehalt gemessen werden, wenn kein oder 25 yuM GaKHlussigkultur zugegeben wurden.
Ausnahme dabei ist die Probe, die auf Oberflachi&mkohne Cd(ll) vorkultiviert und mit
25 uM Cd(Il) in der Flussigkultur gestresst wurthe. Gehalt an Cys-Gly verzehnfachte sich
im Vergleich zu den anderen Vorkultivierungsbedimgen, bei denen der Cys-Gly-Gehalt
bei 25 uM Cd(ll) in der Flussigkultur nur zwei- bzdreimal so hoch war. Nach Zugabe von
50 uM Cd(ll) zur Flussigkultur konnte nach Oberfi@okultur ohne bzw. mit 50 uM Cd(ll)
ein erhohter Gehalt an Cys-Gly von 0,73 und 0,84lfgnTM festgestellt werden. Die
hochsten Cys-Gly-Gehalte von bis zu 4,5 umol/g TMrden nach Zugabe von 100 uM
Cd(ll) zur Flassigkultur gemessen. Dabei waren Qigs-Gly-Konzentrationen der auf
Oberflachenkulturen mit Standortwasser und mit BD |€d(ll) vorkultivierten Pilze
signifikant geringer als bei denen ohne Cd(ll) umit 100 uM Cd(ll) vorkultivierten
Pilzproben.
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Abb. 4-15: Intrazellularer Gehalt an Cys-Gly in H. lugdunensis nach Wachstum in Flissigkultur und

Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(ll) ( ), mit ,Standortwasser prapariert ( orange),

mit 50 uM Cd(ll) (blau) und mit 100 uM Cd(ll) ( ); rote *: Signifikanzen zwischen den Werten der
verschiedenen Oberflachenkulturen; n = 6-9.

In Abb. 4-16 wurde der Gehalt anEC in H. lugdunensis dargestellt. Unter Zugabe von
Cd(Il) zur Flussigkultur steigt der Gehalt ¢#EC an, wobei der Gehalt bei Pilzen, die auf
Oberflachenkultur mit 100 uM Cd(Il) angezogen wurdem das fast 600-fache anstieg. Bei
Zugabe von 50 und 100 uM Cd(ll) zur Flassigkultuarwdie Erhohung signifikant. Bei
Oberflachenkultur mit ,Standortwasser stieg deiEC-Gehalt um das 140-fache im
Vergleich zur Kontrolle, um das 105-fache nach @&enenkultur mit 50 uM Cd(ll) und um
das 192-fache nach Oberflachenkultur mit 100 uMIIEdBuffallig bei deny-EC-Gehalten
war der signifikant geringere Gehalt nach Oberffdtultivierung mit ,Standortwasser” und
mit 50 uM Cd(ll) in der Flussigkultur. Nach Obedtéenkultivierung mit Standortwasser und
50 uM Cd(Il) und nach 100 uM Cd(ll)-Stress in ddigsigkultur konnte bef. lugdunensis
ein signifikant geringerer Gehalt gaEC im Vergleich zu den anderen Vorkultivierungen
(ohne und mit 100 pM Cd(ll)) festgestellt werden.
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Abb. 4-16: Intrazellularer Gehalt an y-EC in H.lugdunensis nach Wachstum in Flussigkultur und

Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(ll) (grau), mit ,Standortwasser* prapariert ( orange),

mit 50 pM Cd(ll) (blau) und mit 100 uM Cd(ll) (grun); rote *: Signifikanzen zwischen den Werten der
verschiedenerOberflachenkulturen; schwarze *: Signifikanzen zwischen der Kontrolleund den Werten bei
verschiedenen Cd(Il)-Konzentrationen in der Flissigultur; n = 6-9.

Auch beim Glutathion-Gehalt (GSH) kam es zu einel(I-Konzentrations-abhangigen
Erhéhung um das 5 bis 6-fache (Abb. 4-17). Dies®Bung war bei allen Oberflachenkultur-
Bedingungen ab 50 uM Cd(Il) in der Flussigkultugrsiikant. Die Probe, die auf

Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(Il) vorkultiviert domit 200 pM Cd(ll) in der Flussigkultur

gestresst wurde, enthielt im Vergleich zu den asdéberflachenkultivierungen signifikant
weniger GSH. Der GSH-Gehalt von Pilz-Proben, dié¢ @berflachenkultur ohne Cd(ll)

angezogen wurden, stieg im Vergleich zu den andehberflachenkulturen starker an.
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Abb. 4-17: Intrazellularer Gehalt an GSH in H.lugdunensis nach Wachstum in Flissigkultur und

Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(ll) (grau), mit ,Standortwasser* prapariert ( orange),

mit 50 uM Cd(Il) (blau) und mit 100 uM Cd(ll) (griin); rote *: Signifikanzen zwischen den Werten der
verschiedenernOberflachenkulturen; schwarze *: Signifikanzen zwischen der Kontrolleund den Werten bei
verschiedenen Cd(Il)-Konzentrationen in der Flissigultur; n = 6-9.

19 *
1,74
15 *
1,34
1,1 *
0,9 -

0,7 A

GSSG-Gehalt [umol/g TM]

0,5 A
0,3 A

0,14

-0,1 - K 25 pM Cd(ll) 50 pM Cd(ll) 100 pM Cd(ll)
Cd(ll) in Flussigkultur

Abb. 4-18: Intrazellularer Gehalt an GSSG (oxidieres Glutathion) in H. lugdunensis nach Wachstum in
Flussigkultur und Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(Il) (grau), mit ,Standortwasser*
prapariert (orange), mit 50 uM Cd(Il) (blau) und mit 100 pM Cd(ll) (grun); rote *: Signifikanzen
zwischen den Werten der verschiedene@berflachenkulturen; n = 6-9.

Mit Erhdhung der Cd(Il)-Konzentration in der Fligggultur (50 und 100 pM Cd(ll)) konnte
eine Erh6hung des oxidierten Anteils des GlutathigB8SSG) festgestellt werden (Abb. 4-

18). Nach Oberflachenkultivierung mit 100 uM Cd@hd 50 uM Cd(ll) in der Flassigkultur
konnte ein signifikant niedrigerer GSSG-Gehalt imerdleich zu den anderen
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Oberflachenkulturen detektiert werden. Ein geriegénstieg des GSSG-Gehaltes konnte bei
Proben, die auf Oberflachenkulturen mit ,Standossea“, 50 und 100 pM Cd(ll)

vorkultiviert wurden, festgestellt werden.

Eine Aussage Uber den Redox-Status einer Pilzpi@bsamtheit aller Pilz-Hyphen) konnte
getroffen werden, indem der prozentuale Anteil degdierten Glutathions (GSSG) am
Gesamt-GSH berechnet wurde (Tab. 4-1). Hier zesgtle, dass der Anteil an GSSG nach
Vorinkubation auf 50 uM Cd(ll)-Platten jeweils anedrigsten war, auRer wenn 100 uM
Cd(ll) dem Flussigmedium zugesetzt wurde. Bei di€sebe ist der Anteil an GSSG mit ca.
5 % am hdchsten. Alle anderen GSSG-Anteile belisfelm auf ca. 1-3 %.

Tab. 4-1: Anteil des oxidierten Glutathions (GSSG) am Gesamt-Glutathion-Gehalt (GSH) in
H. lugdunensis Stamm H4-2-4 nach Wachstum unter verschiedenen Begjungen

Anteil des GSSG-Gehaltes am Gesamt-GSH-Gehalt [%]
Cd(ll) in Fliissigkultur K 25 uM Cd(ll) | 50 uM Cd(ll) | 100 pM Cd(ll)
Oberflacté%rzhyltur ohne 1,82 0,92 2.07 2,37
e e I S
e e ™ | 135 0,55 1,41 4,98
Obeﬂl)%cﬂ&néﬂfn; mit 3,07 1,63 1,70 2,21

4.2.5. Phytochelatin 2 und Metallothioneine

Der PC2-Gehalt (Abb. 4-19) stieg mit héher werden#®@nzentrationen an Cd(ll) in der
Flissigkultur um das ca. 400-fache an (von canfng@l/g TM ohne Cd(ll) in Flissigkultur
auf ca. 412 nmol/g TM mit 100 uM Cd(ll) in der Fsigkultur). Dabei ist auffallig, dass bei
einer Oberflachenkultivierung mit 50 uM Cd(ll) dedchste PC2-Gehalt festgestellt wurde,
wenn 50 uM Cd(ll) in der Flussigkultur vorhandenrera WurdeH. lugdunensis mit 100 uM
Cd(Il) in der Flussigkultur gestresst, war der R@halt bei Oberflachenkultivierung mit

,Standortwasser* am hochsten.
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Abb. 4-19: Intrazellularer Gehalt an Phytochelatin2 beiH. lugdunensis Stamm H4-2-4 nach Wachstum in
Flussigkultur und Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(Il) (grau), mit ,Standortwasser*

prapariert (orange), mit 50 uM Cd(ll) (blau) und mit 100 uM Cd(ll) (grtn); alle Unterschiede nicht
signifikant; n = 3-7.
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Abb. 4-20: Intrazellularer Gehalt an MT2_NECLU bei H. lugdunensis nach Wachstum in Flissigkultur
und Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(l) (grau), mit ,Standortwasser* prapariert
(orange), mit 50 uM Cd(ll) (blau) und mit 200 uM Cd(ll) (griin); alle Unterschiede nicht signifikant; n =
3-7.
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Abb. 4-21: Intrazellularer Gehalt an Met-MT2_NECLU bei H.lugdunensis nach Wachstum in
Flissigkultur und Oberflachenkultur auf Malzagar-Platten ohne Cd(Il) ( ), mit ,Standortwasser"
prapariert (orange), mit 50 uM Cd(ll) (blau) und mit 100 uM Cd(ll) ( ); alle Unterschiede nicht
signifikant; n = 3-7.

Die MT2- und Met-MT2-Gehalte (Abb. 4-20, Abb. 4-Xif)egen ebenfalls an, je mehr Cd(ll)
der Flussigkultur zugegeben wurde. Dabei stieg dédT2-Gehalt nach
Oberflachenkultivierung ohne Cd(ll) von ca. 10 nfgolM auf 164 nmol/g TM mit 50 uM
Cd(Il) in der Flussigkultur an. Die hochsten Konzationen an MT2_NECLU und Met-
MT2_NECLU konnten erhalten werden, wenn der Pilz@oerflachenkultur ohne Cd(Il) und
mit 50 uM Cd(Il) vorinkubiert und mit 50 uM Cd(linp der Flussigkultur gestresst wurde.
Ebenfalls ein hoher MT2-Gehalt konnte nach Vorirddidn auf Standortwasser-Platten und
100 uM Cd(Il) in der Flussigkultur (EK) erreicht wden. Der Anteil des Met-MT2_NECLU
am Gesamt-MT2-Gehalt ist in Tab. 4-2 dargestelit betrug ca. 26-30 %.

Tab. 4-2: MT2_NECLU- und Met-MT2_NECLU-Gehalte in H. lugdunensis Stamm H4-2-4 unter 50 uM
Cd(l)-Stress in der Flissigkultur

Met- Met-
Oberflachenkultur '\["nTrﬁa'ng%\';E’ MT2_NECLU ([snerﬁg%tTMMT]z MT2_NECLU
[nmol/g TM] [%0]
ohne Cd(ll) 164,4 59,95 224,35 26,7
mit ,Standortwasser* 57,54 23,71 81,25 29,2
mit 50 M Cd(Il) 85,77 31,39 117,16 26,8
mit 100 uM Cd(Il) 38,84 13,89 52,73 26,3
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4.2.6. Massenspektrometrische Untersuchungen

Nachweis des PC2 und Analyse des synthetischen MTNECLU

Die massenspektrometrische Analyse des synthetisBneteins MT1_NECLU ergab eine
Masse fir dieses Protein vawz 2330 [M+H]. Diese Masse entspricht der theoretisch
berechneten Masse vaniz 2329,72 [M+HT (isotopisch) und bestatigt damit die Identitat des
MT1 _NECLU.

Nach Fraktionierung des HPLC-Peaks mit der Reteatieit 12,5 min (PC2) wurde dessen
Identitat ebenfalls tberpriift. Es konnte eine Magsen/z 540,14 [M+H] bestimmt werden,
was die Induktion von PC2 unter Cd(ll)-Stresslifugdunensis Stamm H4-2-4 bestatigt.

Nachweis undde novo-Sequenzierung des Metallothioneins MT2_NECLU und éssen
Vorstufe Met-MT2_NECLU

Der Hauptpeak mit einer Masse viovz 2343,8 [M+H] ergab ein Fragmentmassenspektrum,
das auf eine gute Fragmentierung des Hauptpeak® (MECLU) schlieRen lasst (Abb. 4-
22). Die erhaltenen Fragmente konnten den a-, br gdrragmenten des MT2_NECLU (s.
Anhang Tab. 8-21) zugeordnet werden. Alle Fragmass@n zeigen keine Abweichungen
von den angegebenen Grenzwerten von +0,15 bisBR#®&. Anhang Abb. 8-6).

Der unbekannte, kleinere Nebenpeak im Chromatogrannimte als Protein mit einer Masse
vonm/z 2475,4 [M+H] identifiziert und ebenfallde novo sequenziert werden (Abb. 4-23).
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Abb. 4-22: Massenzerfallsspektrum vorm/z 2343,8 [M+H]" mit Zuordnung der Massenpeaks zu den a-, b- und fragmenten und damit der de novo-Sequenzierung
des MT2_NECLU.
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Abb. 4-23: Massenzerfallsspektrum vorm/z 2475,4 [M+H]" mit Zuordnung der Massenpeaks zu den a-, b- und ysEgmenten und damit der de novo-Sequenzierung

des Met-MT2_NECLU.
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4.3. Molekularbiologische Untersuchungen

4.3.1. Analyse des Gensnt2 neclu in Heliscus lugdunensis

Die Sequenz des Gen#2_neclu konnte mit Hilfe degenerierter Oligonukleotide ntiéziert
werden (Abb. 4-24):

Start Stop
ATGICTCCGTGCACCTGCTCTACGT GCAACT GCGCCGECGCT TGCAACACTTGCTCTTGCACCTCCTGCTCTCACTAA
MSPCTCSTCNCAGACNT _CsCTSsSCSsSH

Abb. 4-24: Sequenz des Gensit2 _neclu (75 bp). In schwarz ist die DNA-Sequenz des Gengs, fett die

Proteinsequenz des Proteins MT2_NECLU, unterstriche ist die Aminoséure dargestellt, die wichtig fur
die Bestimmung der MT2_NECLU-Sequenz ist und irkursiv ist die Base Adenin dargestellt, die wichtig
fur die Identifizierung der Aminosaure Threonin und damit des Metallothioneins MT2_NECLU ist.

Das Genmt2 neclu in Heliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 besteht aus 78 bp mit dem
Startcodon ATG und dem Stopcodon TAA.

Die optimale theoretische Schmelztemperatur den&riMTHLforl und MTHLrevl betrug
59-67 °C, die PCR wurde nmahnealing-Temperaturen von 55-65 °C durchgefuhrt. Die beste
Ausbeute an PCR-Produkt konnte dabei bei eamaealing-Temperatur von 60 °C erreicht

werden.

4.3.2. Analyse der regulatorischen Genregion

Nach PCR mit den degenerierten (,gewobbelten*) @ligkleotiden MTHLregul (mit
Konsensussequenz fir einpstream activating sequence (UAS)) und MTHLforlreversed
(Anfang der Gensequenz umgedreht) konnte fir einG®&h eineupstream vom Gen
gelegene regulatorische Region mit einer Gro3e28fbp identifiziert werden (Abb. 4-25).
Innerhalb dieser Region konnten vier putative UAgeordnet werden. Die zum MT-Gen
gehdrige DNA-Sequenz ist im Vergleich zu der d#2 neclu (Abb. 4-26) verschieden, so
dass es sich mdglicherweise um ein zweites MT-Gardélt. Weitere Analysen vda coli-
Klonen und Plasmiden ergaben keine Erkenntnissessofich um das Gemt2_neclu oder

mit geringerer Wahrscheinlichkeit um ein anderes®8n handelt.
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Primer MIHLr eg

TGCGICTTTATTGCTG GCGAAATCAGACTAT TACGGCTCAAACGGEGECGT 50
CTCTGGAACTGGTCATGACCACATTTCGGGECATAGCGTCAGCACTTCCGG 100
TGTGTAGATCGGGAGATGGAAGTGACATTTCTCGCABCCAGATTTCCCA 150
GCCCGACCACTTCTCCGCTA GATAAACCCCATGATGATTGAGGT CCTGG 200
AAAACTTCGCGCCATTCAAGCT@&GTTTTATCGGTGATGTCCCCCTGCAC 250
CTGCTCCACCTGC SPCT 263
CSTC

Primer MIHLf or 1rev

Abb. 4-25: Sequenz (263 bp) der regulatorischen Geggion eines MT-Gens. In schwarz ist die
regulatorische DNA-Sequenz des Gens, iot die Sequenz des Primer MTHLreg, inrot und fett die
Proteinsequenz, inblau die Sequenz des Primers MTHLforlrev, der anBeginn desGensbindet, in

die zu Abb. 4-24 unterschiedlichen Basen, ifett und kursiv eine mogliche TATAAA-Box und in fett und
unterstrichen die moglichenupstream activating sequences (UAS) dargestellt.

4.3.3. Quantifizierung mt2_neclu-Genprodukts

Die Northern-Blot-Analyse ergab folgendes Autoradiogramm (Abb. 4-26)f dem RNA-
Gel (Abb. 4-26B) sieht man deutlich die Gesamt-RNlfe aus unterschiedlich gestressten
Proben vorH. lugdunensis und in einer Menge von ca. 20 ug aufgetragen wubdebeiden
dicken Banden kdonnen der 18S- und 28S-rRNA zugedmtm werden. Nach Hybridisierung
mit der DIG-markierten Sondet2_neclu, konnte pro Probe eine (zwei) distinkte Bande(n)
mit einer Grof3e von ca. 489 bp (196 bp) detekwertden (Abb. 4-26A). Dabei war auffallig,
dass nach Oberflachenkultivierung ohne Cd(ll) umheo Cd(Il) in der Flussigkultur nur
wenig MT2-mRNA detektiert werden konnte. Man karagen, dass eine sehr geringe
konstitutive Expression stattfindet. Dagegen wubée 25, 50 und 100 uM Cd(Il) in der
Flissigkultur eine deutliche Zunahme an MT2-mRNAtdestellt, wobei diese bei 50 und
100 uM Cd(Il) am grofdten war. Nach Oberfachenkuiitr 100 uM Cd(ll) und ohne Cd(ll)
in der Flussigkultur konnte eine Erhdhung des MTRMNA-Gehaltes im Vergleich zur
Kontrolle auf Malzagar vorkultivierter Pilze beob#et werden. Eine Erhohung der MT2-
Transkriptmenge im Vergleich zur Kontrolle konntech fur die Kulturen, die mit 25-
100 uM Cd(Il) gestresst und auf Oberflachenkultitr 100 uM Cd(Il) vorkultiviert wurden,
festgestellt werden. Es ist weiterhin eine zweitende bei ca. 196 bp zu erkennen, die
allerdings nur eine sehr geringe Intensitat hat oaod bei 50 bzw. 100 uM Cd(ll) in der
Flassigkultur auftritt. Dies kdnnte die mRNA eirmseiten Metallothionein-Gens darstellen.

Eine andere Erklarung ware ein Gen mit MT-ahnlicBelquenzen, wie z. B. fur Zinkfinger-
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Proteine (ca. 1500 bp) oder andere Regulatorpmteile allerdings meist grof3er als 196 bp

sind.

Oberflachenkultur mit 0 100

Flussigkultur mit 0 | 25 | 50 |100 0 | 25 | 50 |100
kb M
1517 ——
1049 —+

575
438
310

e 9 ad b ..

B

Abb. 4-26: Autoradiogramm des Northern-Blots mit de& mt2_neclu-Sonde (A) und (B) RNA-Gelfoto der
aus H. lugdunensis Stam H4-2-4 isolierten Gesamt-RNA (20 pg/Spur). MRNA-Marker; K: Wachstum
von H. lugdunensis nach Oberflachenkultur auf Malzagar-Platte ohne Cdll) oder mit 100 uM Cd(ll) und
ohne Cd(ll) in Flussigkultur; 25: Wachstum von H. lugdunensis nach nach Oberflachenkultur auf
Malzagar-Platte ohne Cd(Il) oder mit 100 uM Cd(ll) und mit 25 uM Cd(ll) in Flussigkultur; 50:
Wachstum nach Wachstum vonH. lugdunensis nach nach Oberflachenkultur auf Malzagar-Platte ome
Cd(ll) oder mit 200 uM Cd(Il) und mit 50 uM Cd(ll) in Flassigkultur; 100: Wachstum nach Wachstum
von H. lugdunensis nach nach Oberflachenkultur auf Malzagar-Platte ome Cd(ll) oder mit 100 puM
Cd(ll) und mit 100 uM Cd(ll) in Flussigkultur; GroR e der detektierten MT-mRNA: ca. 489 bp bzw.

bp.

In Tab. 4-3 sind die Ergebnisse der semiquantgatiRNA-Analyse zusammengefasst.
Mittels Markerbanden 1-5 wurde eine Gréf3enbestingnder MT2-mRNA vorgenommen.

Die durchschnittliche Grol3e dieser betragt rund #89Weiterhin ist die RNA-Menge auf

dem Gel in % angegeben, wobei die Kontrolle, di¢ @berflachenkultur ohne Cd(ll)

vorkultiviert wurde, als 100 % angenommen wurdee Ditensitat der detektierten Banden
auf dem Northern Blot (Pixel) wurden dann in Bezug100 % RNA der Kontrolle gesetzt.
Anschlie3end erfolgte eine Berechnung der Bandensitét in Prozent zu 100 % RNA der
Kontrolle.

