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Detoxifizierung inPhyscomitrella patens

1. Einleitung

1.1 Das BlasenmitzenmooPRhyscomitrella patens

In der vorliegenden Arbeit diente das BlasenmuUtaeys®hyscomitrella patens (Abb. 1)
als Modellorganismus fiir die Untersuchung von Cammi und Sulfatmangel-Stress.
P. patens ist ein terrestrisches Laubmoos aus der Ordnundraieariales (Tabelle 1, Frey
al., 1995; Shaw & Goffinet, 2000).

Tabelle 1 Taxonomische Einordnung des BlasenmitzemusesP. patens (nach Shaw & Goffinet, 2000)

Reich Plantae

Abteilung Bryophyta
Unterabteilung  Musci

Klasse Bryopsida
Unterklasse Funariidae
Ordnung Funariales

Familie Funariaceae
Gattung Physcomitrella

Art Physcomitrella patens

Die Funariales sind kleine, rosettenférmige, kibige Erdmoose (Frahm, 2001), die
nahrstoffreiche Bdden besiedeln. Im Oktober 200&d fanan an der Urfttalsperre einen
gro3en Bestand aiicciacavernosa und P. patens (Weddeling, 2002). Aufgrund des
niedrigen Wasserstandes wurden zu dieser Zeit ViB@htammflachen freigelegt. Generelle
Einschatzungen zum Vorkommen und der GefahrdungRuguatens sind schwierig, da es
keine vollstandige Kartierung fir dieses Moos iru3ehland gibt (Weddeling, 2002).

Abb. 1 Flissigkultur von Physcomitrella patens (Protonema)

Y In der vorliegenden Arbeit ist bei Verwendung v@admium/Cd bzw. Schwermetall stets die
entsprechende ionische Form gemeint.
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Der Lebenszyklus (Abb. 2) voR. patens wird durch einen phototrophen, haploiden
Gametophyten dominiert. Dieser ist durch zwei Vaestiene Entwicklungsstadien charakteri-
siert: Protonema und Moospflanzchen (Gametophaas Brotonema besteht aus zwei Zell-
typen: Chloronema (viele Chloroplasten) und Cauloae(wenige, schwach entwickelte
Chloroplasten, schragstehende Zellwande, Schaefényd, 2001; Coveet al., 2006). Durch
die Dominanz des haploiden Gametophyten eignet Bigiatens sehr gut flr genetische
Studien. Die effiziente homologe RekombinatiorPirpatens, vergleichbar mit der von Hefe,
ermdglicht die Inaktivierung von Genen und somi dintersuchung von deren Funktion
(Schaefer, 2001; Quatrambal., 2007). Die kurzliche Aufklarung des Genoms (€20 Mbp,

27 Chromosomen) birgt weitere Vorteile fur zukigdtimolekularbiologische Studien sowie
genauere Einblicke in die Evolution hoherer Lanapflen (Quatranet al., 2007; Rensingt

al., 2008). Generell sind Moose durch ihren einfacBam und die anspruchslose Kulti-
vierung in Flussigmedium oder auf Agar gut geeidietStoffwechsel- und Entwicklungs-
untersuchungen (Cow al., 2006). Im Jahre 2004 wurde durch ein Protenspping von
Protonemazellen mittels 2-D-Gelelektrophorese umgtlalieRende Massenspektrometrie die
Basis fur umfassende Proteomanalysem. ipatens gelegt (Sarnighauses al., 2004).

Eine weitere gro3e Bedeutung kommt dem Blasenmiitaes als ,Moos-Bioreaktor” zu
(Decker & Reski, 2004). Durch gezielte genetischedNlkationen kannP. patens pharma-
zeutische Proteine mit einem bestimmten, fur demddeen vertraglichen Glykosilierungs-
muster produzieren, die dann als Therapeutika setgewerden kénnen (Decker & Reski,

2004; Decker & Reski, 2008, www.greenovation.com).
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Abb. 2 Lebenszyklus vonPhyscomitrella patens (Abbildung enthommen aus www.plant-biotech.net
und modifiziert). P.patens ist ein monoezisches Moos, bei dem sich Antheridgieund
Archegonien auf der gleichen Pflanze befinden.
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1.2 Schwermetalle

Der Begriff Schwermetall lasst sich in verschiedend®Veise definieren. Duffus (2002)
konnte in einem Review 40 verschiedene, in derraite benutzte Definitionen zusammen-
tragen, die sich u. a. auf spezifische Dichte, AJemicht, Ordnungszahl und chemische
Eigenschaften bezogen. Jedoch gibt es auch inideeleen Gruppen keine Klarheit. Fur die
Definition nach der spezifischen Dichte konnten Amen von gréRer als 3,5 bis 7 g'tm
gefunden werden (Duffus, 2002). Die vorgeschlagekkssifizierungen der Metalle nach
Elektronenkonfiguration oder ihrem Lewissaure-Védra sollen eine bessere Beurteilung
ihrer Toxizitat ermdglichen.

In dieser Arbeit soll eine Unterscheidung der Sametalle in essenziell und nicht-
essenziell getroffen werden. Zu dessenziellen Schwermetallen gehdren u. a. Eisen,
Mangan, Zink, Kupfer und Molybdén, die als Mikramlente wichtige Nahrstoffe fir
Pflanzen sind (Schopfer & Brennicke, 2006). Mardénsie vor allem als Cofaktoren im
aktiven Zentrum von Enzymen. Essenzielle Metallerdee in bestimmten, meist sehr
geringen Konzentrationen fur die pflanzliche Enkdicmg benétigt. Somit haben sowohl
Mangel als auch Uberschuss dieser Metalle negdinlgen. Uberschiissige Kupfer- und
Zinkionen haben vielfaltige Auswirkungen, die melst Photosynthese betreffen (Kramer &
Clemens, 2006 Nicht-essenzielleSchwermetalle, wie z. B. Cadmium, Blei und Qudobksi
sind schon in sehr geringen Konzentrationen toxigod haben keinerlei physiologische
Bedeutung. Fur Cadmium ist jedoch eine Ausnahmehbieben: In der marinen Diatomee
Thalassiosiraweissflogii  wird unter Zinkmangelbedingungen, wie sie haufig der
Meeresumgebung vorkommen, eine Cd-spezifische @ahyalrase exprimiert (Lane &
Morel, 2000; Lanet al., 2005).

Die Toxizitat von Schwermetallen beruht auf viiggn Mechanismen. Nach dem HSAB-
Prinzip (Pearson, 1963) binden Schwermetalle wiekfund Pb als weiche Lewis-Sauren
bevorzugt an SH-Gruppen. Dies fuhrt in der Zelle 3trukturverdnderungen von
Proteinen/Enzymen, Austausch von Zentralionen itivalk Zentrum von Enzymen sowie die
Beeinflussung des Thiolgehaltes durch Komplexieramg Glutathion bzw. Phytochelatin-
Synthese. In Pflanzen ist vor allem die Photosyseh&in Angriffspunkt fir Schwermetalle.
Sie verursachen z.B. die Hemmung der Ribulosebsgtatcarboxylase/oxygenase
(RuBisCO) und eine verminderte Chlorophyllbiosysthelurch die Beeintrachtigung der 5-
Aminolavulinatdehydratase (Padmagaal., 1990; Pietriniet al., 2003). Weiterhin kann das
zentrale Magnesiumion im Chlorophylimolekil durclth@&ermetalle verdrangt werden
(Klpper et al., 1996; Kupperet al., 1998). Fur Zink konnte auch die Fahigkeit zur
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Verdrangung von Mangan aus dem wasserspaltendermplérrgezeigt werden (van Assche
& Clijsters, 1986). Neben dem Photosyntheseapp@sttebenso der Redoxzustand
pflanzlicher Zellen durch Schwermetalle gefahrédoxaktive Schwermetalle, wie z. B. Cu,
sind in der Lage, Uber die Fenton-Reaktion freieuesstoffradikale zu bilden oder
Lipidperoxidationen zu verursachen, die membranagig& Prozesse, wie Photosynthese und
Atmung, schadigen (Brunoldt al., 1996). Nicht-redoxaktive Schwermetalle, wie z. B.
Cadmium, kénnen aber ebenfalls oxidativen StresshdUWeranderung des Glutathigoels
der Zellen oder Aktivitdtsverminderung antioxidativEnzyme verursachen (Sanita Di Toppi
& Gabbrielli, 1999).

Schwermetalle, und somit auch Cd, sind naturlichest&dteile der Erdkruste.
Durchschnittlich liegt der Cd-Gehalt im Boden bejl fhg kg' (Alloway, 1999), in
Bodenlésungen bei 0,04-0,32 uM (Sanita Di Toppi &fxielli, 1999). Durch den anthropo-
genen Eintrag (Metallindustrie, Verbrennungsprogesklarschlammdingung) kann es
jedoch zu lokalen Anreicherungen kommen, bei den@se Konzentration deutlich
Uberschritten wird. Bodenlésungen mit Cd-Konzerdragn tber 0,32 bis 1 uM gelten schon
als belastet (Sanita Di Toppi & Gabbrielli, 199®ie bisher hdchste gemessene Cd-
Konzentration einer Bodenldsung lag bei 70 uM, Wwelcdurch Chemiefabriken verursacht
wurde (in Taiwan, Leest al., 2004). Bei Untersuchungen zur Auswirkung von Qd a
pflanzliche Stoffwechselprozesse unter Laborbediggu sollte immer auf umweltrelevante
Konzentrationen geachtet werden, um die 6kologidRbkevanz herauszuarbeiten (Ersst
al., 2008). Sowohl in der Natur als auch unter Labditgungen ist die Aufnahme von
Schwermetallen jedoch nicht nur von der extrazaéten Konzentration, sondern auch von der
Bioverflugbarkeit abhéngig. Die Bioverfugbarkeit v&éd wird u. a. durch organische Stoffe,
pH-Wert, Redoxpotenzial, Temperatur und andere Eigenbeeinflusst (Sanita Di Toppi &
Gabbrielli, 1999). Die Cd-Aufnahme selbst in didaRten erfolgt unspezifisch iiber?re
Cd*- und Zrf*-Transporter bzw. —Kanale mit einer geringen Spérif(Clemens, 2001;
Clemens, 2006b).

Moose gelten im Allgemeinen als Schwermetallakkwataren aufgrund der direkten
Nahrstoffaufnahme Uber die Oberflache (Frahm, 20DBher kénnen Moose sehr gut als
Bioindikatoren fur Schwermetallbelastungen der Adptware, von Boden und Gewassern
eingesetzt werden. Zur Untersuchung aquatischersyskeme wird hierbei haufig das
Gemeine Wassermodntinalis antipyretica als Bioindikator verwendet (u. a. Bruasal.,
1997; Cenci, 2001; Samecka-Cymernetial., 2002; Bleuekt al., 2005).
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1.3 Detoxifizierung von Schwermetallen

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen zwei wesendi Strategien zur
Schwermetallentgiftung entwickelvoidance-Mechanismen dienen dem Ausschluss der
Schwermetalle, beispielsweise durch Wurzelaussahgeh oder Bindung an die Zellwand.
Die Sekretion von Histidin und Citrat flihrte in efrmicht-hyperakkumulierendélnlaspi-Art
zu einer Verminderung der Nickelaufnahme aus demteBdSaltet al., 2000). Die Bindung
von Schwermetallen an die Zellwand ist vor allemNlbose hinsichtlich der Detoxifizierung
von grofR3er Bedeutung. Untersuchungen der ArbepggrKraul3 an dem aquatischen Moos
Fontinalis antipyretica zeigten eine rasche Biosorption von Cd an dienzeill (Sutter, 2000;
Bleuelet al., 2005). Auch fir Pb und Zn wurde eine Biosorpt@ndie Zellwand festgestellt
(Sutter, 2000). Fur terrestrische Moose konnte ftlendie Bindung von Schwermetallen
(Cu, Zn, Cd, Cr, Ni) an die Oberflache nachgewiesenden (Al-Asheh & Duvnjak, 1997).
Physcomitrella patens hingegen adsorbiert nur sehr geringe Mengen CdlianZellwand
(Rother, 2007). Dies ist moglicherweise auf eindes@ Zellwandzusammensetzung, wie z. B.
dem Anteil an Pektinsauren zurtckzufiihren. Eineclsol Abhangigkeit konnte fur drei
verschieden&phagnum-Arten gezeigt werden (Breuer & Melzer, 1990). Wsiteren wird
die Biosorption von Cd durch den pH-Wert beeinflyd4artinset al., 2004).

