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2. Einleitung

2.1. Modellorganismus Chlamydomonas reinbardtii

Im 19. Jahrhundert erhielt die einzelligen Grinalge Chlamydomonas (griech.: chlamys=Mantel,
monas=eins) ihren Namen durch Ehrenberg. Diese Gattung kommt in Stilwasserhabitaten und
feuchten Bodenschichten natttlich vor. Die Art Chlamydononas reinhardtii wurde 1888 von
Dangeard nach ihrem Entdecker Reinhardt benannt.

Chlamydomonas besitzt eine elipsoide Zellform und kann sich mittels zweier gleichlanger Flagellen
fortbewegen. Der Chloroplast umschlie3t becherférmig den Zellkern und enthilt einen oder
mehrere Pyrenoide. Pyrenoide sind nicht durch eine Membran abgegrenzte Bereiche, die
hauptsichlich aus RuBisCO (Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase) bestehen und
oft von Stirkekérnern umgeben sind. Im Vergleich zu héheren Pflanzen enthalt die Zellwand der
Alge keine Cellulose (Horne ez al., 1971), sondern besteht zum Grofteil aus hydroxyprolinreichen

Glykoproteinen mit Arabinose und Galaktose als dominierenden Zuckern (Jiang & Barber, 1975).

Nach Pentecost (2002) wird Chlamydomonas reinhardtii taxonomisch wie folgt eingeordnet:

Reich Plantae @

Abteilung  Chlorophyta @ 0
Klasse Chlorophyceae @
Ordnung Volvocales :
Familie Chlamydomonadaceae e

Gattung Chlamydomonas @@

IZOHmI

Die Grunalge besitzt neben der einfachen Handhabung eine Vielzahl von Vorteilen:
- Haploidie in der vegetativen Wachstumsphase
- Moglichkeit der mixotrophen Anzucht
- Methodenvielfalt zur Transformation
- Genom von Plastiden und Kern ist sequenziert (Maul e# a/., 2002; Merchant ez al., 2007)
- Stammsammlungen mit einer Vielzahl von Mutanten und Wildtypen (z. B.

http://sagdb.uni-goettingen.de).

Daher wird Chlamydomonas reinhardtii in der Forschung zur Untersuchung z. B. der circadianen
Rhythmik (Mittag & Wagner, 2003), zur Photosynthese (Davies & Grossman, 1998) und auch zur

Metallhoméostase (Hanikenne, 2003) als Modellorganismus (Harris, 2001) eingesetzt.
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Die meisten der heutzutage genutzten Wildtyp-Stimme stammen von einer Zygote ab, die 1945

durch Smith in den USA isoliert wurde (Harris, 1989; Coleman & Mai, 1997).

2.2. Metalle

Oft wird in Zusammenhang mit toxischen Metallen das Wort ,,Schwermetall” gebraucht. Die
Definition des Begriffs ,,Schwermetall ist jedoch nicht eindeutig festgelegt. Sie werden u. A.
nach ihrer Dichte oder Atommasse eingeteilt (Duffus, 2002). Da keine verbindliche Definition
des Begriffs vorliegt, soll dieser im Folgenden keine Verwendung finden. Des Weiteren ist in der
vorliegenden Arbeit, mit dem Begriff ,,Metall, immer die ionische Form gemeint.

In den Biowissenschaften ist die Einteilung der Metalle in essenziell und nicht-essenziell sinnvoll.
Viele der Ubergangsmetalle sind essenziell. Diese konnen, wie z B. Eisen und Kupfer, in
verschiedenen Oxidationsstufen vorliegen und somit Elektronentransportvorginge ermoglichen.
Den nicht-essenziellen Metallen Blei und Quecksilber konnten hingegen bisher keine
physiologischen Funktionen nachgewiesen werden. Auch Cadmium gehort zu den nicht-
essenziellen Metallen, hat jedoch unter Zinkmangel eine physiologische Funktion in einer
Carboanhydrase der marinen Diatomee Thalassiosira weissflogii (Lane et al., 2005).

Metalle sind natiirliche Bestandteile der Erdkruste. Lokal erhohte Eintrige in die Umwelt haben
vorwiegend anthropogene Ursachen, wie z. B. den Kupferschieferbergbau im Mansfelder I.and
(Krauss ez al., 2001). Die nattrliche Cadmium-Konzentration im Boden betrigt 0,04-0,32 uM, ist
die Konzentration hoher gilt der Boden als belastet (Wagner, 1993; Sanita Di Toppi & Gabbrielli,
1999). Die hochste in der Umwelt gemessene Cadmium-Konzentration in Bodenlosung betrigt
68 uM und wurde in der Nihe einer Kunststofffabrik in Taiwan gemessen (Lee ez a/, 2004). In
Gewissern sind Konzentrationen von bis zu 600 uM Cadmium bekannt (Rio Tinto, Spanien,
Aguilera & Amils, 2005). Entscheidend fiir die Toxizitit von Metallen ist jedoch nicht die
Gesamtkonzentration, sondern deren Bioverfiigbarkeit. Letztere wird u. A. durch den pH-Wert,
Temperatur und Huminsduren beeinflusst (Tessier & Turner, 1996; Petrovic ez al., 1999; Pinheiro
et al., 1999; Ernst et al., 2008).

Die Metallaufnahme in das Zellinnere wird durch eine Vielzahl von Transportern vermittelt
(Saier, 2000; Krimer, 2010). Bei C. reinbardtii ist wenig iber Metallaufnahmesysteme bekannt. Die
Aufnahme von Eisen erfordert eine kupferhaltige Ferroxidase (Herbik ef 4/, 2002; La Fontaine ef
al., 2002). Cadmium kann durch den Metalltransporter DMT1 der Nramp-Familie (natural
resistance associated macrophage proteins), der divalente Ionen transportiert (z. B. Magnesium, Kupfer,

Eisen - aber kein Zink, Rosakis & Koster, 2005), in die Zelle gelangen. Basierend auf einer -
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silico-Analyse postulieren Hannikene ez a/ (2005a) die mogliche Beteiligung eines ZIP-Proteins
(ZRT/IRT-dhnliche Proteine; ZRT/IRT-zinc/ iron regulated transporter) bei der Cadmiumaufnahme.
Auch die intrazellulire Metallhombostase wird durch die Beteiligung einer Vielzahl von
Transportern reguliert (Krimer ez al., 2007). Bei C. reinbardtii wurde unter Cadmiumstress z. B. die
Induktion des mitochondrial lokalisierten ABC-Transporters (ATP-binding cassette) CrCdsl
nachgewiesen (Hanikenne ez 2/, 2005b).

Liegen essenzielle Metalle in suboptimalen (hier: zu hohen) Konzentrationen oder nicht-
essenzielle Metalle in Spuren intrazelluldr vor, kénnen sie toxisch wirken. Ein wesentlicher
Bestandteil der Zellschadigung ist die Affinitit der Metalle zu Sulfhydrylgruppen (Irving &
Williams, 1948; Pearson, 1963; Schitzendibel & Polle, 2002), wodurch Proteine/Enzyme
inaktiviert werden koénnen. Enzyme koénnen auch durch die Verdringung ihrer Metall-
Kofaktoren inhibiert werden (DalCorso ef al, 2008). Zum Beispiel kann Cadmium aufgrund
seiner chemischen Ahnlichkeit zu Zink dieses in Enzymen verdringen (Strasdeit, 2001; Clemens,
2006b). Redoxaktive Metalle, wie z. B. Eisen, konnen oxidativen Stress hervorrufen (Fenton-
Reaktion, Haber-Weil3-Reaktion, Koppenol, 2001). Auch nicht redoxaktive Metalle, wie
Cadmium, koénnen indirekt durch die Freisetzung von redoxaktiven Metallen, Hemmung von
Redox-Enzymen oder Bindung an Glutathion (GSH) oxidativen Stress verursachen (Stohs &

Bagchi, 1995), dies gilt auch fir Algen (Pinto ez al., 2003).

2.3. Metallentgiftung

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen eine Vielzahl von Strategien gegen Metallstress
entwickelt. Avoidance-Mechanismen verhindern die Metall-Aufnahme z. B. durch extrazellulire
Bindung an die Zellwand. Fir C. reinhardtii wuarde die Fahigkeit beschrieben, Metalle extrazellular
an die Zellwand zu binden (Macfie & Welbourn, 2000). Bei pH 7 erfolgt die extrazellulire
Bindung von Cadmium hauptsichlich iiber Carboxylgruppen (Adhiya ez a/, 2002). Die hohe
Abundanz an hydroxyprolinreichen Glykoproteinen der Zellwand von C. reinhardtii (Jiang &
Barber, 1975; Voigt, 1985) wird als ein weiterer Grund fir die Adsorptionskraft gegentiber
Metallen diskutiert.

Tolerance-Mechanismen fihren zur Detoxifizierung von Metallen, die ins Zellinnere gelangt sind.
Als intrazellulire Chelatoren spielen vor allem Glutathion (GSH), Phytochelatine (PC) und
Metallothioneine (MT) eine Rolle. Diese cysteinhaltigen Verbindungen binden Metalle nicht nur,
sondern tragen auch zu deren Kompartimentierung bei (Ernst ez al, 2008). AuBer in der
Braunalge Fucus vesiculosus (Merritield ez al., 2004; Merrifield ez al., 2006) sind in Algen bisher keine

Metallothioneine beschrieben worden.
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Glutathion
Das Molekil Glutathion (GSH) wurde 1921 zum ersten Mal beschrieben (Hopkins, 1921;
Harington & Mead, 1935). GSH ist ein Tripeptid aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und
Glycin. Die Synthese erfolgt enzymatisch tiber zwei ATP-abhingige Schritte:

(1) E + C+ ATP — y-EC + ADP + P,

2 y-EC + G + ATP — GSH + ADP + P,
Die Knipfung der partiellen Isopeptidbindung wird durch das Enzym y-Glutamylcystein-
Synthetase katalysiert (Y-ECS, (1)). Diese Reaktion ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
und der Hauptregulationspunkt in der GSH-Synthese (May ef a/, 1998; Rausch ez al., 2007).
AnschlieBend wird Glycin durch die GSH-Synthetase (GSHS) auf die y-EC-Einheit Gibertragen
((2), Noctor et al., 2002).
GSH ist von zentraler Bedeutung bei der Entgiftung von Metallen. Das Tripeptid dient als
Metall-Chelator, Redoxpuffer und Edukt bei der Phytochelatinsynthese. Die Thiolgruppe des
GSH bindet als weiche Lewis-Base die weiche Lewis-Saure Cadmium (Pearson, 1963). GSH ist
als Antioxidans an der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt, wobei die oxidierte
Form GSSG entsteht (Dixon e al., 1998; Noctor, 2006). Das Verhiltnis von GSH zu GSSG kann
somit als Mal3 fiir oxidativen Stress dienen. So steigt der GSSG-Gehalt bei C. reinhardtii nach
Cadmiumexposition an (Siripornadulsil ez a/., 2002; Briautigam e7 a/., 2011). Bei der Einschitzung
von metallinduziertem Stress muss man jedoch in Betracht ziehen, dass das Verhiltnis
GSH/GSSG nicht nur vom Redoxstatus selbst beeinflusst wird. Zum Einen wird GSH durch die
Phytochelatinsynthese aus dem zellulirem poo/ entzogen und zum Anderen steht durch Metall
gebundenes GSH nicht mehr als Redoxpuffer zur Verfigung.
Neben Glutathion sind in der Literatur auch Analoga beschrieben, bei denen die endstindige
Aminosaure Glycin durch B-Alanin (Homo-GSH, Klapheck, 1988), Serin (Hydroxymethyl-GSH,
Klapheck e# al., 1992) oder Glutamat (Meuwly ¢7 al., 1993) ersetzt ist. Homo-GSH wurde das erste
Mal von Price (1957) beschrieben, aber erst 1963 wurde das Alanin als 3-Alanin identifiziert
(Carnegie, 1963). Die Synthese von Homo-GSH aus Yy-EC wird durch eine Homo-GSHS
katalysiert (Frendo et al., 2001).