Die Auswertung zeigt, dafd nicht in jeder Spur deiape Gesamt-RNA-Menge aufgetragen
wurde, obwohl deren Konzentration vorher bestimmirde (103,6 % bis 48,3 %). Eine
maogliche Ursache hierfir konnte ein rascher Abbau RNA durch ubiquitar vorhandene
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RNasen sein. Die Transkriptmengen an MT2-mRNA wardarch die Intensitat auf dem
Blot und der Berechnung in Bezug auf 100 % RNA getpen. Man kann erkennen, dass die
Transkriptmenge mit steigender Konzentration anliCdunimmt. Dies ist sowohl bei
Kulturen, die auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll) kwaitiviert wurden auch mit 100 uM Cd(ll)
vorkultivierten Proben der Fall. Wurden die Kultarauf Oberflachenkulturen mit 100 uM
Cd(Il) vorinkubiert, konnte man eine Erhohung deariskriptmenge desit2_neclu im
Vergleich zur Kontrolle ohne Schwermetall-Vorkultauf 144,5 % (124,1 % ohne RNA-
Bezug) feststellen, wenn kein Cd(ll) in der Fligsitur vorhanden war. Auch die MT2-
MRNA-Menge nach 25, 50 und 100 uM Cd(Il) in derdsigkultur ist im Vergleich zur
Oberflachenkultur ohne Cd(ll) erhéht.

Es ist allerdings fraglich, ob sich die MT2-mRNA-Mg bei der Auftragung der gleichen
Menge an Gesamt-RNA erhoht hatte. Deshalb ist@g moglich, Absolutmengen an MT2-

MRNA zu bestimmen, es ist aber ein Trend sichtbar.

Tab. 4-3: Auswertung des Northern Blots mit der Sdfvare GelScan (V6.0.0 Build: 142; BioSciTec GmbH)

Intensitat | Intensitat | RNA | Intensitat in Bezug | Intensitat in Bezug| RNA-
Spur|Bande| auf Blot | auf Blot |auf Gel| auf 100 % RNA auf 100 % RNA | GroRRe
[Pixel] [%0] [%0] [Pixel] [%0] [bp]
M 1 - - - - - 1.517
2 - - - - - 1.049
3 - - - - - 575
4 - - - - - 438
5 - - - - - 310
Malzagar-Platte als Vorkultur
K 1 156988 100 100 156988,0 100 475
25 1 205887 | 132,1 103,6 198732,6 126,6 500
50 1 233141 148,6 98,3 237172,9 151,1 500
100 1 229106 | 145,9 75,0 305474,7 194,6 488
100 uM Cd-Platte als Vorkultur
K 1 193957 | 124,1 85,5 226850,3 144.5 487
25 1 218495 | 139,2 73,6 296868,2 189,1 494
50 1 222492 | 1419 78,1 284880,9 181,5 500
100 1 213356 | 135,3 48,3 441730,8 281,4 469
durchschnittliche RNA-Grof3e| 489
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4.4. Strukturuntersuchungen des MT1_NECLU

4.4.1. Modell des Metallothioneins MT1_NECLU

Bei den fiur die Homologiemodellierung in Frage koemten MT1_ NECLU-&hnlichen
Metallothionein-Doméanen wurde insbesondere naclthsol mit bekannter NMR- oder

Kristallstruktur gesucht. Folgende Strukturen wurdefunden (Tab. 4-4):

Tab. 4-4: MT1_NECLU-ahnliche Metallothioneine bzw.deren Doméanen

PDB-Code Metallothionein aus Organismus Art der Stuktur
2MRT -Doméane des MTA_NOTCO aMotothenia coriiceps NMR-Struktur
1MO0J B-Doméne des MT2_RAT auRattus norvegicus NMR-Struktur
AMT2 B-Doméane des MT2 RAT aulRattus norvegicus Kristall-Struktur
1T2Y MT_NEUCR ausNeurospora crassa NMR-Struktur

Die NMR- oder Kristallstrukturen sind in derProtein Data Bank (PDB,;
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) unter deregetpenen Codes zu finden.

Die alignments ergaben Identitdten bzw. Homologien von 60 % ()MB2 % (2MRT/4AMT?2)
und 50 % (1T2Y) zum MT1_NECLU (Abb. 4-27).

* % * % * * % *.
MI'l_NECLU - SP- CTCST- - - CNCAGACNS- - CSCTSCSH 24
2VRT MDPNCSCATDGSCSCAGSCKCKQCKCTSCK- 30
1MDJ - DP- CECSKSGI CNCGGSCTCTNCSCKSCK- 28
MI1_NECLU SPCTCS- - - TCNCAGACNSCSCTSCSH 24
1T2Y MGDCGCSGASSCNCG- - - SGCSCSNCGSK 26
* % * * * * *

Abb. 4-27: Alignment von Metallothionein-Sequenzen mit den hoéchsten lditdten zum MT1_NECLU;
1MO0J: B-Doméne MTA_NOTCO aus Notothenia coriiceps, 2MRT/4AMT2: B-Doméne MT2_RAT aus
Rattus norvegicus; 1T2Y: MT_NEUCR aus N. crassa; * identische Cys;* identische andere Aminoséuren.

Die beiden Metallothionein-Domanen mit den héchstamologien wurden dann fir die
Homologiemodellierung verwendet. Von dgfDoméne des MT2_RAT war sowohl eine
NMR-Struktur (1MO0J), als auch eine Rontgenkristallstur bekannt (4MT2). Drei
Strukturmodelle wurden generiert und bewertet (ABBA8). Das Homologiemodell des
MT_NEUCR zeigte wahrend der MolekildynamiksimulaBa starke Abweichungen
zwischen den Abstdnden analoger Atormeof mean square, RMS) im Vergleich zur

Startstruktur und wurde daher fur die weiteren uehungen nicht betrachtet.
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Alle Modelle weisen einéoop-artige Struktur auf, bei der die Thiolgruppen asdnnere des
Proteins gerichtet sind. Alle Modelle enthalten z@e(ll)-lonen, welche tetraedrisch Uber
die Thiolgruppen komplexiert werden. Innerhalb deminosdurekette konnten in den
Molekildynamiksimulationen zwei unterschiedlich leghche Bereiche lokalisiert werden.
Aufgrund der Cd(Il)-Komplexierung sind die CystdReste (und ihre Aminosaure-Nachbarn)
in ihrer Position weitestgehend fixiert, wahrend Ne und C-Terminus durch das Fehlen von

Sekundarstrukturelementen frei beweglich ist.

Abb. 4-28: Strukturmodelle des MT1_NECLU mit Hilfe der bekannten NMR-Struktur des (A) 1M0J (B-
Doméne MTA_NOTCO, Notothenia coriiceps), des (B) 2MRT @-Doméne MT2_RAT, Rattus norvegicus)
und des (C) 4MT2 B-Doméne MT2_RAT, Rattus norvegicus) ermittelt; die komplexierten Cd(Il)-lonen
sind in pinkfarbenen Kugeln dargestellt; Thiolgruppen: ; Stickstoff: blau; Sauerstoff: rot;
Kohlenstoff: grau; Protein-backbone:blau/ttrkis /grin.
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4.4.2. Strukturanalyse mittels Fern-UV-Circulardichroismus

Nach Zugabe von Cd(ll) in verschiedenen molarerh&émissen zum MT1_NECLU, wurden
Circulardichroismus- (CD-) Messungen der Proberchigefihrt.

Die Analyse der aufgenommenen CD-Spektren ergads d@ Aminosaurekette des kleinen
Proteins MT1_NECLU ohne Cd(ll) keine Merkmale eirfeekundarstruktur aufweist, es
besitzt einerandom coil-Struktur (Abb. 4-29). Das lokale Minimum im Spekir befindet
sich bei ca. 202 nm, wéahrend sich im Bereich von22) nm ein kleines Plateau bildet.
Dieses nahert sich ab ca. 240 nm dem NullwertZBgabe von Cd(ll) konnte eine Anderung
in der Anordnung der Aminosaure-Kette hin zu eitap-ahnlichen Struktur festgestellt
werden. Das Minimum und das kleine Plateau im Béraion ca. 220 nm sind nicht so
niedrig wie bei dem apo-MT1_NECLU. Hier ndhert stds Spektrum schon ab ca. 230 nm
dem Nullwert an. Allerdings konnten auch in diedeafl keine definierten Sekundarstruktur-
Merkmale, wie z. Ba-Helix oderp-Faltblatt, gefunden werden. Nach Zugabe der zwieda
Stoffmenge an Cd(ll) im Vergleich zur Stoffmenge dgoproteins wurde eine Sattigung des
MT1_NECLU mit Cd(ll) erreicht, da sich die Spektneach Zugabe der vier- und zehnfachen
Cd(I)-Menge nicht wesentlich veranderten. DiesefuBd deutet darauf hin, dass das Protein
zwei Cd(Il)-lonen komplexiert, was auch mit den &rgissen der massenspektrometrischen

Untersuchungen ubereinstimmt (Jaeckel ., 2005).
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Abb. 4-29: Fern-UV-Circulardichroismus-Spektren des MT1_NECLU nach Zugabe unterschiedlicher

Mengen an Cd(ll); schwarz: apo-MT1, schwarz gepunkét: mit einfacher molarer Menge an Cd(ll); rot:

mit zweifacher molarer Menge an Cd(ll); . mit vierfacher molarer Menge an Cd(ll);
: mit zehnfacher molarer Menge an Cd(ll).
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Nach Auftragung der spezifischen Elliptizitat bé22nm (Minimum im Spektrum) gegen die
Menge an zugegebenem Cd(ll) konnte eine Sattigasy Zugabe der zweifachen Menge an

Cd(Il) zum MT1_NECLU beobachtet werden (Abb. 4-30).
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Abb. 4-30: Auftragung der Werte der spezifischen Hiptizitat bei 202 nm gegen die zugegebene Menge an
Cd(ll) zum MT1_NECLU.

4.4.3. Strukturbestimmung mittels 400 MHz-NMR-Spektroskopie

Zur Bestimmung der Struktur des apo-MT1_NECLU ofkll) und des CdMT1_NECLU
wurden beide Proteine mittels hochauflésender NNekBoskopie durch die Verwendung
von ein- und zweidimensionalen Messtechniken uantdts In Abb. 4-31 sind die

eindimensionalefH-NMR-Spektren dargestellt.
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Abb. 4-31: Vergleich der 400 MHz 1D'H-NMR-Spektren von apo-MT1_NECLU (1 mM, oben) und G,
MT1 _NECLU (1 mM + 2mM CdCl, unten) in 90% H,O bidest./10% DO und 0,03% 2-
Mercaptoethanol bei 300 K.

Neben wenigen sehr scharfen und gut aufgelostemateig zeigen die Spektren eine geringe
Signaldispersion und relativ hohe Linienbreiten flie Mehrzahl der Protonensignale. Im
Bereich der Amid-Protonen liegt die Signaldispansionter 0,5 ppm. In derH-
Protonenregion und im Aliphatenbereich erscheingenfalls sehr breite, wenig aufgeltste
Signale bzw. Signalberge, die zum Teil ineinandeergehen. Mit dem Ziel, eine bessere
Auflésung zu erhalten, wurden auch 1D-Messunger288iK durchgefthrt, die jedoch nicht
zum gewunschten Ergebnis fuhrten (Spektren niclaeigd. Auch in diesem Fall lagen
besonders die Amidprotonenresonanzen als kaumlésfgesignalberge vor.

Um dennoch die fur die Raumstrukturaufklarung noivgen Zuordnungen der NMR-
chemischen Verschiebungen der AminosaureprotonenPdgeinsequenz zu ermdglichen
bzw. zu versuchen, wurde eine Reihe von zweidinosiaéen NMR-Spektren, einschliel3lich
COSY-, TOCSY- und NOESY-Spektren, gemessen. Talischkonnten durch die
Kombination der COSY- und TOCSY-Experimente indietle Spinsysteme fir einen Tell

der Aminosauren der beiden Proteine zugeordnetemeffab. 4-5 und 4-6).
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Tab. 4-5: Zugeordnete'H-NMR-chemische Verschiebungen (in ppm) von apo-MTINECLU bei
400 MHz; a - keine genaue Zuordnung aufgrund von arken Signaluberlagerungen maoglich

Aminosaurerest NH oH pH Andere
P2 - 4,54 2,35 vH 2,02/2,05
dH 3,68/3,77
T4 8,19/8,29/8,32 4,41 4,29 1,22
T7 8,19/8,29/8,32 4,41 4,29 1,22
N9 a a a NH6,91/7,21
7,58
All 8,11/8,41 4,36 1,40/1,41 -
A13 8,11/8,41 4,36 1,40/1,41 -
N15 a a a NkKl6,91/7,21
7,58
T20 8,19/8,29/8,32 4,41 4,29 1,22
H24 8,49 4,69 3,17/3,33 2H 8,60
4H 7,31

Tab. 4-6: Zugeordnete *H-NMR-chemische Verschiebungen (in ppm) von CdMT1_NECLU bei
400 MHz; a - keine genaue Zuordnung aufgrund von arken Signaluberlagerungen maoglich

Aminosaurerest NH oH pH Andere
P2 - 4,52 2,33 vyH 2,00/2,03
dH 3,65/3,75
T4 8,17/8,27/8,30 4,38 4,27 1,20
T7 8,17/8,27/8,30 4,38 4,27 1,20
N9 a a a NH6,89/7,19
7,56
All 8,09/8,40 4,33 1,39 -
A13 8,09/8,40 4,33 1,39 -
N15 a a a NK6,89/7,19
7,56
T20 8,17/8,27/8,30 4,38 4,27 1,20
H24 8,47 4,69 3,16/3,31] 2H 8,58
4H 7,30

Es war mdglich, das Spinsystem des einzigen Proti®osition 2 sehr gut auf der Basis der
entsprechenden Korrelationen in den COSY- und TOSg&ktren zuzuordnen. Alle drei
Methylgruppen-enthaltenden Aminoséuren Threoniensb wie die beiden Alanine konnten
mittels der gleichen Prozedur ebenfalls einfach epugnet werden. Eine sequentielle
Zuordnung war jedoch aufgrund fehlender Daten @msNIODESY-Spektren nicht mdglich (zu
wenige Korrelationspeaks). Die Kreuzsignale, diecdwskalare Kopplung der Seitenketten-
NH.-Protonen von Asparagin in Position 9 und 15 eheste wurden aus den TOCSY-
Spektren identifiziert. Eine genaue Zuordnung deridprotonenresonanzen sowie deif-
und Seitenkettenprotonen der beiden Asparaginrest# jedoch wegen starker

Signaluberlagerungen in den zweidimensionalen $gekticht erfolgreich. Dies trifft ebenso
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fur samtliche Protonen der Aminosaurereste S1,d353,56, C8, C10, G12, C14, S16, C17,
S18, C19, S21, C22 und S23 zu. Damit konnten 15240Aminoséuren der beiden Proteine
MT1 NECLU und CgMT1 _NECLU nicht zugeordnet werden. Die Protoneresdr
Aminosauren liegen zwar in den Erwartungsbereiathenchemischen Verschiebungen fir
Serin, Cystein und Glycin, sind aber extrem staskrlagert und sehr breit. Dies lasst sich
exemplarisch anhand von entsprechenden Ausschratienden COSY-Spektren von apo-
MT1_NECLU sehr deutlich veranschaulichen (Abb. 4-32

ppm
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F4.30
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L4.45
F4.50
L4.55
F4.60
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4.80
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Abb. 4-32: Ausschnitte aus dem zweidimensionalen CEY-Spektrum von apo-MT1 _NECLU bei
400 MHz, gemessen bei 300 K; links: Teil ddingerprint-Region, rechts:aH-Protonenbereich.

Dagegen konnten die Protonen der einzigen arorhatiséminosaure in beiden Proteinen
(His am C-Terminus) auf der Basis ihrer charaktisgeen chemischen Verschiebungen und
relativ scharfer Linienformen sehr gut zugeordnetden.

Bei der genauen Analyse der TOCSY-Spektren sowohlapo-MT1_NECLU als auch von
Cd,-MT1_NECLU ist auffallig, dass zwei Signalsatzearsthiedlicher Intensitat erscheinen
(Abb. 4-33), die auf die Existenz zweier Konformagn hindeuten, was fur Xx-Pro-
Peptidderivate im Allgemeinen auch zu erwarten(i8scher, 2000; Fischer & Aumdller,
2003).
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Abb. 4-33: Ausschnitt aus dem zweidimensionalen TOEY-Spektrum von apo-MT1_NECLU (fingerprint-
Region) bei 400 MHz, gemessen bei 300 K; Kreuzsidaastarker und schwacher Intensitat deuten auf das
gleichzeitige Vorhandensein von mindestens zwei Kéormationsisomeren hin.

Einer dieser Datensatze resultiert hochstwahrstbleimon einemcis-Konformer mit einer
cis-Peptidbindung zwischen Serl und Pro2. Ob es ®chdr Hauptpopulation um dasns-
Konformer und bei der Nebenpopulation um aasKonformer handelt, konnte jedoch
aufgrund der fehlenden charakteristischen Kreuzstggnn den NOESY-Spektren nicht
eindeutig belegt werden. Wie oben bereits erwakatnten in den zweidimensionalen
NOESY-Spektren beider Proteine praktisch keine N@Egektiert werden. Somit waren
sequentielle Zuordnungen und Aussagen uber rauenli€bnnektivitaten von Protonen
unmaglich.

Der Vergleich defH-chemischen Verschiebungen des apo-MT1_NECLU etied des G4
MT1 NECLU fur die Aminosauren, die eindeutig zugkwt werden konnten, ergibt
Verschiebungsdifferenzen von maximal 0,03 ppm (#ab. und 4-6). Diese geringen
chemischen Verschiebungseffekte lassen daraufefarl dass die Zugabe von Cd(Il) mit
aul3erst geringen strukturellen Auswirkungen auf MNECLU einhergeht. Dies lasst sich
auch anhand des Vergleichs aller gemessenen zvwaridionalen NMR-Spektren
verdeutlichen, die kaum einen Unterschied zeigepb(A4-34 bis 4-36). Eine Veranderung
der NMR-Spektren durch den pH-Wert bei Zugabe vodClgELosung zum apo-
MT1_NECLU kann ebenfalls ausgeschlossen werdersicta dieser nur um 0,2 Einheiten
verschob. Die Messung des pH-Wertes beim apo-MTLCINE ergab einen Wert von 6,9,
wahrend CgMT1_NECLU einen pH-Wert von 6,7 aufwies.
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Abb. 4-34: Vergleich der zweidimensionalen H,H-COSYSpektren von apo-MT1_NECLU (1 mM) und
Cd,-MT1_NECLU (1 mM + 2 mM CdCl,) bei 400 MHz; in 90 % H,O bidest./10 % DO mit 0,03 % 2-
Mercaptoethanol, gemessen bei 300 K.

Abb. 4-35: Vergleich der zweidimensionalen H,H-TOCS-Spektren von apo-MT1_NECLU (1 mM) und
Cd,-MT1_NECLU (1 mM + 2 mM CdCl,) bei 400 MHz; in 90 % H,O bidest./10 % D,O mit 0,03 % 2-
Mercaptoethanol, gemessen bei 300 K.



4. Ergebnisse 90

ppm

Abb. 4-36: Vergleich der zweidimensionalen H,H-NOE®-Spektren von apo-MT1_NECLU (1 mM) und
Cd,-MT1_NECLU (1 mM + 2 mM CdCl,) bei 400 MHz; in 90 % H,O bidest./10 % DO mit 0,03 % 2-
Mercaptoethanol, gemessen bei 300 K.

4.4.4. Strukturbestimmung mittels microcoil 600 MHz-NMR-
Spektroskopie

Bei den Strukturuntersuchungen mittetscrocoil 600 MHz-NMR-Spektroskopie konnten
ebenfalls einige chemische Verschiebungen zugebwieeen, sowohl in den ein-, als auch
in den zweidimensionalen Protonenspektren. Dabed&m jeweils Spektren mit und ohne
Cd(ll) sowie mit 100 % BO und 90 % HO/10 % DO aufgenommen (Tab. 4-7 bis 4-10;
Abb. 4-37 bis 4-38).

Die Spektren des MT1_NECLU in 100 %@ zeigen im Amidprotonen-Bereich fast keine
chemischen Verschiebungen. Die Amidprotonen tausskbr schnell mit Deuterium aus und
kbnnen so nicht mehr detektiert werden. Die Ringpren des Histidins und die
Seitenkettenprotonen des Asparagins dagegen wdedggsamer ausgetauscht und sind
detektierbar. DienH-Protonen und die restlichen aliphatischen Pratoder Aminosauren
werden ebenfalls nicht ausgetauscht und konntezktiett und teilweise zugeordnet werden.
Die eindimensionalen Protonenspektren des MT1_NE@LB0 % HO/10% DO (Abb. 4-
38) sind den Spektren, die bei 400 MHz aufgenommerden, ahnlich. Auch hier sind die
NMR-Signale vor allem im Amidprotonen-Bereich, abeuch im aH-Bereich,

verhaltnismaRig schlecht aufgelést. Eine vollstgadi Zuordnung der chemischen
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Verschiebungen unter den hier verwendeten Bedirgumgar bisher nicht mdoglich (Tab. 4-7
bis 4-10).

Der Vergleich der Protonenspektren in 90 ¥%OH0 % DO (Abb. 4-38) und in 100 % JO
(Abb. 4-37) ergab eine fast genauso gute Aufldsungaliphatischen Protonenbereich,
wahrend im Amidprotonenbereich fast alle NH-Protoaasgetauscht wurden.