Die Aufnahme von Schwermetallen induziesterance-Mechanismen, die stoffwechsel-
physiologische Veradnderungen in den Pflanzenzdilervorrufen. Es kommt zur Synthese
schwermetallkomplexierender Verbindungen. Neben gtefRen Gruppe der thiolhaltigen
Peptide sind auch organische S&auren und Aminosaarerder Schwermetallentgiftung
beteiligt (Rauser, 1999; Clemens, 2001; Hall, 20@)r Gruppe der Thiolpeptide zahlen
Glutathion (GSH), Phytochelatine (PC) und Metaliotieine (MT). Thiolgruppen sind
weiche Lewis-Basen und daher nach dem HSAB-Prir{fBparson, 1963) pradestiniert,
weiche Lewis-S&auren, wie z. B. Cadmiumionen, zlatlezen. Die gebildeten Schwermetall-
komplexe werden letztendlich in die Vakuole trantipa (Hall, 2002). Der Transport von
Cd[GS}- bzw. Cd-PC-Komplexen in die Vakuole erfolgt indPizen vermutlich Gber ABC-
Transporter. Erste Kenntnisse zu diesen Transpo#eBsen wurden durch Untersuchungen
an Hefen erhalten. In der Béackerh&accharomyces cerevisiae erfolgt der Transport von
Cd[GS}-Komplexen tber den ABC-Transporter YCF1 in die Male (Li et al., 1997).
YCF1 ist ein membrangebundenes Protein, dass de\Tgabhangigen Transport von
Glutathion-Konjugaten katalysiert und Sequenzhomgjelo zu den menschlichen MRP-
Proteinen ifwltidrug resistance-associated) besitzt (Liet al., 1996). Die Spalthefé&chizo-

saccharomyces pombe besitzt ebenfalls ein ABC-Transporter-Protein (HM,Tdass in der
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Lage ist, Apo-PC und Cd-PC-Komplexe in die Vakunletransportieren (Ortiet al., 1995).
Fur den Transport von Cd-Komplexen in die Vakuotm A. thaliana kommen ebenfalls
ABC-Transporter (AtMRP) in Frage. Die Expressiom¥MRP3 wird durch Cd stark erhoht
(Bovet et al., 2003). Die Uberexpression von YCF1Anabidopsis thaliana fiihrte zu einer
gesteigerten Cd-Toleranz (Somy al., 2003). In der einzelligen Grinalgéhlamydomo-
nas reinhardtii wurde ein ABC-Transporter, CrMRP2, mit Sequenz&hkekiten zu HSMRP1
(Homo sapiens), AtMRP3 und ScYCF1 gefunden, der am Transport €dnin die Vakuole
beteiligt ist (Wang & Wu, 2006).

In Algen, wie z. B.C. reinhardtii und Euglena gracilis gibt es einen weiteren Speicherort
fur Cd. Hier wurde die Ablagerung von Cd-PC-Komm@exim Chloroplasten beschrieben
(Nagelet al., 1996; Mendoza-Cozadt al., 2006).

1.3.1 Glutathion und seine Bedeutung fur die Schwermetadletoxifizierung

Glutathion ¢-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin, GSH) ist ein Tripeptidgestehend aus den
Aminosauren Glutamat, Cystein und Glycin (Abb. 3, Aphd kommt in Zellen in zwel
verschiedenen Redoxzustdnden vor: reduziert (GSh) oxidiert (GSSG). In einigen
Pflanzen sind Analoge, sogenannte Isoformen, bietxm, bei denen das endstandige Gly
durch andere Aminosauren wigAlanin (Homo-GSH, Leguminosen, Klapheck, 1988),
Glutamat (Mais, Meuwlt al., 1993) oder Serin (Poaceae/Gramineae, Klaphbieak, 1994;
Okumuraet al., 2003) ausgetauscht ist (Abb. 3 B-D).

| IM;N ﬂw

Abb. 3 Strukturformeln von Glutathion und Analogen des Glutathions in undissoziierter Form.
A - GSH, B - Homo-GSH, C —+-Glutamylcysteinylglutamat, D — Hydroxymethyl-GSH
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Die GSH-Biosynthese erfolgt in zwei ATP-abhangi@ahritten. Zunachst katalysiert die
v-Glutamylcystein-Synthetasey-ECS) die Knilpfung einer partiellen Isopeptidbingun
zwischen Glutamat und Cystein. Danach UbertragGdiathion-Synthetase (GSHS) Gly auf
das gebildetey-EC. Die Bildung von GSH findet sowohl im Cytosdk aauch in den
Chloroplasten statt (Noctor & Foyer, 1998; Leustekl., 2000). In dem Modellorganismus
A. thaliana sowie inBrassica juncea wurde festgestellt, dass dieECS ausschlief3lich in den
Chloroplasten lokalisiert ist (Abb. 4). Die GSH$ lengegen vorwiegend ein cytosolisches
Enzym, welches aber auch im Chloroplasten lokatisiein kann (Wachteat al., 2005). Wie
in tierischen Zellen ist der geschwindigkeitsbestiamde Schritt der GSH-Biosynthese die
Bildung von y-EC durch diey-ECS. Deren Aktivitat wird posttranslational durcas
Endprodukt GSH (Noctoet al., 2002) und die Redox-Umgebung reguliert (sieheié¥ev
Meyer & Hell, 2005). Xiang und Oliver (1998) steltt unter Cd-Exposition auch eine
Regulation auf Transkriptebene fest. Da die Symtltes drei Aminoséauren Glu, Cys und Gly
Voraussetzung fur die GSH-Biosynthese ist, ist aligkichzeitig auch abhéngig von der
Regulation des Kohlenstoff-, Stickstoff und Schvmietabolismus (Kopriva & Rennenberg,
2004). Glycin wird hauptsachlich Uber die Photomedimn gebildet, womit auch Licht ein
wichtiger Faktor fir die GSH-Biosynthese ist (Budaadt al., 1988; Noctoet al., 1997).

ﬁhloroplast o \ Cytosol
Cys us/\Hj\on
NH,
> — Glu, ATP
v-ECS <
H,0, ADP, P
o SH o SH Q o]
N
H,N OH — 1 »HN /(’r()“ H,C | CH, MCB
e Py IR &f/k
0”7 “oH o 07 on o a CH,
Gly, ATP Gly, ATP ’
GSHS < GSHS K
H,0,ADP, P H,0,ADP, P
N SH

SH
o] (€] (e}
N H N H GST i
GSH r)\ H%NQJ\OH ’ N A osB
0 J [¢] OH o

(¢) OH

Abb. 4 Schematische Darstellung der subzellularen émpartimentierung der GSH-Biosynthese und
der in-situ-Markierung von GSH mit MCB in A.thaliana (modifiziert nach Meyer & Hell,
2005)

Der Abbau von GSH bzw. GSH-Konjugaten findet in dakuole statt (Abb. 4). Diese
Reaktion beginnt entweder mit der Abspaltung ¢€xu- oder des Gly-Restes. In Pflanzen
7
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gibt es Belege fir beide Abbauwege Anthaliana startet der Abbau des Glutathion-Biman-
Konjugates durch Abspaltung desGlu-Restes, katalysiert durch eip&lutamyltranspepti-
dase (Grzanet al., 2007; Ohkama-Ohtset al., 2007). Die Abspaltung des Gly-Restes als
initialen Schritt wurde in Gerste nach Expositiont #lachlor beobachtet. Diese Reaktion
wurde durch ein vakuoléare Carboxypeptidase kataty§iWolfet al., 1996).

Der GSH-Gehalt in Blattern liegt zwischen 0,1 unsl M (Mullineaux & Rausch, 2005).
Die chloroplastidaren GSH-Gehalte liegen im Bereich 1-4,5 mM (Noctor & Foyer, 1998),
sehr frihe Arbeiten indizierten sogar Gehalte bi2@ mM (Mullineaux & Rausch, 2005).
Diese Gehalte sagen jedoch nichts Uber zellspeladi$&sSH-Gehalte des Cytosols aus, da sie
durch Extraktion ganzer Blatter erhalten wurden bkann auch die Fraktionierung von
Zellorganellen zu Artefakten fihren (Mullineaux &atsch, 2005). Mdoglichkeiten, dies zu
Uberwinden, bietet dim-situ-Markierung von GSH mit Monochlorobiman (MCB, S.AQb.

4). Der nicht-fluoreszierende Farbstoff MCB wirddar Zelle durch cytosolische Glutathion-
S-Transferasen (GST) mit GSH konjugiert, und edébikich ein fluoreszierendes Konjugat
(GS-B), welches mittels konfokalkaser scanning-Mikroskopie sichtbar gemacht und quanti-
fiziert werden kann (Frickeet al., 2000; Gutierrez-Alcalat al., 2000; Hartmanret al.,
2003). Mit dieser Technik wurde in photosynthetesthund nicht-photosynthetischen Zellen
von Pappelblattern eine GSH-Konzentration von 052063 mM ermittelt (Hartmanst al.,
2003). Neben Cytosol und Chloroplasten enthaltech aandere Zellkompartimente, wie
Zellkern, Mitochondrien und Peroxisomen, GSH. ObWdiitochondrien nicht in der Lage
sind, GSH selbst zu synthetisieren, wurde kurzhiégh A. thaliana mittels Immunogold-
Labelling gezeigt, dass diese deutlich mehr GSH enthalterPlstiden (Zechmanet al.,
2008). Uber den GSH-Transport zwischen Cytosol @nganellen ist bis jetzt jedoch kaum
etwas bekannt (Rouhiet al., 2008).

Glutathion ist fur Pflanzen der grof3te Speicher caganischem, nicht-proteinogenem
Schwefel (Noctoet al., 2002) und hat zahlreiche physiologische Aufgabeter Zelle (siehe
Reviews: Meyer & Hell, 2005; Rouhiest al., 2008). GSH spielt eine zentrale Rolle im
Redoxstatus der Zellen. Es wirkt als Redoxpuffed ist an der Entgiftung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt. Neben der dareKdxidation durch ROS, wie, B, ist
GSH auch tber den Ascorbat-GSH-Zyklus in die RO®&zierung involviert. Aul3erdem
dient GSH als Elektronendonor fir einige Peroxidased ist an post-translationalen Modifi-
zierungen von Proteinen durch Glutaredoxin-abha@ang@lutathionylierungen beteiligt.
Darlber hinaus kommt GSH eine grof3e Bedeutung dreEdtgiftung von Xenobiotika und
Schwermetallen zu (Grilét al., 2002). Xenobiotika, wie z. B. Herbizedfener, aber auch
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MCB, welches zuin-situ-Markierung von GSH eingesetzt wird, werden im Gglodurch
GST mit GSH konjugiert. Die gebildeten Konjugatereen in die Vakuole transportiert, wo
sie abgebaut werden (Dixaah al., 1998). Bei der Detoxifizierung von Schwermetalleme
Cd, kann GSH selbst als Chelatormolekll dienen aderPrakursor flr die Synthese von
Phytochelatinen (PC). PC sind kleine Peptide daegdlen StrukturyGlu-Cys)-Gly (Grill

et al., 1985) und kommen in héheren Pflanzen, PilzengAlgnd Protisten vor (Mendoza-
Cozatl et al., 2005). Wie beim GSH existieren auch bei PC Isofor, bei denen das C-
terminale Gly durch Aminosauren wie Ser, QeAla (Cobbett & Goldsbrough, 2002) oder
Glutamin (Ducruixet al., 2006) ausgetauscht ist. Des Weiteren gibt e®iswn, bei denen
das C-terminale Gly fehlt (Oveet al., 2001) oder sich am N-Terminus ein zuséatzlich Cys
befindet (Pawlik-Skowronska, 2003; Sarey al., 2006). Die PC-Synthese erfolgt nicht-
ribosomal ausgehend von zwei Molekilen GSH und wdidch eine Transpeptidase
(Phytochelatinsynthase, PCS) katalysiert (Gilal., 1989). Unter Abspaltung von Gly wird
zunichst PC2 gebildet. Langerkettige PC entstehaehdUbertragung weiterer GSH-
Molekule. Die Aktivierung der PCS erfolgt nicht dbrfreie Metallionen, sondern durch
Metall-GSH-Komplexe, wie z. B. Cd[GS&Komplexe (Vatamaniulet al., 2000; Overet al.,
2002). Neben Cd als starkstem Aktivator sind aueHi, Zr**, CU¥*, SB*, Ag", HF", AsO*

in der Lage, die PCS zu aktivieren (Clemens, 2Q0baych Komplexierung der Schwer-
metalle mit PC kommt es zur Abnahme der PCS-Akdiv{Loeffler et al., 1989). In der
Literatur gibt es auch Hinweise auf eine Beteiliguler PCS am Glutathion-Konjugat-Abbau
durch eine Carboxypeptidaseaktivitat (Betkl., 2003; Blumet al., 2007).