Phytochelatine

Phytochelatine (PC) wurden erstmalig in Schizosaccaromyces pombe entdeckt und zunichst als
Cadystine bezeichnet (Murasugi ez a/., 1981; Kondo e7 al., 1984). Wenig spater fand man sie auch
in Pflanzen, wodurch sie ihren heute gebriuchlichen Namen, Phytochelatine, erhielten (Grill e#
al., 1985; Grill, 1987). PC sind Oligopeptide mit der Struktur y-(EC),G. Thre Synthese erfolgt
enzymatisch durch die Phytochelatinsynthase (PCS), eine Dipeptidyltransferase (Clemens &

6
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Persoh, 2009). Die Reaktion erfolgt in zwei Schritten tber ein Acyl-Enzymintermediat

(Vatamaniuk ez al., 2004; Vivares et al., 2005):
3) GSH - yvEC+ G
) F-ECH ¥-(EC),G — v-(EO),,G

Ein alternativer Weg fiir die PC-Synthese katalysiert durch eine Caboxypeptidase konnte sowohl
in vivo far Schizosaccharomyces pombe (Isobe et al., 1991) und Saccharomyces cerevisiae (Wiinschmann ez
al., 2007) als auch in vitro (Imai ez al., 1996) nachgewiesen werden.

PCS-Gene wurden erstmals 1999 unabhingig von drei Gruppen identifiziert (Clemens ez al.,
1999; Ha et al, 1999; Vatamaniuk e al, 1999). Die PCS ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym
(Grill ez al., 1989; Chen et al., 1997; Clemens & Persoh, 2009). Die Regulation der PC-Synthese
erfolgt durch die posttranskriptionelle Aktivierung des Enzyms und ist von der Art und der
Konzentration der intrazelluliren Metalle abhingig. Cadmium gilt als der stirkste Induktor der
PCS (Hirata e al., 2005). Zunichst wurde angenommen, dass die PCS durch freie Metallionen
aktiviert wird (Grill ez al, 1989). Spiter postulierten Ha ez al (1999), dass Metallionen an
Cysteinresten der PCS binden und somit zur Aktivierung fithren, wohingegen Vatamaniuk ez a.
(2000) die Beteiligung von Metall-GSH-Komplexen diskutieren. Clemens (2006a) vermutet eine
Ubertragung der Metalle von GSH auf die PCS. Wie der Aktivierungsmechanismus durch Metalle
tatsachlich ablduft ist noch nicht abschlieBend geklirt.

Jedoch erfolgt die Regulation der PCS nicht nur durch auf Enzymebene, sondern auch durch die
metallinduzierte Verstirkung der Transkription und Translation der PCS, wie aktuelle Studien

belegen (Heiss ¢ al., 2003; Estrella-Goémez ef al., 2009).

Die Bildung von PC ist ein wesentlicher Mechanismus zur Detoxifizierung von Metallen und
Metalloiden in vielen héheren Pflanzen und Algen (Perales-Vela ef al., 2006; Ernst ez al., 2008;
Vettetlein ez al., 2009). Tabelle 1 (S. 10) zeigt einen Uberblick metallinduzierter PC in Griinalgen.
Metalle binden an den Sulfhydrylgruppen der PC analog zu GSH. Die Komplexierung von
Cadmium erfolgt tetraedrisch an SH-Gruppen von einem oder mehreren PC-Molekiilen
(Strasdeit ez al, 1991; Cruz et al., 2002; Dorcak & Krezel, 2003). Die Metall-PC-Komplexe (auch
Metall-GSH) koénnen dann in der Vakuole gelagert werden. Als Transporter fir diese
Verbindungen wurden in Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe ABC-Proteine (Ortiz
et al., 1992; 1i et al., 1997; Prévéral et al., 2009; Mendoza-Coézatl et al., 2010) nachgewiesen. Auch
in Pflanzen wird eine Beteiligung dieser Transporter diskutiert (Bovet e al, 2003; Bovet e/ al.,

2005). Bei C. reinbardtii wurde nach Cadmiumzugabe die Erhéhung der Tanskriptionsrate des
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ABC-Transporters CrMRP2 und dessen Beteiligung bei der Bildung vakuolirer Cadmium-PC-
Komplexe nachgewiesen (Wang & Wu, 2000).

In den Vakuolen von Pflanzen und Pilzen werden héhermolekulare Komplexe gebildet.
Zunichst entstehen LMW-Komplexe (low molecular weigh?), die aus Metall und Thiolen bestehen.
Durch zusitzliche Finlagerung von Sulfid und Metall bilden sich die stabileren HMW-Komplexe
(high molecular weight, Murasugi ez al., 1983; Mendoza-Coézatl ez al., 2005). Auch in C. reinhardtii
wurden diese Komplexe detektiert (Hu ez a/., 2001).

In Euglena gracilis und C. reinbardsii wurden Cadmium und PC zusitzlich in den Chloroplasten
lokalisiert (Nagel ez al., 1996; Mendoza-Cozatl ef al., 2002; Mendoza-Cézatl ez al., 2005; Nishikawa
et al., 2006). Nagel et al. (1996) zeigten fir C. reznbardtii, nach Dichtegradientenzentrifuation des
homogenisiertem Zellmaterials, dass ein Grof3teil des intrazelluliren Cadmiums im Chloroplasten
lokalisiert und an Peptide gebunden ist. Nishikawa efa/ (2006) wiesen durch
Elektronenmikroskopie neben dem Cytosol, der Zellmembran und der Vakuole den
Chloroplasten als Hauptakkumulationsort fir Cadmium bei C. reinhardtii und C. acidophila nach.
Bei der Identifizierung von Metall-Species (Metallothiolom, Wesenberg ¢ 4/, 2010) und der
Untersuchung detoxifizierungsrelevanter Enzyme (z. B. PCS) ist somit die Kompartimentierung

von Metallen, Komplexbildnern und Enzymen innerhalb der Zelle zu berticksichtigen.

Eine Gemeinsamkeit aller PC ist die Abfolge von n Yy-EC-Einheiten, wobei n meist mit 2-11
angegeben wird. PC_( wurden bisher jedoch nur in wenigen Arbeiten beschrieben und sind
vermutlich auf Artefakte bei der Analyse zurtickzufihren (Grill ez a/, 1986b; Grill ez al, 1987,
Torttes et al., 1997). Neben den klassischen/kanonischen PC ((EC),G) werden in einigen Pflanzen
auch Isoformen gebildet (Iso-PC, Abbildung 1, Rauser, 1995). Isoformen der PC unterscheiden
sich in den endstindigen Aminosduren von den klassischen PC. Das C-terminale Gly kann fehlen
oder durch andere Aminosduren ersetzt sein (Cobbett & Goldsbrough, 2002; Pawlik-
Skowronska, 2002). Die Synthese von Homo-PC ((EC),A) benétigt vermutlich eine spezielle PCS
(Homo-PCS), welcher Homo-GSH als Substrat dient (Oven e a/, 2002). DesGlyPC_; konnen
aus kanonischen PC_ durch die Abspaltung des endstindigen Gly entstehen, welche durch eine
Carboxypeptidase oder die PCS katalysiert sein kann. Auch die Synthese von CysPC | kénnte
durch den Abbau von PC, erklirt werden. Die Spaltung der y-Peptidbindung zwischen Glu und

Cys konnte durch eine y—Glutamyltranspeptidase (GGT) erfolgen (Martin & Slovin, 2000). Ob
dieses Enzym neben GSH und GS-Konjugaten auch PC als Substrat verwenden kann, ist jedoch
noch nicht bekannt.

Als physiologische Erklirung fir das Vorkommen von Iso-PC, die aus GSH-Analoga
synthetisiert werden, postulieren Sarry e al (2000), dass der GSH-poo/ fir andere zellulire

8
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Prozesse erhalten bleiben soll. Beim Vergleich verschiedener Cadmium-Konzentrationen
detektierten die Autoren vor allem bei hoheren Metallkonzentrationen Iso-PC in
Arabidopsis thaliana. Die Frage, ob Iso-PC weitere Vorteile gegeniiber den kanonischen PC

besitzen, z. B. in ihren Metallbindeeigenschaften, bleibt bisher unbeantwortet.

(’) SH
H
R
2
Rl /{/N E n
O
O OH

Abbildung 1: Phytochelatine; kanonische PC: Ri=H, R.=Gly; Homo-PC: R1=H, Ro=Ala; Hydroxymethyl-
PC: Ri=H, Ro=Ser; PCGlu: Ri1=H, R>=Glu; PCGIn=: R1=H, R;=Gln; CysPC: R1=Cys,
R>=Gly; desGlyPC: Ri=H, R,=OH.

PC mit einem zusatzlichem N-terminalem Cys (CysPC) wurden in der Grinalge Stigeoclonium tenne
nach Zink-Belastung nachgewiesen (Pawlik-Skowronska, 2003). Ein Vergleich zeigte, dass ein
Zink-toleranter Okotyp gegeniiber einem Zink-sensitiven Okotypus dieser Alge bis zu 22-mal
mehr CysPC enthielt. Auch in anderen Griinalgen kann die Existenz von Iso-PC vermutet
werden, da in vielen Arbeiten von einer unvollstindigen Identifizierung und fehlerhafter
Quantifizierung der PC ausgegangen werden kann (Tabelle 1). Mogliche Fehlerquellen bei der

Analytik von Phytochelatinen werden im folgenden Kapitel naher besprochen.
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Tabelle 1: Grinalgen in denen PC nachgewiesen wurden, die Bildung weiterer PC und

Isoformen ist wahrscheinlich/spekulativ

Griinalge Metallexposition PC Referenz
Chlamydomonas acidophila 60/1500 uM Cd PCas (Nishikawa et al., 2006)
Chlamydomonas reinbhardtii 20 uM Cd PCss (Gekeler et al., 1988)

120 uM Cd PC (Howe & Merchant, 1992) *
10 uM Hg
100 uM Cd PCay (Hu et al,, 2001) *
50 uM Cd PCay (Kobayashi et al., 20006)
(PCo.3desGly)**
500 uM As(III) PCsy
(PCa3desGly)**
6 pM PCay (Nishikawa et al., 2006)
Chlamydomonas moewnsii 8,9-89 uM Cd PCoy* (Suarez et al., 2010)
Chlorella fucsa 20 uM Cd PCas (Gekeler et al., 1988)
Chlorella vulgaris 0,9 uM Cd PCss (Simmons et al., 2009)
Dunaliella tertiolecta 200 uM Zn PCas (T'suji et al., 2003) *
400 uM Cd
Euglena gracilis 25/100 uM Cd PCz; (Mendoza-Cozatl et al., 2006) *
Monoraphidium minutum 20 uM Cd PCss (Gekeler et al., 1988)
Scenedesmus acutiformis 20 uM Cd PCos (Gekeler et al., 1988)
Scenedesnins vacnolatus 1000 uM Cd PCss (Le Faucheur et al., 2005) *
46 uM Cu PC; (Le Faucheur et al., 2006) *
31/41 uM Pb (kein PC; unter
8/20 uM As(III) Zn, Ni, Ag, Sb(V)
8/20 uM As(V)
20/50 uM Sb(III)
Stigeoclonium tenne 15/30 uM Zn PCoy (Pawlik-Skowronska, 2003) *
CysPCa.s
Stichococens bacillaris 100 M As(I1I) PCss (Pawlik-Skowronska et al., 2004) *
100 uM As(V)
10 uM Pb PCaoy (Pawlik-Skowronska, 2002)
PCodesGly
20 uM Cd PCas (Gekeler et al., 1988)

10
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2.4. Analyse von Thiolen

o There is a bewildering variety of published methods for the determination of thiols and their reaction products in
biological fluids and tissues.” (Dalle-Donne & Rossi, 2009)