EWJJML—::'
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Abb. 4-37: Vergleich der eindimensionalertH-NMR-Spektren von apo-MT1_NECLU (2,6 mM) und Cd,-
MT1_NECLU (2,6 mM + 10 mM CdCl) bei 600 MHz; in 90 % H,O bidest./Z10 % DO, 0,03 % 2-
Mercaptoethanol, gemessen bei 298 K.
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Abb. 4-38: Vergleich der eindimensionalerfH-NMR-Spektren von apo-MT1_NECLU (1,5 mM) und Cd,-
MT1_NECLU (3 mM + 30 mM CdCl,) bei 600 MHz; in 100 % DO, 0,03 % 2-Mercaptoethanol, gemessen
bei 298 K.
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Tab. 4-7: Zugeordnete *H-NMR-chemische Verschiebungen (in ppm) von apo-MTINECLU in 90 %
H,0/10 % D,O bei 600 MHz; a - keine genaue Zuordnung aufgrundion starken Signallberlagerungen

moglich

Aminosaurerest NH oH pH Andere
P2 - 4,42 2,19 3,76H / 2,07yH
T4 a 3,93/3,94/3,95 4,3/4,305/4,31 1,18/1,19/1,2612
T7 3,93/3,94/3,95 4,3/4,305/4,31 1,18/1,19/1,2612
7,23/7,240NH21 / 6,92/6,93
N9 a 3,87/3,88 2,88/2,90 SNH22
All 8,13/8,15 a 1,41/1,42 -
A13 8,13/8,15 a 1,41/1,42 -
N15 a 3,87/3,88 2,88/2,00 | 237 20THZ 16,92/6,9°
T20 a 3,93/3,94/3,95 4,3/4,305/4,31 1,18/1,19/1,2612
H24 7,61 4,52 3,38H2 / 3,2pH3 8,62¢H1/7,326H2

Tab. 4-8: Zugeordnete'H-NMR-chemische Verschiebungen (in ppm) von apo-MTINECLU in 100 %

D,0 bei 600 MHz; a - keine genaue Zuordnung aufgrundon starken Signalliberlagerungen méglich

Aminosaurerest NH oH BH Andere
P2 - 4,44 2,29 3,78H / 2,03yH
T4 a 3,97/3,98/3,98  4,33/4,34/4,35 1,14/1,15/1,3612
T7 a 3,97/3,98/3,99  4,33/4,34/4,35 1,14/1,15/1,3612
N9 a 3,78/3,80 2,88/2,90 a
All a a 1,34/1,35 -
Al13 a a 1,34/1,35 -
N15 a 3,78/3,80 2,88/2,90 a
T20 a 3,97/3,98/3,99 4,33/4,34/4,35 1,14/1,15/1,3612
H24 a 4,56 3,2pH2/ 3,113H3 8,56¢eH1 / 7,275H2

Tab. 4-9: Zugeordnete'H-NMR-chemische Verschiebungen (in ppm) von CAMT1_NECLU in 90 % H ,0
/10 % D,O bei 600 MHz; a - keine genaue Zuordnung aufgrundson starken Signaliiberlagerungen

moglich
Aminosaurerest NH oH pH Andere
P2 - 4,40 2,18 3,784/ 2,05yH
T4 a 3,91/3,92/3,98 4,28/4,29/4,30 1,17/1,18/1,3812
T7 a 3,91/3,92/3,98 4,28/4,29/4,30 1,17/1,18/1,3812
7,21/7,220NH21 / 6,91/6,92
N9 a 3,84/3,85 2,87/2,88 SNH22
All a a 1,40/1,41 -
Al3 a a 1,40/1,41 -
7,21/7,220NH21 / 6,91/6,92
N15 a 3,84/3,85 2,87/2,88 SNH22
T20 a 3,91/3,92/3,98 4,28/4,29/4,30 1,17/1,18/1,3912
H24 7,60 4,51 3,3BH2 / 3,19BH3 8,61eH1/ 7,315H2
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Tab. 4-10: Zugeordnete'H-NMR-chemische Verschiebungen (in ppm) von CAMT1_NECLU in 100 %
D,0 bei 600 MHz; a - keine genaue Zuordnung aufgrundon starken Signaliiberlagerungen méglich

Aminosaurerest NH oH pH Andere
P2 - 4,42 2,27 3,7&H / 2,01yH
T4 a 3,81/3,82/3,88 4,32/4,33/4,34 1,12/1,13/1,3#42
T7 a 3,81/3,82/3,88 4,32/4,33/4,34 1,12/1,13/1,3#42
7,14/7,155NH21 / 6,89/6,9(
N9 a 3,78/3,79 2,78/2,79 SNH22
All a a 1,32/1,33 -
A13 a a 1,32/1,33 -
N15 a 3,78/3,79 2,78/2,79 7’14/7'1566'71\;'_'2212/ 6,89/6,9¢
T20 a 3,81/3,82/3,83 4,32/4,33/4,34 1,12/1,13/1,342
H24 [7,56] a 3,2H2 / 3,10BH3 8,54¢H1 / 7,245H2

Ferner wurden beim Vergleich der zweidimension&&8Y-Spektren bei 400 und 600 MHz

(Abb. 4-39) weniger Signale bei den 600 MHz-Spektfestgestellt. Die in 100 % D
aufgenommenen COSY-Spektren (Abb. 4-40) zeigtea etwas bessere Auflosung uhi-

Protonen-Bereich und im Bereich der anderen aliptizn Protonen im Vergleich zu den in

90 % HO/10 % DO aufgenommenen Spektren, was eine bessere Zugrdienrchemischen

Verschiebungen moglich machte. Jedoch konnten kéimeerschiede beim Vergleich der

Spektren des apo-MT1_NECLU und des<®ATT1_NECLU detektiert werden.

| bpm

10
ppm

Abb. 4-39: Vergleich der 2D H,H-COSY-Spektren von po-MT1l NECLU (2,6 mM) und Cd,-
MT1_NECLU (2,6 mM + 10 mM CdCl, bei 600 MHz, 298 K, in 90 % HO bidest./10 % DO, 0,03 % 2-

Mercaptoethanol.
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Abb. 4-40: Vergleich der 2D H,H-COSY-Spektren von po-MT1 _NECLU (1,5mM) und Cd,-
MT1_NECLU (3 mM + 30 mM CdCl,) bei 600 MHz, 298 K, 100 % O, 0,03 % 2-Mercaptoethanol.

Der Vergleich der zweidimensionalen TOCSY-Spekioen 400 und 600 MHz (Abb. 4-41)
ergab ebenfalls weniger Signale bei den 600 MHZ®pe. Dabei zeigten aber die in 90 %
H.O/10 % DO aufgenommenen TOCSY-Spektren eine etwas bessgitésAng im oH-
Protonen-Bereich und im Bereich der anderen Protdakphatisch) im Vergleich zu den in
100 % DO aufgenommenen Spektren, was eine etwas besserdnzimg der chemischen
Verschiebungen moglich machte. Allerdings war eshago nicht méglich, die chemischen

Verschiebungen der Cysteine und Serine und dersteRazuordnen.

T T T T T T T ‘T T T 10
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Abb. 4-41: Vergleich der 2D H,H-TOCSY-Spektren von apo-MT1 NECLU (2,6 mM) und Cd,-
MT1_NECLU (2,6 mM + 10 mM CdCl,) bei 600 MHz, 298 K, in 90 % HO bidest./10 % DO, 0,03 % 2-
Mercaptoethanol.
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4.4.5. Strukturanalyse des nativen Proteins MT2_NECLU mitels
online-Kapillar-HPLC-NMR

Die Kapillar-HPLC-Chromatogramme zeigten sehr gggirPeakintensitaten und —flachen
(Abb. 4-42).
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Abb. 4-42: Kapillar-HPLC-Chromatogramm einer Probe aus H.lugdunensis Stamm H4-2-4, auf
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll) vorinkubiert; sc hwarz: Kontrolle ohne Cd(ll); rot: Probe mit 50 pM
Cd(ll) in der Flussigkultur gestresst.

Uber die Trennung von Standards konnten die im @htogramm auftretenden Peaks
identifiziert werden. Nach erfolgreicher TrennuregdPilz-Extraktes erfolgte die Bestimmung
der Totzeit zwischen dem UV-Detektor und demcrocoil NMR-Probenkopf. Die Totzeit
betrug etwa 7 min 28 s (n = 6).

Der MT2_NECLU-Peak wurde mittelstopped flow-Verfahren in den NMR-Probenkopf
Uberfuhrt und NMR-spektroskopisch vermessen. Awthr2048scans konnten keine NMR-
Spektren erhalten werden. Weitere Strukturuntersugén des nativen MT2_NECLU durch
NMR-Spektroskopie waren somit nicht moglich, alleg$ sollen in nachfolgenden
Untersuchungen offline-Spektren nach Fraktionierung mittels analytisch&tPLC

aufgenommen werden.
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5. Diskussion

5.1. Physiologisch-biochemische Untersuchungen

5.1.1. Wachstum vonHeliscus lugdunensis unter Schwermetallstress

Das Wachstum und die Vitalitat vad#. lugdunensis Stamm H4-2-4 wurden zunéchst unter
verschiedenen Cd(ll)-Konzentrationen in der Fliagdigir und in der Oberflachenkultur
untersucht, um Aussagen uUber den Lebenszustariéildes treffen zu kdnnen.

Unter Cd(Il)-Stress konnte eine Verringerung deorBasse (Trockenmasse) bis Tag 5 der
Flissigkultur im Vergleich zur Kontrolle beobachiegrden (s. 4.1.2.; s. Anhang Tab. 8-1 bis
8-4), wenn der Pilz mit 25, 50 und 100 puM Cd(ll) sgesst wurde. Nach
Oberflachenkultivierung auf Cd(ll)-haltigen Agarftén ergab sich ein etwas anderes Bild:
Wurde der Flussigkultur kein Cd(ll) zugesetzt, kienrein leichter Biomasse-Verlust
verzeichnet werden. Wurden dagegen 25 und 50 pMI)Crdfgesetzt, erhbhte sich die
Biomasse nach Oberflachenkultur auf Cd(ll)-haltigeyarplatten im Vergleich zur Kontrolle
ohne Cd(ll). Die Zugabe von 100 uM Cd(ll) zur Figgsiltur resultierte in einer leichten
Biomasse-Verringerung im Vergleich zur Kontrollew Penicillium wurde ebenfalls eine
signifikante Erniedrigung der Wachstumsrate nach (IZBxposition nachgewiesen
(Nazareth & Marbaniang, 2008). Gaddal. (2001) konnten zeigen, dass bei den Pilzen
Trichoderma viridae undRhizopus arrhizus in Oberflachenkulturen und unter 100 uM Cd(ll)-
Stress die Wachstumsrate um ein Drittel sinkt. LEA®09) konnte fur Oberflachenkulturen
von H. lugdunensis eine Verminderung der Wachstumsrate um 29 % undCfavariopsis
aquatica um 7 % beobachten. Auch Hebner (2007) konnte zeidassH. lugdunensis um
Faktor 4,5 starker im Wachstum (bei 100 uM Cd(imhibiert wird, alsC. aquatica. Man
konnte daher auf eine hoéhere Cd(ll)-Resistenz ifa Bi aquatica, der aus einem mit

Xenobiotika belasteten Standort isoliert wurdehlis€en.

Die Vitalitat des aquatischen Hyphomyceten sinkt steigender Cd(ll)-Konzentration in der
Fllssigkultur, allerdings sinkt die Vitalitat wemigstark nach Oberflachenkultur mit 50 uM
Cd(Il) im Vergleich zur Kontrolle auf Oberflachertwr ohne Cd(ll) (s. Abb. 4-7 und 4-8).

Die Vitalitat wurde dabei Uber die Gesamt-Dehydrage-Aktivitdten des Pilzes bestimmit,

dies ist allerdings nur ein Parameter, um die &alon Organismen zu bestimmen. Als ein
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weiterer Parameter zur Vitalitatsbestimmung bezdilund Hefen dient die Bestimmung des
Ergosterol-Gehaltes, wobei das Sterol Ergosteraleim Zellmembranen der Pilze vorkommt
(Hugheset al., 2005; Leeet al., 2007). Dabei wurde festgestellt, dass durch Sohetlle, in
diesem Fall Cobalt, die Sterolsynthese beeinflulbt.wErgosterol als Vitalitaitsmarker ist
allerdings  umstritten, da eine Verringerung des oBEtgrol-Gehaltes eine
Biomasseverringerung anzeigt, aber nicht die \itdttionen wie z. B. verschiedene
Enzymaktivitaten, die den Zellmetabolismus widezgpin. Azevedcet al. (2007; 2009)
konnten zeigen, dass durch Schwermetalle (Cu, Zd) @er programmierte Zelltod
(programmed cell death, PCD) in Pilzen ausgelost wird. Auf3erdem konntén ane
Erh6hung von Peroxidase-Aktivitdten nachweisen, dieauf schlie3en lassen, dass durch
Cu(ll) und Zn(ll) reaktive Sauerstoff-Spezies eeltgn. Sie zeigten weiterhin Anderungen
der Zellkernmorphologie, der Chromatinkondensationd Anderungen von Kaspase-
ahnlichen Aktivitaten. IrH. lugdunensis wurden durch Brahet al. (2007) unter Cd(ll)-Stress
ebenfalls erhohte Peroxidase-Aktivitaten festgist@lisammenfassend kann gesagt werden,
dass der Zellmetabolismus und die Zellentwickluatgo auch das Wachstum und die

Vitalitat, durch Schwermetalle maf3geblich beeirdtusird.

Bei filamentdsen Pilzen wikl. lugdunensis kann man nicht von einzelnen Zellen, sondern
eher von Zellverbanden sprechen. Auf Oberfachenklttnn man ,normales* Mycel sowie
Such- oder Leithyphen, welche nach neuen Nahrstefien ,suchen®, erkennen.
Verzweigungen bildeten sich bei diesem Pilz meist kvor einen Septum (s. Abb. 4-4). Von
besonderer Bedeutung bei den Ascomyceten ist dieeBgelle, da in ihr das Wachstum und
die Wachstumsrichtung bestimmt werden (Araujo-Pal@set al., 2007) und sie meist als
erstes mit den Stoffen in ihrer Umgebung in Kontednmt. Das auffalligste Merkmal der
Spitzenzelle ist der Spitzenkdrper, auch Polarispgmannt, der nicht nur Vesikel fur
Wachstums-, Transport- und Syntheseprozesse zuiigterg stellt (Dijksterhuis, 2003;
Araujo-Palomarest al., 2007; Wrightet al., 2007). Im Spitzenkdrper befinden sich auch
vermehrt Ribosomen zur Proteinsynthese und Mitodhen zur Energiebereitstellung sowie
viele kleine Vakuolen fur die Beseitigung toxisch&toffe und Mikrotubuli far
Transportprozesse (Steinberg, 2007). Die nachfdigenZellen haben die Aufgabe, die
Spitzenzelle mit allen benttigten Nahrstoffen zuseegen, produzierte oder toxische Stoffe
in hintere Hyphenteile zu transportieren und ehehaei Stress (z. B. durch Schwermetalle)
durch programmierten Zelltod den jlingeren, fittelfyphenzellen Nahrstoffe bereitzustellen
(Azevedoet al., 2009). In der Diplomarbeit von B. Leyh (2009)cdgten erste erfolgreiche
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Untersuchungen von Einzelzellen der aquatischerbiyyyceterH. lugdunensis Stamm H4-
2-4 und Clavariopsis aquatica WD(A)-00-01 mittels Lasermikrodissektion lager
microdissection and laser pressure catapulting, LMPC). Ziel der Einzelzell-Analytik ist ein
besseres Verstandnis fur die Mechanismen des Zelmksmus. Fir unsere Arbeitsgruppe
bedeutet dies vor allem, die Ausbildung von Tolerannd Resistenzmechanismen unter
Schwermetallstress in den verschiedenen Zelltypeantersuchen, wie z. B. die Biosorption
und -akkumulation von Schwermetallen, die Komplaxig dieser durch Thiole (Cystein,
GSH, PCs und MTs) und die Beeinflussung des Schiaaishaltes.

5.1.2. Schwefelhaushalt

Wie schon durch Brahet al. (2007), Hebner (2007) und Nathan (2007) bescangtvird bei

H. lugdunensis der Schwefelhaushalt unter Cd(ll)-Stress beeisflugla nicht nur der
intrazellulare Sulfat- und Sulfidgehalt ansteigimdern auch schwefelhaltige Thiole, wie Cys,
Cys-Gly,y-EC und GSH sowie PC2 und Metallothioneine induziaarden.

Die Veranderung des Schwefelhaushaltes wrugdunensis nach Vorinkubation auf
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll) sollte untersucekerden. Dabei konnte mit steigender
Konzentration an Cd(ll) in der Flussigkultur einenieédrigung des Sulfatgehaltes im
extrazellularen Malz-Pepton-Medium sowohl auf Oldetienkultur ohne Cd(ll), als auch mit
50 uM Cd(ll) festgestellt werden. Nach Zugabe vO0 M Cd(ll) zur Flassigkultur wurde
nur eine leichte Verringerung des Sulfatgehaltedliedium beobachtet. Damit einhergehend
stiegen die intrazellularen Gehalte an Sulfat undlfi®& deutlich an, wobei nach
Oberflachenkultivierung mit 50 uM Cd(ll) der Gehaitht so stark anstieg.

Ein weniger starker Anstieg des intrazellularenf&gkhaltes bei einer Cd(Il)-Konzentration
von 100 pM in der Flussigkultur konnte mit einerrmenderten Sulfataufnahme durch
Hemmung des Transportes in die Zelle erklart wer@erifat ist ein Makronéahrstoff fur alle
Organismen und die primare Schwefelquelle fur R#snund auch fir Pilze (Jarai &
Marzluf, 1991; Hell, 2002). Die Sulfataufnahme égfdiber Sulfat-Transporter (Permeasen),
die im Plasmalemma mit 10-11 Transmembran-Helieesankert sind% cerevisiae, Cherest

et al., 1997;N. crassa, Ketter & Marzluf, 1988 und Kettest al., 1991). AusS. cerevisiae sind
hoch- und niedrigaffine Sulfat-Transporter bekardie das Sulfat (S£) mit Hilfe eines
Membranpotentials (S©/3 H'-Symport) in die Zelle transportieren (Smi¢h al., 1995).
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Nach 100 uM Cd(ll)-Zugabe wurde eine stark vermited®/italitat (-50 %, s. 3.1.3.) des
aquatischen PilzesH. lugdunensis beobachtet, die oft mit einem verdnderten
Membranpotential assoziiert wird. Das Membranpaamgt abhangig von einem Protonen-
Gradienten, der Uber die Membran verteilt ist (G&dMowll, 1983; Gadd & White, 1989;
Blaudez e al., 2000). Das Membranpotential wird durch *-&&*-Gradienten
aufrechterhalten. Cd(ll) besitzt ahnliche Eigen$eima wie C&* und kénnte diesen
Gradienten stéren und eine Sulfataufnahme verhimdedem es den Galnflux verhindert.
Nach der Zugabe von 25 und 50 uM Cd(ll) zur Flisgdiyr konnte nur eine leicht
verminderte Vitalitét und eine leicht vermindertalfS&taufnahme nachgewiesen werden.
Diese Konzentrationen an Cd(ll) sind nicht so towidur die Zelle, wie 100 uM Cd(ll).
H. lugdunensis ist unter den Bedingungen der Vorinkubation aufuB0 Cd(ll)-Platten
vitaler, als ohne Vorinkubation auf Cd(ll)-haltig&berflachenkultur, da schon Toleranz-
bzw. avoidance-Mechanismen induziert werden konnten. Der Pilz srdeher weniger Sulfat
fur die vermehrte Bildung/die Induktion von GSH,P@nhd Metallothioneinen aufnehmen.

Nathan (2007) und Ganz (2006) konnten eine Erholdesgyintrazellularen Sulfid-Gehaltes
unter Cd(ll)-Stress feststellen. Auch in der va@géaden Arbeit wurde eine Erhdhung des
intrazellularen Sulfid-Gehaltes nachgewiesen, deintrso stark anstieg, wenn mit 100 uM
Cd(Il) gestresst wurde. Sulfid wird wahrend derf&alssimilation aus Sulfat gebildet und
wird zur Synthese von schwefelhaltigen Aminosaureie, Cystein und Methionin bendtigt
(Saito, 2000). Auch andere schwefelhaltige Protame Eisen-Schwefel-Cluster sind wichtig
fur das Wachstum und den Stoffwechsel von OrgamsMarzluf, 1997). Da Sulfid ein
Zellgift ist, wird es intrazellular sofort in Cysteeingebaut und/oder unter Cd(ll)-Stress als
Cd-S-Komplexe abgelagert oder ins Medium sezerifzerB. in S. pombe, Murasugiet al.,
2008 und inCandida glabrata, Mehra et al., 1994). Die Thiol-Cd(Il)-Komplexe l¢w
molecular weight, LMW), die in die Vakuole transportiert werden nk@&n auch mit Sulfid als
high molecular weight-Komplexe (HMW) vorliegen (Damerogt al., 1989; Wuet al., 1995).
Rother (2002) und Mierscét al. (unverdffentlichte Daten) konnten sowohl im Mediwon
Stand-, als auch von Schittelkulturen ugnlugdunensis CdS-Kristalle nachweisen. Diese
sind unter Sauerstoffeintrag in das saure Mediumg®) nicht stabil und zerfallen in Cd(ll)-

lonen und Sulfid, welches sofort als$Hentweicht.
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5.1.3. Induktion Thiol-haltiger Aminosauren und Peptide

In Heliscus lugdunensis wurde in beiden Stammen H4-2-4 und H8-2-1 untefllz8tress
eine Erhéhung des GSH-Pools und die Bildung deddehglatins 2 (PC2) nachgewiesen
(Jaeckelet al., 2005; Brahaet al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde die Cd(ll
Stressantwort des Stammes H4-2-4 nach Oberflactiankauf schwermetall- und Cd(ll)-
haltigen Malzagar-Platten untersucht.