Zum PC-Vorkommen in Moosen gibt es jedoch unteestifithe Aussagen in der Literatur.
Bei der Untersuchung 19 verschiedener terrestnisaimel aquatischer Moose aus 11
verschiedenen Ordnungen (darunter 17 Laubmoosezvie F. antipyretica und P. patens
sowie 2 Lebermoose) konnten keine PC unter Cd-Etpogetektiert werden (Brunet al.,
2001). FiOr die LebermooseMarchantiapolymorpha (Gekeler et al., 1989) und
Lunularia cruciata (Carginaleet al., 2004) wurde eine PC-Synthese beschrieben, ailgsdi
ohne die Peptide eindeutig zu identifizieren. Kigtzl in der Arbeitsgruppe Kraul3
durchgefuhrte Analysen mit verschiedenen Mooserudéerklasselungermanniidae, welche
ebenfalls zur Abteilung Marchantiophyta gehérengere auch eine Induktion von PC unter
Cd, die eindeutig durch MS identifiziert wurden yendffentlichte Daten). Der PC-Nachweis
erfolgt meist durch chromatographische TrennungamsthlieRende Ellman-Derivatisierung
(Grill et al., 1991), wobei die publizierten Daten oft den maspektrometrischen Nachweis

vermissen lassen. Dieser ist jedoch sehr wichtag,bdispielsweise Coumarine unter den
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basischen Bedingungen fiur eine PC-Analyse verdbaich UV/VIS-Absorptions-
eigenschaften haben und somit eine PC-Induktiothuschen kénnen (Berlici al., 2002).

Des Weiteren hat auch der pH-Wert des Extraktiotistrieinen Einfluss auf die PC-Analyse
(Méller, 2007). Unter Beachtung dieser experiméateBedingungen kann fi. patens eine
PC-Synthese ausgeschlossen werden. Dies wird audh dlas Fehlen eines PCS-Gens
unterstutzt (Koprivaet al., 2007b). Cd fuhrt inP. patens zu einer Erh6hung des GSH-
Gehaltes (Brunst al., 2001; Rotheet al., 2006). Daraus konnte abgeleitet werden, dass GSH
zur Cd-Komplexierung bereitgestellt wird, &hnlickewn F. antipyretica (Brunset al., 2001).

1.4 Sulfatstoffwechsel in Pflanzen

Neben Kohlenstoff, Stickstoff, Wasserstoff, SawsfstPhophor, Kalium, Calcium und
Magnesium gehort Schwefel zu den von Pflanzen Iggedt Makroelementen (Schopfer &
Brennicke, 2006) und ist essenziell fir die Bildwan Cystein, einer zentralen Verbindung
fur die GSH-, Methionin- und Proteinbiosynthesehwefel kommt auf der Erde haupt-
sachlich als Sulfat mit dem Valenzzustand +6 vané&ben existieren aber noch drei weitere
Oxidationsstufen, die in anaerobenen und vulkaeisddmgebungen sowie lebenden Zellen
zu finden sind (Tabelle 2, Leustek, 2002). Pflanenmen Schwefel hauptsachlich als Sulfat

aus dem Boden oder Wasser auf.

Tabelle 2 Valenzzustande von anorganischem Schwefabch Leustek, 2002)

Chemische Formel Valenzzustand
Sulfat sQ” +6
Sulfit SQ* +4
elementarer Schwefel °s 0
Schwefelwasserstoff ) -2

Die Bildung von Cystein aus Sulfat erfolgt in Pftan (ber die reduktive
Sulfatassimilation und umfasster Schritte (S. 11, Abb. 5, siehe Reviews: Leustek, 1996;
Hell, 1997; Leustek & Saito, 1999; Leustekal., 2000; Leustek, 2002; Saito, 2004). Die
Aufnahme von Sulfat in die Pflanzen erfolgt aktiv Uber Frogn/Sulfat-Cotransporter (ST).
Pflanzliche Sulfattransporter gehdren einer Genfanan, die sich in funf verschiedene
Gruppen einteilen lasst (Buchneral., 2004; Kopriva, 2006). Zur Gruppe 1 gehotiregh-
affinity-Sulfattransporter, tber welche Sulfat aus der Btideing in die Wurzeln aufgenom-
men wird. Gruppe-2-Sulfattransporter silwv-affinity-Sulfattransporter, die fir den Trans-
port von Sulfat innerhalb der Pflanze verantwoltlgind. Der Efflux von Sulfat aus der
Vakuole erfolgt tber die Sulfattransporter der Geipt, die in der Tonoplastenmembran

lokalisiert sind. Uber die Funktionen der Sulfatsporter der Gruppen 3 und 5 ist bis jetzt
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nur sehr wenig bekanrf. patens besitzt sieben Sulfattransporter, die den Familief und 5
zugordnet werden (Koprive al., 2007b).

\’ GSSG, 5°-AMP

} APR-B (PAPR) ’
?*0

SiR - OFdrg 3‘-Phosphoadenylat

N 6Fd,

CoA—S N

%CHz

[¢)

CoA-SH

o} )(L o}
NH SAT NH
Ser I OAS

CysSC

Abb. 5 Schematische Darstellung der reduktiven Sudftassimilation in P. patens (ST = Sulfat-
transporter, ATPS = ATP-Sulfurylase, APS = Adenosyhosphosulfat, APSK = APS-Kinase,
PAPS = Phosphoadenosylphosphosulfat, APR-B (PAPR)PAPS-Reduktase, APR = APS-Re-
duktase, SiR = Sulfitreduktase, SAT = Serinacetylansferase, OAS = O-Acetylserin, OAS-
TL = OAS-(Thiol)Lyase, CysSC = Cysteinsynthase-Komnipx)

Nach der Aufnahme folgt didktivierung des Sulfats. Die ATP-Sulfurylase (ATPS)
Ubertragt Sulfat auf ATP, wobei Adenosylphosphau(APS) entsteht und Pyrophosphat
abgespalten wird. APS kann nun direkt durch die A¥@8uktase zu Sulfiteduziert oder
durch die APS-Kinase nochmals phosphoryliert werdeobei Phosphoadenosylphospho-
sulfat (PAPS) entsteht. In hoheren Pflanzen kanR® Fediglich flr Sulfatierungsreaktionen
genutzt werdenP. patens hingegen kann sowohl APS als auch PAPS zum Setiizieren
(Koprivova et al., 2002). Die PAPS-Reduktase (PAPR) &gatens besitzt Sequenz-
homologien zu bakteriellen und pilzlichen PAPR. Diases Enzym jedoch eine héhere
Aktivitat mit APS als Substrat zeigt und kein fuP8-Reduktasen typisches FeiSster
enthalt, wird es als APR-B bezeichnet (Koprataal., 2007a). Auch inSelaginella lepido-

phylla, einem Moosfarn und dem Lebermoddarchantia polymorpha wurden EST-
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Sequenzen gefunden, die fur Orthologe des APR-BsGedieren (Kopriveet al., 2007a).
Darliber hinaus enthalt auch das Genom @elaginella moellendorffii ein APR-B-Gen
(Kopriva et al., 2007b). Sulfit wird anschlieBend sowohl in hdmerds auch niederen
Pflanzen durch die Sulfitreduktase (SiR) zu Suliediuziert. DerEinbau von Sulfid in
Cystein erfolgt dann durch die Ubertragung auf @#serin (OAS), katalysiert durch die
OAS-(Thiol)Lyase (OAS-TL). OAS wird aus Serin unaetyl-CoA durch die Serinacetyl-
transferase (SAT) synthetisiert. SAT und OAS-TLdeil gemeinsam den Cysteinsynthase-
Komplex (CysSC, Bogdanova & Hell, 1997). Wahrenel 8AT nur im Komplex aktiv ist, ist
die OAS-TL dies nur in freier Form. Die Dissoziatiaund Assoziation des CysSC ist
abhéangig von der Sulfatversorgung der Zellen undXfeS-Konzentration (Hell, 2002).

Die reduktive Sulfatassimilation findet in Pflanzenden Chloroplasten statt. Jedoch ist
auch die Bildung von Cys im Cytosol und in den Mitondrien moéglich, da sowohl SAT als
auch OAS-TL in allen drei Kompartimenten lokalisisind (Leustek, 1996; Leustek & Saito,
1999; Leustelket al., 2000). Studien an verschiedenen Pflanzenspealenhgezeigt, dass die
kompartimentspezifischen Isoenzyme in untersctobdlin Ausmal® zur Gesamtaktivitat des
jeweiligen Enzyms in der Zelle beitragen (Hell & i¥j 2008). Jingste Untersuchungen an
A.thaliana zeigen, dass die Cys-Biosynthese grof3tenteils ytod0l stattfindet, wahrend
Sulfid Uber die reduktive Sulfatassimilation vonnd€hloroplasten und OAS von den
Mitochondrien bereitgestellt wird (Abb. 6, Hagisl., 2008; Heegt al., 2008).

Sulfat

l Cytosol
TN Sulfat \
l Su ll fat Chloroplast

e APS

Sulfat

APS — PAPS

Sulfit Serin

-~ Sulfid l

Cys j

Serin —>0AS —* Cys
A

Serin

M
- OAS Sulfid

\juole Cys Mitochondy

Abb. 6 Schematische Darstellung der Kompartimentiaung der reduktiven Sulfatassimilation in
Pflanzen (modifiziert nach Kopriva, 2006)
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Der Bedarf an Cys ist ein wichtiger Faktor bei Begulation der reduktiven Sulfatassimi-
lation. Umwelteinflisse, wie oxidativer Stress, Tex oder Schwermetalle, erfordern eine
starkere Synthese von Cys (Leusgtlal., 2000; Leustek, 2002). Neben Sulfat ist auch die
Versorgung mit Stickstoff wichtig fir die Cys-Biasyese; zuséatzlich erfolgt eine Regulation
Uber den Kohlenstoff-Metabolismus (Kopriva & Renberg, 2004). Wichtige Komponenten
bei der Regulation des Sulfatstoffwechsels sind O&ys und GSH (Kopriva, 2006).

In Physcomitrella patens wurde die reduktive Sulfatassimilation unter Cdp&sition auf
Transkriptebene intensiv untersucht (Rot&eal., 2006). In Gegenwart von 10 uM Cd geht
die Erh6hung des Thiolgehaltes mit einer deutlicimeluktion der Genexpression von ATPS,
APR, APR-B (PAPR) sowie SiR einher. Wahrend in méhePflanzen die APR den starksten
Einfluss auf die Sulfatassimilation hat, scheimsdnP. patens anders zu sein. Wiedemaen
al. (2007) konnten keine Beeinflussung der APR-Aktivitdurch OAS, Cys, GSH,
Sulfatmangel bzw. BSO, einem Inhibitor derECS, in P.patens feststellen. Auf
Transkriptebene wurde nur ein Effekt von GSH aef APR-B beobachtet. IR. patens ist
die SIR unter Cd am stéarksten induziert (Rotiteal., 2006). Daher ist anzunehmen, dass
dieses Enzym ifP. patens bzw. Moosen den gréf3ten Einfluss auf die Sulfatatstion hat
(Koprivaet al., 2007b).