Cystein & Glutathion

Die Analyse von Thiolen ist in vielen Bereichen der Medizin, Toxikologie und Physiologie von
zentraler Bedeutung. Vor allem fir Cystein, GSH und GSSG ist bereits eine Vielzahl von
Methoden zur quantitativen Bestimmung publiziert. Wihrend die klassische Methode der
photometrischen GSH-Bestimmmung urspriinglich iiber eine Enzymreaktion im bah erfolgte
(Tietze, 1969), haben sich im Laufe der Zeit chromatographische Methoden durchgesetzt (auch
in Kopplung an Massenspektrometrie). Erst kirzlich erschien eine Sonderausgabe des Journal of
Chromatography B zur Analyse von Thiolen (Volume 877, Issue 28 (2009)), die eine umfassende
Ubersicht bietet.
Die Extraktion der Thiole ist der erste Schritt zur Analyse. Wenn eine Diskriminierung von
GSH und GSSG erfolgen soll, muss eine artifizielle Entstehung von GSSG moglichst verhindert
werden. Daher empfiehlt sich aufgrund der raschen Autooxidation von Thiolen
(E°"(GSSG/GSH)=-240 mV) eine Aufarbeitung bei pH<7 (Aslund e al, 1997; Camera &
Picardo, 2002). Weiterhin fithrt die Aufarbeitung bei niedrigem pH-Wert zu einer Aufreinigung
des Extraktes durch Denaturierung von Proteinen, wihrend Cystein und kurzkettige
Thiolpeptide in Losung bleiben. Bei der Untersuchung von Metallstress erméglicht der saure pH-
Wert dariiber hinaus die Dissoziation der Cadmium-Thiol-Komplexe.
Der zweite Schritt der Thiolanalyse ist die Reduktion der Disulfide. Als Reduktionsmittel stehen
zahlreiche Reagenzien zur Verfiigung, z. B. Natrium-Borhydrid, 2-Mercaptoethanol, Dithiotreitol
(DTT) und Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP). Reduktionsmittel, die selbst eine Thiolgruppe
enthalten, kénnen bei der Analyse zu falschpositiven Ergebnissen fihren. Als effektivstes
Reduktionsmittel hat sich TCEP erwiesen, welches tber einen breiten pH-Bereich aktiv und
unempfindlicher gegentiber Autooxidation als z. B. DTT ist (Burns ez 4/, 1991; Han & Han,
1994; Getz et al., 1999).
An die Reduktion schlief3t sich ein SH-Gruppen-selektiver Derivatisierungsschritt an (Shimada
& Mitamura, 1994; Iwasaki e al, 2009; Monostori et al, 2009). Es gibt eine Vielzahl von
Derivatisierungsreagenzien zum Beispiel:
-Fluorophore: Jodoacetamidofluorescein (IAF, Santa ez al, 2006), Monobromobiman (MBB,
Kosower & Kosower, 1995; Newton & Fahey, 1995)
-Benzofurane: Ammonium-7-fluorobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat (SBD-F, Santa ez al., 2000);

Orthophthalaldehyd (OPA, Molnar-Perl, 2001)
11
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-Chromophore: 5,5-Dithiobis-2-Nitrobenzoesdure (DTNB, Ellman, 1959)

-Metallhaltigce Reagenzien: Ferrocene (Seiwert & Karst, 2007, Bomke e# al, 2010a), 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsiure (DOTA, Ahrends ez 4/, 2007).

Soll nicht nur eine Quantifizierung des Gesamt-GSH, sondern eine Differenzierung zwischen
GSH und GSSG erfolgen, werden vor der Reduktion zusitzliche Schritte erforderlich (z. B.:
Blockierung der freien SH-Gruppe beispielsweise mit N-Ethylmaleimid, Lock & Davis, 2002;
Hansen & Winther, 2009; Monostori ez al., 2009). Eine Moglichkeit der simultanen Bestimmung
der oxidierten und reduzierten Form ist die sequentielle Derivatisierung mit zwei Ferrocenen, die
sich in der LC und MS unterscheiden lassen (Seiwert & Karst, 2007; Seiwert ez al., 2008). Hierzu
wird zunichst FEM (N-(2-ferrocenethyl)maleimid) and GSH gebunden. Nach Entfernung des
tberschussigen FEM und Reduktion von GSSG kann FMEA (Ferrocencarboxylsiure-(2-
maleimidoyl)ethylamid) an die nun zugianglichen Thiolgruppen binden (Abbildung 2).

Abbildung 2: Reaktion von FMEA mit Thiolen (Michael-Addition) unter Bildung einer Thioetherbindung

Eine Derivatisierung der Thiole kann folgende Vorteile haben: Findet eine Vorsiulen-
Derivatisierung statt, wird die Oxidation der Thiolgruppe wihrend der Analyse verhindert.
Zusitzlich verbessern hydrophobe Derivatisierungsreagenzien die Trennung der Derivate auf
reversed-phase-Saulenmaterial (RP). Wenn das Derivatisierungsreagenz aul3erdem metallhaltig ist,
konnen Nachweisgrenzen in der in der znductiveley-coupled-plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS)
verbessert werden. So ist die Detektion von Thiolen tiber *S in der ICP-MS aufgrund des hohen
Ionisierungspotenzials (10,357 eV) von Schwefel und der Interferenz mit dem isobaren
Molekiilion "*O"O" schwierig. Nach Derivatisierung mit einem metallhaltigen Reagenz kann die
ICP-MS-Detektion des Thiols tiber das Metall unter bestimmten Vorraussetzungen zu wesentlich
besseren Ergebnissen fithren (Bomke e7 4/, 2010b; Tholey & Schaumléffel, 2010).

Bei einer Derivatisierung sind aber auch Nachteile zu erwarten. Geringe Selektivitit des Reagenz
kann zu falschpositiven Ergebnissen fithren. Zum Beispiel reagiert OPA nicht nur mit Thiolen
sondern auch mit primiren Aminen. Eine weitere Fehlerquelle ist die u. U. nicht vollstindige
Derivatisierung. Nicht zu vernachlassigen sind auch zeitlicher wie pekunidrer Mehraufwand, den
eine Derivatisierung mit sich bringt.

Letztendlich erfolgt die Detektion, je nach verwendetem Derivatisierungsreagenz z. B.

photometrisch, massenspektrometrisch oder elektrochemisch.
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Phytochelatine

Die Analyse von Phytochelatinen (PC) erfolgte bei deren erstmaligen Publikation
chromatographisch durch GroBenausschlusschromatographie und Detektion ihrer Cadmium-
Komplexe bei 250 nm (Cadmium-Thiol-Bindung, Murasugi e# a/., 1981). Drei Jahre spater wurde
bereits eine C,-Sdule zur Trennung der nativen PC eingesetzt (Detektion bei 220 nm,
Peptidbindung) und PC, und PC; mittels fast-atom-bombardement-MS detektiert (Kondo e7 al., 1984).
Auch Grill ez al. (1985) setzten eine RP-LC-Methode zum Nachweis von PC in Pflanzen ein. Die
PC wurden durch Edman-Abbau sequenziert.

Die DTNB-Nachsiulenderivatisierung (5,5 -Dithiobis-(2-Nitrobenzoesiure), Ellman-Reagenz)
wurde erstmals 1986 zur thiol-selektiven Detektion von PC eingesetzt (Grill e al). DTNB
reagiert mit Thiolgruppen unter Freisetzung von 5-Thio-2-Nitrobenzoesidure (TNB; Abbildung
3), die bei einer Wellenldnge von 410 nm detektiert werden kann (Ellman, 1959). Bis heute wird
diese Methode aufgrund ihrer einfachen Durchfihrung sowohl fir die qualitative als auch
quantitative Bestimmung von PC angewandt (Vetterlein ez a/, 2009). Unter den
Analysebedingungen absorbieren jedoch auch Cumarine und konnen somit falschpositive
Ergebnisse verursachen (Berlich ez 4/, 2002). Um dies auszuschlieBen, miissen zusitzliche
Analysen ohne DTNB-Zugabe aber mit pH-shiff durchgefithrt werden.

Ein weiterer Nachteil der Nachsidulen-Derivatisierung ist die Oxidation der PC wihrend der
Analyse, welche nicht nur zur inakkuraten Quantifizierung, sondern auch zur falschpositiven
Identifizierung fithren kann. DTNB reagiert nicht mit oxidierten SH-Gruppen, so dass eine
intramolekulare Oxidation die Quantifizierung verfilscht. Findet die Oxidation intermolekular
und unvollstindig statt, entstchen Molekiille die DTNB-positiv sind und in ihren

Retentionseigenschaften héheren PC dhneln (z. B. CysPC,-CysPC, (1740 Da) »s. PC, (1681 Da)).

HOOC COOH HOOC COOH
oy@—s—s‘@fm% + R—SH oy@—? 54<j>—No2
S

Abbildung 3: Reaktion von DTNB mit Thiolen unter Freisetzung von TNB

R

Eine weitere Methode zur PC-Analyse ist die Vorsdulen-Derivatisierung mit dem nicht-
fluoreszierenden Monobromobiman (MBB), welches mit Thiolen zu einem fluoreszierendem
Derivat reagiert (Abbildung 4) (Newton ez al, 1981; Figueroa ez al., 2007; Schulz ef al., 2008). Die
Thiolgruppen sind wahrend der Analyse vor Oxidation geschiitzt. Der Nachteil von MBB ist aber
die schlechtere Derivatisierungseffizienz im Vergleich zu DTNB. Da die SH-Gruppen bei den
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PC in raumlicher Nihe sind, kann es zu sterischen Behinderungen der Biman-Molekiile kommen

(Sneller ez al., 2000). Des Weiteren ist MBB lichtempfindlich und reagiert mit Phosphinen (z. B.

TCEP, Graham ¢z al., 2003).
O O
H,C N
3 \ 1I\ ) CH, +Br—H
/S CH,
R

Q O
H.C II\]
CTN_NL /CH + RTSH
Br CH,

Abbildung 4: Reaktion von MBB mit Thiolen unter Bildung des fluoreszierenden Addukts

Ein Nachteil der photometrischen Detektion bei beiden o. g Methoden ist, dass zur
Identifizierung der PC entsprechende Standardsubstanzen benétigt werden, die aufwendig
synthetisiert werden miussen. Mit der Existenz von Iso-PC kommt ein weiterer
Komplexizititsfaktor hinzu, was die Beschaffung der Standard-PC schwierig und kostenintensiv
gestaltet.

Eine Alternative bietet hier die Massenspektrometrie (MS) als sehr spezifische und sensitive
Detektionsmethode. Zur absoluten Quantifizierung kann die Element-MS mit ICP eingesetzt
werden. Da bei der ICP alle molekiilspezifischen Informationen zerstort werden (bis zu 7000 K
im Plasma), ist die zusitzliche Identifizierung der Thiole unabdingbar. Zur Identifizierung eignen
sich molekiilspezifische lonisationsverfahren, die unter Atmosphirendruck stattfinden wie die
Elektrospray-lonisation (ESI) und matrix assisted laser desorption ionisation (MALDI). Da MALDI
nur bedingt zur Kopplung an LC geeignet ist und ESI als sanfte Ionisierungsmethode sehr gut
fur die Identifizierung von Peptiden geeignet ist, bietet letztere Methode sich auch fir die
Analyse von PC an (Chassaigne ¢ al, 2000). ESI-MS/MS wutde bereits erfolgteich zut
Identifizierung von PC aus komplexen Extrakten (Vacchina ef a/, 2000; Chassaigne ef al., 2001;
Briutigam et al., 2009b) und in der Kopplung mit Flussigchromatographie eingesetzt (El-Zohri ez
al., 2005; Sarry ez al., 2006; Briutigam ef al., 2010a).