Der Cys-Gehalt betrug ca. 5 umol/g TM, weHnlugdunensis auf Oberflachenkultur mit
50 uM Cd(Il) vorinkubiert und mit 50 uM Cd(ll) ined Flissigkultur gestresst wurde
(ho6chster Gehalt). Die Kontrolle dagegen enthigl2@,34 pumol/g TM Cys, dies entspricht
einem Zwanzigstel bis Funfzigstel im Vergleich Lua(Il)-gestressten Probe. Diese Werte
stimmen in etwa mit denen von Braétaal. (2007) Uberein. Auch Hebner (2007) und Nathan
(2007) konnten diese Cys-Gehalte bestatigen. Imaldigmt Cladonia cristatella (Flechten-
Pilz) wurde unter 500 uM Cu(ll) der héchste Gehatt Cys mit ca. 0,1 umol/g T™M
festgestellt (Backoet al., 2006). InTrichoderma harzianum und in drei Fusarium-Arten
(Schimmelpilze, Ascomyceten) wurde durch Schwerlieetane Beeinflussung des Cystein-
Haushaltes beobachtet (Raspaattial., 2009). Dabei erhéhte sich der Cys-Gehalt bei den
verschiedenen Pilzen unter Cd(ll)-Stress um das Hig26-fache auf ca. 40-80 nmol/g FM,
was in etwa 200-800 nmol/g TM entsprechen wirdeVengleich zuHeliscus lugdunensis
Stamm H4-2-4 ist dies ca. funfmal weniger. In ddPLB-Chromatogrammen der Trennung
eines Extraktes aus der methylotrophen He#msenula polymorpha unter 300 uM Cd(II)-
Stress kdnnte man einen erhdhten Cys-Gehalt erkenvess aber durch die Autoren nicht
weiter erlautert wird (Blazhenkai al., 2006).

Unter Cd(ll)-Stress, kaum aber unter Zn(ll)-Streksnnte im aquatischen Hyphomycet
Flagellospora curta, der aus einem belasteten Fluss isoliert wurdeg eignifikante
Erh6hung des Gehaltes an nicht proteingebundenaiehh(NP-SH) nachgewiesen werden
(Guimaraes-Soarest al., 2007). NP-SH konnen z. B. Cys, GSH oder Phytathn sein.
Der Gehalt an NP-SH sank, wenn der Pilz mit Cufldstresst wurde. Der ebenfalls durch
Guimaraes-Soares et al. (2007) untersuchte aquatische Hyphomycet
Fontanospora fusiramosa, der aus der Quelle des besagten Flusses isolietde, zeigte unter
allen eingesetzten Schwermetallen und deren Korateien eine Erhohung der NP-SH um
30-80 %. Kurzzeit-Experimente mit beiden Pilzen aben unterschiedliche Ergebnisse:
Wahrend befF. curta die Produktion der NP-SH durch Erhéhung der Cd{bhzentration,

aber nicht mit der Zeit anstieg, wurde Befusiramosa ein signifikanter Anstieg der NP-SH
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nur bei der hochsten Cd(ll)-Konzentration nach reim&ubationszeit von 62 h festgestellt.
Der Gehalt an NP-SH mit ca. 2 umol/g TM bzw. 0,6ql/thn TM unter Cd(ll)-Stress bei
F.curta bzw. F.fusramosa ist viel niedriger, als der Cystein-Gehalt alleipei
Heliscus lugdunensis Stamm H4-2-4. Man konnte daraus schlussfolgeras daeiF. curta
und F. fusiramosa hauptsachlich andere Mechanismeavo{dance-Mechanismen) als bei
H. lugdunensis (Toleranzmechanismen) greifen, um mit Schwernsdétabs umgehen zu
konnen, z. B. Zellwandveranderungen oder Ausschegiduon Chelatoren. In Cd(ll)-
gestressten Extrakten des Ektomykorrhiza-PilRaillusinvolutus (Kahler Krempling,
Basidiomycet) konnte keine Erhdhung des Cysteingehéestgestellt werden (Courlbattal .,
2004).

Bei H. lugdunensis wurde eine Erh6hung des Cys-Gly-Gehaltes untel)csifess bestimmt
(Kontrolle: 0,03 pmol/g TM; 100 uM Cd(ll): 4,5 unigITM). Bisher ist noch wenig tber das
Abbauprodukt Cysteinylglycin in Pilzen bekannt. der Hefe S cerevisiae spaltet diey-
Glutamyltranspeptidase dasGlutamat vom GSH ab und Cysteinylglycin entstelg a
Abbauprodukt, was in der Abb. 5-1 verdeutlicht widdspers & Penninckx, 1984; Penninckx,
2002; Pocset al., 2004).

aminoackd (AA} s G8H ATP
2

+Glu-AA
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5-Oxopraline A CysH

&
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Abb. 5-1: Der y-Glutamyl-Kreislauf in der Hefe S. cerevisiae: (1) y-Glutamylcysteinsynthetase; (2) GSH-
Synthetase; (3)y-Glutamyltranspeptidase; (4) Cysteinylglycindipeptdase; (5)y-Glutamylcyclotransferase;
(6) 5-Oxoprolinase.
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Ein zumy-Glutamyltranspeptidase-Gers2 ausS. cerevisiae homologes Geggtl wurde in
der methylotrophen HefdHdansenula polymorpha identifiziert (Blazhenkoet al., 2006;
Ubiyvovk et al., 2006). Die Autoren konnten nach eineknockout dieses Gen eine

verminderte Cd(ll)-Akkumulation feststellen. Diessufet auf eine Beteiligung dey-
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Glutamyltranspeptidase im Metabolismus des Cd(BH=Zomplexes und auf eine
Beteiligung dieses Enzyms im Xenobiotika-Abbau bzadmwandlung hin. Manavathet al.
(1996) konnten bei der dimorphen Hefandida albicans nur einen erhéhten Gehalt an
Glutamyltranspeptidase beobachten, wenn sie von Hefe-Form in die Mycel-Form

wechselte.

Wie schon bei Brahat al. (2007) beschrieben, konnte eine Erhéhung des ltéshany-EC
im Stamm H4-2-4 vor. lugdunensis beobachtet werden. Allerdings erhdhte sichydBC-
Gehalt bei Braha&t al. (2007) um das 6-fache, bei Nathan (2007) um @&f&éhe und im
Gegensatz dazu in dieser Arbeit um das ca. 20(fa€me Erklarung fir diesen starken
Anstieg koénnte die lange Stammhaltung dieses Pilae§ Oberflachenkultur ohne
Schwermetallbelastung sein. Nach 8-10 Wochen Vavketung auf Cd(ll)-haltigen
Oberflachenkulturen betrug die Steigerung ¢¢3C-Gehaltes nur das ca. 10-100-fache im
Vergleich zur Stammhaltung auf OberflachenkultunelCd(ll). y-EC ist die Vorstufe des
GSH und kann ebenfalls tUber seine Thiolgruppe EGttfHen komplexieren. Unter Cd(ll)-
Stress konnte ifPaxillusinvolutus ebenfalls eine leichte Erhdhung de&C-Gehaltes von
0,05 bis auf 0,3 pmol/g FM detektiert werden (Cousdb al., 2004).

Der Gehalt an GSH im. lugdunensis Stamm H4-2-4 erhéhte sich unter Cd(ll)-Stress, es
konnten 6 bis 7-fach hthere GSH-Konzentrationenegsen werden. Dabei war auffallig,
dass nach Vorinkubation auf Oberflachenkulturen &tituM Cd(ll) der Gehalt an GSH
wieder sank, wenn 100 uM Cd(ll) in der Flussigkuitarwendet wurden. Nach allen anderen
Oberflachenkultivierungen stieg der Gehalt an GSHtikuierlich in der Flissigkultur bis
100 uM Cd(ll) an. Fur das GSH wurde durch di al. (1997) die Bildung von Bis-
glutathionato-Cd(Il)-Komplexen nachgewiesen. Aulerdhat das GSH eine Funktion als
Vorstufe fur Phytochelatine, die enzymatisch dulah PC-Synthase gebildet werden. Auch
im Ektomykorrhiza-PilzLaccaria laccata konnte eine Erhdhung des GSH-Gehaltes im
Vergleich zur Kontrolle von ca. 0,8 auf 3,2 umolB& FM bestimmt werden (Galét al.,
1993). Guimaraes-Soares et al. (2006) beobachteteden beiden aquatischen Pilzen
F. fusramosa undF. curta einen Anstieg des Gehaltes an hitzestabilen taltodjen Proteinen
bzw. Peptiden, wobei es sich um GSH, Phytochelattlex Metallothioneine handeln kdnnte.
Eine ahnliche Cd(ll)-Stressantwort wurde auch inr denethylotrophen Hefe
Hansenula polymorpha beobachtet, bei der eine Erhdohung des GSH-Gehaltdasr

verschiedenen Bedingungen beobachtet wurde, n 8/nthetischem Medium, Vollmedium,
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100 und 300 uM Cd(Il) und nach verschiedenen Inkabszeiten (Blazhenket al., 2006).
Die vermehrte Produktion von GSH unter Cd(ll)-Stresurde im Ektomykorrhiza-Pilz
Paxillus involutus ebenfalls detektiert (Courbet al., 2004). Dabei stieg der Gehalt an GSH
bei 0; 0,05; 0,5; 5 und 50 uM Cd(ll) kontinuierliegm. Auch unter Cu(ll)-Stress veranderte
sich der GSH-Gehalt im Mycobioi@ladonia cristatella (Mycobiont einer Flechte)Backor

et al., 2006): Wahrend die Konzentration des GSH unteptMIOCu(ll) im Vergleich zur

Kontrolle um ein Viertel anstieg, sank die Konzatiobn nach Zugabe von 100 und 500 pM
Cu(ll) auf ca. die Halfte ab. Es kann vermutet veerddass bei diesen hohen Konzentrationen
an Cu(ll) der Organismus zu stark gestresst unditdabgetttet wird, was auch an den

Werten der Vitalitdtsbestimmung und an den Ergos@ehalten ersichtlich ist.

Der Gehalt an oxidiertem Glutathion (GSSG) im aigehen HyphomyceH. lugdunensis
stieg mit zunehmender Konzentration an Cd(ll) in Bkissigkultur an (4-10-fach). Hierbei
konnte beobachtet werden, dass nach Vorinkubatiomf achwermetallhaltiger
Oberflachenkultur der GSSG-Gehalt nach 25 uM Cdlijabe zur Flussigkultur sank, nach
Zugabe von 50 und 100 uM Cd(ll) jedoch wieder a&gstaber nicht so hohe Werte wie nach
Wachstum auf Oberflachenkulturen ohne Cd(ll) ehtic GSSG entsteht, wenn durch
direkten oder indirekten oxidativen Stress das @Sidiert wird. Das Verhaltnis von GSH zu
GSSG wird benutzt, um den Redoxzustand einer Zatles ganzen Organsimus zu
bestimmen. Sinkt dieses Verhaltnis, dann herrscher Zelle ein hoher oxidativer Stress und
es kommt zu einem Ungleichgewicht des Redoxzustandas zum Tod der Zelle fihren
kann. Brahaet al. (2007) konnte eine Erhéhung der GSH:GSSH-Vertsdenunter Cd(ll)-
Stress inH. lugdunensis Stamm H4-2-4 nachweisen. In der vorliegenden Arkennte bis
25 uM Cd(ll) eine Erh6hung, ab 50 uM Cd(ll) in ddissigkultur eine Erniedrigung dieses
Verhaltnisses bestimmt werden. Eine Erklarung féin diedrigeren Gehalt an GSSG nach
Oberflachenkultur auf Cd(ll)-haltigen Agar-Plattemére, dass in diesen schon
Entgiftungsmechanismen, wie die Erhéhung der GFG2- und MT2-Gehalte, induziert
wurden. Auch Zellwandveranderungen unter Cd(lle&$r wie der geringere Anteil an
Glucuronséaure oder Glucose (Braha, 2004), oder chessung von Chelatoren kénnten als
Ursache fiur die niedrigeren GSSG-Gehalte in Fragerken.

H. lugdunensis Stamm H4-2-4 bildet unter Cd(ll)-Stress das PHygtatin 2 (PC2). Da bisher
keine Gensequenz einer PC-Synthase identifizierdeve konnte (eigene unveroffentlichte

Daten), ist daraus zu schlieRen, dass die Synthes®C2 Uber andere Mechanismen, z. B.
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durch eine Carboxypeptidase, erfolgt. Carboxypeged sind Hydrolasen. Eine Serin-
Hydrolase-ahnliche Gensequenz konnte kmlugdunensis-Genom lokalisiert werden (s.
Anhang 8.8.). Als Hydrolasen werden Enzyme bezethie nicht nur Ester, Ether, Peptide,
Glykoside, Saureanhydride, sondern auch C-C-Bindnngn reversibler Reaktion
hydrolytisch unter Verbrauch von Wasser spaltemlkedin Sie werden der dritten Gruppe der
EC-Klassifikation der Enzyme zugeordnet, z. B. Rigsen, Nukleasen, Phosphatasen,
Glykosidasen, Esterasen (http://de.wikipedia.orgiliydrolase). Unter den Peptidasen sind
auch die Carboxypeptidasen, welche zu den Exoppegaidgezahlt werden und Aminosauren
vom C-terminalen Ende abspalten, eingeordnet. Dyatifése von PCs (alter Name:
Cadystine) aus GSH mittels einer Carboxypeptidaseufle zuerst von Isobet al. (1991)
fur die Spalthefeschizosaccharomyces pombe nachgewiesen. Imat al. (1996) wiederholten
dies mit der Carboxypeptidase Y und konnten eindug von PC2 bis PC6 nachweisen. In
der BackerhefeS. cerevisiae wiesen Winschmanet al. (2007) zwei Carboxypeptidasen
nach. Die Autoren konnten durch Deletionsmutantém Bildung von PC2 eindeutig
bestimmen. Bisher wurden keine Hinweise auf dash#&iedensein héherwertiger PCs in
H. lugdunensis gefunden (diese Arbeit; persdnliche Mitteilung Ditk Schaumléffel [CNRS,
Universitat Pau, Frankreich] und Anja Brautigamlswauch auf die PC-Synthese durch
Carboxypeptidasen hindeutet.

5.1.4. Induktion Thiol-haltiger Proteine

Der H.lugdunensis-Stamm H4-2-4 bildet unter Cd(ll)-Stress das Metaibnein
MT2_NECLU mit einer Molmasse von 2342,7 Da, welchies molekularbiologischen
Untersuchungen sowohl auf mRNA-Ebene als auch ahA-{Bbene (Genmt2_neclu)
nachgewiesen werden konnte. Dabei konnten untediacthe Gehalte an MT2_NECLU nach
differenter Vorinkubation auf Cd(ll)-haltigen Obkathenkulturen festgestellt werden
(MT2_NECLU: 164 nmol/g TM; Met-MT2_NECLU: 60 nmol/gM). Die Identitat des
MT2_NECLU wurde eindeutig mittelsde novo-Sequenzierung festgestellt (96 %
Wabhrscheinlichkeit; Tab. 5-1)
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Tab. 5-1: Vergleich der mittelsde novo-Sequenzierung erhaltenen Proteinsequenzen und ihk&ertung im
Hinblick auf die Wahrscheinlichkeit, mit welcher das MT2_NECLU vorkommt (96 %)

Peptide mitm/z1172,363647,

einer Ladung von z = 2 und Wertung Rang
einer Masse von 2342,71265 Da [%]
SPCTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 96,02
SPCTCSTCNCAGACGGTCSCTSCSH 2,16
SAETCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 1,09
SPCTCSTCGGCAGACNTCSCTSCSH 0,29
SEATCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,19

SCPTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,16

CPSTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,03

PSCTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,01
SPCTCSFGNCAGACNTCSCTSCSH 0,008
SEATCSTCNCAGACGGTCSCTSCSH 0,008
SPCTCSTCGGCAGACGGTCSCTSCSH 0,006
SPTCCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,004
SCPTCSTCNCAGACGGTCSCTSCSH 0,004
SAETCSTCGGCAGACNTCSCTSCSH 0,003
SPGFCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,003
CSPTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,002
SAETCSTCNCAGACGGTCSCTSCSH 0,002
ASETCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,001
AESTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH 0,001
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In den HPLC-Chromatogrammen konnte ein Cd(ll)-algidiinduzierter kleinerer Peak mit
einer hoheren Retentionszeit als das MT2_NECLUgéstellt werden. Dieser besald eine
Masse von 2474 Da und konnte als Met-MT2_NECLU fidierert werden. Der Gehalt an
Met-MT2_NECLU betragt ca. 25-30 % des Gesamt-MT2#les. Das Auftreten von
Proteinen mit und ohne Methionin am N-Terminus veurdurch Frottinet al. (2006)
untersucht. Die Transkriptionsinitiation erfolgtnmer mit den Basentripletts ATG oder GTG,
welche fur die Aminoséaure Methionin codieren. DagtiMonin kann durch Methionin-
Aminopeptidasen (MAP), von denen unter anderem zeydosolische inS. cerevisiae
identifiziert und charakterisiert wurden (Walker Bradshaw, 1999; Chest al., 2002),
abgespalten werden. Ob eine Abspaltung des Metigoerfolgt, hdngt von mehreren
Faktoren, insbesondere von der Spezifitat der MddPen Aktivitat und von den folgenden
bzw. benachbarten Aminosauren, ab. Die MAP-Aktivish der limitierende Faktor bei der
N-terminalen Methionin-Abspaltung (Frottiet al., 2006), sowohl bei Proteinen im
Uberschuss, z. B. bei UberexpressiofEiroli, als auch unter bestimmten Stressbedingungen
(z. B. Cd(ll)-Stress beH. lugdunensis). Die Methionin-Aminopeptidasen besitzen zwei
Zn(I)- bzw. Co(ll)-lonen als Cofaktoren, bei Cd¢btress durch Cofaktor-Austausch wird
das Enzym gehemmt. So kdnnen die N-terminalen Meitheé nicht von allen
Proteinmolekilen abgespalten werden. Ein weiterehtiger Faktor ist die Aminosaure-
Folge, da sterische/geometrische BehinderungerMdd? und Wasserstoffbriickenbildung
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durch lange Aminoséaure-Seitenketten auftreten.Hifiektivitat der Methionin-Abspaltung ist
fur die ersten 2-5 Aminosauren sowohlEncoli, als auch irS cerevisiae getestet worden.
Dabei sind die Aminosauren Ser, Ala, Gly, Lys undgfan zweiter Stelle nach dem
Methionin verantwortlich fir eine hohe Effektivitdier Methionin-Abspaltung (ca. 90 %).
Dagegen wirken Threonin, Valin und Prolin inhibismh auf die Abspaltung des Methionins
am N-Terminus. Etwa die gleichen Ergebnisse wurderdie dritte und vierte Aminosaure
nach dem Methionin erhalten. Ein Prolin an driResition lasst die Abspaltungseffizieimz
vivo auf ca. 50 % zurtckgehen. Im Kontext zum MT2_NEChi¢Re das, dass die
Aminosaure Serin an zweiter Position eine hohezleffiz der Abspaltung des Methionins
zulieRe, aber dieser Effekt durch das Prolin attedrPosition abgeschwacht wird. Fir das
MT2_MECLU betragt die Methionin-Abspaltungseffizemra. 70-75 %, da noch 25-30 %
Met-MT2_NECLUin vivo vorhanden sind.

Der Gehalt an MT2_NECLU und Met-MT2_NECLU bel. lugdunensis Stamm H4-2-4
steigt mit zunehmender Konzentration an Cd(I)38guM Cd(ll) in der Flussigkultur um das
3-16-fache im Vergleich zur Kontrolle an. WurHelugdunensis als Oberflachenkultur ohne
Cd(ll) oder mit 50 uM Cd(ll) angezogen, sank der MINECLU-Gehalt bei Zugabe von
100 uM Cd(Il) zur Flassigkultur wieder ab (auf das-fache der Kontrolle). Wurde der Pilz
auf Oberflachenkultur mit ,Standortwasser* oder m@0 uM Cd(ll) vorkultiviert, erhéhte
sich der MT2_NECLU-Gehalt ebenfalls (6-10-fach). laguatischen Hyphomyceten
F. fusramosa (aus einem unbelasteten Standort isolientyde eine Erh6hung des Protein-
gebundenen Thiolgehaltes um 10-30 % festgestel. BB curta (aus einem stark mit
Schwermetallen belasteten Standort isoliert; GuesiSoarest al. (2007)) konnte aber
keine Erh6hung beobachtet werden. Bdugdunensis Stamm H4-2-4 aus einem stark mit
Schwermetallen belasteten Gewasser isoliert wistddien die Ergebnisse im Gegensatz zu
denen vorF. curta. DerHeliscus lugdunensis Stamm H8-2-1 zeigte im Vergleich zum Stamm
H4-2-4 eine noch hohere MT-Induktion unter Cd(Itj)eSs (Braha, 2004), dessen Reaktion
wiederum der des PilzeB. fusramosa &hneln wirde (Anstieg des Gehaltes an Protein-
gebundenen Thiolen).

N. crassa bildet unter Cu(l)-Stress, aber nicht unter Cd(IFo(ll)-, Ni(ll)- oder zZn(ll)-
Stress, ein Metallothionein (Lerch, 1980). DessdRNA-Gehalt (CuMT_NEUCR-mRNA)
steigt mit zunehmender Konzentration bis 1 mM Ca(l) um dann bis 10 mM Cu(l) wieder
abzunehmen (Munget al., 1985; Mingeet al., 1987). Von der Menge an mRNA kann man
allerdings nicht direkt auf die Proteinmenge sciden.
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Wahrend der Cd(ll)-Stressantwort des PilZeaxillusinvolutus wird ein Gen induziert,
welches zum Metallothionein-Gen aAgaricus bisporus homolog ist (Jacolet al., 2004).