1.4.1 Sulfatmangel-Stress

Schwefelmangel entwickelte sich in den letzten dalru einem ernst zu nehmenden
Problem in der Landwirtschaft. Durch die steigenBeduzierung der Schwefeloxid-
Emissionen kommt es zu einer drastischen Abnahngeatl@ospharischen Eintrages von
Schwefel in die Béden. In einer Studie entwickelMoGrath und Zhao (1995) ein Modell
zur Abschéatzung des Risikos fur Schwefelmangel étrééde. Das Modell zeigte zu diesem
Zeitpunkt, dass 11 % der britischen Landflache feames und 22 % ein mittleres Risiko
tragen. Bei Reduktion der S@&missionen auf 40 % delevels von 1980 wurde eine
Erh6hung des Risikos auf 23 bzw 27 % prognosti{iddGrath & Zhao, 1995). Auch fur
Deutschland wurde jetzt auf Grundlage eines Mod8MI©®PS,MOdel for Predicting Sulfur-
deficiency) eine Risikokarte fir Schwefelmangel im Ackerbastadlt. Derzeit tragen 38 %
der Ackerflachen ein hohes Risiko fur Schwefelm&nBerechnungen zufolge werden die
Risikoackerflachen in 60 Jahren bis auf 50 % anegen sein (www.jki.bund.dp

Schwefel- bzw. Sulfatmangel hat tiefgreifende Aukwngen auf Pflanzen (siehe Review:

Hawkesford, 2000). Besonders bei Getreide, wie. AM@izen, fuhrt Schwefelmangel zur

2 http://www.jki.bund.de/cin_045/nn_806762/DE/pressha/Presseinfos/2008/2803__ Klimawandel__versdhaeschwefelmangel.html
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Verminderung von Ertrag und Qualitat (Zheoal., 1999). Dies beruht vor allem auf der
Beeintrachtigung der Photosynthese, z. B. durchraMigrung des RuBisCO- und Chloro-
phyllgehaltes oder der GEA\ssimilation (Terry, 1976; Burket al., 1986; Gilbert et al., 1997,
Lundeet al., 2008). In Weizen verursacht Schwefelmangel wieitedie verstarkte Synthese
S-armer Proteine, wie-Gliadin und detigh-molecular-weight-Untereinheit des Glutenins,
wodurch die Teigeigenschaften sowie die Brotquab&einflusst werden (Zhas al., 1999;
Hawkesford, 2000). Erst kurzlich konnte belegt veerddass auch die mit Sulfatmangel
einhergehende Abnahme des Thiolgehaltes (Cys, G&dgptive Auswirkungen auf die
Qualitat von Weizenmehl hat (Reinbadal ., 2008).

Zahlreiche Experimente zum Sulfatmangel am ModgHorsmusA. thaliana fuhrten zu
umfangreichen Einblicken in die Regulation des S#flelmetabolismus auf Transkript- und
Metabolitebene (Hoefgen & Nikiforova, 2008; Lewandia & Sirko, 2008). So kommt es
u. a. nicht nur zur Abnahme des Cys- bzw. GSH-Gebalsondern zu einer volligen
Veradnderung des Aminosauremetabolismus mit demd&eRAufrechterhaltung der zellularen
Homoostase (Nikiforovat al., 2006). Sulfatmangel fuhrt stets zur Anreicherung OAS in
den Zellen, da es nicht zu Cys umgesetzt werden. kdmhe OAS-Konzentrationen bewirken
die Dissoziation des CysSC und somit die Inaktiuigr der SAT. OAS ist aber auch ein
positiver Transkriptionsregulator fur die Expressiaflanzlicher Sulfattransporter sowie der
APR (Saito, 2004). Ebenso scheint die Induktiontever Sulfatassimilationsgene, z. B.
ATPS3, Serat3;1 und 3;2 ausA. thaliana, unter Sulfatmangel von der OAS-Konzentration
abhangig zu sein (Hiragt al., 2005). Auch andere Gene (bzw. Isoformen) der kidekn
Sulfatassimilation, deren Expressidegel nicht mit der OAS-Konzentration korrelierte,
wurden induziert. Zusammenfassend ist also festilest dass OAS zwar ein Sensor fur
Sulfatmangel ist, aber nicht der alleinige (Higgal., 2005; Kopriva, 2006).

Zur Sulfatmangel-Stressantwort in Moosen ist bisher wenig bekannt. Umfassende
Untersuchungen gibt es hier nur flur das aquatiddbes F. antipyretica, jedoch nur auf
Metabolitebene (Sutter, 2000; Bleuel, 2004). Diebt®os ist in der Lage, lange Sulfat-
mangelperioden trotz starkem Absinken des intralgetn Sulfat- und Thiolgehaltes ohne
Vitalitatsverlust zu Uberdauern. Darlber hinausnigm sulfatverarmté-.-antipyretica-Kul-
turen auf Cd-Exposition mit einer Erh6hung des Tgebaltes reagieren, wenn auch nicht in
gleichem Ausmall wie sulfatversorgte Kulturen. B patens gibt es bisher nur
Untersuchungen in Bezug auf die Expression und vA#ti von APR und APR-B in
Abhangigkeit von der Sulfatversorgung (Wiedemeina., 2007).
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1.5 Nitratassimilation in Pflanzen

Voraussetzung fur die Bildung von Cys bzw. GSHlistSynthese der Aminosauren Serin,
Glycin und Glutamat. Die Aminosaurebiosynthese reiéa jedoch zunéchst die reduktive
Assimilation von Nitrat. Die Aufnahme von Nitrat gghieht aktiv, ahnlich wie die
Sulfataufnahme, Uber Protonen/Nitrat-Symporter {Blaviedele et al., 1998). Bei hohen
Nitratkonzentrationen erfolgt die Aufnahme Uber tas-affinity-Transportsystem (LATS),
wahrend bei niedrigen Konzentrationen (0-0,5 mMjatliiber zwehigh-affinity-Transport-
systeme (HATS) aufgenommen wird.

Nitrat wird nach der Aufnahme aus dem Boden bzwm d&ledium Uber drei
Reaktionsschritte in Aminostickstoff umgewandeltobA 7, Schopfer & Brennicke, 2006).
Zunachst reduziert dieNitratreduktase Nitrat zu Nitrit, wobei NAD(P)H als
Reduktionsmittel dient. Diese Reaktion findet imt&pl statt. Danach erfolgt in den
Chloroplasten die Reduktion von Nitrit zu AmmoniNH,") durch dieNitritreduktase mit
Ferredoxin als Elektronendonator. Da Ammoniumionexisch sind, werden diese sofort
umgesetzt. Unter Verbrauch von ATP (lbertragt diet&hinsynthetase (GS) NH auf
Glutamat, wobei Glutamin entsteht. Glutamin redgieit 2-Oxoglutarat zu zwei Molekilen
Glutamat. Diese Reaktion wird durch die Glutamatsgse (GOGAT) mit Ferredoxin als
Elektronendonor katalysiert. Ein Molekil Glutamaeft wieder in die Glutaminsynthese-
reaktion zurick, wahrend das andere Molekll fum$aminierungen von 2-Oxoséuren und
somit fur die Aminosauresynthese genutzt wird. Reaktionsabfolge von GS und GOGAT
wird auch al&5S/GOGAT-Zyklu s bezeichnet.

NOy
|

Nitritreduktase Nitratreduktase J
NH," N NO, NO, T~ NO;

NAD" NADH +H"

\\

Glutamin Glutamat

a-Ketoglutarat Glutamat

K Chloroplast J
Cytosol

Abb. 7 Nitratassimilation in Blattern (modifiziert nach Heldt, 1996; Schopfer & Brennicke, 2006)
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Die Auswirkungen von Cadmium auf die Stickstoffastation wurde in verschiedenen
Pflanzen wie Gerste (Boussamaal., 1999a), Mais (Boussaneh al., 1999b; Astolfiet al.,
2004a) und Hafer (Astolfet al., 2004b) untersucht. Es wurden u. a. Verdnderurdgn
Nitrataufnahme sowie von Enzymaktivitaten (Nitnard Nitritreduktase, GS) festgestellt. Cd
fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Nitratassinmlatin Pflanzen (DalCorset al., 2008). Im
aquatischen MooB. antipyretica zeigten™N-Tracerexperimente eine negative Beeinflussung
der Aminosaure- und Proteinbiosynthese durch Ciidfat al., 2002).

1.6 Zielstellung

Die vorliegende Dissertation baut auf Ergebnissshdriger Arbeiten der Arbeitsgruppe
Krau3 zum Thema Cadmium-Entgiftung in Moosen auti{B, 1998; Sutter, 2000; Bruss
al., 2001; Rotheet al., 2006; Rother, 2007). Diese Untersuchungen balegiEss die beiden
Moose Fontinalisantipyretica und Physcomitrella patens bei Cd-Exposition mit einer
Erh6hung des Glutathiongehaltes reagieren und Keimgochelatine synthetisieren. Rother
(2007) konnte zudem fUP. patens sowohl auf transkriptioneller als auch enzymatische
Ebene eine Induktion der GSH-Biosynthese nachweisen

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Bédeg des GSH bei der Cd-
Detoxifizierung naher zu untersuchen. Fir das aspreg Mood. antipyretica konnte mittels
elektronenmikroskopischer Analysen (EDX, EELS) diteslatierung des Cd im Cytosol mit
SH-Gruppen, die moglicherweise vom GSH stammeneigezverden (Brungt al., 2001).

P. patens war jedoch bisher fur solche Untersuchungen, véichuaufgrund der zu geringen
intrazellularen Cd-Konzentration, nicht zugangl{other, 2007).

Voraussetzung fur die GSH-Biosynthese ist die Alnfna von Sulfat. Daher sollte in der
vorliegenden Arbeit geklart werden, welche Auswirgan Sulfatmangel auf den intra-
zellularen Sulfat- und Thiolgehalt sowie die tramskonelle Regulation der reduktiven
Sulfatassimilation hat. In einem weiteren Schritlite dann der Einfluss von Sulfatmangel
auf die Cd-Toxizitat hinsichtlich der Thiolbiosymeise untersucht werden. Bei allen
Untersuchungen wurde der Chlorophyllgehalt alsIWitsparameter eingesetzt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Etablierung desitu-Markierung von GSH mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Monochlorobiman sowie die Nuatg dieses Verfahrens zur Beurteilung
der Beteiligung vom GSH an der Cd-Detoxifizierungpber den Abbau von Glutathion-
Konjugaten inP. patens gibt es bisher in der Literatur keine Angaben. &akollte dies

anhand des Glutathion-Biman-Konjugate®impatens ndher untersucht werden.
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Corinna Bleuel: Untersuchungen zur Bedeutung dasa@lions bei der Cadmium-
Detoxifizierung inPhyscomitrella patens

2. Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle benutzten Chemikalien wurden, wenn nicht asdergegeben, von den Firmen Carl
Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Merck KGaA (Datadt, Deutschland) sowie Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Deutschland) kgero Fir die HPLC-Analysen
bendtigte Losungsmittel stammten von der Firma @&wl (VWR, Deutschland) und die
Standardsubstanzen fiur Cystein ungdGlutamylcystein von Reatec (Weiterstadt,
Deutschland).

2.2 Anzucht und Kultivierung

Alle Experimente der vorliegenden Arbeit wurden Rribtonema-Kulturen voRhyscomi-
trella patens (Hedw.) B.S.G. durchgefihrt. Die Stammkulturhaffuerfolgte in 250-mL-
Erlenmeyerkolben mit 75 mL ABC-Medium unter Landiadingungen (18 h Licht,
40 pE n?s* / 6 h Dunkelheit) bei 25°C und 111 rpm ohne Nabkénkung. Im zwei-
wochigen Rhythmus wurden die Kulturen Gber einemrilsh Sieb abfiltriert und die
Biomasse auf zwei neue Kolben aufgeteilt. Die Hoemigjerung des Pflanzenmaterials
erfolgte wochentlich mit einem Ultra-Turfax(T25 digital, IKA”, Staufen, Deutschland).
Medium, Siebe, Spatel und Dispergierwerkzeuge (S2SN) wurden zweimal sterilisiert.
Die Kultur wurde regelmaflig auf Kontaminationen Batkterien oder Pilzen durch Ausstrich
von je 100 pL Kulturmedium auf LB-Agar (LAB M, Ratlaut Herstellerangaben) tberpruft.

Zusammensetzung ABC-Medium (Knightet al., 1988):

Stammlosung: 100x Endkonzentration im Medium
Al:1.25g L' FeSQ x 7 H,O 12,5 mg !
A2: 118 gL' Ca(NQ@),x4 HO 1180 mgL
B: 24 gl'MgSQ x7 HO 240 mg [*
C: 24 gL KH,PO, 240 mg [
Spurenelementlésung: 1000x
614 mg L*H3BO, 0,614 mg [*
55 mg L CuSQ x 5 H,0 0,055 mg [*
28 mg L LiCl 0,028 mg L*
389 mg L*MnCl, x 4 H,0 0,389 mg [*
55 mg L CoCh x 6 H,O 0,055 mg [*
55 mg [ ZnSQ, x 7 H,0 0,055 mg [*
28 mg L*KI 0,028 mg L*
28 mg ! SnChb 0,028 mg [
pH 10 (KOH)
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Materialien und Methoden

2.2.1 Kultivierung unter Cadmium-Exposition

Zur Untersuchung des Einflusses von Cadmium auf 8ehwefelstoffwechsel von
Physcomitrella patens wurden die Kulturen nach viertdgiger Vorkultiviagt mit CdC}
exponiert (Endkonzentration 10 uM). Es wurden sdwalrzzeit- (zwei, vier, sechs Stunden)

als auch Langzeitexperimente (ein, drei, funf Talygthgefuhrt.