Einen umfassenden Uberblick zu Méglichkeiten und Grenzen der PC-Analytik mittels MS- und
LC-MS-Verfahren geben Wesenberg ¢/ (2010). Nur MS-basierte Methoden ermdglichen die
eindeutige Identifizierung und akkurate Quantifizierung von PC-Apoformen. Jedoch bleibt die
Analytik der Metall-Komplexe (Metallothiolom) mittels MS immer noch eine Herausforderung

(D1 Marco & Bombi, 2006; Keith-Roach, 2010; Wesenberg ¢ a/., 2010).
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3. Zielstellung

Seit mehr als 20 Jahren ist bekannt, dass C.rembardtii in Reaktion auf Cadmiumstress
Phytochelatine bildet (Gekeler ez al, 1988). Hinweise zur Existenz von Iso-PC in diesem
Organismus wurden jedoch nicht weiter verfolgt (Kobayashi e# @/, 2006). Unter Verwendung
einer 6kologisch relevanten Cadmiumkonzentration, die nicht zur signifikanten Einschrinkung
der Vitalitat fihrt, wurde erstmals in der Arbeitsgruppe Kraul3 der Nachweis der Isoform CysPC
erbracht (Brautigam, 2006; Lippmann, 2007). Jedoch bot die eingesetzte HPLC-Methode mit
Detektion durch DTNB-Nachsaulenderivatisierung bzw. gfffine-ESI-MS-Analyse weder die notige
chromatographische Auflésung noch Sensitivitit fir die komplette Aufklirung des PC-Musters.
Da zur physiologischen Charakterisierung der Alge unter Cadmium-Stress die Kenntnis von
Qualitit und Quantitit der induzierten PC unabdingbar ist, war die Entwicklung einer prizisen
Methode zur PC-Analyse ein wichtiges Ziel dieser Arbeit.

Zunichst war es notwendig, die Cadmium-induzierten PC und deren Isoformen in C. reinbhardtii
zu identifizieren (Kap. 4.1, Brautigam et al, 2009b). Um auch gering konzentrierte PC
nachzuweisen, war es von Bedeutung ein adidquates Anreicherungs- und Aufreinigungsprotokoll
fir Rohextrakte zu erarbeiten. AnschlieBend sollte der Extrakt durch Direktinfusion in ein ESI-
QTOF-Massenspektrometer auf PC und mogliche Isoformen untersucht und deren Sequenz
durch Tandem-MS-Analysen bestitigt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Methode zur PC-Quantifizierung. Zwei
Strategien sollten verfolgt und verglichen werden: Zum FEinem sollte eine Methode zur
Derivatisierung mit einem Ferrocen (FMEA) und anschlieBender Detektion mit ICP-MS
entwickelt werden (Kap. 4.2, Briutigam et al, 2010a). Zum Anderen sollten die PC in ihrer
nativen Form mit einer UPLC-MS-Kopplung quantitativ analysiert werden (Kap. 4.3,
Briutigam et al., 2010b).

AbschlieBend sollten weiterfiihrende Untersuchungen zur Physiologie durchgefiihrt werden
(Kap. 4.4, Brautigam et al., 2011). Der Einfluss von Cadmium auf die Konzentration der PC-
Vorliaufermolekiile Cys, Y-EC und GSH sollte bestimmt werden. Um eine Aussage zur in die
Zelle aufgenommenen und damit biologisch wirksamen Menge an Metall treffen zu kénnen,
reicht die alleinige Angabe der zugefiigten Metallmenge nicht aus. Aus diesem Grund sollten
sowohl der zellwandgebundene als auch der intrazellulire Gehalt an Cadmium quantifiziert
werden. Aufgrund der Abundanz der CysPC, waren weitere Untersuchungen zu diesen
Isoformen zielfihrend. Die mRNA-Menge des Enzyms Y-Glutamyltranspeptidase, welches

moglicherweise an der Bildung von CysPC beteiligt ist, sollte bestimmt werden. Zusatzlich sollten
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durch docking-Experimente die Bindung von GSH und CysGSH an die Phytochelatinsynthase

verglichen werden, um die mogliche Hemmung des Enzyms durch Iso-PC zu priifen.
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4. Ergebnisse

4.1. ABC 2009: ,,Analytical approach for characterization of cadmium-induced

thiol peptides-a case study using Chlamydomonas reinhardti

Briutigam, A.; Schaumlé6ftel, D.; Krauss, G. J.; Wesenberg, D.
Analytical and Bioanalytical Chemistry 2009, 395 (6), 1737-1747
DOI 10.1007 /s00216-009-2921-7

Eigenanteil

Planung,  Durchfthrung und  Auswertung der  Experimente; Manuskriptentwurf;

korrespondierende Autorin
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Abstract Phytochelatins (PC) were described earlier to
play a role in metal detoxification in Chlamydomonas
reinhardtii but were not clearly identified. The focus of this
case study was to identify PC synthesized by C. reinhardtii
exposed to Cd. Only low intracellular concentrations of
cadmium (85 nmol g ' fresh weight) were sufficient to
cause significant changes in thiol peptide pools. Thus,
results showed a progressive decline of the glutathione
content, accompanied by an induction of phytochelatins.
Not only canonic phytochelatins but for the first time also
the iso-phytochelatins CysPC,, and PC,Ala were identified
in this unicellular green alga using electrospray ionization
quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry. Ad-
ditionally, CysPC,desGly, PC,desGly, CysPC,Glu, and
PC,Glu were found throughout MS analysis. Also, low
abundant PCs could be detected due to the high sample
preconcentration combined with little sample amounts
(0.3 uL min ") necessary for electrospray. Identified PCs
had a maximum number of 5 y-glutamyl cysteine (y-
GluCys) units. Thiol peptides of higher molecular masses
suggesting PC,, with n>5 could be identified as intermo-
lecular oxidation products of smaller PCs. Thiols may
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easily be oxidized. Therefore, PCs were reduced prior to
MS analysis. Dithiothreitol and tris(2-carboxyethyl) phos-
phine were compared concerning their reduction effort.
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Iso-phytochelatins - DTT - TCEP
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4.2. Metallomics 2010: ,,Quantification of Phytochelatins in Chlanzydomonas

reinhardtiz using ferrocene-based derivatization.”

Brautigam, A.; Bomke, S.; Pfeifer, T.; Karst, U.; Krauss, G-J.; Wesenberg, D.
Metallomics 2010, 2 (8), 565-570
DOI: 10.1039/c005014h

Eigenanteil
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tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) PCs were derivatized with ferrocenecarboxylic acid
(2-maleimidoyl)ethylamide (FMEA) in order to avoid oxidation of the free thiol functions during
analysis. Liquid chromatography (LC) coupled to electrospray mass spectrometry (ESI-MS)

and inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) was used for rapid and quantitative
analysis of the precolumn derivatized PCs. PC,_4, CysGSH, CysPC,_,, CysPC,desGly,
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Abstract Quantitative phytochelatin (PC) analysis is, due
to oxidation sensitivity of the PCs, matrix effects, and time
consuming sample preparation, still a challenging analytical
task. In this study, a rapid, simple, and sensitive method for
precise determination of native PCs in crude extracts of the
green alga Chlamydomonas reinhardtii was developed.
Algae were exposed 48 h to 70 uM Cd. Coupling of ultra
performance liquid chromatography and electrospray ioni-
zation tandem mass spectrometry with multi-reaction mode
transitions for detection permitted the required short-time,
high-resolution separation and detection specificity. Thus,
under optimized chromatographic conditions, 10 thiol
peptides were baseline-separated within 7 min. Relative
detection limits in the nanomolar range in microliter sample
volumes were achieved (corresponding to absolute detec-
tion limits at femtomol level). Next to glutathione (GSH),
the most abundant cadmium-induced PCs in C. reinhardtii,
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namely CysGSH, PC,, PCs;, CysPC,, and CysPCs;, were
quantified with high reproducibility at concentrations
between 15 and 198 nmol g ' fresh weight. The biological
variation of PC synthesis of nine independently grown alga
cultures was determined to be on average 13.7%.

Keywords Phytochelatin quantification - Chlamydomonas -
UPLC - ESI-MS/MS
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Physiological characterization of cadmium-exposed
Chlamydomonas reinhardtii
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ABSTRACT

Chlamydomonas reinhardtii is a common model organism
for investigation of metal stress. This green alga produces
phytochelatins in the presence of metal ions. The influence
of cadmium is of main interest, because it is a strong acti-
vator of phytochelatin synthase. Cell wall bound and intra-
cellular cadmium content was determined after exposition
to 70 uM CdCl;, showing the main portion of the metal
outside the cell. Nevertheless, imported cadmium was suf-
ficient to cause significant changes in thiolpeptide metabo-
lism and its transcriptional regulation. Modern analytical
approaches enable new insights into phytochelatin (PC)
distribution. A new rapid and precise UPLC-MS method
allowed high-throughput PC quantification in algal samples
after 1, 4, 24 and 48 h cadmium stress. Initially, canonic
PCs were synthesized in C. reinhardtii during cadmium
exposition, but afterwards CysPCs became the major
thiolpeptides. Thus, after 48 h the concentration of the PC-
isoforms CysPC.; and CysGSH attained between 105 and
199 nmol g fresh weight (FW), whereas the PC,.; concen-
trations were only 15 nmol g™ FW. The relative quantifica-
tion of yglutamyl transpeptidase (»>GT) mRNA suggests
the generation of CysPCs by glutamate cleavage from
canonic PCs by ¥#GT. Furthermore, a homology model of
C. reinhardtii phytochelatin synthase was constructed to
verify the use of crystal structures from Anabaena sp. phy-
tochelatin synthase (PCS) for docking studies with canoni-
cal PCs and CysPCs. From the difference in energy scores,
we hypothesize that CysPC may prevent the synthesis of
canonical PCs by blocking the binding pocket. Finally,
possible physiological reasons for the high abundance
of CysPC compared with their canonic precursors are
discussed.

Key-words: cadmium; glutathione; phytochelatins; phytoch-
elatin synthase; y-glutamyl transpeptidase.
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5. Zusammenfassende Diskussion

5.1. Identifizierung und Quantifizierung von Phytochelatinen

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Publikationen (Briutigam ez a/., 2009b; Brautigam ef al.,
2010a; Briutigam ef al, 2010b) beschreiben die Herangehensweise zur Etablierung eines
Analyseprotokolls fiir eine geeignete Methodik zur Identifizierung und Quantifizierung von
Phytochelatinen am Modellorganismus Chlanydomonas reinhardtii. Bine kurze Ubersicht der

erarbeiteten Methoden bieten Abbildung 5 und Tabelle 2 (S. 41).

Brautigam et . Briutigam et al. Briutigam et al.

(2009b) (2010a) (2010b)
| 1 1

Cadmium exponierte Chlamydomonas reinhardtii

Extraktion bei pH<3
|
RP-HPLC
Fraktionierung
|
Reduktion von Disulfiden
1
Ferrocen-
Derivatisierung
1
RP-HPLC RP-UPLC
|| || ||
ESI-Q-TOF-MS/MS ESI-Q-MS/MS ICP-MS ESI-Q-MS/MS

Abbildung 5 Methodische Vorgehensweise der vorliegenden Arbeit fiir die Identifizierung und
Quantifizierung der Apoformen von PC.

Obgleich die Synthese von PC als Reaktion auf Cadmium fiir diese Alge bereits seit mehr als 20
Jahren bekannt ist (Gekeler e al, 1988), versiumten die Autoren bisheriger Studien die
gewissenhafte qualitative Analyse dieser Thiole. Als Analyse-Methode wurde in der Regel HPLC
mit DTNB-Nachsiulenderivatisierung  eingesetzt. Die vermeintliche Identifizierung in
C. reinhardtii erfolgte entweder anhand von Standardsubstanzen oder aufgrund eines Vergleichs
der Retentionszeiten mit anderen Arbeiten (Howe & Merchant, 1992; Kobayashi ez a4/, 2000;

Nishikawa ez al, 2006). Photometrische Methoden allein sind zur eindeutigen Identifizierung
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komplexer Muster an PC nicht geeignet. Bei bisherigen Arbeiten mit C. reinbardtii wurde immer
auBer Acht gelassen, dass unter bestimmten Bedingungen Cumarine die gleichen UV/VIS-
Absorptionseigenschaften wie PC haben (Berlich ez a/, 2002). Analog zu C. reinhardsii kann auch
bei anderen Organismen davon ausgegangen werden, dass durch unzureichende PC-Analyse
eventuell gebildete Isoformen nicht identifiziert wurden (Tabelle 1, S. 10). Der Einsatz von ESI-
MS bietet eine Moglichkeit, PC mit hoher Sensitivitit und Selektivitit zu identifizieren
(Wesenberg ef al., 2010).