Courbot et al. (2004) konnten dann das Metallothionein PiMT1eun€d(ll)-Stress auf
Proteinebene nachweisen. In den zwei EktomykortRikzen, Laccarialaccata

(Rotlicher Lacktrichterling) und Paxillusinvolutus, wurde die Induktion von
Metallothioneinen unter Cu(ll)-Stress gezeigt (Haatval., 1997). Somit ist die Erh6hung der
Metallothionein-mRNA-Menge unter Schwermetallstrefga. Cd, Cu) eine oft zu

beobachtende Eigenschaft bei verschiedenen PiemArt

H. lugdunensis wurde nicht nur am stark mit Schwermetallen belast Standort H4
(H. lugdunensis Stamm H4-2-4) gefunden, sondern auch am wenigek belasteten Standort
H8 (H. lugdunensis Stamm H8-2-1; Krausst al., 2001). Im Stamm H8-2-1 wurde unter
Cd(l)-Stress die Bildung des MT1_NECLU festgestelheckekt al., 2005). MT2_NECLU
wurde aus dem Stamm H4-2-4 isoliert. Beide Methitoteine unterscheiden sich in ihrer
Sequenz nur durch einen Aminosaure-Austausch van $@ (MT1) zu Threonin 16 (MT2).
Dieser Befund deutet auf die Bildung von zwei Okety hin.Braha (2004) konnte in unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass die beiddgfieiscuslugdunensissStamme nur geringe
Unterschiede in ihrer 18S rDNA-Sequenz zeigen. Buradie Etablierung
molekularbiologischer Methoden entwickelte sich @Gem-Sequenzvergleich zum Mittel der
Wahl fur taxonomische Untersuchungen. Sequenzierund alignment der an stark
konservierten Regionen reichen DNA-Abschnitte, flie 18S ribosomale RNA kodieren
(nuclear small ribosomal subunit gene, nSSU), bildeten dabei die Grundlage. Jedoch &ntha
die nSSU allein, gerade durch den hohen Anteiltark konservierten Regionen, haufig zu
wenig phylogenetisch verwendbare Informationen. Grgensatz zur 18S hat sich die
28S rDNA fuclear large ribosomal subunit gene, nLSU) 1,6- bis 2,2-mal schneller
entwickelt und enthalt 3,3-mal mehr phylogenetistifermationen als diese (Kuzo# al.,
1998). Die Regionen D1 bis D3 (Michet al., 1984; Michotet al., 1990) enthalten die
meisten phylogenetischen Informationen innerhalbbnd&SU (Hillis & Dixon, 1991; Kuzoff

et al., 1998; Hopple & Vilgalys, 1999).

Es wurde ebenfalls vermutet (Braha, 2004), dasscasbei den beiden Stammen H4-2-4 und
H8-2-1 vonH. lugdunensis um zwei Okotypen handeln kénnte, da auch Untegsiehin der
Cd(IN- und Zn(Il)-Stressantwort (z. B. im Thiolgal) beobachtet wurden.
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Die MT-Gehalte beH. lugdunensis sind im Vergleich zu den Thiolpeptid-Gehalten uan ¢
ein hundertstel niedriger. Man konnte vermutensdasrangig die Aminosaure Cys und die
Thiolpeptide y-EC und GSH fur die erste und schnelle Komplexigrwon Cd(ll)
verantwortlich sind. Die Metallothioneine missestaibosomal hergestellt werden, was zu
einem geringeren Gehalt an MTs fuhrt. Ein weit€eund fur deren relativ geringen Gehalt
konnte sein, dass nicht mehr genug freies Cd(l§enZelle vorhanden ist, um mehr MTs zu
induzieren. Um diese Hypothese zu untermauern kdman knock-out-Mutanten von
H. lugdunensis erzeugen, die einen Defekt dex%2 neclu-Gens aufweisen. Wenn diese
Mutanten genauso gut wachsen konnen, wie die Kibatrdann kann man davon ausgehen,
dass hauptsachlich die Thiolpeptide, dabei vomaltas GSH und das PC2, an der Cd(ll)-
Entgiftung beteiligt sind.

5.2. Molekularbiologische Untersuchungen

Die putative Sequenz des Gemtl neclu, die von der massenspektrometrisch ermittelten
Proteinsequenz im. lugdunensis Stamm H8-2-1 abgeleitet wurde (Jaeckelal., 2005),
konnte auch nach mehrmaliger Sequenzierung demRlasunterschiedlichek. coli-Klone
nicht im Stamm H4-2-4 identifiziert werden (Abb3j%- Schon bei der Planung der
Experimente war klar, dass die Identifizierung keiGene in einem Stamm schwierig wird.
Nur durch einen Basenaustausch von Adenin zu Threthia Aminosauresequenz verandert
sich die Proteinsequenz. Ist die BaBereonin statt Adenin vorhanden, andert sich das
Basentriplett vorPACT zu TCT und damit die Proteinsequenz voNT.C...(MT2_NECLU)

zu ..NSC...(MT1_NECLU).

Mr2_NECLU (M SPCTCSTCNCAGACN TCSCTSCSH
MI'1_NECLU SPCTCSTCNCAGACN SCSCTSCSH
Gen nt1_neclu ATGICTCCGTGCACCTGCTCTACGT GCAACT GCGCCGECGCT TGCAACTCTTGCTCTTGCACCTCCTGCTCTCACTAA

Abb. 5-3: Proteinsequenz des MT2_NECLU und des MTINECLU (Jaeckel et al., 2005) und die putative
Gensequenz desntl_neclu (75 bp). In rot und blau sind die unterschiedlichen Aminosauren der MT
dargestellt, in der putativen Gensequenz demitl _neclu ist die zum Genmt2_neclu unterschiedliche Base
in blau dargestellt.

In H. lugdunensis Stamm H4-2-4 wurde das Gen, welches fir das MTZINE codiert,

identifiziert. Weiterhin konnte mittels degenerertPrimer eine DNA-Sequenapstream
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dieses Gens, also ein Teil der regulatorischen €ggom, sequenziert werden. Diese enthéalt
vier moglicheupstream activating sequences (UAS). Es konnte allerdings nur ein atypisches
TATA-Box-Motiv gefunden werden (GATAAA).

Im filamentdsen Pil2odospora anserina konnten ebenfalls eine Gensequenz, welche fur das
MT1 codiert, sowie dieupstream und downstream dieses Gens gelegenen regulatorischen
Regionen sequenziert werden (Averbestkal., 2001). Nach Analyse dieser Sequenzen

konnten mehrere regulatorische Elemente gefundedene

Element Abstand zum PaMT1-Gen
TATA-Box ca. 120 bpipstream
AP1-Bindestelle ca. 488 hypstream
homopolymere Sequenz aus 11 T ca. 210psfyeam
indirekterrepeat ca. 25 bppstream

Region ahnlich einer SequenzNncrassa ca. 275 bppstream

2 upstream activating sequences (UAS) 195 bp und 293 bppstream
imperfekter CA-Mikrosatellit ca. 16 hfpwnstream

Die Autoren diskutieren die Abwesenheit von reguiathenupstream activating sequences
(UAS in Hefen;metal responsive elements [MRE] in Saugetieren), an denen AMT1- oder
ACE1-ahnliche Transkriptionsfaktoren, die in andelféizen und Hefen beschrieben wurden,
binden kdnnen (Thiele, 1988; Thorvaldssral., 1993; Culotteet al., 1994). Nach Analyse
der regulatorischen Region des PaMT1-Gens konnbemm awei solcher regulatorischer
Elemente mit der Konsensussequenz Ig®CTG identifiziert werden. Das PaMT1-Gen
enthalt, im Gegensatz zum Gei2_neclu und zum CRS5-Gen adscerevisiae, eine Intron-
Sequenz. Diese codiert nicht und enthalt die finohrs typische interne Lariat-ausbildende
Region (Ballance, 1986). Auch das Gen, welched&ig MT ausN. crassa codiert, enthalt
eine Intron-Sequenz (Munget al., 1985) mit einer Lange von 94 bp. In dgstream
regulatorischen Sequenz dieses Gens konnte eineA‘BWK identifiziert werden. Die
weitere Analyse dieser Sequenz ergab das Vorhaememner UAS-ahnlichen Sequenz
(TCX©GCTG) an der Position -357, was die Autoren nichigdanen.

Die mittels MS erzielten Ergebnisse stimmen mit d@NA-Analysen und den RNA-
Analysen, bei denen eine Induktion von MT2_NECLUHnlugdunensis Stamm H4-2-4

unter Cd(ll)-Stress beobachtet wurde, Gberein.
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Die Ergebnisse der semi-quantitativen mRNA-Analyslerthern Blot) in H. lugdunensis
spiegeln die Ergebnisse der Thiol-Analyse (EllmaciNvsaulenderivatisierung) auf Protein-
Ebene (siehe 4.2.5.) wider, bei denen eine Erhohdes MT2_NECLU-Gehaltes mit
steigenden Cd(ll)-Konzentrationen in Flussigkulb@obachtet wurde. Bei 100 uM Cd(ll)-
Belastung sinkt der Gehalt an MT2_NECLU sowohl@&NA-, als auch auf Proteinebene.
In P.anserina wurde ebenfalls eine Erh6éhung der mRNA-Menge destaNbthioneins
(PaMT1) unter Cu(l)-Stress festgestellt (Averbeek al., 2001). Bis zu einer Cu(l)-
Konzentration von 100 uM steigt die Menge an PaMIRNA an. In dieser Studie zeigte
sich auch, dass die PaMT1-mRNA-Menge mit zunehmenddter des Pilzes zunahm.
Grunde hierfiir scheinen vermenhrt auftretende ,fRaglikale* bzw. eine distinkte Anderung
der Metallhomoostase (Kupfer-Homoostase) wahrerrdAdierung zu sein. Bellioret al.
zeigten 2007, dass das PiMT1 &exillus involutus (Kahler Krempling, Ektomykorrhiza-
Pilz) auf mRNA-Ebene nach Cu(ll)- und Cd(Il)-Stressluziert wird, nach Zn(ll)-Stress
konnte allerdings keine Induktion festgestellt wveard MUngeret al. (1987) konnten eine
Induktion der CuMT-mRNA-Menge unter Cu(ll)-Stresaduebenfalls mit zunehmendem
Alter des PilzesN. crassa zeigen. Dieses Phanomen der Zunahme an MT-mRNA mit

zunehmenden Alter wurde ftit. lugdunensis Stamm H4-2-4 nicht untersucht.

5.3. Bestimmung der Struktur des synthetischen MT1_NECLU

Bei der Sequenzanalyse des synthetischen Metaltahis MT1_NECLU, welches erstmalig
in H. lugdunensis Stamm H8-2-1 identifiziert wurde (Jaeclatlal., 2005), fallen besondere
Merkmale des kleinen Proteins auf. Zum einen gibts ezahlreiche
Aminosaurewiederholungen, zum anderen mehrere 8egiederholungen (Tab. 5-2). Das
aus vierundzwanzig Aminosauren bestehende MT1_NEE@hthalt nur acht der zwanzig
proteinogenen Aminosauren, wobei funf Sequenz-Wredengen, die mindestens zweimal
vorkommen, auftreten.

Generell erschweren Aminosaure- und Sequenz-Wietlergen eine
Proteinstrukturbestimmung mittels NMR-Spektroskopdeich das kleine Metallothionein
MT_NEUCR ausN.crassa (Cobine et al., 2004) enthalt lediglich acht proteinogene
Aminosauren mit funf Sequenzwiederholungen (TaB).5Beide Metallothioneine besitzen
am C-Terminus eine basische Aminosaure. Bei MT1 NEQandelt es sich dabei um



5. Diskussion 111

Histidin als schwach basische Aminosaure und bei NHUCR um Lysin als stark basische
Aminosaure. Der isoelektrische Punkt (pl-Wert) daderen Aminosauren liegt jeweils im
leicht sauren Bereich. Das MT_NEUCR hat einen pHWen 5,57, er liegt also niedriger als
der des MT1_NECLU (pl = 6,43). Dies wird vermutlidarch die stark saure Aminosaure
Asparaginsaure in Position 3 der MT_NEUCR-Aminos&aqguenz, die einen pl-Wert von
2,85 besitzt, hervorgerufen. Der geringe Anteilesiger”, hydrophober Aminosauren von
lediglich einem Prolin in Position 2 und der ungéwiich hohe Gehalt besonders polarer
Aminosauren wie Serin, Threonin und Asparagin saliif die Struktur von MT1_NECLU

einen starken Einfluss haben.

Tab. 5-2: Anzahl der Aminosaure- und Teilsequenz-Widerholungen des kleinen Proteins MT1_NECLU

Aminosaure Anzahl Aminosauresequenz MT1 NECLU
S - Serin | SPCTCSTCNCAGACNSCSCTSCSH
P - Prolin 1
C - Cystein 8 Sequenz-Wiederholungen Anzahl
T - Threonin 3 CS 3
N - Asparagin 2 S 3
A - Alanin 2 CT 2
G - Glycin 1 T 2
H - Histidin 1 CN 2

Tab. 5-3: Anzahl der Aminosaure- und Teilsequenz-Widerholungen des kleinen Proteins MT_NEUCR

Aminosaure Anzahl Aminosauresequenz MT_NEUCR
M — Methionin L | MGDCGCSGASSCNCGSGCSCSNCGSK
G - Glycin 6
D - Asparaginsaure 1 Sequenz-Wiederholungen Anzahl
C - Cystein 7 CS 3
S - Serin 7 g 2
A - Alanin 1 CG 3
N - Asparagin 2 G 2
K - Lysin 1 NC 2

5.3.1. Strukturanalyse des MT1_NECLU mittels
Homologiemodellierung

Die theoretische Struktur des Metallothioneins MNECLU wurde tUber Homologien zu
anderen bekannte@-Domanen von Vertebraten-Metallothioneinen der Fanii (Binz &
Kagi, 1999), zum einen aus der Wanderratte (1MOJ/ZM29 AS) und zum anderen aus
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einem antarktischen Gelbbauchdorsch (2MRT; 28 ASjitmmt (Fureyet al., 1986; Schultze

et al., 1988; Robbinst al., 1991; Capasse al., 2003).

Diese MTs bestehen aus zwei Domanen ldemda-Domane, und haben eine Grél3e von ca.
6 kDa (60/61 AS; Abb.5-2). Die B-Domane mit der Konsensussequenz
[CXCxxxxXCXCxxxCxCxxCxCxxC] kann uber 9 CysteineediCd(ll)-lonen komplexieren.
Die a-Domane mit 11 Cysteinen ist in der Lage, vier @d@inen zu komplexieren, sie
besitzt die Konsensussequenz [CCXCCxxXCxXCxxxCx®YEX(3;1)CCx].

B-Doméne a-Domane
Cd,- MTA_NOTCO MDP- CECSKSGTCNCGGSCT CTNCSCHSCKKSCCPCCPSGCTKCASGCVCKGKT - - CDTSCCQ 60
Cd;- MT2_RAT  MDPNCSCATDGSCSCAGSCKCKQCKCTISCKKSCCSCCPVGCAKCSQGCI CKEASDKCS- - CCA 61
* *%*

* * * * k k% * *%k k% * * * % *

Abb. 5-2: Alignment der Metallothionein-Sequenzen aus Wanderratte (MT2RAT) und antarktischem
Gelbbauchdorsch (MTA_NOTCO); die p-Doméanen sind durch einen Trennstrich von derx-Doméanen
abgegrenzt;* = gleiche Aminosauren* = gleiche Cysteine] = Trennung der beiden Dom&mn.

Bei den Vertebraten-MTs wurde eine Komplexierungn \drei Cd(ll)-lonen tber dids-
Domane festgestellt. Dagegen konnten bei dem MTZIINE ausH. lugdunensis mit acht
Cysteinen bisher nur zwei Cd(ll) nachgewiesen wer(iese Arbeit: CD-Spektroskopie;
Jaeckelet al. (2005): MS). Trotz dieser Unterschiede konntenmidlmgiemodelle des
MT1_NECLU berechnet werden (Abb. 4-29).

Die Winkel zwischen den Thiolgruppen und Cd(ll)-¢onsollten bei einer tetraedrischen
Komplexierung theoretisch 109,5° betragen, wob& dAbstdnde etwa 2,5A nicht
Uberschreiten sollten (Abb. 5-3; Jiadgal. (1994)). In Tab. 5-4 sind die berechneten Werte
fur die drei Modelle aufgefiihrt. Die erhaltenen Yeédiir die Winkel und Abstande zwischen
den Thiolgruppen und den Cd(ll)-lonen sind nur myghtigig kleiner als die berechneten
Werte. Von besonderem Interesse war es, die Modetlexperimentellen Daten aus NMR-
Untersuchungen zu vergleichen, um die theoretischmdelle des MT1 _NECLU zu
bestatigen bzw. zu prazisieren. Hierzu sollten aitem interresiduale NOE-Daten aus den
NOESY-NMR-Experimenten verwendet werden. EntspredbeMessungen ergaben jedoch
keine interresidualen und nur sehr wenige intrdtede NOE-Kontakte. Grund hierfur kénnte
eine hohe Flexibilitdt des Molekiils trotz der CiH{lomplexierung bzw. eine lockere Cd(ll)-

Komplexierung sein.
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Abb. 5-3: Theoretische tetraedrische Komplexierungles Cd(ll)-lons durch vier Thiolgruppen.

Tab. 5-4: Abstdnde und Winkel zwischen den Thiolgrppen und den Cd(ll)-lonen in den drei
Durchschnittsstrukturen des MT1_NECLU aus den Molekildynamik-Simulationen

S-Cd(Il)-Abstand [A] S-Cd(1l)-S-Winkel []
Modellvorlage Cd(I)-1 Cd(In-2 Cd(In-1 Cd(I-2
(NM;_ZS—t?uAkIur) 2,28 2,31 107 109
('\N"l\TAARjgt?uqu% 2,30 2,36 (tri. pyr.) 109 :
(Kri'\s"t;ﬁs—t'flﬁur) 230 2,35 (okt)) 107 i

Von besonderer Bedeutung bei der Analyse der MTu&ez) ist das Vorhandensein eines
Histidins am C-terminalen Ende der Aminosaureketbte.der Literatur ist bei anderen
Metallothioneinen eine Beteiligung des Histidins der Metallkomplexierung beschrieben
(Blindauer, 2008). Bisher konnte fir das MT1_NECUtiittels Circulardichroismus-
Spektroskopie (s. 4.4.2.) und massenspektromegrisehalysen nur eine Komplexierung von
zwei Cd(ll)-lonen nachgewiesen werden (Jaeekell., 2005). Es ist nicht ausgeschlossen,
dass auch ein drittes Cd(ll)-lon an das C-termitiidin des MT1_NECLU komplexiert
werden konnte (Beltramirat al., 1987). Allerdings ist dies eher unwahrscheinlidh, alle
Thiol-Reste zur Komplexierung der zwei Cd(ll)-lonbenétigt werden und keine freie”
Thiolgruppe oder ein weiteres Histidin zur Kompkxing eines dritten Cd(ll)-lons zur
Verfugung stehen. Andererseits ist aber denkbass dhe C-terminalen Histidine zweier
MT1_NECLU-Molekule ein weiteres drittes Cd(ll)-Idromplexieren konnten, wie fur das
MT aus Huhn beschrieben wurde (Abb.5-4) (Villarreiahl., 2006; Blindauer, 2008). Auch
viele pflanzliche MTs, das pilzliche MT2 (CAP5) a@slletotrichum gloeosporioides und
MTI und MTIl aus Caenorhabditis elegans besitzen am C-Terminus ein endstandiges
Histidin (Blindauer, 2008). Fur das. elegans Cd-MTIl konnte die Raumstruktur mit Hilfe
von UV- und NMR-Spektroskopie bestimmt werden (Yeual., 1999). Eine mdgliche
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Beteiligung des Histidins an der Komplexierung ded(ll)-lonen konnte jedoch nicht

beobachtet werden.

N-Terminus N-Terminus

C-Terminus C-Terminus

Abb. 5-4: Schema der mdglichen Komplexierung eineszusatzlichen Cd(ll)-lons durch zwei
MT1_NECLU-Molekile Gber die C-terminalen Histidine.

Bisher ist von kleinen pilzlichen MTs nur die Sttukdes Cy¢-MT_NEUCR ausN. crassa
bekannt (Cobinest al., 2004). Ein Sequenzvergleich mit dem MT1_NECLUadérgeine
Identitat von 50 % (Abb. 5-5), was eine relativ aolidomologie darstellt. Bei der
Molekuldynamiksimulation wurden allerdings héhergl® Abweichungen im Vergleich zur
Startstruktur erhalten. AuRerdem wurde beims-RIT_ NEUCR eine Komplexierung von
sechs Cu(l)-lonen gefunden, wobei die Stochiometimplexierungswinkel und
Bindungslange der Thiol-Cu(l)-Komplexierung  wesmhtl unterschiedlich  zum
MT1_NECLU sind (Pickeringt al., 1993). Beim MT_NEUCR entsteht einuprous-thiolate
multimetallic cluster®, welcher zwei Formen annehmen kann (Cobaheal., 2004): Eine
linear zweifach koordinierte digonale Formnéar two-coordinate digonal) wie beim Cy-
MT_NEUCR oder eine verzerrte planare trigonal éif koordinierte Formp{anar trigonal
three-coordinate) wie beim Cy-MT_NEUCR. Das aus den NMR-Daten berechnete Modell
dieses CgtMetallothioneins (Abb. 5-6) zeigt eine neuartigalypeptidstruktur, bei dem das
Protein-Ruckgrat ackbone) um die Metallionen herum gelagert ist. Dabei tzeigs
MT_NEUCR vom N- zum C-Terminus zuerst eine linksgge, im zweiten Teil des
Molekils eine rechtsgangige Form. Bisher ist diesen nur fir diex-Doméne des GeMT-

1 aus der BlaukrabbeCéllinectes sapidus) bekannt (Narulaet al., 1995). Die von dem
antarktischen Fisch und der Wanderratte abgelaitdtamologiemodelle des MT1_NECLU

zeigen im Vergleich dazu zuerst eine rechts-, dane linksgangige Form.