2.2.2 Kultivierung unter Sulfatmangel

Sulfatmangelexperimente wurden nach viertagigerkMidiwierung in normalem ABC-
Medium (1 mM Sulfat) gestartet. Es wurden Experitaeim ABC-Sulfatmangel-Medium
(Austausch der Sulfatsalze der Stammldsungen Al Bndegen die entsprechenden
Chloridsalze; 0,4 uM Sulfat) und in ABC-Medium oh8elfat (Austausch aller Sulfatsalze
der Stammldsungen und der Spurenelementeldsungn ghgesntsprechenden Chloridsalze).
Vor dem Umsetzen auf Sulfatmangelbedingungen wualideBiomasse zweimal mit den
ensprechenden Medien gewaschen. Die Kulturen wusdésrt, nach drei und zehn Tagen
geerntet.

2.2.3 Kultivierung unter Sulfatmangel und Cd-Exposition

Zur Untersuchung der Auswirkung von Sulfatmangef die Cd-Toxizitdt wurden
Experimente unter kurzfristigem und langfristigenulf&mangel durchgefihrt. Bei
kurzfristigem Sulfatmangel wurden die Kulturen natdr Vorkultivierung in Medium ohne
Sulfat bzw. in Medium ohne Sulfat mit 10 uM Cd ursgit und nach einem, drei und funf
Tagen die Biomasse geerntet. In der zweiten Vaiantrde das Moos erst nach zehntagigem

Sulfatmangel mit 10 uM Cd exponiert und anschliel3gsch drei Tagen geerntet.

2.2.4 In-situ-Markierung mit Monochlorobiman

Zur in-situ-Markierung mit Monochlorobiman (MCB) wurden die Kuden vier Tage in
250-mL-Kolben mit 75 mL ABC-Medium vorkultiviert ehdann drei Tage ohne bzw. mit
10 uM CdC} exponiert. Danach wurden die Kulturen in 100-mLiém mit 40 mL ABC-
Medium (ohne bzw. mit 10 uM Cdgluberfihrt und 200 bzw. 500 uM MCB zugegeben. Es
wurde kein frisches Medium verwendet. Die weitendtiierung erfolgte im Dunkeln bei
25 °C und 111 rpm. Die Probenentnahme erfolgte d&cmin und 30 min sowie 1; 1,5; 2,5;
3; 6;9; 12 und 24 Stunden (S. 19, Abb. 8). Zurdisuchung des Abbaus des Glutathion-
Biman-Konjugates wurden die Kulturen 2,5 Stundeh MiCB markiert, zweimal mit farb-
stofffreiem Medium gewaschen und danach in MCBefreiMedium fur weitere 24 Stunden

im Dunkeln kultiviert (Zeitpunkte der Probenentnahamalog MCB-Markierung).
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Materialien und Methoden

Protonemakultur (250-mL-Kolben, 75 mL ABC-Medium)
I

4 d Anzucht (N?rmallicht)

3d 0/10 uM Cd?** (Normallicht)

| |

100-mL-Kolben 100-mL-Kolben
(40 mL ABC-Medium, —1 (40 mL ABC, 0/10uM Cd,
0/10uM Cd) 200uM MCB)
Inkubation im Dunklen, Inkubation im Dunklen,
Probenentnahme Probenentnahme
* Zellaufschluss * Waschen (farbstofffrei)
* MBB-Derivatisierung o Zellaufschluss
* HPLC —> « Extrakt HPLC

MBB-Derivatisierung

Abb. 8 Arbeitsschema zurin-situ-Markierung mit Monochlorobiman

2.2.5 N-Tracer-Experimente

Zur Untersuchung des Einbaus von Stickstoff in dHeotein- und Nichtprotein-
(Aminosauren)-Fraktion sowie in das Glutathion wairddie Kulturen nach viertagiger
Vorinkubation in *°N-ABC-Medium (Austausch von Ca(NPx4HO gegen
Ca(®NOs), x 4 H,0, 10 at%; Chemotrade, Leipzig) umgesetzt. Gleitigzeerfolgte die
Zugabe von 10 uM Cdgl Das Moosmaterial wurde nach einem, drei und fliagen

geerntet.

2.3 Probenentnahme und Vorbereitung

Bei allen Experimenten auf3er den MCB-Versuchen s jedem Zeitpunkt der ganze
Kolben mit Hilfe einer Absaugvorrichtung (Nalgenetzt Nunc, Wiesbaden; Filter Rotilabo
0 55 mm) geerntet, das Moosmaterial trockengetupfl sofort in flissigem Stickstoff
eingefroren. Bis zur Aufarbeitung wurden die Prolien -80 °C gelagert. Fir die MCB-
Experimente wurde zu jedem Zeitpunkt etwas Moosrnzdtaus dem Kolben entnommen,
zweimal mit farbstofffreiem Medium gewaschen, trecgetupft und eingefroren. Bei den
>N-Tracerstudien wurde das Pflanzenmaterial vor deinfrieren dreimal mitA. bidest.
gewaschen.

Fur alle Analysen wurde das eingefrorene Moosnsdteriflissigem Stickstoff gemorsert

und danach entsprechend extrahiert.
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Materialien und Methoden

2.4 Vitalitatstest — Chlorophyllbestimmung

Zur Beurteilung der Vitalitat vonPhyscomitrella patens unter den verschiedenen
Versuchsbedingungen wurde der Gehalt an Photossapigmenten (Chlorophyll a, b und
Carotinoide) bestimmt.

Dazu wurden 50 mg gemoérsertes Moosmaterial mit 1amimoniakalischem Aceton
(80 % Aceton; 19,5 %A. bidest; 0,5 % NH-LOsung [25 %]) versetzt, 1 min kréaftig gemischt
und dann 15 min bei 4 °C geschuttelt. Nach Zergafion (18890 g, 4 min, 4 °C) wurde der
Extrakt 1:20 mit ammoniakalischem Aceton verdurnbie Proben wurden dann photo-
metrisch vermessen (480 nm, 647 nm, 664 nm, alsdB#rt diente Luft ohne Kivette).
Wahrend der Messungen wurden die Proben stets inkddu und auf Eis aufbewahrt. Die
Berechnung der Pigmentkonzentrationen erfolgte raohf@gender Formeln:

Chlorophylla  [mg['] =11,78% Egga— 2,29% Egaz
Chlorophyllb  [mg '] =20,05% Egs7— 4,77% Esga
Carotinoide [mg ] = Esgo/ 200

2.5 Nachweis thiolhaltiger Verbindungen

Die Bestimmung der Konzentrationen an Cystein (Cysplutamylcystein {-EC) und
Glutathion (GSH) erfolgte durch Derivatisierung dériolgruppen mit Monobromobiman
(Abb. 9, MBB, Fahey & Newton, 1987).

H,C 1|w N
B - R—SH —— H.C _
3 \ N/ CH, + S 3 \ 1'\] Y/ CH,+Br—H
B
r CH, /S CH,
R

Abb. 9 Derivatisierung von Thiolgruppen mit Monobromobiman

Hierzu wurden 50 mg gemorsertes Moosmaterial mitL10,1 N HCI versetzt, kraftig
gemischt und anschlieBend 10 min zentrifugiert 906, 4 °C). 120 uL des Uberstandes
wurden dann mit 180 uL CHES-Puffer (0,2 M; pH Q8d 30 uL 5 mM DTT gemischt und
zur Reduktion der Thiolgruppen eine Stunde auf iBkaibiert. Durch Zugabe von 10 pL
30mM MBB erfolgte die Markierung der SH-Gruppenb5 ¢hin, Raumtemperatur,
Dunkelheit). Die Reaktion wurde mit 250 pL 5 %idessigsaure gestoppt. Bis zur HPLC-
Analyse wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Naahtrifugation (4 min, 21910 g, 4 °C)
wurden die Derivate chromatographisch (RP-18-Phaseginer Merck-Hitachi-LaChrom-
HPLC-Anlage (Interface D-7000, Pumpe L-7100, Autopker L-7200, Fluoreszenzdetektor
L-7480, Darmstadt, Deutschland) getrennt.
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Materialien und Methoden

Farin situ mit Monochlorobiman markierte Moosproben wurde ld&i-Extrakt direkt ftr
die chromatographische Analyse eingesetzt.

Bedingungen zur Trennung der Biman-Derivate:

Stationare Phase Lichrospher 60 RP Select B 5 pm, 26@ mm
Mobile Phase A: 2 % Methanol; 2,5 m* [Essigsaure
pH 4,3 (10 N NaOH)
B: 90 % Methanol, 2,5 mL L Essigsaure
pH 3,9 (0,1 N NaOH)

Flussrate 0,9 mL mih
Injektionsvolumen 10/20 pL
Detektion 380 nny/ 480 nm,

Gradientenprogramm zur Trennung der Biman-Derivate:

Zeit[min]  A[%] B [%]

0 97 3
15,0 93 7
30,0 0 100
30,1 0 100
35,0 0 100
35,1 97 3
45,0 97 3

Quantifiziert wurde iber Eichgeraden im Bereich ¥eri4 ug mL* Cys,y-EC und GSH.

Nach jeweils 20 Proben wurde die stationare PhasenéWWaschprogramm unterzogen.

Zusammensetzung der mobilen Phasen fur das Waschmgmamm:

Mobile Phase Zusammensetzung

A 2 % Methanol; 2,5 mL L Essigsaure
pH 4,3 (10 N NaOH)

B 90 % Methanol, 2,5 mL L Essigsaure
pH 3,9 (0,1 N NaOH)

C 30 % Acetonitril

D 85 % Acetonitril
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Gradientenprogramm zum Waschen der RP-18-Phase:
Zeit [min] A [%] B[%] C[%] DJ[%] Fluss [mL mif]

0 97 0 0 0 0,3
18,0 0 0 100 0 0,9
18,1 0 0 100 0 0,3
36,0 0 0 0 100 0,9
42,0 0 0 0 100 0,9
42,1 0 0 0 100 0,3
60,0 0 0 100 0 0,9
60,1 0 0 100 0 0,3
78,0 97 3 0 0 0,9
86,0 97 3 0 0 0,9

2.6 Bestimmung der Enzymaktivat der Glutathion-S-Transkrasen (GST)

50 mg gemorsertes Moosmaterial wurde mit 150 pLséhitusspuffer (0,1 M KHPO, [pH
7,8 mit NaOH]; 5 mM NgEDTA x 7 H,O; 1 % Polyvinylpolypyrrolidon) versetzt, kraftig
gemischt und 30 min zentrifugiert (11000 g, 4 °©er Uberstand wurde dann fir die
Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat der Gfai€h Habiget al. (1974) eingesetzt.
Hierbei wird die Konjugation des Substrates 1-Clagr-dinitrobenzen (CDNB) mit
Glutathion photometrisch bei 340 nm Uber einenrZeih von drei Minuten verfolgt (1 min

lag-Phase, 2 migeady-state-Phase). Der Reaktionsansatz enthielt:

500 pL 200 mM KHPGOy; pH 6,4 (30 °C, Wasserbad)
20 puL 100 mM GSH
20 pL 100 mM CDNB (in Ethanol geldst)
X UL Rohextrakt (Kontrolle 25 uL; MCB 5 — p%)
ad 1 mL A bidest. (30 °C, Wasserbad)

Bei jeder Messung wurde eine Referenz ohne RoHextragefihrt.

Zur Bestimmung der eingesetzten Proteinmenge wail®roteinkonzentration des Roh-
extraktes nach Bradford (1976) bestimmt. HierfUrdeuder Rohextrakt 1:10 mA. bidest.
verdiunnt und 10 pL dieser Verdiinnung mit 790Aubidest. und 200 puL Bioguant (Merck,
Darmstadt) gemischt. Nach fanfminttiger Inkubatierfolgte die Messung bei 595 nm
(Referenz: Ansatz miA. bidest.). Eine Kalibriergerade mit Rinderserumalbumin irar&@ch

von 2—8 ug mr* wurde zur Quantifizierung herangezogen.
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2.7 Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Mit Monochlorobiman inkubierte Protonema-Zellen v@npatens wurden der Kultur
entnommen, farbstofffrei gewaschen und in einerpfeno 50 uM Propidiumiodidiésung (PI)
auf einem Objekttrager Uberfiuihrt. Die Bilder wurdam einem konfokalen Laserscanning
Mikroskop (Zeiss LSM 510 META) mit einem 63er Wassenersionsobjektiv (C-Apochro-
mat 1.2NA, Zeiss) aufgenommen. Die Fluoreszenzamggerfolgte mit einem 405 nm
Dioden-Laser (Glutathion-Biman-Konjugat) und ein®48 nm HeNe-Laser (Pl). Die Biman-
Fluoreszenz wurde im Wellenlangenband 475-525 ntekdert. Pl wurde im Bereich 560-
615 nm beobachtet, die Autofluoreszenz der Chlagiph oberhalb von 680 nm

aufgenommen.