Im Folgenden soll auf zwei wesentliche Faktoren fir eine vollstindige und akkurate PC-Analyse

niher eingegangen werden: Autooxidation und Sequenzhomologien der PC.

Die Bildung von intra- bzw. intermolekularen Disulfidbriicken durch Autooxidation stellt eine
potenzielle Fehlerquelle sowohl bei der qualitativen als auch quantitativen Analyse dieser Peptide
dar. Trotz Zugabe von DTT als Reduktionsmittel konnten oxidierte PC in C.-reinbardtii-Extrakten
mittels ESI-MS/MS nachgewiesen werden (Brautigam ez a/, 2009b). Die Oxidationsrate war so
hoch, dass bei nur oberflichlicher Betrachtung der Massenspektren die Existenz einiger PC
tbersehen werden konnte, da die Signalintensitit der reduzierten PC nur sehr gering war.
Auffillig bei nicht vollstindig reduzierten Proben war die Abundanz von Peaks bei 7/ mit einet
Differenz von -1 bis -n zu den jeweiligen reduzierten PC_, wobei es sich um Oxidationsprodukte
handeln kann (exemplarisch fiir CysPC;in Tabelle 3, S. 41). Auch bei Pawlik-Skowronska ez a/.
(2002, Fig. 2) war die Zugabe von DTT nicht ausreichend. Augenscheinlich ist, dass PC, nicht
nur beim 7/z 540 detektiert wurde, sondern als wesentlich intensiverer Peak beim #2/z 538.
Durch niheres Betrachten der ESI-MS-Spektren erkennt man Peaks bei den 7/3 von 641 und
872, die keinem PC zugeordnet wurden. Es konnte sich jedoch um oxidierte Formen von CysPC,
(intra- o. intermolekulare Oxidation, [M+H]*/[M+2H]?*) und CysPC, (intermolekulare
Oxidation, [M+2H]?>") handeln. Des Weiteren wurde das /3 711 detektiert, welches ein
oxidiertes PC,desGly oder oxidiertes CysPC,Glu sein koénnte (s.u.). Bei der untersuchten
Grinalge Stichococcus bacillaris wurden also vermutlich nicht alle gebildeten PC identifiziert. Analog
zu Pawlik-Skowronska e# a/. (2002) muss aufgrund unzureichender Reduktion in vielen Arbeiten
von einer unvollstindigen Identifizierung und fehlerhafter Quantifizierung von PC ausgegangen
werden (Tabelle 1, S. 10).

Vermutlich beruht auch das Dogma, dass PC mit bis zu elf y-EC-Einheiten gebildet werden, auf
einem durch Oxidation verursachten Artefakt. Grill ez a/ (1987) postulieren die Bildung von PC,,
in  Rauwolfia serpentina  nach einer HPLC-Analyse der Zellextrakte. Ob zusitzlich eine
Aminosaureanalyse durchgefihrt wurde, geht aus der Arbeit nicht hervor. Die Autoren

behandelten die Probe zwar mit Natriumborhydrid, aber nach diesem Reduktionsschritt folgten
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weitere Aufarbeitungsschritte und die Chromatographie. Die Bildung oxidierter PC ist also
wahrscheinlich. Somit ist die falschpositive Detektion eines intermolekularen Disulfids (z. B. PC;-
Dimer, 2468 Da) als PC,; (2627 Da) moglich, da diese Molekile ahnliche
Retentionseigenschaften bei der Gelpermeationschromatographie haben konnen.

Zwar ist durch Anwendung von Tandem-MS prinzipiell auch eine Sequenzierung oxidierter PC
moglich, da aber auch gemischte Oxidationsprodukte (z. B. PC,;, Briutigam e al, 2009b)
auftreten kénnen, ist die Zahl der moglichen 7/ kaum tberschaubar. Des Weiteren ist die Zahl
der gebildeten Fragmentionen gering, da die Disulfidbindungen bei einer ,,/ow energy collision induced
dissoctation’ stabil sind (Montes-Bayon ef al., 2004; Mormann ef al., 2008). Der Einsatz eines
effektiven Reduktionsmittels ist fiir die moglichst vollstindige PC-Identifizierung unumganglich.
Hiufig wird DTT (E°"-330 mV) verwendet. Aufgrund seines Redoxpotenzials ist DTT effektiver
als 2-Mercaptoethanol (E°"-260 mV) und prinzipiell auch bei der MS-Analyse von Thiolpeptiden
geeignet (El-Zohri et al, 2005). DTT ist jedoch nur in seiner negativ geladenen Form (-S,
Thiolation) aktiv. Weist die Probe aber einen sauren pH-Wert auf, ist die Verwendung von DTT
nicht oder nur nach pH-Neutralisierung (verbunden mit Matrixeintrag) sinnvoll. Aufgrund der
beiden Thiolgruppen des DTT-Molekiils kann es, analog zu den PC, rasch autooxidieren. In
friheren Studien wurde nachgewiesen, dass TCEP ein effektiveres Reduktionsmittel als DTT ist
(Han & Han, 1994; Getz ¢z al., 1999). Unsere Arbeiten bestitigen dies auch fir die Reduktion von
oxidierten PC (Briutigam ez a/., 2009b).

Die Beobachtung von oxidierten PC trotz Einsatz von TCEP (Simmons ef al, 2009), ist
vermutlich auf den Einsatz einer zu geringen Konzentration des Reduktionsmittels
zurickzufihren. Um die Oxidation von vornherein zu vermeiden, entwickelten die Autoren eine
aufwendige Strategie, bei der die Probe weitestgehend unter Sauerstoffausschluss aufgearbeitet
wird. Da in den letzten Jahren eine Beteiligung von PC bei der Entgiftung von ROS diskutiert
wird (Tsuji ez al., 2002; Gonzalez-Mendoza ef al., 2007), konnte der Ansatz von Simmons e7 al.
(2009) einen Beitrag zur Quantifizierung der 7z vivo oxidierten PC liefern. Allerdings kann selbst
unter sauerstofffreien Bedingungen eine artifizielle Oxidation nicht ausgeschlossen werden, da
bei der Zellextraktion sowohl redoxaktive Metalle freigesetzt werden als auch Wasserstoffperoxid
entstehen kann (Zerstérung der Peroxisomen). Deshalb ist die Publikation von Baralkiewicz ez 4.
(2009) duBlerst kritisch zu betrachten ist. Hier wird die mogliche artifizielle Entstehung der
oxidierten Formen nicht einmal in Betracht gezogen. Die Identifizierung von iz vivo vorliegenden
PC ist nicht trivial und bis heute nicht gelungen, da keine Diskriminierung zu den bei der

Aufarbeitung entstandenen oxidierten PC mdglich ist.
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Obwohl ESI eine sanfte Ionisierungsmethode ist, kann es aufgrund des Curtain-Gases und der
angelegten Spannung zu einem Zerfall der Analyten in der Ionenquelle kommen (zz-source-
Fragmentierung). Da alle PC Sequenzhomologien aufweisen, fihrt dieser Zerfall zu
falschpositiven Ergebnissen, weil manche dieser Fragmente die gleiche Masse wie
unfragmentierte PC haben (z. B. y, von PC, —E\CECECG- 2s. CysPC, -CECECG-). Die von
Pawlik-Skowronska ez a/ (2002) mittels offline MS-Analyse nicht-zugeordneten Peaks kénnten
somit theoretisch aus einer zz-source-Fragmentierung stammen, wie sie auch bei Vacchina ez al.
(1999) und Brautigam ef a/. (2009b) beobachtet wurden. Eine solche Fragmentierung ist bei
Pawlik-Skowronska e a/. (2002) aber nicht in jedem Fall wahrscheinlich. So ist beispielsweise in
einem Massenspektrum neben dem zugeordneten Peak bei 7/3 483 ein weiterer Peak bei #/z
641 zu erkennen, welcher kein Fragment von der niedermolekulareren Substanz sein kann
(hohere PC sind in diesem Spektrum nicht detektiert).

Des Weiteren fiihrt die alleinige Bestimmung des 7/ aufgrund von Sequenzhomologien bei der
PC-Analyse nicht hinreichend zur eindeutigen Identifizierung. So haben CysPC Glu dieselbe
monoisotopische Masse wie PC_,,desGly (z. B. CECE »s. ECEC). Um diese beiden Isoformen
eindeutig nachzuweisen, miussen Tandem-MS-Experimente durchgefithrt werden. Hierbei
unterscheidet sich nur jedes zweite b- und y-Fragmention der Substanzen voneinander
(Briutigam e al, 2009b). AuBerdem haben PC,Ala ([M+H]'=554,1590) und CysPC,
(IM+2H]*"=554,1318) ihnliche /3. Bei eciner offfine-Analyse gibt auch hier nur die
Fragmentierung der Peptide Aufschluss (Brautigam ez a/, 2009b).

Um falschpositive Identifizierungen aufgrund von zz-source-Fragmentierungen oder isobarer Ionen
moglichst auszuschlieSen und die lonisierungssupression durch Matrixbestandteile zu vermeiden,
kann die Kombination von LC und MS genutzt werden. Hier dient die Retentionszeit als
zusitzliches Identifizierungsmerkmal. Da es wihrend der LC zur Oxidation der PC kommen
kann und die Retentionseigenschaften der polaren PC auf RP-Saulenmaterial verbessert werden
sollten, wurde eine Methode zur Vorsidulenderivatisierung mit dem Ferrocen FMEA entwickelt
(Brautigam ef al., 20102). FMEA besitzt eine N-substitutierte Maleimidgruppe, die bei neutralem
pH-Wert selektiv mit Thiolen reagiert (Abbildung 2, S.12, Smyth e 4/, 1960). Fir eine
vollstindige Derivatisierung miissen auch hier zuniachst mogliche PC-Disulfide reduziert werden.
Die Reduktionsmittel DTT, 2-Mercaptoethanol und TCEP reagieren jedoch selbst mit
Maleimiden (NEM, Shafer ¢f a/, 2000; Rhodamin Red C2 Maleimid, Tyagarajan ez al, 2003),
wobei TCEP die Derivatisierungseffizienz an Thiolen am wenigsten herabsetzt
(Tetramethylrhodamin-Maleimid-Derivatisierung von Meromyosin (HMM), Getz ¢/ al., 1999). So
wurde fir die Reduktion der PC aus C. reznbardtii TCEP eingesetzt (Brautigam ef al., 2010a).
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Die PC-FMEA-Derivatisierungsprodukte sind hydrophober als native PC und haben somit
verbesserte Retentionseigenschaften in der RP-HPLC. Die Detektion der Ferrocene kann mit
UV/VIS-Spektroskopie und auch elektrochemisch erfolgen, da sich das Eisen(Il) einfach in
Eisen(III) umwandeln ldsst (Seiwert & Karst, 2008). Eisen eignet sich aber auch zur
elementspezifischen Detektion mit Atomabsorptionsspektroskopie oder ICP-MS.

Die Grundvoraussetzung fiir die akkurate quantitative LC-ICP-MS-Analyse der Ferrocen-
Derivate ist die Basislinientrennung der eisenhaltigen Substanzen sowie die eindeutige
Zuordnung der Peaks (Tholey & Schauml6ffel, 2010). Aus diesem Grund wurde zunichst die
LC-ESI-MS zur Peakidentifizierung genutzt. Obwohl die Derivate recht unpolar sind, kann
aufgrund der elektrochemischen Oxidation des Eisens in der Ionenquelle das Kation [M]" mit der
ESI-MS detektiert werden (Huang ez a/, 1998). Da PC_ n Thiolgruppen enthalten, kann das PC -
FMEA, ein- bis n-fach positiv geladen votliegen. Neben den verschiedenen [M]*" koénnen auch
die positiv geladenen Tonen [M+H]*" und ,,Mischformen® des Fe(IIl)-Komplexes und
Protonenaddukts entstehen. Hinzu kommt die natiirliche Abundanz von Isotopen (z. B. *'Fe,
PC), so dass fiir jedes PC-FMEA eine Vielzahl von Kationen in der ESI-MS detektiert werden
konnen (Abbildung 6). Bei einer Direktinfusion kommt hinzu, dass manche lonen, wie z. B.
einfach positiv geladenes CysGSH-FMEA, und zweifach positiv geladenes CysPC,desGly-
FMEA, dhnliche /% haben (Abbildung 6, S. 42 Anhang). Die ESI-MS-Spektren der FMEA-
Derivate sind also recht komplex, so dass fir eine de-novo-Sequenzierung der PC die ESI-MS der
nativen PC zu bevorzugen ist (Briutigam e a/, 2009b). Da aber die von C. reinbardtii
synthetisierten PC unter den gewihlten Bedingungen (48 h, 70 uM Cadmium) bereits bekannt
waren, konnten die Peaks der PC-FMEA-Derivate mittels ESI-MS zugeordnet werden und somit
war die Messung mit der LC-ICP-MS moglich.