MI_NEUCR MGDCGCSGASSCNCG- - - SGCCSCSNCGSK 26
MI'1_NECLU SPCTCS- - - TCNCAGACNSCSCTSCSH 24
* % * * * * %

Abb. 5-5: Alignment der MTs ausN. crassa und H. lugdunensis; * = gleiche Aminosauren¥ = gleiche Cys.
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Abb. 5-6: Modell des MT_NEUCR aus N.crassa, wobei die 6 Cu(l)-lonen nachtraglich in die
Molekilstruktur eingepasst wurden (Cobineet al., 2004).

5.3.2. Strukturbestimmung mittels Fern-UV-Circulardichrois mus-
Spektroskopie

Uber Fern-UV-Circulardichroismus konnen Hinweiser zstrukturellen Integritat eines
Proteins erhalten werden. Dabei wird, bedingt daliehChiralitat der Peptidbindung, circular
polarisiertes Licht (rechts bzw. links) unterschigubeeinflusst und die Resultante durch den
Detektor analysiert. Man kann som@ndom coil- und loop-Strukturen,a-Helices undf-
Faltblatter durch die unterschiedlichen lokalen ikhia und Maxima der spezifischen
Elliptizitat im CD-Spektrum identifizieren. Metallooneine Dbesitzen in ihrer
Aminosauresequenz keine oder nur sehr wenige aischatAminosauren, die die Detektion
im Nah-UV-Bereich bei ca. 280 nm erméglichen wirdeDeshalb werden CD-
Untersuchungen von Metallothioneinen meist im RaxfBereich durchgefiuhrt.

Fur das apo-MT1_NECLU konnte einandom coil-Struktur ohne Sekundarstrukturmerkmale
bestimmt werden. In Abb. 5-7 sind CD-Spektren valyR-Lysin gezeigt (Yanget al.,
1986), wobei CD-Spektren einesandomcoil, einer a-Helix und eines (-Faltblattes
abgebildet sind. Die Spektren des MT1_NECLU sehemed desandom coil des Polyt-
Lysins sehr ahnlich. Daraus lasst sich schlussifojggass das MT1_NECLU eirr@andom
coil-Struktur besitzt. Als random coil" bezeichnet man einen mehr oder weniger
ungeordneten  Strukturbereich eines Proteins, derderan als die definierten
Sekundarstrukturelemente-Helix oder B-Faltblatt, in seiner Konformation nicht klar
definiert ist (Fasman, 1996; Kelg al., 2005).
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Abb. 5-7: CD-Spektren des Poly-L-Lysins (Yangt al., 1986).

Die Komplexierung der zwei Cd(ll)-lonen lauft sedechnell ab. Zu sehen ist dies an der
abknickenden Gerade bei der Auftragung der spehifis Elliptizitdt bei 202 nm gegen die
zugegebene Menge an Cd(Il) zum MT1_NECLU (Abb. %-8% ist demzufolge eine ,aktive-
Zentren-Komplexierung®“, da im Diagramm keine Hypdrlau sehen ist. Als Mal3 fir die
Bildung von Gleichgewichten bei chemischen Reald@ionder auch Komplexierungen wird
der Kp-Wert oder auch Dissoziationskonstante verwendéet. Kbmplexierung des Cd(ll)
erfolgt unter den verwendeten Bedingungen so sthdats eine Messung einer Kinetik
kaum moglich ist, das heildt, derpKVert ist sehr klein und das Gleichgewicht liegt in
Richtung des Komplexes. Um depXVert des MT1_NECLU zu bestimmen, misste man die
Konzentration des Proteins stark verringern, um dakichgewicht in Richtung
Ausgangsprodukte zu verschieben (nach LeChatgReinzip vom kleinsten Zwang", 1884).
Nach Verdinnung wére dann aber die Mindest-Konagatr fur die Messung von CD-
Spektren unterschritten, so dass Spektren sehedthinessbar waren. Eine Alternative zu
den 1 mm-Kuvetten ist die Aufnahme von CD-Spekired cm-Kuvetten, wobei allerdings
mehr Proteinlésung verwendet werden musste.

Nach Zugabe von Cd(ll) anderte sich die Struktur zu einedoop-ahnlichen Struktur, was
deutlich am verédnderten Minimum zu erkennen is#(4.2.). Auch fir das kleine pilzliche
Metallothionein aud\. crassa MT_NEUCR wurden CD-Spektren gemessen (Beltramini &
Lerch, 1986). Diese wurden hauptsachlich im Bergm ca. 200-400 nm aufgenommen. Sie
zeigen, dass das apo-MT_NEUCR ein Minimum bei ug@® nm aufweist. Dieses wird

durch dien/n > = -Amid-Ubergénge der Peptidreste hervorgerufen. Dasmum des apo-
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MT1_NECLU liegt dagegen bei etwa 202 nm. Das Spektndhert sich bei ca. 240 nm dem
Nullpunkt an, wahrend dies beim apo-MT_NEUCR ert 270 nm der Fall ist. Auch zeigt
das Spektrum beim apo-MT_NEUCR im Unterschied zporT1 _NECLU kein Plateau.
Das Cy-MT_NEUCR zeigt im CD-Spektrum 3 Maxima (230, 2335 nm) und 2 Minima
(245 und 295 nm). Im Gegensatz dazu wurden keinehao Extrema beim Gd
MT1_NECLU gefunden. Das apo-MT1_NECLU unterschegieh nur in der Amplitude des
Signals, des Plateaus und im Erreichen des Nubwemmn Cd-MT1_NECLU. Daraus konnte
geschlussfolgert werden, dass das MT1 NECLU durckines verschiedene
Aminosauresequenz im Vergleich zum MT_NEUCR weniggukturiert, also fast keine
Sekundarstruktur-Merkmale besitzt. Fur viele pflate (z. B. E-1 MT; Peroza &
Freisinger, 2007) und Invertebraten-, Vertebraterd pilzliche Metallothioneine (Cokt al.,
1997; Stillmanret al., 2000) wurden ebenfalls CD-Spektren aufgenommerspielhaft seien
hier das CgrfMT aus der marinen Alg€ucus vesiculosus (Merrifield et al., 2006) und das
Cd-rwMT aus dem Regenwuriumbricus rubellus (Ngu et al., 2006) genannt. Bei beiden
wurden allerdings pH-Titrationen durchgefuhrt, ddas Cd(ll)-komplexierte MT wurde
angesauert und der Verlauf der Ansauerung mittBlsSpektroskopie verfolgt. Es konnte fir
beide MT (rfMT und rwMT) gezeigt werden, dass sieinke Sekundarstrukturmerkmale
aufweisen. Das apo-MT besitzt jeweils nur ein Miamm um dann bei etwa 275 und 250 nm
den Nullwert zu erreichen. Die mit Cd(ll) komplesten MTs haben ein (255 nm; £dMT)
bzw. zwei Maxima (243 und 270 nm; £avMT) und unterscheiden sich deutlich von den
apo-MTs.

Die pH-Titration konnte ebenfalls fur das MT1_NECL&hgewendet werden, um zu
untersuchen, wie sich der £MT1 NECLU-Komplex bei unterschiedlichen pH-Werten
verhalt. Es ware dann moglich, eine Aussage dariererhalten, ob der Komplex

beispielsweise in der Vakuole der Zelle (saurenNger) zerfallt oder nicht.

5.3.3. Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie

Um Strukturinformationen tber apo-MT1_NECLU und ,@4T1_NECLU zu erhalten,
wurde in der vorliegenden Arbeit, neben der CD-3skopie, die NMR-Spektroskopie als
experimentelle Schliisselmethode verwendet. So dsbet der Strukturbestimmung von

Proteinen mittels NMR mdoglich, mit Hilfe von zwemdénsionalen NOESY-Spektren
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Aussagen Uber die raumliche, dreidimensionale 8trukines Proteins zu treffen. NOESY-
Spektren werden bei Bedingungen aufgenommen, bendder Nuklear-Overhauser-Effekt
ausgenutzt wird und die Magnetisierung Uber digoléopplungen im Raum ausgetauscht
werden kann. Die Aufnahme von eindimensionalen dnetspektren und von
zweidimensionalen COSY- und TOCSY-Spektren ist dab&vendige Voraussetzung fur die
Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Pnotonden einzelnen Aminosauren. Fur
die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte Stankhtersuchung wurden die Bedingungen
so gewahlt, dass 1 mM des synthetischen MT1_NEGLBLD bidest., das 10 %0 und
0,03 % 2-Mercaptoethanol (als Reduktionsmittelhestt, gelost. Da die in Wasser bestimmte
dreidimensionale Struktur von Proteinen artifiziedt, wurde versucht, ein dem Cytosol
angendhertes  Puffersystem fur die NMR-Strukturbesting zu verwenden
(Kaliumphosphatpuffer). Nach Zugabe von Cd(ll) wardllerdings eine Prazipitation im
NMR-R6hrchen beobachtet, wobei es sich vermutliaih @d(Il)-Phosphat handelte. Eine
Prazipitation ist fur die NMR- und CD-Spektroskopiaglnstig, da in diesem Fall keine
homogene L6sung vorliegt. AulBerdem kénnte dannhdai@s MT1_NECLU kein Cd(ll)
mehr komplexiert werden, da es am Phosphat gebusteeshalb wurde in den weiteren
Untersuchungen mit ungepufferten wassrigen Losuggeanbeitet.

Das *H-NMR-Spektrum sowohl von apo-MT1_NECLU als auchnv8d-MT1_NECLU
zeigt eine geringe Auflosung flr den gesamten Rmestbereich. Auffallend ist, dass alle
Amidprotonenresonanzen innerhalb einer schmalenoRexyvischen 8,11 und 8,49 ppm fur
apo-MT1_NECLU und zwischen 8,09 und 8,47 ppm flur,-8id1_NECLU gefunden
wurden, was auf die Abwesenheit einer Sekundarstruk diesen Proteinen hinweist. Eine
relativ niedrige spektrale Dispersion, besonders iAmidprotonenbereich, wird
typischerweise in unstrukturierten Polypeptidenugden (Takahastet al., 2009), wahrend
gefaltete Proteine Signaldispersionen von nahegpnd fiir die Amidprotonen zeigen. Dies
wird zusatzlich bestatigt durch die Analyse dert&diettenresonanzen, die fur alle Serine
und Cysteine stark tUberlagern, was darauf hindedésts keine Strukturmerkmale vorliegen,
die eine Verschiebung dieser Resonanzen unteren&edvorrufen wirde. Diese Ergebnisse
sind in Ubereinstimmung mit den erhaltenen CD-speskbpischen Daten. Fir 9 von
24 Aminosauren des MT1_NECLU zeigen die 2D-COSY-d uBD-TOCSY-Spektren
zusatzlich zu den breiten, wenig aufgelosten Sempddoch auch gut aufgeldste Resonanzen,
die allerdings sequentiell nicht zugeordnet werklennten aufgrund fehlender NOEs in den
2D-NOESY-Spektren.
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Bei Proteinen ging man bisher davon aus, dass dedichensionale Struktur die
Voraussetzung fur die Funktion des Proteins istdém vergangenen zehn Jahren wurden
jedoch immer mehr Proteine und Proteindoméanen gefundie unter physiologischen
Bedingungen ungefaltet vorliegen. Diese Proteine, @ine neue strukturelle Kategorie
darstellen, bezeichnet man als ,intrinsisch unstniért® bzw. intrinsisch ungeordnet*
(Wright & Dyson, 1999; Dyson & Wright, 2005; Richtest al., 2007). Intrinsisch
unstrukturierte/ungeordnete Proteine besitzen mictg-starre Struktur unter physiologischen
Bedingungen. Die Molekile sind gestreckt, hochiiekund haben wenig Sekundar- und
Tertiarstruktur. Sie verhalten sich nur selten wehte yfandom coil“-Proteine, sondern
neigen vielmehr zur Bildung lokaler Strukturelengender hydrophober Cluster. Intrinsisch
ungeordnete Proteine spielen in Transkriptions- uhdnslationsprozessen, bei der
Signaltransduktion und Zellzyklus-Kontrolle einelRoDyson & Wright, 2005). Ahnliche
Funktionen wurden auch fur andere MTs beschrieben.

Auf der Basis der gefundenen NMR-spektroskopisdbaten lasst sich schlussfolgern, dass
das apo-MT1_NECLU eine vollstandig unstrukturigfenformation einnimmt. Die Zugabe
von Cd(ll) zeigte keinen Effekt auf die NMR-Spekireon MT1_NECLU. Die beobachteten
Resonanzen in der Aminoséuresequenz vog-NCdl NECLU bleiben unverédndert und
weisen kaum chemische Verschiebungseffekte auf, den Hinweis fir
Konformationsveranderungen sind. Wegen der Ahnéith#ter ein- und zweidimensionalen
Protonen-NMR-Spektren von apo-MT1_NECLU im Vergtemum Cd(lIl)-beladenen Protein
kann man davon ausgehen, dass sich durch die Zwgab€d(ll) die Konformation des apo-
Proteins kaum oder gar nicht andert. Das lasstlsslonders auch anhand der Kreuzsignale
im 2D-TOCSY-Spektrum beider Proteine zeigen, dei@entisches Kopplungsmuster zeigen
(s. Abbildung 4-37). Allerdings wurde bei den CD-98angen eine Anderung der Elliptizitat
festgestellt, wonach man fur das MT1 _NECLU eineloop-ahnliche dreidimensionale
Struktur postulieren konnte. Diese These wird aultirch die berechneten Modelle
unterstitzt, da die Aminosauren des MT1_NEdbop-dhnlich erst halb rechts-, dann halb
links-gangig um die komplexierten Cd(ll)-lonen gewen sind (s. Abb. 4-30). Auch bei den
Strukturbestimmungen aller anderen bisher untetsuciMetallothioneine konnten keine
Sekundarstruktur-Elemente beobachtet werden. A&elriebenen Metallothioneine besitzen
loop- und coil-&hnliche Strukturmerkmale, au3er das MTA_NOTCO dais antarktischen
Dorsch, fur das einigHelix-Motiv gefunden wurde (Schultzet al., 1988; Capasset al.,
2003).

Fur das Kupfer-Metallothionein GWMT_NEUCR audNeurospora crassa konnten 152 NOE-
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restraints, also dipolare, raumliche Wechselwirkungen zwischden Protonen der
Aminosauren identifiziert werden (Cobiret al., 2004). Mit Hilfe dieser NOEs war die
Erstellung eines Modells méglich. Im Gegensatz diaanten in der vorliegenden Arbeit
kaum brauchbare NOE-Signale fur das MT1_NECLU b@a&-MT1 _NECLU beobachtet
werden, weshalb die MD-Simulationen ohne Nf@&raints durchgefuhrt wurden. Fir das
Fisch-Metallothionein MTA_NOTCO konnten 373 NQ&Straints detektiert werden, was die

Berechnung einer dreidimensionalen Struktur ernctiti (Capasset al., 2003).

In den drei verschiedenen Homologiemodellen des NNECLU konnten theoretische
Abstande der Cd(ll)-lonen zu den Schwefelionendsi Komplexierung von Cd(ll) an die
Cysteinreste von ca. 2,3 A berechnet werden (s14.3Demzufolge sollte der Abstand
zwischen zwei Schwefelionen mind. 4,6 A betragesr, Abstand der Kohlenstoffatome und
Protonen wére noch gréRer als 4,6 A (Abb. 5-8).rl#ee Bindungslédnge von mehr als 5 A
gibt es keine dipolaren Wechselwirkungen, wie altdlikayil et al. (1989) beschreiben.
Dies ist moglicherweise eine Ursache dafiir, daseeketerresidualen NOEs detektiert
werden konnten. Allerdings wurden auch kaum insigigale NOEs, die Bindungslangen
unter 5A entsprechen, beobachtet. In Chelatkoneplekonnten die Autoren Renz-
Kreikebohmet al. (1991), Engelhardt & Renz-Kreikebohm (1989) uncig&lhardtet al.
(1991) eine Bindungsléange zwischen Cd(ll) und dehig@nden von 2,5 bis 3 A bestimmen.
Diese Bindungslange im Chelat-Komplex ist somitaswroRer, als sie fur die Cd(ll)-Thiol-
Komplexierung im MT1_NECLU bestimmt wurde. Man kéareine starkere Komplexierung
des Cd(Il) an das MT1_NECLU annehmen. Stillmainal. (1994) fanden fur Cu-Thiol-
Komplexe Bindungsléangen von ca. 2,15 bis 2,3 A.sDigirde den Bindungslangen von
Cd(Ill) im MT1_NECLU &hneln, allerdings kann man Qunad Cd-lonen-Komplexe nicht
direkt vergleichen, da Cu einen kleineren Atomradhat als Cd. Fir die-Domane des
Metallothioneins 2a aus Kaninchenleber konnten f@Qd-S-Komplexe (terminal)
Bindungsléangen von 2,47-2,61 A mittels NMR, MM/MEndlecular mechanics/dynamics)
und DFT @ensity functional theory) bestimmt werden (Yalovegat al., 2007). Nicht
terminale, sogenannte Briicken-Schwefelatotredging) dagegen haben Bindungslangen
von 2,58-2,59 A. Dien-Doméne des MT-2a kann 4 Cd(ll)-lonen iber 11 GgdReste
komplexieren, was zu diesen Briicken-Schwefelatofillert. Diese Doméne selbst ist grol3er

als das MT1_NECLU, es waren daher auch die gro/@refungslangen erklarbar
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Abb. 5-8: Schema der Komplexierung zwischen einemdfll)-lon und vier Schwefelionen sowie deren
theoretisch berechnete Bindungsléangen (in A).

Es ist méglich, dass das native MT1_NECLU, weldne€ytosol der Zelle vorkommt, eine
andere Struktur als in J@ bidest. aufweist. Viele intrinsisch ungeordnetetéine gehen
einen Ubergang zu einem geordneten Zustand ein fadten in stabile Sekundar- oder
Tertiarstrukturen bei der Bindung an ihre Zielmdilek wie beispielsweise stabilisierende
Proteine, Chaperone oder Metall-Ubertrager, waslned, dass sie gekoppelte Faltungs-
Bindungs-Prozesse durchlaufen (Dyson & Wright, 3005

Wahrend mit Hilfe der NMR-Spektroskopie Losungdstuven von Proteinen bestimmt
werden, ist die Rontgenkristallographie eine andédglichkeit, um Strukturinformationen
Uber Protein-Kristalle zu erhalten. Fir das Methilinein 2 aus Ratte (MT2_RAT) wurde
die dreidimensionale Struktur mittels Roéntgensudmalyse (Robbingt al., 1991) und
NMR-Spektroskopie bestimmt (Schulteeal., 1988). Brauret al. (1992) verglichen beide
Strukturen miteinander und konnten eine gleichgeafleine Polypeptidfaltung mit gleichem
molekularen Bau feststellen. Dig-Domane, die fur die Homologiemodellierung des
MT2_RAT Verwendung fand, besitzt eine rechtsgan@gektur. Die grof3ten Unterschiede
der Kristallstruktur im Vergleich zur Loésungsstruksind die Kristall-Packungs-Effekte, die
vor allem in derloop-Region 9-15 und in der C-terminalen Region 24-30nzTragen
kommen. Die-Doméne zeigt dabei eine weniger gut durch NMR-Datefinierte Struktur,
man kann dies auch als eine héhere dynamische bmogdbezeichnen. Die Cystein-Motive
C-x-C in derp-Doméne des MT2_RAT zeigen eihalf-turn-Sekundarstruktur. Da fur das
kleine Metallothionein MT1_NECLU auBldiscus lugdunensis Stamm H4-2-4 mittels CD-
und NMR-Spektroskopie keine Sekundarstrukturmerknestimmt werden konnten, ist es
maoglich, dass keine Kiristalle dieses MTs erzeugtrdere konnen, die zu einer
Rontgenkristallstruktur fihren. Generell haben Methioneine ein flexibleres Polypeptid-

Ruckgrat, als andere Proteine mit einer distink&skundarstruktur. Diese erstaunliche
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Eigenschaft ist auch der Grund daflrr, dass Metabtloeine verschieden grof3e Schwermetall-
lonen komplexieren kbnnen, ohne dass sie ihre Kaordbon wesentlich verdndern mussen
(Ngu & Stillman, 2009a). Eine Kristallstruktur-Arygle von MT1 _NECLU kann

wahrscheinlich keine Informationen Uber ungeord@eigténde liefern, sondern nur Hinweise
auf deren Existenz durch die Abwesenheit von Ebeldndichte in lokalen Regionen des

Proteins geben.