2.8 Kapillarelektrophoretische Analyse von Sulfat

Zur Bestimmung des intrazellularen Sulfatgehaltagden 50 mg gemorsertes Moos-
material mit 200 pLA. bidest. versetzt, kraftig gemischt und anschlieRend 10 lo@n90 °C
inkubiert. Nach einer Zentrifugation (10 min, 23a§)0vurde der Uberstand 1:5 it bidest.
verdinnt und fir die kapillarelektrophoretische Bma an einem Hewlett Packard ${P
System (Palo Alto, Kalifornien) mit Diodenarray-Bktor eingesetzt. Zur Bestimmung des
extrazellularen Sulfatgehaltes wurde das jeweligurmedium 1:10 mifA. bidest. verdinnt

und analysiert.

Bedingungen zur Trennung der anorganischen lonen rtiels Kapillarelektrophorese:

Kapillare SUPELCO FS 50 CE
effektive Lange: 24,5 cm; ID 50 um
Kapillarentemperatur 20 °C
Injektion 200 mbarx s
Detektion Signalwellenlange 350 nm
Referenzwellenlange 235 nm
als positive Peaks

Spannung 18 kV, negative Polaritat
Aquilibrierung der 5 min 0,1 N NaOH
Kapillare 5 min 10 mM HPO,

2 min KO

3 min Trennpuffer
Analysenzeit 6 min

Der Trennpuffer enthielt 2,25 mM Pyromellinsaure;,5 M NaOH; 0,75 mM
Hexamethoniumhydroxid und 1,6 mM Triethanolamin (bH4 mit NaOH, Sutter, 2000). Die
Quantifizierung erfolgte anhand von Kalibriergenadi®a Bereich von 0,015-1 mM N&O,.
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2.9 N-Traceruntersuchungen

2.9.1 Trennung der Protein-(PN) und Nichtproteinfraktion (NPN)

Zur Trennung der PN- und NPN-Fraktion wurden camg0gemorsertes Moosmaterial mit
1 mL 10 %iger Trichloressigséaure (TCA) versetztiftg gemischt und ca. 17 Stunden bei
4 °C zur Proteinféallung inkubiert. Nach Zentrifuigat (11180 g, 15 min, 4 °C) wurden
200 pL des Uberstandes (= NPN-Fraktion) bei 50rfZinnkapseln (% 13 mm, HEKAtech
GmbH, Wegberg, Deutschland) getrocknet. Das PéRét-Fraktion) wurde zweimal mit
1 mL 0,5 %iger TCA gewaschen (Zentrifugation 10 nid180 g, 4 °C) und anschlieRend
ebenfalls bei 50 °C getrocknet.

2.9.2 Trennung der Glutathionfraktion

Zur Untersuchung def®N-Haufigkeit im Glutathion musste diese Fraktionnachst
getrennt werden. Dazu wurden 50 mg Moosmaterial 6@ puL 0,1 N HCI versetzt. Nach
Zentrifugation (10 min, 95009, 4°C) und Filtratiodes Uberstandes (Whatman
Spritzenvorsatzfiltef] 13 mm; 0,2 um Porendurchmesser) wurden 25-100uyn lclromato-
graphischen Trennung (RP-18-Saule, Prontosil C1&8i§hoff Chromatography, Leonberg,
Deutschland) an einer Merck-Hitachi-LaChrom-HPLClaige (Interface D-7000, Pumpe L-
7110, Autosampler L-7200, Darmstadt, Deutschlamgigiert. Nach acht bis elf Minuten
wurden Fraktionen gesammelt, die anschlie3end rismbed vac bis zu einem Volumen von

50-80 pL eingeengt wurden.

Bedingungen zur Trennung des Glutathions:

Stationare Phase ProntoSil C18AQ, 5 um, 120 A;>X2806 mm
Mobile Phase A: TFA in Wasser (pH 2)

B: ACN
Flussrate 1 mL mih

Gradientenprogramm zur Trennung des Glutathions:

Zeit[min]  A[%] B [%]

0 99 1
5,0 99 1
13,0 99 1
13,1 50 50
23,0 50 50
23,1 99 1
30,0 99 1

24



Materialien und Methoden

Im Anschluss wurden die eingeengten Fraktionenimmg@efal3en bei 50 °C getrocknet. Da
der Stickstoffgehalt dieser Fraktionen zu gering Via die Analyse der°N-Haufigkeit,
wurden zusatzlich 50 pL einer NEI-Losung (25 pug N/50 pL) zupipettiert und getroekn
(Isotopenverdinnung). Die Genauigkeit dieser Metheodurde in einem Vorexperiment

Uberprift (siehe Kapitel 2.9.3).

2.9.3 Bestimmung der®N-Haufigkeit

Die Analyse de$°N-Isotops erfolgte mittels einer Kombination ausrBéntar-Analysator
und Isotopen-Verhaltnis-Massenspektrometer (IRMXbei werden die zuvor in Zinnfolie
eingewogenen Proben mittels Autosampler in einemEhtar Analysator (EuroVector 3000,
Mailand, Italien) unter Zugabe von reinem Sauefstefbrannt. Die entstandenen Gasg N
CO, und HBOpampnWwerden mit einem Tragergas (He) Uber eine Wasse(faOs auf Trager)
zum Entfernen des 8 pampnund durch eine GC-TrennsauleA(5Y4, 60 cm) zum Trennen
von N; und CQ uber ein open-split-System (ConFlo Ill, Thermo Kilen, Bremen,
Deutschland) direkt in das IRMS (MAT 253, Thermelg&ton, Bremen) transportiert. Dort
werden die Gase in einer Elektronenstol3-lonenquehesiert und die einzelnen Isotope
gemessen. Von den Proben wurde der natiridNeGehalt der Luft (ca. 0,3663 %) abge-
zogen und somit der tatséchlich®l-Gehalt der Probe als Atom-Prozent-Excess (atx€4 e
ermittelt.

Da die Menge des Glutathions fur eine regulare Mmagsnicht ausreichte, wurde die
Methode der Isotopenverdinnung angewendet. Dalrei dve Probe mit einer definierten
Menge N (hier NHCI-Eichlésung, s. Kapitel 2.9.2) versetzt, bei dex Menge (als Aqui-
valent der Flacheneinheit pro N-Einwaage Vs/pg) ded™N-Gehalt bekannt ist. Nach der
Messung wird vom Gesamtergebnis diese Flache uniPeGehalt der zugegeben NEI-

Eichlésung herausgerechnet und man erhalt WéGehalt des Glutathions.

Eingesetzte Menge N (NEI-L6sung) Berechnete Menge Stickstoff nach derdveg

40 ug 38,85 ug
35 ug 34,53 ug
25 ug 24,13 ug
10 pg 9,53 ug
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2.10 Transkriptanalyse

Zur Untersuchung der Induktion der Gene der regghktiSulfatassimilation sowie der
Glutathion-Biosynthese unter Sulfatmangelbedingangeuirden die Proben nach RNA-
Isolierung und cDNA-Synthese mittels quantitaticeal-time PCR analysiert.

2.10.1 RNA-Isolierung

Ca. 60-70 mg gemorsertes Pflanzenmaterial wurdéchst mit 500 pL Extraktionspuffer
(0,2 M Tris/HCI pH 8,0; 0,25 M NaCl; 0,025 M EDTA,5 % SDS) versetzt und gemischt.
Nach Zugabe von 500 pL eines Phenol-Chloroformasdalkohol-Gemisches (25:24:1)
wurde nochmal kraftig gemischt und 20 min bei Rampyeratur zentrifugiert (18890 g). Die
wassrige Phase wurde in ein neues Gefald Gberfidrdie Extraktion zweimal wiederholt.
Anschliel3end wurde die wassrige Phase mit 150 M. I8CI versetzt, gemischt und die
RNA zwei Stunden bei -80 C gefallt. Nach Zentriftiga (20 min, 18890 g, 4 °C) wurde der
Uberstand verworfen und 300 pA. bidest. zugegeben. Danach erfolgte eine zehnminiitige
Inkubation bei 65 °C. Der Ansatz wurde danach nadamit 100 puL 8 M LiCI gemischt und
die RNA Uber Nacht bei -20 C gefallt. Nach erneutentrifugation (18890 g, 4 °C, 20 min)
wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit 1604 % Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (5 min, 18890 g, 4 °C). Das Pelletrdeai getrocknet, in 25-50 uL DEPG®I
(laut Herstellerangaben) aufgenommen und zehn Mmbei 65 °C inkubiert. Die Bestim-
mung der RNA-Konzentration erfolgte photometriseh 30 nm (Proben 1:100 mit DEPC-
H.O verdinnt, Genequant). Jede Probe wurde zweinmdlimat und jede Verdinnung drei-
mal gemessen. Die RNA-Konzentration resultierte ders Mittelwert der sechs Messwerte.
Alle Proben wurden anschlielRend einem DNA-Verdaemziogen.

2.10.2 DNase-Verdau

Der DNase-Verdau erfolgte mit DNase | (Fermentash8ntt. Leon-Rot, Deutschland).
Ein Ansatz enthielt:
0,75 ug RNA
1l 10x Puffer
ad 9 uL DEPC-KD
1uL DNase |
Nach Inkubation tber Nacht bei 37 °C wurde die Realdurch Zugabe von 1 pL 25 mM
EDTA gestoppt.
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2.10.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um die RNA auf etwaige Kontaminationen mit DNA zbeiiprifen, wurde eine PCR mit
Primern fir die RuBisCO durchgefuhrt. Die PCR wurdié dem FastStart-Tag-Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) durchgefler PCR-Ansatz enthielt:

0,5 uL RNA aus DNase-Verdau
2 uL 10x Puffer
1pL 10 mM dNTP-Mix (dATP, dTTP, dGTP, dCTROtR)
1pL 10 puM forward Primer (RuBisCO, S. 29, &l 3)
1pL 10 puM reverse Primer (RuBisCO, S. 29,€llalB)
0,2 pL FastStart Taq DNA Polymerase
14,3 puL DEPC-HO

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem MultiBlock SystgqHybaid GmbH, Heidelberg,
Deutschland):

Schritt 1 (X): 2 min 95 °C
Schritt 2 (4&): 15 sec 94 °C  Denaturierung
15 sec 60 °C  Primeranlagerung
20 sec 72 °C  Elongation
Schritt 3 (%): 10 min 72 °C final extension
Schritt 4 (X): 0 4°C

2.10.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Groéfientrennung der PCR-Produkte wurde mittelszbntaler Gelelektrophorese in
Flachbett-Elektrophoresekammern durchgefuhrt. Hrenvurden 2,25 g Agarose (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) in 150 mL TAE-Puffer (40 mivls; 0,5 mM Na-Acetat; 0,01 mM
NaEDTA pH 8,0) durch Erhitzen in der Mikrowelle geioslach Abkuhlen wurde dem noch
flissigen Gel Ethidiumbromid (0,5 pg/mL Gel) zugeseind in die Kammer gegossen. Die
Proben wurden mit & Ladepuffer (30 % [v/v] Glycerin; 0,25 % [w/v] Brgrhenolblau;
0,25 % [w/v] Xylencyanol) versetzt und je 10 pL getragen. Als GroRenstandard wurde
eine 50 bp-DNA-Leiter (GeneRulér 50bp DNA Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,

Deutschland) verwendet. Die Trennung erfolgte 26 Y.
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2.10.5 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte laut Herstellerangabeh SaperScript I Reverse Trans-
kriptase (Invitrogen, Carlsbad, USA). Es wurde [0gbDNA-freie RNA eingesetzt.