Obwohl die Ionisierung bei der ICP-MS weitestgehend matrixunabhingig ist, war eine
Quantifizierung allein anhand des Eisen-Signals ohne Standardsubstanzen nicht méglich, da die
Trennung der PC-FMEA-Derivate nur durch einen Acetonitril-Gradienten erreicht werden
konnte. Ein hoher Anteil an organischem Losungsmittel kann zu Kohlenstoffablagerungen an
den Konen fihren. Trotz Einsatz von Sauerstoff als Reaktionsgas, um den Kohlenstoff zu
oxidieren und somit Rufablagerungen zu verhindern, war das Fisen-Signal nicht konstant
(Brautigam ez al, 2010a). Mit Hilfe von Standardsubstanzen konnten fir CysPC, und PC,
Nachweisgrenzen von 690 bzw. 590 nM erreicht werden. Fir GSH, CysPC; und PC; konnten
aufgrund fehlender chromatographischer Auflosung keine Berechnungen durchgefithrt werden.
Es wurde gezeigt, dass die PC-Derivatisierung mit Ferrocenen nahezu vollstindig verlduft und
auch eine Quantifizierung prinzipiell moglich ist. Um jedoch méglichst alle PC quantifizieren zu

konnen, muss die Trennung weiter optimiert werden. Fir eine prizise und akkurate Spezies-
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unabhingige Quantifizierung mit der ICP-MS wire eine Basislinientrennung unter isokratischen
Bedingungen wiinschenswert. Beispielsweise konnte die Verwendung eines UPLC-Systems eine
solche Optimierung ermoglichen und zusitzlich die Analysenzeit herabsetzten.

Trotz der Vorteile beim Einsatz von Ferrocenen ist generell zu tiberlegen, ob Eisen das geeignete
Element zur Detektion mit der ICP-MS ist. Zum Einem kommt Eisen als essenzielles Metall
ubiquitir vor (z. B. Eisen-Schwefel-Proteine) und hat somit ein hohes Untergrundsignal. So
wurden auch in dieser Arbeit bei Algenextrakten Eisen-EDTA-Komplexe sowie eine Vielzahl
nicht identifizierter eisenhaltiger Substanzen detektiert (Briautigam ef a/, 2010a). Eisen hat zum
Anderen den Nachteil, dass eine Vielzahl interferierender polyatomarer Verbindungen (z. B.
[“Ar'°O]" 2. *Fe), deren Bildung bei FEinsatz von Sauerstoff zur Vermeidung von
Kohlenstoffablagerungen noch verstirkt wird, den spektralen Hintergrund erhohen. Um die
falschpositive Detektion zu vermeiden, muss entweder eine Reaktions-/Kollisionszelle eingesetzt
werden oder ein hochauflosendes MS verwendet werden, was gleichzeitig zum Verlust an
Sensitivitit fihren kann (Tanner ez a/, 2000; Ingle ez al., 2002).

Ein Flement mit wenigen polyatomaren Interferenzen und niedrigem biologischen Hintergrund
ist Quecksilber. Die Verwendung von quecksilberhaltigen Reagenzien zur thiolselektiven
Derivatisierung von Proteinen (Takatera & Watanabe, 1992; Kutscher & Bettmer, 2009) und
auch PC (Atomfluoreszenzspektroskopie-Detektion, Bramanti ez a/, 2006) wurde bereits
beschrieben. Nachteil von Quecksilber ist dessen geringe Ionisierungseffizienz und die Toxizitit
der organischen Quecksilberverbindungen.

Alternativ bietet sich der Einsatz von Derivatisierungsreagenzien an, die Metalle der Seltenen
Erden enthalten (z. B. Lanthanoide). Diese Elemente kénnen in der ICP-MS aufgrund ihrer
niedrigen Ionisierungspotenziale, geringen Hintergrundsignale und der praktischen Abwesenheit
von interferierenden Molekilionen sehr sensitiv gemessen werden (Tholey & Schaumloffel,
2010). Ahrends ez al. (2007) beschreiben die quantitative Analyse von Proteinen durch Einsatz
von ICP-MS nach Derivatisierung mit einem lanthanoidhaltigen Reagenz. Dieses Reagenz
besteht aus einem Komplexbildner (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure,
DOTA), einem spacer und einem Maleimid zur thiolselektiven Derivatisierung. Dieses Reagenz
wirde also die Vorteile von Maleimiden bei der Derivatisierung und von Lanthaniden bei der
ICP-MS-Detektion vereinen. Die Thiolgruppen der PC sind nur durch eine Aminosdure getrennt,
was zu sterischen Behinderungen bei der Reaktion fiihren kann. Die Anwendbarkeit des Reagenz
fir die Quantifizierung von PC musste also aufgrund der GroBe des Molekils zunichst
hinsichtlich der Derivatisierungseffizienz getestet werden. Fur die Identifizierung mdglicher
unvollstindiger Derivate kann die ESI- oder MALDI-MS/MS genutzt werden (Ahrends ef al,
2007; Gregorius et al., 2010).
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Solange keine Methode fur die spezies-unabhingige Quantifizierung derivatisierter PC zur
Verfiigung steht, muss die Analyse mittels Standardsubstanzen durchgefithrt werden. Da bisher
der Einsatz von PC-Standards unabdingbar ist und eine Derivatisierung die Analyse zusitzlich
kompliziert (Zeitaufwand, Derivatisierungs-Effizienz, selektive Detektion), wurde in dieser Arbeit
eine quantitative Analysemethode fur nicht derivatisierte PC entwickelt (Brautigam ez a/, 2010b).
Hierbet ist die hohe Sensitivitit und geringe Analysenzeit der etablierten Methode im Gegensatz
zu existierende Ansitzen fir LC-ESI-MS-basierte Quantifizierung nativer PC hervorzuheben. So
erreichten El-Zhorti ez a/. (2005) Nachweisgrenzen (NWG) von 33 nM fir PC, ;. Sarry ez al. (2006)
setzten eine LC-MS-Kopplung fir die Analyse von kanonischen und Iso-PC ein. Simmons ef al.
(2009) konnten NWG von 81 nM, 440 nM und 120 nM fir GSH, PC, bzw. PC; ermitteln.
Allerdings war der Zeitaufwand fir die Analyse aufgrund der Chromatographie (25-45 min) auch
ohne Anwendung einer Derivatisierung hoch. Hinzu kommt, dass die underivatisierten Thiole
wihrend der langwierigen Trennung oxidieren kénnen und somit die Quantifizierung verfélscht
werden kann. Um die chromatographische Trennung zu verbessern, bietet sich die UPLC an.
Bereits vorhandene HPLC-Methoden koénnen einfach auf die UPLC ibertragen werden. Die
Trennleistung der UPLC ist aufgrund der geringen Partikeldurchmesser der stationdren Phase (<
2 um) wesentlich besser (Guillarme e a/, 2009). Bei Anwendung fir die PC-Analyse verbleibt
also ein kiirzerer Zeitraum fir die potenzielle Oxidation der Peptide. AuBlerdem ermoglicht die
UPLC einen hohen Probendurchsatz bei geringem Losungsmittelverbrauch.

In der vorliegenden Arbeit wurde vor der Analyse TCEP zur Reduktion eingesetzt (Briautigam e/
al., 2010b). Um die Vollstindigkeit der Reduktion zu tiberpriifen wurde GSSG analysiert, welches
nach Einsatz von TCEP nicht mehr detektiert werden konnte, obwohl TCEP direkt ohne
Pufferung zu dem Algenrohextrakt (in 0,1 N HCl, pH=2) gegeben wurde. Die Méglichkeit, die
Extrakte ohne weitere Aufreinigung oder pH-Neutralisierung fiir die Analyse einsetzen zu
konnen, fihrt nicht nur zu einer Zeitersparnis sondern vermeidet auch Fehlerquellen. Nach der
Reduktion konnten die Proben direkt zur UPLC-ESI-MS-Analyse verwendet werden. Briutigam
et al. (2010b) gelang mit der UPLC die Basislinien-Trennung von GSH, CysGSH, PC,, CysPC,,
PC; und CysPC; aus Rohextrakten von C. reinhardtii innerhalb von 6 min. Die Detektion erfolgte
durch ESI-MS/MS im multi-reaction-monitoring-Modus (MRM). Trotz der spezifischen Detektion
im MRM-Modus, war eine Basilinientrennung der PC notwendig. Andernfalls wire aufgrund der
o.g. Sequenzhomologien die Quantifizierung durch die Abundanz von  in-source-
Fragmentierungen fehlerhaft. Da keine Puffersubstanzen eingesetzt wurden, konnten

Matrixeffekte (z. B. Suppression der lonisierung) gering gehalten werden. Dennoch war die
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Analyse von Cystein und Yy-EC unter den gewihlten Bedingungen nicht moglich, da diese im
Ausschlussvolumen eluierten.

Fir die untersuchten Thiole konnten Nachweisgrenzen zwischen 2,5 (CysPC,) und 16,8 nM
(PC,) erreicht werden. Auch PC, und CysPC, wurden analysiert, die Quantifizierung erfolgte
aufgrund fehlender Standardsubstanzen relativ. Die entwickelte UPLC-ESI-MS/MS-Methode
bietet also die Moglichkeit der schnellen und sensitiven PC-Quantifizierung aus C.-reznbardtii-
Rohextrakten (absolute NWG im fmol-Bereich). Grundsitzlich ist der erfolgreiche Einsatz der
Methode auch bei anderen Modellorganismen zu erwarten.

Die Ergebnisse der Quantifizierung durch die UPLC-ESI-MS bestitigten die Abschitzung der
relativen PC-Abundanzen von PC,, CysPC,, PC; und CysPC;, die durch Direktinfusion in die
ESI-MS vorgenommen wurde (Brautigam e# a/, 2009b). Es kann also bei gleichen Bedingungen
von einer dhnlichen Ionisierungseffizienz der PC in der ES-Ionenquelle ausgegangen werden.
Dies ermoglicht die grobe Einschitzung von PC-Mengenverhiltnissen, auch ohne das

Vorhandensein von Standardsubstanzen.

Die ESI-MS ist demzufolge das derzeit wertvollste Analyseverfahren fiir die PC-Identifizierung
und auch -Quantifizierung. Selbst wenn in Zukunft eine Spezies-unabhingige PC-
Quantifizierungsmethode durch Einsatz metallhaltiger Derivate etabliert werden kann, wird die
ESI-MS ~ zur  Peakidentifizierung und  zur  Uberpriifung von  Reduktion und

Derivatisierungseffizienz weiterhin eine wesentliche Rolle spielen.
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5.2. Chlamydomonas reinbardtii unter Cadmiumstress

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden zur qualitativen und
quantitativen Bestimmung von PC (Briutigam ez a/, 2009b; Briutigam et al., 2010b) ermdglichten
die reprisentative Untersuchung der PC-Gehalte in C. reinhardtii zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Zugabe von Cadmium (Briutigam ef /). Um ein komplexes physiologisches Bild der
Alge unter Cadmiumstress zeichnen zu kénnen, wurden weitere Parameter untersucht: die extra-
und intrazellulire Cadmiumkonzentration; Gehalte an Cystein, Y-EC, GSH, GSSG und der

relative mRNA-Gehalt detoxifizierungsrelevanter Enzyme (Brautigam ef al).