Die Konzentration einer Substanz ist bei NMR-Stoakbhtersuchungen ein entscheidender
Faktor. Bei den Messungen mittels 600 MHz-NMR-Spwketer wurden 2,6 mM
MT1_NECLU verwendet, was ca. die 2,5-fache Konzgmn im Vergleich zu den
Messungen mittels 400 MHz-NMR-Spektroskopie war. i Baer microcoil NMR-
Spektroskopie betrdgt die Menge an gelostem MT1 INECdas fir die Messungen
verwendet wird, ca. 1,5puL = 9 pug. Bei 650 pL esegetem MT1_NECLU wurden ca.
1,5 mg Substanz verwendet. Die fur NMR-Messungen6bé MHz verwendete Menge an
MT1 _NECLU betrug also ca. 1/150 im Vergleich zur04MHz-NMR-Spektroskopie.
Trotzdem konnten fast genauso gut aufgeldste Sgrekdufgenommen werden. Bei einer
hoheren Konzentration an MT1_NECLU konnten wahrsdiodh bessere Spektren mit
intensiveren Signalen erhalten werden, die abérdemn keine vollstdndige Zuordnung der

chemischen Verschiebungen der Protonen zulassetewdir

Der Vergleich der Spektren bei 400 MHz und 600 MiSz schwierig, da erstens die

Messungen bei 600 MHz mit einemicrocoil-Spektrometer durchgefuhrt wurden, wahrend
die Messungen der Spektren bei 400 MHz in einerkdmemlichen Probenkopf erfolgten.

Zweitens wurde bei den Messungen mitteisrocoil 600 MHz-NMR-Spektrometer kein

interner Standard zugesetzt, der als Referenz mhukg der Messungen bei 400 MHz
benutzt wurde. Hinzu kommt die Messung der NMR-$@ek bei unterschiedlichen

Frequenzen (400 und 600 MHz) und magnetischen ditlgen (Magnetfeld; 9,4 und 14,1

Tesla). Je hoher die magnetische Flussdichte, dester die Empfindlichkeit und die

Auflésung (Lehmann, 2007).
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5.4. Strukturanalyse des nativen MT2_NECLU

Die online-Kopplung der Kapillar-HPLC an dasicrocoil 600 MHz-NMR-Spektrometer
lieferte keine NMR-Daten. Auch nach der Erh6hung Aezahl derscans/Analysen pro
Spektrum konnten keine chemischen Verschiebungéektikrt werden. Grund hierfur ist
wahrscheinlich eine zu geringe Konzentration des/@a MT2_NECLU in der Probe. Fir
Peptide mit Massen von ca. 1300 Da wurde ein Detestimit von ca. 300 pmol fir
microcoil-Messungen festgestellt (Hentschetl al., 2005). Nach der Quantifizierung des
MT2_NECLU wurde in der Probe eine Konzentration wan 15 pmol/pL berechnet. Diese
geringe Konzentration (1/20) ist mittels UV-Detektibei 220 nm noch detektierbar, aber fur

microcoil NMR-Messungen zu gering.

Eine Alternative, um kleine Substanzmengen mitfi4R untersuchen zu kénnen, ware die
Verwendung einer HPLC-SPE-NMR-Kopplung, bei der gsviinschte Substanz, hier z. B.
das Metallothionein, mehrmals hintereinander nsttdPLC getrennt und mittels SPE-Saule
(solid phase extraction column) aufkonzentriert wird. Anschlieend ist ein Wedhdes
Losungsmittels, welches fur die NMR-Messung optinsal moglich. Der Analyt wird in
einem kleinen Volumen und damit in einer hohen Kameation von der SPE-Saule eluiert
und fir die NMR-Messungen verwendet (Seger & St@00,7). Diese Methode ist heute eine
gangige Methode, um Sekundéarstoffe oder Stoffgdmisn (potenziellen) Arzneipflanzen,
wie z. B. Polyphenole (z. B. atiypericum perforatum — Echtes Johanniskraut; Tatstsal .,
2007), Coumarine (Lambertet al., 2005), Iridoide und Terpenoide (z. B. aus
Harpagophytum procumbens — Afrikanische Teufelskralle; Clarksa al., 2006), Saponine
(Nyberget al., 2003) und Alkaloide (z. B. auSorydalis solida — Gefingerter Lerchensporn;
Sturmet al., 2007) zu identifizieren.

In zukinftigen Untersuchungen sollten MT2_NECLU#E@nen mittels analytischer HPLC
fraktioniert und lyophilisiert werden, um das Lyd@at in einem sehr kleinen Volumen an
Lésungsmittel (wie gehabt) mit 0,03 % 2-Mercaptaethl aufzunehmen. Dadurch ware eine
Konzentrierung des MT2_NECLU mdglich und NMR-Spektrmessbar. Eine andere
Struktur des nativen MT2_NECLU im Vergleich zum thegtischen MT1_NECLU ist nicht
zu erwarten, da der Serin-Threonin-Austausch (Thirebesitzt nur eine Methylgruppe mehr

als Serin) nicht relevant fur die Struktur ist.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Der Stamm H4-2-4 des aquatischen Hyphomyckl@scus lugdunensis, der aus einem stark
mit Schwermetallen belasteten Standort isoliert deurbildet unter Cd(ll)-Stress das
Metallothionein MT2_NECLU. Im Stamm H8-2-1 aus emenoderat belasteten Standort
(Jaeckekt al., 2005) wurde dagegen unter Cd(Il)-Stress das MTEICINJ induziert, das sich
nur durcheinen Aminoséaure-Austausch vom MT2_NECLU unterscheifleéses Ergebnis
weist zusammen mit morphologischen Unterschieden,achdtumsunterschieden,
unterschiedlichen Thiol-Induktionen und leicht amhenden 18S rDNA-Sequenzen (Braha,
2004) auf die Bildung von zwei Okotypen dieses d2ilhin. Weitere Hinweise zur Okotyp-
Bildung dieser beiden Stamme voH. lugdunensis konnten zuklnftige 28S rDNA-

Sequenzierungen aufdecken.

Alle Untersuchungen wurden mit dem gesamten Pilanydurchgefihrt. Um auch

Unterschiede bei der Cd(ll)-Stressantwort in veesbdnen Zelltypen dieses Pilzes
untersuchen zu koénnen, ist die Laser-Mikrodissektron Einzelzellen (Spitzenzellen und
nachfolgenden Zellen) die Methode der Wahl. Ersteet$uchungen (Leyh, 2009) zeigen die
gute Anwendbarkeit dieses Systems auf das Pilzmixel Detektion geringster Mengen an
verschiedenen Thiolen, wie Cys, Cys-GlyGlu-Cys und GSH, die aus den Einzelzellen
extrahiert werden, ist mittels kapillarelektropheher Trennung und Laser-induzierter

Fluoreszenzdetektion moglich.

Mittels molekularbiologischer Untersuchungen konntlas Gen, welches fur das
MT2_NECLU codiert, identifiziert werden. Die Squérzing der regulatorischen Genregion
zeigte, dass das Gen vermutlich dunphktream activating sequences reguliert wird, die schon
aus Hefen bekannt sind. Um die genaue RegulatiesediGens untersuchen zu kdnnen, ware
es notwendig, eine grofRere Region vor diesem Geawviesdownstream-Sequenzen zu

analysieren.

Die Induktion dieses Gens unter Cd(ll)-Stress keremich auf RNA-Ebene nachgewiesen
werden. Da eine zweite, induzierte Bande detektiedrde, musste mittels weiteren

Sequenzierungen des Genoms abgeklart werden, weswsich dabei handelt.
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Die Quantifizierung der Thiole, wie Cys, Cys-GlyGlu-Cys, GSH und PC2, ergab eine
Erhéhung der Gehalte unter Cd(ll)-Stress. Dabeinkem Cd(Il)-abhangige Unterschiede

festgestellt werden.

Im physiologischen Experiment wurde die Indukti@s dMT2_NECLU unter Cd(ll)-Stress in
H. lugdunensis Stamm H4-2-4 beobachtet und mittels Massenspektriannachgewiesen.
Weiterhin konnte das Vorhandensein einer Vorstules dMT2_NECLU, das Met-
MT2_NECLU, mittels RP18-HPLC mit anschlielenderntadh-Nachsaulenderivatisierung
nachgewiesen werden. Durch Cd(ll)-Stress erhohtengele an MT2_NECLU und die
Aminosaurefolge tragen dazu bei, dass das Methioiint bei allen Molekiilen abgespalten
werden kann. Es miusste ebenfalls untersucht werdendiese Vorstufe auch fur das
MT1_NECLU im Stamm H8-2-1 voRl. lugdunensis mittels Massenspektrometrie eindeutig

nachgewiesen werden kann.

Die Strukturuntersuchungen des synthetischen MTIINE zeigen, dass das apo-
MT1_NECLU keine Sekundarstruktur-Elemente aufweNstch der Komplexierung mit zwei
Cd(l)-lonen &andert sich die Struktur nicht wesehtl man koénnte eindéoop-ahnliche
Struktur vermuten. Um madglicherweise noch mehr i&tninformationen zu erhalten, wére
die Bestimmung der Kristallstruktur des MT1_NECLUttels Rontgenkristallographie eine
geeignete Methode. Weiterhin gibt es die Mdglichkdas kleine Protein mittels schwerer
Isotope £C und/oder™N) zu markieren, um noch mehr Informationen tibessda Struktur
zu bekommen. Auch der sequentielle Austausch eiazédminosauren, wie Cystein, uber
Peptid-Bibliotheken kénnte zu einem noch bessereerstéindnis der Struktur des
MT1_NECLU fuhren.

Die Untersuchung des nativen MT2_NECLU konnte histient mittelsonline-Kopplung der
Kapillar-HPLC an das NMR-Spektrometer erfolgen. vieiteren Untersuchungen sollten
angereicherte MT2_NECLU-Fraktionen mittetscrocoil-NMR analysiert werden, um die

Struktur des Proteins zu bestimmen.
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8. Anhang

8.1. Bestimmung der Trockenmassen

Trockenmasse nach Wachstum in Flissigkultur ohne Cd ()}
2,5

@ Oberflachenkultur ohne Cd(ll)
| @ Oberflachenkultur mit Standortwasser
2 4 @ Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll)

] @ Oberflachenkultur mit 100 pM Cd(ll)

1,54

Trockenmasse [g/L]

0,5 A

0 2 5 6 7
Zeit [d]

Abb. 8-1: Bestimmung der Trockenmasse vordeliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flassigkultur

ohne Zugabe von Cd(ll) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50
und 100 pM Cd(ll).

Trockenmasse nach Wachstum in Flissigkultur mit 25 UM Cd(l1)
2,51
@ Oberflachenkultur ohne Cd(ll)
@ Oberflachenkultur mit Standortwasser
B Oberflachenkultur mit 50 pM Cd(l1)
@ Oberflachenkultur mit 100 uM Cd(ll)
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Abb. 8-2: Bestimmung der Trockenmasse vordeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flassigkultur

nach Zugabe von 25puM Cd(Ill) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 puM Cd(ll).
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Trockenmasse nach Wachstum in Flussigkultur mit 50 UM Cd(l1)
2,5

@ Oberflachenkultur ohne Cd(ll)
@ Oberflachenkultur mit Standortwasser

24 MEOberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll)
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Abb. 8-3: Bestimmung der Trockenmasse vordeliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flassigkultur

nach Zugabe von 50 uM Cd(Il) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 puM Cd(ll).
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Abb. 8-4: Bestimmung der Trockenmasse voideliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur

nach Zugabe von 25uM Cd(Il) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 puM Cd(ll).
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Tab. 8-1: Bestimmung der Trockenmasse vomleliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur
ohne Zugabe von Cd(Il) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50

und 100 uM Cd(lI)

Flissigkultur ohne Cd(in) Oberflachenkultur ohne Cd(i) Oberflachenkultur mit Standortwasser Gberffachenkultur mit 50 uv Ca(il) Oberflachenkultur mit 100 yM Cd(l)
Tag MW (7] STABW MW o/ STABW MW g7 STABW MW (7] STABW

00653 00063 0,0341 0144 0,0493 00022 00345 00079

0,0689 0,0096 0,0429 0129 0,0564 00122 0,0480 0,0095

1,4665 00150 11720 0275 13911 0,0955 1,2039 0,361

19392 0,0489 1,9368 1048 18297 05748 17220 00738

21772 00111 2,1359 0223 2,1502 00265 20297 0,0071

Tab. 8-2: Bestimmung der Trockenmasse vomieliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flissigkultur
nach Zugabe von 25uM Cd(Ill) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 pM Cd(ll)

Fllissigkultur mit 25 M Ca(l) Oberflachenkultur ohne Cd(l) Oberflachenkultur mit Standortwasser Gberflachenkultur mit 50 M Ca(il) Oberflachenkultur mit 100 yM Ca(l)
Tag MW [g/L] STABW MW [g/L] STABW MW [g/L] STABW MW [g/L] STABW
0 00452 0,0027 0200 0007 0320 0,0035 00340 0,0081
2 01255 0,0038 0501 0044 1177 0,0082 00684 0,0030
5 11459 00712 0895 0214 433 00692 1,6056 06687
7 19841 00702 1944 0313 1616 00321 19820 01179
8 21207 00092 2273 ,0101 1413 00119 21093 00237

Tab. 8-3: Bestimmung der Trockenmasse vomleliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur
nach Zugabe von 50 pM Cd(ll) und nach Vorkultur auf Oberflichenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(Il)

Flssigkultur mit 50 gV Cd() Oberflachenkultur ohne Cd(i) Oberflachenkultur mit Standortwasser Gberffachenkultur mit 50 uM Ca(il) Oberflachenkultur mit 100 yM Cd(l)
a MW (7] STABW MW g7 STABW MW [g7L] STABW MW [97] STABW

0 00871 00017 .0549 10057 10557 00059 00484 00028

00580 00069 ,0323 0087 0215 00167 0224 00056

0,1403 0,0040 2107 024 1983 00136 8057 00236

0,2047 00069 6996 034 4753 00141 3088 0,0950

02311 00208 7229 091 1517 00510 19369 00337

Tab. 8-4: Bestimmung der Trockenmasse vomleliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur
nach Zugabe von 100 pM Cd(ll) und nach Vorkultur ad Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 pM Cd(ll)

Gberffachenkultur mit 50 uM Ca(il) Oberflachenkultur mit 100 yM Cd(l)

Filssigkultur mit 100 iV C(Il)_|_Oberflachenkultur ohne Cd(in Oberflachenkultur mit Standortwasser
Tag MW (7] STABW MW [o/] STABW MW [g7L] STABW MW (7] STABW
0 00539 00040 .0356 10032 051 00017 00409 00045
2 01247 00041 ,0393 0058 079 00025 00541 00030
5 0.2180 0,0099 0695 0023 2047 0,0056 0,3505 0,0892
7 01897 0,0080 0928 0050 336 00434 12539 00964
8 02027 00219 ,0992 0127 5613 00158 16476 00211

8.2. Bestimmung der Verhaltnisse von Frischmasse Zrockenmasse

Tab. 8-5: Bestimmung des Verhdltnisses von Trockenmsse zu Frischmasse vomeliscuslugdunensis
Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur ohne Zugabe von @(Il) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur
ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 pM Cd()

Fliissigkultur ohne Cd(1l) Pberflachenkultur ohne Cd(__Il) Oberflachenkultur mit Standortwasser [berflache  nkultur mit 50 uM Cd(ll) [Oberflichenkultur mit 100 M Cd(ll)
Tag MW [FM/TM] STABW MW [FM/TM] STABW MW [FM/TM] STABW MW _[FM/TM] STABW
0 32,2328 35102 63,8249 236139 46,0826 2,1546 65,8441 99311
2 27,4047 49740 40,8935 14,0151 33,0768 6.9277 38,9113 5.4209
5 6,828 0.2079 7.4713 02331 67056 0,0800 67142 0.1422
6 5,4546 0,2285 5,8097 01435 58259 1,8045 57041 0.2600
7 4,9272 0,1894 5,6580 00197 58109 0,0820 52053 01315

Tab. 8-6: Bestimmung des Verhdltnisses von Trockenmsse zu Frischmasse vomeliscuslugdunensis
Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur nach Zugabe von R2puM Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll)

Flussigkultur mit 25 uM Cd(ll) Oberflachenkultur ohne Cd(ll) Oberflachenkultur mit 25 uM Cd(ll) Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll) Oberflachenkultur mit 100 uM Cd(ll)
Tag MW [FM/TM] STABW MW [FM/TM] STABW MW [FM/TM] STABW MW [FM/TM] STABW
0 44,3522 2,1544 102,4189 3,5069 66,6069 8,3139 65,9847 146178
2 20,4641 0,3731 43,6084 7,2929 20,0425 31914 32,8430 24413
5 6,2413 0,2458 6,4610 0,1542 52613 01172 51325 1,5456
7 4,8037 0,1168 4,9820 0,0462 49171 0,0122 48417 0,1346
8 5,2252 0,1931 5,6004 0,2856 5,3102 0,2015 56119 0,1454
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Tab. 8-7: Bestimmung des Verhéltnisses von Trockenamsse zu Frischmasse vadeliscus lugdunensis
Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur nach Zugabe von 8 uM Cd(Il) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll)

Flussigkultur mit 25 v Ca(il)

Oberflachenkultur ohne Cd(l)

Oberflachenkultur mit 25 iV Ca(l)

Tag MW [FM/TM]

STABW MW [FM/TM]

STABW

Gberflachenkultur mit 50 u Ca (il

MW [FM/TM] STABW

Oberflachenkultur mit 100 uM Ca(l)
MW [FM/TM]

STABW

0 25,0329

0,9767 37,3738

3,5354

39,2563 5,6389 43,5449

2,6354

34,7014

20,2381 55,1533

21,5594

158,9037 153,2901 92,0956

24,9259

o [

18,9294

0,4406 14,7947

14881

14,7995 0,3653 8,1502

0,5567

o

13,1244

0,1827 7,5762

0,1819

9,1556 0,4931 55619

0,1750

®

13,9285

1,3299 5,6790

0,1931

6,3671 0,1248 4,8288

0,0585

Tab. 8-8: Bestimmung des Verhaltnisses von Trockenmsse zu Frischmasse vomeliscuslugdunensis
Stamm H4-2-4 in der Flussigkultur nach Zugabe von Q0 uM Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll)

Flissigkultur mit 25 uM Cd(ll) Oberflachenkultur ohne Cd(Il)
Tag MW [FM/TM]
0 38,5146
19,5062
11,8612
14,1178
14,2646

Oberflachenkultur mit 25 uM Cd(l1)
MW [FM/TM]
63,6855
48,4747
23,7844
27,3257
25,1913

Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll)
MW [FM/TM]
43,6642
28,0388
12,5605
10,8426
8,7517

Gberfiachenkultur mit 100 jM Ca(il
MW _[FM/TM]
53,5048
45,2539
11,9778
5,8880
56374

STABW
25929
0,4286
0,3489
1,0061
2,3455

STABW
7.6776
74312
2,1695
3,0102
0,5688

STABW
2,7817
1,7907
0,9458
0,9343
0,2160

STABW
71333
5,6984
3,5622
0.2405
0,1122

@ [~ o |

8.3. Bestimmung des Sulfid- und des Sulfatgehaltes

Tab. 8-9: Bestimmung des intrazellularen GehaltesraSulfid von Heliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in
der Flussigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100M Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(1l) und mit 50 pM Cd(Il) am Tag 5

Sulfid-Gehalt Oberflachenkultur ohne Cd (11) Oberflachenkultur mit 50 pM Cd(ll)
Cd(ll) in Flussigkultur MW [pmol /g TM] STABW MW [umol /g TM] STABW
0 pM Cd(l1) 0,607783 0,254849 0,829703 0,327177
25 pM Cd(l) 2,779702 0,376446 1,217547 0,333845
50 pM Cd(l) 27,229015 4,349928 11,977943 4,200983
100 pM Cd(I1) 16,198410 1,756563 13,962827 4,452061

Tab. 8-10: Bestimmung des intrazellularen Gehaltean Sulfat von Heliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in
der Flussigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100M Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(1l) und mit 50 pM Cd(Il) am Tag 5

Sulfat -Gehalt intrazelluléar Oberflachenkultur ohne Cd (11) Oberflachenkultur mit 50 pM Cd(ll)
Cd(ll) in Flussigkultur MW [pmol /g TM] STABW MW [umol /g TM] STABW
0 pM Cd(l1) 19,006163 2,465177 22,534810 9,220617
25 pM Cd(l) 68,162113 18,547871 30,444103 18,307031
50 pM Cd(l) 318,491114 64,752473 188,205803 71,058408
100 pM Cd(l) 66,732011 12,300584 163,345220 108,902187

Tab. 8-11: Bestimmung des extrazelluldaren Gehaltean Sulfat vonHeliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in
der Flussigkultur am Tag 0 und am Tag 5 nach Zugaberon 0, 25, 50 und 100 uM Cd(ll) und nach
Vorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll) und mit 50 puM Cd(ll)

Sulfat -Gehalt extrazellular Oberflachenkultur ohne Cd  (I1) Oberflachenkultur mit 50 pM Cd(ll)

Cd(ll) in Flussigkultur MW [umol /g TM] STABW MW [umol /g TM] STABW
Tag 0 -0 uM Cd(ll) 270,061587 56,040825 268,135242 34,375451
Tag 0 - 0 uM Cd(ll) angeimpft 301,676472 16,881988 271,971687 29,453643
Tag 5-0uM Cd(ll) 175,469789 15,763916 161,972633 42,900478
Tag 5 - 25 pM Cd(I) 123,784635 10,513519 152,358319 49,206556
Tag 5 - 50 yM Cd(l1) 170,580080 42,511827 151,711327 59,309981
Tag 5 - 100 pM Cd(ll) 243,400576 26,090770 216,614783 24,312278
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8.4. Bestimmung der Vitalitat

Tab. 8-12: Bestimmung der Vitalitdt von Heliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flissigkultur nach
Zugabe von 0, 25, 50 und 100 uM Cd(ll) und nach Vdwltur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit
Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll) amTag 5