2.10.6 quantitative real-time-PCR (qRT-PCR)

Die quantitativereal-time-PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kia¢@n,
Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Der Reaktionamenthielt:

0,5uL cDNA

10 uL 2 x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
0,6 uL 10 uM forward Primer (S. 29, Tabelle 3)

0,6 uL 10 puM reverse Primer (S. 29, Tabelle 3)
8,3uL DEPC-HO

Die Reaktion wurde in einem iCycler-PCR-Gerat (Biad, Munchen, Deutschland)

durchgefuhrt:
Schritt 1 (1x): 15 min 95 °C
Schritt 2 (40x): 15 sec 94 °C  Denaturierung
15 sec 60 °C  Primeranlagerung
20 sec 72 °C  Elongation, Datenaufnahme
Schritt 3 (1x): 1 min 95 °C
Schritt 4 (72x): 10 sec 57 °C  (je Zyklus + 0.5 &&hmelzkurve )
Schritt 5 (1x): 0 4°C

Die Schmelzkurve diente der Uberpriifung der Spéritier PCR-Produkte, so dass keine
unspezifischen Produkte mit in die Berechnung eiagen wurden. Mit Hilfe der iCycler-
Software wurden die @Nerte (hreshold cycle, Schwellenwert) berechnet. Die relative
Quantifizierung erfolgte Gber die iIQ5-Software (Btad, Minchen, Deutschland).
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Tabelle 3 Primertbersicht

Enzymname Sequenz Sequenz

(EST, Zugangsnummer NCBI) Forward primer reverse Primer
RuBisCO (AB120708) aagttgcccatgttcgggtg acctgejetgtcgaag
ST (Bl487450; AB699545; BI436714) agtacctcattgtdgac tcatacgggacattctgcga
ATPS (BU052122) ttctggaactaagatgcgc tccagtttttgoigg
APR (BQ827272) acggttgggtagctttgcag tgtgttgtatgttggégc
APR-B (PAPR) (AJ489220) ttcaactcggaggattgtcc tcageacagcagttgc
SIR (BQ827026) gggttatgtttccaaggacg tcatacgggagata
SAT (AW599682) gtacagctgtgggaaatcct accagcctttggtigatcc
OASTL (BU052293) ggacgagtgtggtcagccag aatattggoaitgttcc
v-ECS (BU052092) tctttgagaaaaccagcctcg catgctccgeggtcc
GSHS (BQ827502) accaccttcatcagagtcag tgaattggtggt

2.11 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden in 3 unabhéngigen Versuahndrjeweils 3 parallelen Ansatzen
(n =9; Ausnahmen: MCB-Experiment, Kurzzeitexpemtn€admium, Cd-Exposition nach
langfristigem Sulfatmangel) durchgefiihrt. Die Engslse aller Versuche wurden mit Hilfe
des Programms MicrosoftOffice Excel 2003 gemittelt und die Standardabiveimen

berechnet. Fir die Standardabweichung wurde folg&odmel verwendet:

> e xf
(n-1)

Die, in den Diagrammen dargestellten S&ulen bzwtelpnkte zeigen stets den
Mittelwert + Standardabweichung. Zur Bestimmung der Signifieanzurde beim Vergleich
von zwei Gruppen (Kontrolle, Cadmium-exponiert) aimgepaarter t-Test durchgefiihrt. Bei
signifikant verschiedenen Standardabweichungenigtefader t-Test mit Welch-Korrektur.
Fur den Vergleich von drei Gruppen (Kontrolle; QM Sulfat; 0 uM Sulfat) wurde der One-
way-ANOVA-Test mit anschlieBendem Tukey-Kramer-Tedterangezogen. Diese
statistischen Auswertungen erfolgten mit dem PnognaGraphpad InStat Version 3.05. Die
statistischen Analysen der Experimente zur Cd-Expasnach langfristigem Sulfatmangel
sowie zurin-situ-Markierung mit Monochlorobiman erfolgten mittelsner zweifaktoriellen
univarianten Varianzanalyse (2-way-ANOVA) mit demogramm SAS (SAS Institut Inc.,
1989). In den Diagrammen und Tabellen werden dgelinisse der statistischen Analysen
wie folgt dargestellt: * = x 0,05; ** = p< 0,01; *** = p< 0,001.
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Corinna Bleuel: Untersuchungen zur Bedeutung dasa@lions bei der Cadmium-
Detoxifizierung inPhyscomitrella patens

3. Ergebnisse

3.1 Auswirkungen von Cadmium-Exposition inP. patens

3.1.1 Vitalitat unter Cd-Exposition

Zur Beurteilung der Vitalitdt des Blasenmuitzenmad3leyscomitrella patens wurde der
Pigmentgehalt (Chlorophyll a und b, Carotinoidejengezogen.

Abb. 10 und Abb. 11 zeigen den Chlorophyll-a-GelvalP. patens wéhrend funftagiger
Belastung mit 10 uM CdglIn einem ersten Experiment wurden die Probenesténs nach
einem Tag Cd-Belastung entnommen (Abb. 10). Sclamh r24 Stunden waren signifikante
Anderungen in der Vitalitat zu beobachten. Deshallvden in einem zweiten Experiment
Proben innerhalb der ersten sechs Stunden entnonfAtEn 11). Aufgrund des grof3en
zeitlichen Abstandes zwischen den beiden Experiemewurden bei dem Kurzzeitexperiment
ebenfalls Proben nach einem, drei und finf Tagemomenen. Somit konnte zuséatzlich die
Stabilitat der Kultur und der Versuchsdurchfihrurgrprift werden.

Uber den gesamten Versuchszeitraum lag der GemalCllorophyll a bei 2 bis
2,4 mg g FM'. Die Zugabe von Cadmium filhrte innerhalb der erstechs Stunden nach
Cadmiumzugabe zu keiner signifikanten Anderung imlo@phyll-a-Gehalt (Abb. 11).
Zwischen dem ersten und fiinften Kulturtag kam esiner zeitabhangigen Abnahme des
Chlorophyll-a-Gehaltes unter Cadmium-ExpositionchN&inf Tagen sank der Chlorophyll-a-
Gehalt auf ca. 50 % der entsprechenden Kontrolk@hkbb. 10, Abb. 11).
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Abb. 10  Chlorophyll-a-Gehalt in P. patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle, l = 10 pM Cd), n =9
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Abb. 11  Chlorophyll-a-Gehalt in P. patens unter kurz- und langfristiger Cd-Exposition (J = Kontrolle,
H = 10 pM Cd), n = 6, aul3er Kontrolle Tag 3 und 5: = 3

Der Chlorophyll-b-Gehalt (1,2 mg g FMbis 1,3mg g FM; Abb. 12, Abb. 13) in
P. patens ist zwar deutlich geringer als der Chlorophyll-akalt, aber auch hier wurden
innerhalb der ersten sechs Stunden nach Cadmiurakéukeine signifikanten Anderungen
festgestellt (Abb. 13). Nach 24 Stunden CadmiumesSkmpn kam es zu einer signifikanten,
zeitabhéngigen Abnahme bis auf 60 % des Kontrotlkgenach finf Tagen (Abb. 12, Abb.

13).
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Abb. 12  Chlorophyll-b-Gehalt in P. patens unter Cd-Exposition (0 = Kontrolle, ll =10 uM Cd),n=9

1,6
*]~ **
_ 1,2+
=
L *k ek
(@)
E 0,8
o)
<
(@)
0,4
0
Oh 2h 4h 6h 1d 3d 5d

Zeit
Abb. 13  Chlorophyll-b-Gehalt in P. patens unter kurz- und langfristiger Cd-Exposition ([1 = Kontrolle,
l = 10 pM Cd), n = 6, aul3er Kontrolle Tag 3 und 5: = 3

Auch die Carotinoidkonzentration wurde durch Cadmitxposition beeinflusst (Abb. 14,
Abb. 15). Jedoch konnte hier erst ab Tag drei sigaifikante Abnahme unter 10 uM Cd
beobachtet werden. Bis zum flnften Tag nach Cadrziugabe sank der Carotinoidgehalt

auf ca. 80 % ab.
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Abb. 14  Carotinoid-Gehalt in P. patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle, ll =10 pM Cd), n =9
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Abb. 15 Carotinoid-Gehalt in P. patens unter kurz- und langfristiger Cd-Exposition (0 = Kontrolle,
H = 10 pM Cd), n = 6, aul3er Kontrolle Tag 3 und 5: = 3

3.1.2 Thiolgehalte unter Cd-Exposition

Der Thiolgehalt des Mooses unter Cadmium-Expositiamde durch Derivatisierung der
Sulfhydrylgruppen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Mbramobiman und anschlie3ender
chromatographischer Trennung an einer RP-18-Plestarimt.

Exposition mit 10 uM Cd fuhrte zu einer signifikantZunahme der niedermolekularen
Thiole Cystein (Cys, Abb. 16, Abb. 17);Glutamylcystein -EC, Abb. 18, Abb. 19) und
Glutathion (GSH, Abb. 20, Abb. 21). Auch hier wungavie im Abschnitt 3.1.1 erlautert,

zwei Experimente durchgefuhrt. Die Cys-Konzentratia Kontrollkulturen lag Uber den
33



Ergebnisse

Versuchszeitraum bei ca. 34 nmol g EMNach Zugabe von 10 pM CdQitieg der Cystein-
Gehalt signifikant bis auf 83 nmol g Fivhach fiinf Tagen (Abb. 16). Im Kurzzeitexperiment

konnte gezeigt werden, dass der Cystein-Gehaltnsnhoh 2 Stunden signifikant gegentber
der Kontrolle erhéht war (Abb. 17).
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Abb. 16  Cystein-Gehalt inP. patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle, l = 10 uM Cd), n=9
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Abb. 17

Cystein-Gehalt in P. patens unter kurz- und langfristiger Cd-Exposition (O = Kontrolle,
l = 10 pM Cd), n = 6, aul3er Kontrolle Tag 3 und 5: = 3

Der Gehalt any-EC in P. patens ist sehr gering und betragt durchschnittlich nur
5 nmol g FM*. Unter 10 uM Cd konnte eine zeitabhangige sigaifle Zunahme der

intrazellularen y-EC-Konzentration bis auf das 7- bzw. 16-fache d&mtrollwertes
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beobachtet werden (Abb. 18, Abb. 19). Kurzzeitigel@ium-Exposition Gber sechs Stunden
zeigte keine Veranderungen yrEC-Gehalt (Abb. 19).
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Abb. 18 y-EC-Gehalt in P. patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle, ll = 10 pM Cd), n =9
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Abb. 19 y-EC-Gehalt in P.patens unter kurz- und langfristiger Cd-Exposition (0 = Kontrolle,
H = 10 pM Cd), n = 6, aul3er Kontrolle Tag 3 und 5: = 3
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Das Tripeptid Glutathion kam iR.- patens-Zellen in weitaus héheren Konzentrationen
(328 nmol g FM) als die Thiole Cys ung-EC vor. Unter Cadmium-Belastung wurde auch
hier eine signifikante Erhéhung ermittelt. Beraitach vier Stunden Cd-Belastung stieg der
intrazellulare Gesamtglutathiongehalt von 341 aif #imol g FM" (Abb. 21). Bis zum ersten
Tag stieg dieser Gehalt weiter bis auf ca. 660 rgrfeM* (Abb. 20, Abb. 21). Zwischen Tag
3 und Tag 5 konnten keine weiteren Anderungen kerabawerden. Die GSH-Konzentration

blieb auf dem, im Vergleich zur Kontrolle, verdofipa Niveau.
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Abb. 20 Gesamitglutathiongehalt inP. patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle, B = 10 yM Cd),

n=9
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Abb. 21  Gesamtglutathiongehalt in P.patens unter kurz- und langfristiger Cd-Exposition
(O = Kontrolle, W =10 uM Cd), n = 6, aul3er Kontrolle Tag 3 und 5: = 3
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3.1.3 Sulfatgehalt unter Cd-Exposition

Sulfat als Ausgangsstoff fur die reduktive Sulfataslation und somit fiir die Biosynthese
der Thiole Cysy-EC und GSH wurde kapillarelektrophoretisch analtsi

Der Sulfatgehalt des Mediums von Kontrollkulturegtrig am ersten Kulturtag 1,36 mM
und lag im weiteren Versuchsverlauf zwischen 1sl hP mM. Cadmium-Exposition flihrte
im Vergleich zur Kontrolle nach einem Tag zu eiAbnahme des Sulfatgehaltes im Medium
auf 1,2 mM. Bis zum Ende des Versuches konntenekeinterschiede zwischen Kontroll-

und Cadmium-belasteten Kulturen beobachtet werdbh.(22).
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Abb. 22  Sulfatgehalt im Medium vonP. patens unter Cd-Exposition (0 = Kontrolle, ll = 10 uM Cd),
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Abb. 23 intrazellularer Sulfatgehalt von P. patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle, ll = 10 uM Cd),
n=9
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Der intrazellulare Sulfatgehalt iR. patens betrug Gber den gesamten Versuchszeitraum
ohne Cadmium-Belastung ca. 7 pmol g ENExposition mit 10 pM Cd filhrte nach 3 Tagen
zu einem geringen, aber signifikanten Anstieg a8fjimol g FM'. Am fiinften Tag nach
Cadmium-Zugabe war kein Unterschied mehr zwischenti¢lle und Cadmium-inkubierter
Kultur sichtbar (Abb. 23).