Obwohl Umweltbedingungen im Labor nur schwer nachzuempfinden sind, sollte die bei der
Untersuchung von Cadmiumstress einzusetzende Cadmiumkonzentration bewusst gewihlt
werden. Zum Einem sollte diese 6kologisch relevant und zum Anderen sollten die exponierten
Zellen noch vital sein (Ernst ez al., 2008). Die in dieser Arbeit eingesetzte Cadmiumkonzentration
von 70 uM (als CdCl,) ist in Bodenl6sung gemessen worden (Lee e /., 2004) und hat unter den
gewihlten Experimentalparametern keinen signifikanten Einfluss auf Wachstum und
Chlorophyllgehalt des untersuchten Wildtypstammes 11/32b, der urspriinglich aus dem Boden
isoliert wurde (Harris, 1989; Brautigam, 2006; Brautigam ef a/., 2010a).

Fir eine Bewertung der Toxizitit ist neben der zugesetzten Menge des Metalls insbesondere
dessen intrazellulire Konzentration von Bedeutung. Aufgrund von Adsorptionseffekten (z. B. an
der Glaswand) oder Prazipitation (abhingig vom Kulturmedium) kann der bioverfigbare
Metallgehalt variieren. Die physiologisch wirksame und demnach relevante Konzentration ist
aber die intrazelluldre. Da die hohe Affinitit der Zellwand von C. reinhardsii gegentiber Cadmium
bekannt war, wurde auch der so immobilisierte Anteil des Metalls bestimmt.

Bei der Auswertung der Daten zur Cadmiumakkumulation kommt es scheinbar zu einem
Widerspruch: Die Absolutmenge an adsorbiertem und intrazellulir akkumuliertem Cadmium
sank wihrend der Inkubationszeit ab, obwohl die Konzentration im Medium noch hoch wat.
Betrachtet man aber die Relativwerte, so kam es zu einer Erhéhung des zellwandgebundenen und
einem konstanten Wert des intrazelluliren Metalls. Dieses Phinomen resultiert aus der
Biomassezunahme wihrend der 48 h Experimentierzeit. Maeda ez 2/ (1990) beobachteten ein
dhnliches Verhalten bei Chlorella vulgaris (109 uM  Cadmium). Die Autoren verglichen tote

Biomasse und vitale Zellen in ihrer Cadmiumbindefahigkeit. Wihrend die adsorbierte
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Cadmiummenge des toten Materials kontinuierlich stieg, kam es bei den Zellen zu einem Abfall
dieser nach 5 d Inkubation (Maeda e7 a/., 1990).

In der vorliegenden Arbeit lag der Grofteil des zugegebenen Cadmiums extrazellulir vor
(Brautigam ez al). Diese Situation konnte auch bei anderen Stimmen der Griinalge beobachtet
werden (Brautigam ez al, 20092). C. reinbardtii kann Cadmium u. A. an Carboxylgruppen der
Zellwand adsorbieren (Adhiya ez al, 2002). Dass die Zusammensetzung der Zellwand
entscheidend fiir deren Cadmiumbindefihigkeit ist, wurde bereits an Rotalgen gezeigt. Garcia-
Rios et al. (2007) wiesen bei Gracilaria cornea, deren Zellwand Polysaccharide enthilt, eine héhere
Bindekapazitit im Vergleich zu Chondrophycus poiteani, welche keine unloslichen Polysaccharide
besitzt, nach. Auch bei C. reinhardtii hat eine verinderte Zellwandzusammensetzung Einfluss auf
die Bindung der Metallionen. Der Mutante CW15 fehlen Schichten der Zellwand, die einen
hohen Anteil an hydroxyprolinreichen Glykoproteinen aufweisen, die vermutlich auch an der
Cadmiumbindung beteiligt sind (Harris, 1989). So kam es bei dieser Mutante zu einer verzogerten
Biosorption des Metalls an der Zellwand im Vergleich zum Wildtypstamm 11/32b
(S.42, Abbildung 7).

Beim Wildtyp 11/32b wurde nur wenig Cadmium ins Zellinnere aufgenommen (0,07-0,67 pmol
X g Trockenmasse). Bei CW15 konnte nach 48 h Cadmiumexposition intrazellulir eine hohere
Cadmiumkonzentration nachgewiesen werden (8. 42, Abbildung 7). Im Vergleich zur
untersuchten Griinalge wurden bei der Rotalge C. poiteani ihnliche intrazellulire Konzentrationen
schon unter Zugabe von nur 8,9 uM Cadmium gemessen (Garcia-Rios ef al, 2007). So leistet
beim C. reznbardtii Wildtyp als auch bei der Mutante die Zellwand einen gro3en Anteil bei der

Detoxifizierung von Cadmium (avoidance-Mechanismus).

Obwohl vergleichsweise wenig Metall von C. reinhardtii  inkorporiert wurde, war die
Konzentration ausreichend um signifikante Anderungen im Thiolmetabolismus hervorzurufen.
Cadmium verursachte eine signifikante Abnahme des Gehaltes an Cystein, Y-EC und GSH beim
Stamm 11/32b. Auch beim Wildtypstamm C9 wurde ein Absinken dieser Thiole verzeichnet (70
uM Cd, TAP-Medium, Briutigam e a/, 2009a). Zum Einfluss von Cadmium auf die Cys- und
Y-EC-Konzentration in C. reinhardtii existieren in der Literatur jedoch auch widersprichliche
Ergebnisse. Beispielsweise wurden bei verschiedenen Wildtypstimmen (100 uM Cd, modifiziertes
TAP-Medium, Howe & Merchant, 1992; 70 uM Cd, TAP-Medium, Briutigam e a/., 20092) und
Mutanten (100 uM Cd, modifiziertes TAP-Medium, Hu et a/, 2001) eine erhohte
Cysteinkonzentration detektiert. Die Diskrepanz in den Ergebnissen kann ihre Ursache in den
unterschiedlichen Bedingungen bei der Kulturfihrung (z. B. Metallkonzentration, Medium,

Inkubationsdauer) haben. So konnten Suarez ez al. (2010) bei Chlamydomonas moewusi einen Anstieg
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oder aber Abfall des Cysteins feststellen, abhingig von der Cadmiummenge. Bei den in der
vorliegenden Arbeit durchgefithrten Experimenten stimmten die experimentellen Parameter
tberein, so dass hier verschiedene C.-reznbardti-Stimme miteinander verglichen werden konnten.
Die Wildtypstimme C9, CC124, CC125 und 11/32b unterschieden sich in Art und Intensitit
ihrer Reaktion auf Cadmiumstress beztiglich ihres Cystein- und Yy-EC-Gehaltes, obwohl sie vom
selben Isolat abstammen (Lippmann, 2007). Nach der Weitergabe der von 1949 Smith isolierten
Kultur an verschiedene Arbeitsgruppen in den 50er Jahren kam es also zu einer divergenten
Entwicklung (Harris, 1989).

Betrachtet man das GSH, so ist in vielen Studien ein eindeutiger Trend zu beobachten. Cadmium
verursacht ein Absinken der GSH-Konzentration (Howe & Merchant, 1992; Hu ez 4/, 2001,
Briutigam ef al., 2009a; Brautigam e# al.). Auch bei den PC bildenden Pflanzen A. thaliana (Sarry et
al., 2006) und Vicia faba (El-Zohti et al., 2005) ist bei Cadmiumbelastung ein absinkender GSH-
Gehalt zu beobachten. Dies ist mit dem erhohten Verbrauch des Tripeptids durch die
PC-Synthese zu erkliren.

Lediglich eine Studie beschreibt eine Zunahme der GSH-Konzentration bei C. reinhardtii im
Vergleich zur Kontrolle, jedoch ohne simultan den PC-Gehalt zu untersuchen (Stoiber et al,
2010). Der Grund fur die GSH-Erhohung ist vermutlich die geringe Menge an zugegebenem
Cadmium (im nM-Bereich). In diesem Konzentrationsbereich kann die Zelle durch
Enzymregulation den erhéhten Bedarf an GSH ausgleichen. Die Autoren konnten zwar keine
Erhohung der Y-ECS mRNA feststellen, aber durch eine Aktividtssteigerung kénnte dennoch
vermehrt GSH synthetisiert werden. Far C. acidophila konnte dies bereits nachgewiesen werden
(Nishikawa e al, 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde fir C. reinbhardtii nach 24 und 48 h
Cadmiumbelastung eine Erhohung der Y-ECS-mRNA im Vergleich zur Kontrolle gemessen. Die

GSHS-Expression hingegen wurde nicht signifikant erhoht. Da die Y-ECS der
geschwindigkeitsbestimmende Faktor der GSH-Synthese ist, erfolgt deren Regulation vorwiegend

tber dieses Enzym.

Wie bereits im Kapitel 5.1 beschrieben, synthetisiert C. reinhardsii Phytochelatine als Reaktion
auf Cadmium. Die Gesamtkonzentration der PC steigt wihrend der Inkubationsdauer an. Im
Gegensatz dazu beschreiben Nishikawa ef /. (2000) tir C. acidophila KT-1 ein Absinken der PC
von Tag 1 auf Tag 4 nach Cadmiumgabe. Ein Grund hierfiir kann die Analysenmethode, bei der
nur kanonische PC untersucht wurden, sein (siche 6.1). Die Autoren setzten weiterhin die
Cadmiumakkumulationsfahigkeit zweier C.-acidophila-Stimme mit deren PC-Konzentration in
Relation und kommen zu dem Ergebnis ,,Phytochelatins do not correlate with the level of Cd accumnlation
in Chlamydomonas spp.” (Nishikawa e# al., 2006). Diese Schlussfolgerung ist nicht haltbar, solange
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keine Aussage tber eventuell gebildete Iso-PC getroffen werden kann. Auch bei C. moewusii
konnten neben den klassischen PC Isoformen gebildet werden, was u. U. den Rickgang der
Konzentration an PC,, bei steigender Cadmiumgabe erkliren kann (Suarez ef afl, 2010). Fuir
C. reznhardtii wire es denkbar, dass dhnlich wie bei A. thaliana, Isoformen vorwiegend bei hohen
Metallkonzentrationen gebildet werden (Sarry ez al, 2006). Sarry et al. wiesen PC, ,-Ser, PC,Glu
und PC,Gln nur bei Zusatz von 200 pM Cadmium nach (nicht bei 50, 5 u. 0,5 uM). Die Autoren
vermuten, dieser Mechanismus dient dazu GSH fiir andere zellulidre Prozesse aufzusparen. Auch
in dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, was der Vorteil von Iso-PC, insbesondere der
CysPC, gegeniiber den kanonischen PC ist (Briautigam ef al). CysPC sind héchstwahrscheinlich
Abbauprodukte von kanonischen PC. So steht die Einsparung von GSH durch die alternative
Verwendung von GSH-Isoformen in diesem Fall nicht zur Diskussion. Fiir die hohe Abundanz
der CysPC in C. reznbardtii (Brautigam et al) und S. fenne (Pawlik-Skowronska, 2003) koénnen
andere Vorteile angenommen werden: a.) Jedes CysPC | ,spart® gegenliber seinem
Vorldufermolekil PC ,, bei gleich bleibender Anzahl der Cysteine ein Glutamat. Das recycelte
Glutamat kann wieder fir die Synthese von GSH eingesetzt werden, zumal Cadmium einen
erhohten Bedarf an dem Tripeptid verursacht. b.) Da zusitzlich die de-novo-Synthese von
Glutamat durch das Metall gestort wird, kann dies neben der gesteigerten Glutamat-
Dehydrogenase-Aktivitit ein alternativer Weg fiir die Bereitstellung der Aminosdure sein
(Devriese ef al., 2001; Dominguez ez al., 2003; Mosulén ez al., 2003; Gillet ez al., 2000). c.) CysPC,
konnten gegentiber PC_,; (gleiche Cystein-Anzahl) eine erhchte Bindekapazitit aufweisen. d.)
Aullerdem wurde in der vorliegenden Arbeit die mogliche Inhibierung der PCS von
Chlamydomonas durch CysPC postuliert (Brautigam ef al). Modelling-Experimente zeigten, dass
CysGSH (CysPC) mit GSH (PC) um das aktive Zentrum des Enzyms konkurriert. Aufgrund der
héheren Bindungskapazitit der Isoformen kénnen diese als kompetetive Inhibitoren fur die PC-
Synthese agieren. Die Verifizierung dieser Hypothese bedarf jedoch weiterfithrender Studien. Ein
in-vitro-Aktitvitatstest der PCS in Gegenwart von GSH und verschiedener Konzentrationen
CysPC konnte Anhaltspunkte liefern. Da die Thiole 77 vivo kompartimentiert vorliegen, ist eine
Kenntnisnahme der lokale Konzentration notwendig. Die Gesamtkonzentration der Thiole einer
Zelle ist wenig aussagekriftig, weil PC in Vakuole und/oder Chloroplast transportiert werden
(Mendoza-Cézatl et al, 2005). Da die PCS im Cytosol aktiv ist, muss die cytosolische
Konzentration der Thiole berticksichtigt werden (Blum ¢ 4/, 2010). Wenn beispielsweise GSH in
deutlich hoherer Konzentration vorliegen wiirde als CysPC, wire eine tatsichliche Hemmung der
PCS durch die CysPC unwahrscheinlich. Ein weiterer Faktor ist die Cadmiumbeladung der

Thiole, denn nur die Apoformen der Thiole konnen an das aktive Zentrum der PCS binden. Die
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Analyse zellulirer Metall-Thiol-Komplexe (Metallothiolom) ist Gegenstand aktueller Forschung
(Wesenberg ef al., 2010).