Vitalitat des Pilzes Oberflachenkultur ohne Cd(Il) Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll)
Cd(ll) in Fliissigkultur MW [AF/min*ug Protein] STABW MW [AF/min*ug Protein] STABW
0 uM Cd(lIl) 5,908949 3,556317 6,067660 2,550075
25 uM Cd(ll) 4,695335 3,083385 5,310982 3,370410
50 pM Cd(Il) 3,163081 1,222568 4,601055 1,223300
100 pM Cd(11) 2,961909 0,903673 3,186803 1,012087

8.5. Bestimmung der Thiolgehalte

Tab. 8-13: Intrazellularer Gehalt an Cystein vonHeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in der Flissigkultur
nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100 uM Cd(Il) und n&cVorkultur auf Oberflachenkultur ohne Cd(ll),
mit Standortwasser, 50 und 100 pM Cd(ll) am Tag5

Cd(Il) in Flussigkuftur 0 UM Cd(I) 25 uM Cd(il) 50 pM Cd (1) 100 M Cd (1)
Cys pmol /g TM STABW pmol/g TM STABW pmol /g TM STABW pmol /g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd (1) 0,124384 0,043145 1,337276 0,790027 3,618914 1,394428 3,994477 0,853755
Oberflachenkultur mit Standortwasser 0,161592 0,020697 0,260409 0,113614 0,683886 0,150716 4,873058 2,636543
Oberflachenkultur mit 50 yM Cd(l1) 0,345177 0,082352 0,918348 0,477588 5,067993 5,138335 2,352885 2,129570
Oberflachenkultur mit 100 pM Cd(Il) 0,208701 0,087630 0,429861 0,130153 1,319873 0,730583 5,641642 2,581726

Tab. 8-14: Intrazellularer Gehalt an Cysteinylglycn (Cys-Gly) vonHeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in
der Flussigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100M Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 pM Cd(ll) am Tag 5

Cd(ll) in Flussigkultur 0 UM Cd(I) 25 uM Cd(il) 50 pM Cd (1) 100 M Cd (1)
Cys-Gly pmol /g TM STABW pmol/g TM STABW pmol /g TM STABW pmol /g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd (1) 0,033376 0,029394 0,444371 0,322004 0,732548 0,375438 4,491770 1,299166
Oberflachenkultur mit Standortwasser 0,010953 0,003367 0,031642 0,021332 0,096603 0,012925 0,904589 0,402752
Oberflachenkultur mit 50 yM Cd(l1) 0,030835 0,007357 0,070167 0,050523 0,836971 0,648825 1,897837 2,653403
Oberflachenkultur mit 100 pM Cd (Il) 0,023090 0,007183 0,045087 0,019086 0,157869 0,060529 4,408413 2,750360

Tab. 8-15: Intrazellularer Gehalt an y-Glutamylcystein (y-EC) von Heliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in
der Flussigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100M Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll) am Tag 5

Cd(Il) in Flussigkuftur 0 UM Cd(I) 25 uM Cd(il) 50 pM Cd (1) 100 M Cd (1)
y-EC pmol /g TM STABW pmol/g TM STABW pmol /g TM STABW pmol /g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd (1) 0,062928 0,026326 5,723274 4,379983 17,864928 7,369416 37,579069 7,610451
Oberflachenkultur mit Standortwasser 0,173456 0,017282 0,394922 0,128040 1,602162 0,175460 24,298947 10,653802
Oberflachenkultur mit 50 yM Cd(l1) 0,127694 0,029348 1,122147 0,748811 15,890789 16,161635 13,514444 11,233433
Oberflachenkultur mit 100 pM Cd(Il) 0,174161 0,176290 0,953186 0,386226 6,160783 3,614044 33,586264 5,727648

Tab. 8-16: Intrazellularer Gehalt an Glutathion (Gesamt-GSH) vonHeliscuslugdunensis Stamm H4-2-4
in der Flissigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 undl00 uM Cd(Il) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll) am Tag 5

Cd(Il) in Flussigkuftur 0 UM Cd(Il) 25 uM Cd(Il) 50 pM Cd (1) 100 M Cd (1)
GSH pmol /g TM STABW pmol/g TM STABW pmol /g TM STABW pmol /g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd (1) 9,945546 1,984255 35,208084 18,814050 52,943000 20,798672 67,444489 9,650879
Oberflachenkultur mit Standortwasser 9,814656 1,029689 14,528547 5,125644 25,096403 3,226188 58,517460 27,915383
Oberflachenkultur mit 50 yM Cd(l1) 11,379671 1,857894 21,965428 10,798253 58,689152 52,241475 22,203353 18,884220
Oberflachenkultur mit 100 pM Cd(Il) 10,588403 2,983801 15,062755 4,890139 22,316377 11,504744 55,443774 10,705572
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Tab. 8-17: Intrazellularer Gehalt an oxidiertem Glutathion (GSSG) von Heliscuslugdunensis Stamm
H4-2-4 in der Flussigkultur nach Zugabe von 0, 2550 und 100 uM Cd(ll) und nach Vorkultur auf
Oberflachenkultur ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd(ll) am Tag 5

Cd(ll) in Flussigkuftur 0 UM Cd(Il) 25 UM Cd (i) 50 M Cd (1) 100 uM Cd(ll)

GSSG pmol /g TM STABW pmol/g TM STABW pmol /g TM STABW pmol /g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd (1) 0,180714 0,053284 0,322694 0,132887 1,095035 0,520161 1,599191 0,395379
Oberflachenkultur mit Standortwasser 0,234026 0,017618 0,169958 0,023013 0,580819 0,204889 1,044864 0,419887
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll) 0,154181 0,035081 0,120143 0,034734 0,824780 0,644209 1,104782 0,282224
Oberflachenkultur mit 100 pM Cd(l1) 0,325058 0,315908 0,245799 0,270675 0,379647 0,232226 1,226831 0,558404

8.6. Bestimmung des Gehaltes an Phytochelatin 2

Tab. 8-18: Intrazellulérer Gehalt an Phytochelatin2 (PC2) vonHeliscus lugdunensis Stamm H4-2-4 in der
Flissigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100 pNCd(ll) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur
ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd() am Tag 5

Cd(Il) in Flussigkultur K 25 pM Cd(I1) 50 pM Cd(I1) 100 pM Cd(I1)
PC2 (GSH-Aquivalente) nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd(ll) 1,2830 2,0420 29,0157 17,0229 412,7379 147,0363 416,3032 72,3286
Oberflachenkultur mit Standortwasser 7,5303 6,2645 11,1302 6,6113 300,3187 131,2698 1125,2706 868,3776
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll) 4,8664 1,2279 22,4603 4,1471 497,8444 210,3426 597,2256 133,0335
Oberflachenkultur mit 100 uM Cd(ll) 4,8448 2,7010 15,6952 13,7627 166,3726 122,9508 639,9972 64,2589

8.7. Bestimmung des Gehaltes an Metallothioneinen

Tab. 8-19: Intrazellularer Gehalt an MT2_NECLU von Héliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der
Flissigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100 pNCd(ll) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur
ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd() am Tag 5

Cd(ll) in Flussigkultur K 25 uM cd(ll) 50 uM Cd(ll) 100 pM Cd(Il)
MT2_NECLU nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd(ll) 10,2817 9,5601 29,8514 9,3766 164,3999 75,2013 53,2837 27,0398
Oberflachenkultur mit Standortwasser 12,0630 13,1520 15,9936 21,4017 57,5431 17,6037 111,8508 96,9479
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(Il) 13,5763 9,9964 12,6071 7,6643 85,7657 62,1295 41,6923 14,3224
Oberflachenkultur mit 100 uM Cd(ll) 15,0206 9,6967 12,7085 2,3869 38,8352 11,7317 80,9211 24,1562

Tab. 8-20: Intrazellularer Gehalt an Met-MT2_NECLU von Heliscuslugdunensis Stamm H4-2-4 in der
Flissigkultur nach Zugabe von 0, 25, 50 und 100 pNCd(ll) und nach Vorkultur auf Oberflachenkultur
ohne Cd(ll), mit Standortwasser, 50 und 100 uM Cd() am Tag 5

Cd(Il) in Flussigkultur K 25 pM Cd(I1) 50 pM Cd(I1) 100 pM Cd(I1)
Met-MT2_NECLU nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW nmol/g TM STABW
Oberflachenkultur ohne Cd(ll) 4,0513 4,7251 19,4057 26,4571 59,9470 64,8036 17,6452 30,4519
Oberflachenkultur mit Standortwasser 11,8780 20,5733 19,1897 32,3367 23,7066 19,9210 26,9050 46,6009
Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(ll) 2,1954 5,3777 4,5357 7,1394 31,3839 19,5967 1,1238 2,5130
Oberflachenkultur mit 100 pM Cd(ll) 5,2242 3,3008 3,5096 1,4028 13,8901 9,0022 21,0516 16,7048
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8.8. Fraktionierung eines Pilzextraktes fur massemektrometrische

Untersuchungen

Fraktionierung und Rechromatographie eines Pilzextr aktes
65 - (50 uM Cd von 50 uM Cd-Platte)

5 | - { Fraktion 4
| Cystein DTT Fraktion 16

50 1 \ J — Fraktion 20
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40 - PC2

35 ~ \
] MT2_NECLU
30

Intensitat [mV]

25

20 -

15 4

10 4
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Zeit [min]

Abb. 8-5: Fraktionierung und Rechromatographie eines Extraktes von H.lugdunensis Stamm H4-2-4
nach Oberflachenkultur mit 50 uM Cd(Il) und Wachstum mit 50 uM Cd(ll) in der Flussigkultur;
Fraktion Nr. 25 wurde massenspektrometrisch untersaht (s. 3.2.6.).

Tab. 8-21: Zuordnung der Fragmente des HPLC-Peaks inm/z 2343,8 [M+H]" (MT2_NECLU) zu den a-,
b- und y-Fragmenten

Nr. b a Sequenz y y-H,0O y-NH; | Nr.
1 S 24
2 201,08 P 2256,76 23
3 288,11 260,07 C 22
4 389,15 361,15 T 21
5 492,16 C 1955,61 1938,60 | 20
6 579,19 551,20 S 1852,60 | 1834,55 19
7 696,23 652,25 T 1765,54 18
8 783,25 782,27 C 1664,50 ( 1646,50 17
9 897,31 N 1561,52 16

10 1000,31 C 1447,49  1429,49 | 1430,52 | 15
11 1071,36 A 1344,45( 1326,47 14
12 1128,32 | 1084,36 G 1273,42 | 1255,42 | 1256,34 | 13
13 1215,47 A 1216,40( 1198,51 | 1199,42 | 12
14 1302,43 C 1145,35 1128,32 | 11
15 1430,52 N 1042,35( 1024,32 | 1025,40 | 10
16 T 928,30 | 910,30 911,27 | 9
17 1620,54 C 827,27 809,24 8
18 S 724,24 706,22 7
19 C 637,21 6
20 | 1911,57 T 534,19 | 516,16 5
21 S 433,14 415,15 4
22 C 346,12 328,11 3
23 S 243,11 2
24 H 156,08 1
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Abb. 8-6: Tolerierbare Abweichungen der Peptid- und Fragmentmassenfehler des MT2_NECLU
(<+0,15 Da) von der theoretisch bestimmten Zerfalleasse (+0,15 bis 0,2 Da).

8.9. Gen- und Proteinsequenalignment

Gensequenzlignment
Die erhaltene DNA-Sequenz des Serin-Hydrolase-éhat Gens auld. lugdunensis ist nur

550 bp lang, fur dialignments wurde die revers komplementéare Sequenz verwendet.

H lugdunensi s  ------mmmmm e ACTTTACCATTGIC 14
A flavus CGCACCGATATCCCTATTAGAGCGT TAAACCTCCATTTTAATGTCAACTTCCCTATTGIT 1560
* k k% * kkk kK
H. l ugdunensis  AGCCAGGT CAACCCGCACATCAACCTCTTCCTCTTCTCGTCTCGGGGT TCGGTTGGCCAC 74
A flavus TCACAGGTGAACCCTCATATCAATCTCTTTTTCTTCAGCTCTCGAGGATCCGTTGGTCGC 1620
Xk kkk khkkkk *kk kkkkk kkkkk * Kk k Kk k *kkkk *kk *kk kkkkk Kk X
H. | ugdunensi s CCGGT GACACACCGCAAGGGEECGAGGATGECGT GBCBECTATCTCATGTCGCCTTTTGAG 134
A flavus CCGGT TACACAT CGCAGAGGCCGAGGEGT GBCGCGECEGT TTCTTGEGGTCTGCTATAGAA 1680
*kkkk khkkkk kkkk Xk kkkkk kkkkk kkkkk X * **k*x *kk*k Kk k%
H. l ugdunensis  AACTACCTCAAGCTAGACATGAATAAAT GGCTCAAGT TCATCAGGCACGCGGAGCTCCTT 194
A flavus CAGTATATTAAGCTGGATTTGAATAAATGGCT TAGAGT CCTGCGACACTTAGAACTGITA 1740
* k% * kkkkk Kkk XKk kkkkkkkkkk*x X * % %* *  k k% **x *kk*k *
H. | ugdunensi s CCGCGGECCGT TGGGACAAGACT GGAGT CAGCT CTGGCT GCAGCAATTCAGCGGCACCATC 254
A flavus CCACGACCACT GGGCCAAGAT TGGAGCGAGAT TTGGCTGCAAAAATTCAGT GGGACCATA 1800
**x k% k% *kkk kkkkk kkkkk **k k kkkkkkkk Xk kkkk*k *k kkkkk
H. l ugdunensis  ACCATATGGCCCAAATCAATCCCGTCGGACTTTTGGCATATTCTGACGGACCCGGATCCC 314
A flavus ACAATCT GGCCAAAAACCAT CCCGTCCGATTTCTACTATATCCTTTCGGACCCTACCCCC 1860
XKk kk kkkkk kkk *k kkkkkkkk k*k **k Xk *kk*k kk *kkkk Kk Kk * % %
H. l ugdunensis  TCGACGCTAGCCCGCATGAT TCACGAGCGACGACAGAGCGCGT TCCCGAAGCTCAAGITC 374
A flavus GAGCGATTGGCACGCATGCT TAACGT GGGCCAGCAGAGCGCCTTTCCCATGATACAATTC 1920
* * kk kkkkkk kk kkk kk*k X *kkkkkk*k *k*k *k*k *x * X *  k k%
H. l ugdunensis  ATAGCGAACCGGCT CAAGCT GGAGCGECT GGT GGAGCAGEGT CGECGAGAGT- CGCGECC 433
A flavus ATCAAGAACCGCCT! CAAGATCGAGAATGCGATCT TAAAGGGGCTACACCAATACTCCCCC 1980
* % khkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkk * *kx *kkk ok * * k k% * %

H. lugdunensis  ATGGGTGCGCAGAGGAAGT CTCCCCACCATCATGA- - GTGACGATGACCTGCGCAGCCTT 491
A flavus GCGGTGTCACCGCI:GCAGTCCCGTCGGAAACGCGGTCATGCCGCI?AAGCCTTCGGATCCG 2040
* % * k% * kkkk Xk * *k k% *

H. lugdunensis  ATGGTCGATGAGAT TGGAAACGAGG- CGACGACAGAGGACGAGACGACGGAAGEEGAGGA 550
A flavus ATGGTAGAACGTCT TGACCATAATCT CCCCGATCGT CAGCCCGACAACAAAGAGGATTTA 2100

kkkkk kK * kK * * * kK * *kk kK * * %
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Proteinsequenzalignment
Die erhaltene DNA-Sequenz des Serin-Hydrolase-éhati Gens aud. lugdunensis ist nur

550 bp lang, fur dialignments wurde die revers complementére Sequenz verwendet.

H lugdunensis  ---------mmmmmi o FTI VSQVNPHI NLFLFSSRGSVGH 24
A flavus KRDGTLAPYSFGHKWKDGSLRTDI Pl RALNLHFNVNFPI VSQVNPHI NLFFFSSRGSVGR 540
*' ************: ********:

H. lugdunensis  PVTHRKGRGARGGYLMSAFENYLKLDVNKW.KFI RHAEL L PRPLGODWSQLW.QQFSGTI 84

A flavus PVTHRRGRGARGGFL GSAI EQYI KLDLNKW.RVLRHLEL L PRPLGQDWSEI W.QKFSGTI 600
*****: *******: * **: *: *: ***: ****: o * % ************: ***: * Kk k ok k

H. lugdunensis  TI WPKSI PSDFVWHI LTDPDPSTLARM HEGRQSAFPKLKFI ANRLKLERLVEQGRRESRP 144

A flavus TI WPKTI PSDFYYI LSDPTPERLARM.NVGQQSAFPM QFI KNRLKI ENAI LKGLHQYSP 660
***** *kkkk . :** * % * **** * * Kk ok ok k ::** **** * : T

H. lugdunensis  WR------- RG-------------- SLPTI MSDDDLRSLMVDEI GNEATTEDETTEGE 182

A flavus AVSPAQSRRKRGHAGKPSDPM/ERLDHNLPDRQDDNKEDLSDSSGI DSNVSSRDSCLQDS 720

H. lugdunensis  -----------mmmmmi

A flavus SNRRNRRRSTGNI FQEMRRQSAVFFDDSDL YAEDDKKVE 759

Deutlich zu erkennen sind die relativ hohen Idéten (70 %) zwischen der kh lugdunensis
identifizierten Serin-Hydrolase-ahnlichen Gen- dfrdteinsequenz und der putativen Patatin-
like Serin-Hydrolase-Gen- und -Proteinsequenz aus dexmmiceten Aspergillus flavus
(XM_002374447.1).

8.10. Sekretionsstrategie ifK. lactis (laut Herstellerangaben, NEB)

Die Sekretionstrategie wurde in Anlehnung an dasdiach durchgefihrt. Es ist dazu notwendig, GidF
Sekretionsdomaéne, die im Vektor vorhanden ist,.taen, wobei der gleicheeading frame fur das Gen und die
a-MF-Doméne eingehalten werden muf3 (Abb. 8-7). Whiteist es notwendig, eine Kex-Proteggecessing
site (KR) zwischen den-MF-Doméane und dem N-Terminus des MT1_NECLU eingefil Die einzufiigende
Xhol-Schnittstelle muss dabeipstream der Kexprocessing site liegen. Die Selektion von Transformanden
erfolgte Uber die Mdéglichkeit zur Spaltung von Aareid als Stickstoff-Quelle, da nur die mit dem \akt
transformierten Zellen das GemdS besitzen und somit Acetamid spalten und als Sti¢kgielle nutzen
kénnen. Die Induktion der Expression des MT1_NECé&dlte durch das Vorhandensein von Galaktose im
Medium erfolgen, da sich im Vektor vor dem Getil_neclu ein Galaktose-induzierbarer LAC4-Promotor
befindet.

Der verwendete Vektor pKLAC1 wurde i coli BL21 amplifiziert, isoliert und gereinigt (Abb. & Zunéchst
wurde das Gemtl neclu mittels PCR so amplifiziert, dass es am 5-Endw dRestriktionsschnittstelle fir das
Restriktionsenzym Xhol und am 3’-Ende eine Schteilis flir das Restriktionsenzym Notl enthielt. Dazu

wurden je einforward- und einreverse-Primer mit den jeweiligen Schnittstellen versehem eine PCR-
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Reaktion durchgefuhrt. Das erhaltene PCR-Produktieedann mit den beiden Enzymen geschnitten udein
ebenfalls mit diesen beiden Enzymen geschnittenekior pKLAC1 ligiert (pKLAC1:mtl). Dieser Vektor
wurde zunachst irk. coli BL21 transformiert, amplifiziert, isoliert und genigt. Es erfolgte dann eine
Restriktion des Vektors mit dem Restriktionsenzymcl§ Anschlieend wurde der linearisierte Vektor
pKLACL1::mtl in die kompetenteiK. lactis-Zellen transformiert. Dort sollte dann die Insentides Vektors mit
dem Genmtl neclu in das Genom voiK. lactis iber homologe Rekombination erfolgen (Abb. 8-9\r Mie
Transformanden, die den linearisierten Vektor reindGenamdSin ihr Genom integriert hatten, konnten dann
auf dem Selektivagar YCB + 5 mM Acetamid (mit Acetd als alleiniger Stickstoffquelle) wachsen. Diese
Transformanden wurden dann in YPGal-Medium 1-4 Thge 30 °C angezogen, in diesem sollte durch die
Galaktose der LAC4-Promotor angeschaltet und sal@ast Protein MT1 _NECLU exprimiert und sekretiert
werden. Zum Nachweis der Expression des MT1_NECLWde anschlieBend das abzentrifugierte Medium

einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen.

forward-Primer MTKLfor

TTT TTT CTC GAG AAA AGA ATG TCT CCG TGC ACC

Kex
Xhol K R M

5' NNN|CTC GAG AAA AGAATG...TAA GCG GCC GC NNN 3'

y top NotI

zu inserierendes Gen mt1_neclu
S P CTCSTU CNTZGCAGACNTT GCSCTSTCSH

TCTCCGTGCACCTGCTCTACGTGCAACTGCGCCGGCGCTTGCAACACTTGCTCTTGCACCTCCTGCTCTCAC
ACG AGA GTG ATT CGC CGG CG TTT TTT

reverse-Primer MTKLrev

Abb. 8-7: Klonierungsstrategie des Gensntl neclu in den Vektor pKLAC1 mit Spaltungsstelle fur die
Kex-Protease.

ADH2-Promotor

Abb. 8-8: Vektor pKLACL fir die Proteinexpression in K. lactis (NEB).

Sacll Sacll
| |

.3 Piaca l> mtl_neclu I:l amdS |_|5' Piaca |

genomische Insertion

—_—Ts 3
K. lactis Chromosom

Puaca

K. lactis Chromosom Praca PuLacs

Integrierte Expressions-Kassette

Abb. 8-9: Insertion des mit dem Restriktionsenzym &cll geschnittenen Vektors pKLAC1 in das Genom
von K. lactis (NEB).
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