Weiterhin bleibt die Frage zu kliren wie und wo CysPC entstehen. Fur C. reinbardtii wird die
Abspaltung des Glutamats durch eine y-Glutamyltranspeptidase (GGT) postuliert (Brautigam e#
al., 2009b). Die Beteiligung dieses Enzyms am Abbau von GSH wurde bereits nachgewiesen
(Martin & Slovin, 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde nach Cadmiumzugabe eine Erh6hung
der Expression, der fur dieses Enzym codierenden mRNA, festgestellt (Brautigam ez al). In-silico-

Studien (www.wolfpsort.org) konnten jedoch keinen eindeutigen Enzym-Zielort vorhersagen.

Somit muss auch die intrazellulire Lokalisation der GGT in weiterfithrenden Experimenten
geklart werden. A. thaliana z. B. hat vier funktionelle Gene fir GGT (Martin ez al., 2007). GGT1
und GGT2 sind extrazelluldr lokalisiert (Ohkama-Ohtsu ef al, 2007), wihrend GGT4 in der
Vakuole vorkommt und dort am Abbau von GSH-Xenobiotika-Komplexen beteiligt ist (Grzam
et al., 2007; Blum et al, 2010). Auch Raphanus sativus besitzt eine vakuoldr lokalisierte GGT
(Nakano et al., 2000). Falls die GGT von C. reinhardtii auch vakuolir lokalisiert ist, muss geklirt
werden ob die entstehenden CysPC 7 vivo iberhaupt mit der PCS in Kontakt kommen.

Eine weitere Frage, die sich im Zuge der Untersuchung bzw. bei der Sichtung von PC-Literatur
stellt, ist ob PC mit bis zu 11 y-EC-Einheiten synthetisiert werden. PC,; wird zwar vielfach zitiert,
wurde aber nur einmal in der Literatur beschrieben (Grill ef a/., 1987). Wie bereits in Kapitel 5.1.
diskutiert, handelt es sich hierbei vermutlich um eine falschposititve Identifizierung. Torres ef al.
(1997) beschreiben PC, in Phaeodactylum tricornutum, allerdings nur auf Grundlage einer UV-
Detektion (214 nm) ohne massenspektrometrischen Nachweis. Fur A thaliana ist PC
massenpektrometrisch nachgewiesen worden (Sarry ez al, 2006). Das groite in C. reznbardtii
detektierte PC hat sechs y-EC-Einheiten und ist nur gering konzentriert (Brautigam e /). Neben
der fehlenden analytischen Evidenz von PC_, ist also deren physiologische Relevanz fraglich.
Die Abundanz von PC und CysPC ist schon ab n>3 in C. reinhardtii nur gering (Briautigam ez al.,
2009b; Briutigam e# al., 2010b). Die Bedeutung héherer PC bei der Cadmiumbindung ist also
vernachlissigbar. Die Synthesewahrscheinlichkeit sinkt mit steigender Kettenlinge. Bei der PC,-
Synthese wird Yy-EC auf GSH ibertragen, wihrend die Synthese hoéherer PC, ein schon
vorhandenes PC_; benotigt. Aullerdem dient nur cadmiumfreies GSH bzw. PC der PCS als
Substrat. Gusmao ez al (2010) zeigen, dass PC, mit bis zu drei n PC_, als Cadmiumchelator
verdingen konnen. Also wird dem GSH das Cadmium durch PC entzogen, so dass PC mit
hoherer Wahrscheinlichkeit als Cadmiumchelat vorliegen und nicht durch die PCS verlingert
werden konnen. Hinzukommt der Abtransport der metallbeladenen Thiole aus dem Cytosol in

andere Kompartimente. Weiterhin konnten Gusmao ezal (2010) bei PC,; keine steigende
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Metallbindefdhigkeit mit steigender Kettenlinge beobachten, so dass die Bildung héherer PC

vermutlich nicht zu stabileren Metallkomplexen fiithren wiirde.
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6. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden bieten die Moglichkeit der selektiven und
sensitiven Identifizierung und Quantifizierung von PC-Apoformen aus Algenrohextrakten
(Brautigam e7 al, 2009b; Briutigam ef al, 2010b). Es koénnen nun wichtige grundsitzliche
Informationen Uber die PC-Zusammensetzung und deren Kinetik wiahrend einer
Metallinkubation gewonnen werden. Die Methode ist generell auch auf andere Organismen
anwendbar und durch Einsatz zusitzlicher Standardsubstanzen auf die Bestimmung weiterer PC
ausdehnbar. Jedoch sind fiir eine detaillierte Beschreibung der Physiologie eines Organismus
neben der Bestimmung von Summenparameter aus homogenisiertem Zellmaterial weitere
Studien wiinschenswert:

- Diskriminierung zwischen einzelnen Zelltypen bei mehrzelligen Organismen

- Die subzellulire Verteilung der Thiole und der Metalle

-Die Zusammensetzung der Metall-Thiolkomplexe (unter Beriicksichtigung weiterer
Bindungspartner wie Sulfid und Carboxylaten)

Diese Differenzierungen sind sowohl auf Ebene der Probenvorbereitung als auch geratetechnisch
eine Herausforderung. Fiir die Isolation von Zellen oder Geweben aus Pflanzenorganen besteht
die Méglichkeit der Laser-Mikrodissektion (Outlaw W.H. & Zhang, 2001; Murray, 2007). Die
differenzielle Analyse von Zellkompartimenten (Cytosol, Chloroplast, Mitochondrium, Vakuole)
kann durch Dichtegradientenzentrifugation nach dem Zellaufschluss erfolgen, wie es fir
C. reinhardtii bereits beschrieben ist (Nagel e al, 1996). Da hierbei die Zerstorung einzelner
Organellen nicht ginzlich vermeidbar ist, besteht Kontaminationsgefahr. Weiterhin fithren
Verinderungen des pH-Wertes oder die Freisetzung redoxaktiver Substanzen zur Dissoziation
oder Bildung artifizieller Komplexe.

Die Analyse des Metallothioloms basierend auf MS-Techniken ist nicht trivial, da nur geringe
Probenvolumina zur Verfiigung stehen und die Komplexe wihrend der Messung nicht stabil sind
(Wesenberg ez al, 2010). Alternative Analysemoglichkeiten der Metallbindungspartner auf
zellulidrer Ebene bestehen in der Rontgenabsorptionsspektrometrie (XAFS/XANES, Isaute ef al.,
20006) und der bildgebenden Sekundirionenmassenspektometrie (SIMS, Boxer ez 4/, 2009).

Bei der Planung zukiinftiger Studien beziiglich des Metallothioloms sollte beachtet werden, dass
an metallbelasteten Standorten in der Umwelt hiufig mehrere Metalle in erhéhter Konzentration
vorliegen (im Mansfelder Land u. A. Cd, Cu, Fe, Mn, Krauss ¢/ a/, 2001). Die intrazelluliren
Metallverbindungen sind also unter natiirlichen Bedingungen weitaus komplexer, als unter

Zugabe von nur einem Metall.
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Die hohe Abundanz von CysPC nach Cadmiumzugabe in C. reznbardtii warf die Frage nach
deren Entstehung auf (Briutigam ez a/, 2011). Es wurde postuliert, dass das Enzym Y-
Glutamyltranspeptidase (GGT) das Glutamat eines PC, unter Entstehung von CysPCai
abspaltet. Als Indiz wurde die im Vergleich zur Kontrolle erhéhte mRNA-Menge bei
Cadmium belasteten Zellen angefiihrt. Da dies nicht zwangsldufig mit einem erhShten
Substratumsatz einhergeht, muss zusitzlich die Proteinmenge als auch die Aktivitit des
Enzyms 77 vivo besimmt werden. Weiterhin sollte getestet werden ob die GGT PC als
Substrat verwenden kann. Hierzu ist ein zz-vitro-assay bei dem ein synthetisches PCy zu dem
gereinigten Enzym (aus C. reznbardtii oder rekombinat gewonnen) gegeben wird

durchzufiihren und anschlieBend mittels MS die Entstehung von CysPCy.1 zu iberpriifen.

In-sitn-Experimente zur Bindekapazitit von CysPC an das aktive Zentrum der PC lieBen
den Schluss zu, dass die Isoformen das Enzym kompetetiv hemmen kénnen (Brautigam ez
al., 2011). Unter Berticksichtigung der subzelluliren Konzentration der Thiole muss dies 7
vitro Gberprift werden. Die PC-Syntheserate der Chlamydomonas-PCS muss zwischen zwei
Ansitzen verglichen werden: Zugabe a.) von GSH und b.) von GSH und CysPC. Fur die
Auswertung dieser Experimente kann die PC-Quantifizierung mittels UPLC-MS erfolgen

(Briutigam ez al., 2010b).
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7. Anhang

Tabelle 2: Uberblick der etablierten Probenvorbereitungsstrategien fiir die PC-Analyse

Briutigam et al. (2009b)  Briutigam er al (2010a) Brautigam et al. (2010b)

1 mM Na;-EDTA

Extraktion 0,1 N HCL in 0.1 N HCIL 0,1 N HCL
Aufreinigung/ HPLC Fraktionierung/
Anreicherung Lyophilisation i

2mM TCEP 100 mM TCEP 50 mM TCEP
Reduktion in 10 mM CH5CO2NH4 in 100 mM NHsHCO3 in H,O

1,5h 1h 0,5h
Derivatisierung - 20 mM FMEA in ACN -
Trennung - HPLC UPLC

. ESI-Q-MS/MS

Detektion ESI-QTOF-MS/MS ICP-MS ESI-Q-MS/MS
Zeit pro Probe ~2d ~3h ~1h

Tabelle 3: 7/ z der oxidierten Formen von CysPC,

Oxidation [M+H"] [M+2H+]
keine 875,2043
intermolekular
1 -S-S- 1747,3852 874,1965
2 -S-S- 1745,3695 873,1887
3 -S-§- 1743,3539 872,1805
4 _S-S- 1741,3382 871,1730
intramolekular
1 -S-S- 873,1887
2 -S-S- 871,1730
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Abbildung 6: ESI-Massenspektrum von CysGSH-FMEA; und dem putativen CysPCsdesGly-FMEA, in
einem Extrakt einer 48 h mit Cadmium gestressten C.-reinbardti-Iultur
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Abbildung 7: Cadmiumgehalt von C. reinhardtii Stamm CW15 nach Zugabe von 70 pM Cadmium, A—
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