3.1.4 *N-Tracer-Studien unter Cd-Exposition

Da die reduktive Sulfatassimilation eng mit demcl&toffmetabolismus verknUpft ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss vod &uf die Stickstoffaufnahme bzw. den
Einbau des Stickstoffs in die Nichtprotein- (Amiéage-, NPN-) und Proteinfraktion (PN)
mittels °N-Tracerstudien inP. patens untersucht. Dazu wurd®. patens mit und ohne
Cadmium in Gegenwart von C3(0s), (10 at.-%) als Tracersubstanz kultiviert.

Der Einbau des°N in die Aminosauren (NPN-Fraktion) erfolgte sehsah (Abb. 24).
Schon nach sechs Stunden betrug'tieHaufigkeit ca. 1,4 at.-% exc. In der Kontrollkut
stieg die'®N-Haufigkeit kontinuierlich bis zum fiinften Tag a2 at.-% exc. an. Unter Cd-
Exposition konnte hingegen nach dem ersten Tagekeimitere Veranderung derN-
Haufigkeit beobachtet werden. DaN-Haufigkeiten in der Nichtproteinfraktion unter Cd
Belastung lagen am dritten und fiinften Tag bei 66r¢d 62 % im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 24).
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Abb. 24  '*N-Haufigkeit in der NPN-Fraktion von P.patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle,
B=10pyMCd),n=9

Der Einbau de$®N in die Proteinfraktion erfolgte etwas verzogexbl. 25). Nach sechs
Stunden betrug dié°N-Haufigkeit in der Kontrollkultur erst 0,19 at.-e&c. Auch hier
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konnte ein kontinuierlicher Anstieg des Tracereusblis zum flinften Kulturtag beobachtet
werden. Am fiinften Tag war di&N-Haufigkeit in der NPN- und PN-Fraktion unter
Kontrollbedingungen fast gleich. Im Gegensatz zeNNFraktion wurde unter Cd-Belastung
ebenfalls ein kontinuierlicher Anstieg des Einbaas N in die Proteinfraktion beobachtet.
Jedoch war dig°N-Haufigkeit geringer als unter Kontrollbedingungdsiach fiinf Tagen

Cadmium-Exposition wurde einE€N-Haufigkeit von 2,2 at.-% exc. bestimmt (72 % im

Vergleich zur Kontrolle, Abb. 25).
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Abb. 25 'N-Haufigkeit in der PN-Fraktion von P.patens unter Cd-Exposition (O = Kontrolle,
B=10pMCd),n=9
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Abb. 26  '*N-Haufigkeit in der Glutathionfraktion von P. patens unter Cd-Exposition (dargestellt in %
der Kontrolle), n =3
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In einem weiteren Experiment wurde diN-Haufigkeit in der Glutathionfraktion von
Kontroll- und Cd-belasteten Kulturen untersuchterfdu wurde diese Fraktion zunachst
chromatographisch getrennt. Da diese Fraktion zunigve Stickstoff fur die
massenspektrometrische Isotopenanalyse enthieltidewdie Methode der Isotopenver-
dinnung (Jungt al., 1979) angewendet (Kapitel 2.9.3, S. 25). SownHontroll- als auch
in Cd-belasteten Kulturen wurde kontinuierlicN in das Glutathion eingebaut. Abb. 26 zeigt
die **N-Haufigkeiten in der GSH-Fraktion wahrend fiinfgei Kultivierung mit Cd als
Prozent der entsprechenden Kontrolle. Nach fungfhagar die”N-Haufigkeit im Glutathion
der Cd-belasteten Kultur signifikant hoher als ier ontrollkultur (Abb. 26). Auf eine
absolute Quantifizierung dérN-Haufigkeiten musste verzichtet werden, da wahrded
Trocknungsprozesses der Fraktionen Stickstoff veml@ing. Da jedoch genug Stickstoff fir
die Messung def°N-Haufigkeit vorhanden war und Vorexperimente dien&uigkeit der

Methode bestatigten, erfolgte die Auswertung nstttiandards.
3.2 Auswirkungen von Sulfatmangel aufP. patens

3.2.1 Vitalitat unter Sulfatmangel

Zur Untersuchung des Einflusses von Cadmium auf rdoluktive Sulfatassimilation
wurden zunéchst Sulfatmangelexperimente durchgefi#lbb. 27, Abb. 28 und Abb. 29
zeigen den Pigmentgehalt (Chl a, Chl b, Carotinoiden P. patens unter Kontrollbe-
dingungen (ca. 1 mM Sulfat), 0,4 uM Sulfat und olSudfat im Medium. Wahrend des Ver-
suchszeitraumes von 10 Tagen lag der Chlorophydlgetier Kontrollkulturen bei ca.
2 mg g FM* (Chl @) bzw. 1 mg g FM (Chl b). Die Reduktion des Sulfatgehaltes im Metliu
bewirkte bis zum dritten Tag noch keine Effektesightlich des Chlorophyllgehaltes. Eine
zehntagige Kultivierung sowohl mit 0,4 uM Sulfas auch ohne Sulfat im Medium ergab
eine Abnahme des Chlorophyllgehaltes auf ca. 7€kb &, Abb. 27) bzw. 81 % (Chl b, Abb.
28) der Kontrolle.
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Abb. 27  Chlorophyll-a-Gehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen [J = Kontrolle,
B =0,4 uM Sulfat,l = 0 uM Sulfat), n=9

1,64

1,2 [ {

0,81

Chl b [mg g FM]

0,4 1

od 3d 10d
Zeit

Abb. 28  Chlorophyll-b-Gehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen [J= Kontrolle,

B =0,4 uM Sulfat,l = 0 uM Sulfat), n=9

Aufgrund der gro3en Standardabweichungen war dieaAime fir Chlorophyll b nicht
signifikant. Es konnten auch keine signifikantentéyschiede im Chlorophyllgehalt zwischen
den beiden Sulfatmangel-Kulturen beobachtet werderi.den Carotinoidgehalt hatte eine
dreitdgige Sulfatverarmung keinen Einfluss (Abb). Zrst nach zehn Tagen sank dieser auf

84 % unter 0,4 uM Sulfat bzw. 82 % ohne Sulfat ireddim.
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Abb. 29 Carotinoid-Gehalt in  P.patens unter Sulfatmangelbedingungen [1= Kontrolle,
B =0,4 uM Sulfat,l = 0 uM Sulfat), n=9

3.2.2 Thiolgehalte unter Sulfatmangel

Sulfat ist die Ausgangsverbindung fur die reduk®tdfatassimilation und somit essenziell
fur die Bildung von Thiolen wie Cystein;-EC und GSH. Daher war es wichtig zu
Uberprifen, welche Auswirkungen Sulfatmangel aef idirazellularen Thiolgehalte hat. In
ausreichend mit Sulfat versorgteé-patens-Kulturen betrug der Cys-Gehalt tber den

Versuchszeitraum von zehn Tagen ca. 34 nmol ¢ EAbb. 30).
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Abb. 30  Cystein-Gehalt inP. patens unter Sulfatmangelbedingungen(J = Kontrolle, ® = 0,4 uM Sulfat,
M =0 pM Sulfat), n=9
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Sowohl 0,4 uM Sulfat als auch vollstandiger Suliatgel im Medium fuhrten schon nach
drei Tagen zu einer signifikanten Abnahme im Cy$d@e auf 22 nmol g FM bzw.
20 nmol g FM* (Abb. 30). Bis zum zehnten Tag wurde eine weitdlnahme bis auf
14 nmol g FM! in beiden Versuchsansétzen beobachtet. Zwischerbeielen Sulfatmangel-
Ansatzen konnten keine signifikanten Unterschiedgégiestellt werden.

Die Konzentration des GSH-Biosynthese-Zwischenpktel) y-EC, lag zu Beginn des
Experimentes in der Kontroll-Kultur bei 7,6 nmoFyI™ und sank innerhalb von zehn Tagen
auf ca. 4,7 nmol g FM (Abb. 31). Nach drei Tagen Sulfatmangel waren ndeine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zur Kotleamessbar. Jedoch sank nach zehn
Tagen dery-EC-Gehalt deutlich auf 53 % (0,4 uM Sulfat) bzwZ % (ohne Sulfat im
Medium) der Kontrolle (Abb. 31).
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Abb. 31 y-EC-Gehalt in P. patens unter Sulfatmangelbedingungen [J = Kontrolle, B = 0,4 uM Sulfat,
M =0 uM Sulfat), n =9

Bei einer Sulfatkonzentration von 1 mM im Mediumofi{rolle) wurde inP. patens ein
Glutathion-Gehalt von ca. 319 nmol g EMestimmt. Innerhalb von zehn Tagen Kultivierung
wurden in den Kontrollkulturen kaum Verédnderungesoliachtet. Sulfatmangel bewirkte
schon nach drei Tagen ein Absinken des Gesamtgiotmehaltes auf 193 nmol g FM
(0,4 uM Sulfat) bzw. 189 nmol g FM (0 pM Sulfat). Bis zum zehnten Tag unter
Sulfatmangel sanken die GSH-Gehalte weiter bislagfnmol g FM' (Abb. 32).
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Abb. 32  Gesamtglutathiongehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen [ = Kontrolle,
B =0,4 uM Sulfat,l = 0 uM Sulfat), n=9

3.2.3 Sulfatgehalt unter Sulfatmangel

Wahrend der Kultivierung unter Sulfatmangel wurdehader intrazellulare Sulfatgehalt
gemessen. Unter Kontrollbedingungen betrug deazettulare Sulfatgehalt gleichbleibend
ca. 6-7 pmol g FM Uber den gesamten Versuchszeitraum. Bereits naeh Thgen
Sulfatmangel sank dieser auf ca. 40 % der Kontnalle nach zehn Tagen wurden nur noch
ca. 7 % gemessen (Abb. 33).
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Abb. 33 intrazellularer Sulfatgehalt von P. patens unter Sulfatmangelbedingungen [J = Kontrolle,
B =0,4 uM Sulfat,l = 0 uM Sulfat), n=9
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3.2.4 Transkriptmengen der Enzyme der reduktiven Sulfatasimilation

Unter Sulfatmangel-Kultivierung wurden die Trangkmengen der Gene der reduktiven
Sulfatassimilation und der Glutathionbiosynthesettals quantitativer real-time-PCR
analysiert. Es wurden folgende Gene untersuchtfaalnsporter (ST), ATP-Sulfurylase
(ATPS), APS-Reduktase (APR), PAPS-Reduktase (PABRt{ APR-B), Sulfitreduktase
(SiR), Serinacetyltransferase (SAT), O-Acetylsahin()lyase (OAS-TL) sowie die beiden
Gene fur die GSH-Biosyntheseenzym;lutamylsynthetasey{ECS) und Glutathionsynthe-
tase (GSHS). Die relative Genexpression wurde nife Hles Programms iQ5 (Bio-Rad)
berechnet. Als Referenzgeho(isekeeping gene) wurde die RuBisCO verwendet, da diese
unter Sulfatmangel keine Induktion zeigte. Die bBrgese zeigen eine eindeutige Induktion
des SAT-Gens schon nach drei Tagen (ca. 4-facHrheesich bis zum zehnten Tag noch
steigerte (ca. 19-fach). Es konnte kein Untersclaetschen der Versorgung mit 0,4 uM
Sulfat und sulfatfreier Kultivierung beobachtet dem. Alle anderen Gene zeigen nur sehr
geringe bzw. keine Induktion mit sehr hohen Stadaaweichungen unter Sulfatmangel
(Tabelle 4). Aufgrund der Transformation der Rokdabei der Berechnung wurde auf eine
statistische Auswertung verzichtet.

Tabelle 4 Quantifizierung der Transkriptmengen der Gene fiir die reduktive Sulfatassimilation und
GSH-Biosynthese unter Sulfatmangel (n=6)

Gen 0,4 uM Sulfat ohne Sulfat
Tag 3 Tag 10 Tag 3 Tag 10
ST 0,96+0,49 1,4#1,23 1,360,77 1,250,96
ATPS 1,02+0,64 0,840,51 1,651,74 1,681,00
APR 1,35t1,01 1,921,49 0,980,48 1,4%0,94
APR-B (PAPR) 0,82t0,42 0,580,67 1,0%0,55 0,6%0,60
SIR 1,02+0,68 0,8%0,94 1,2%0,92 0,820,83
SAT 4,3%2,22 19,1913,89 4,0%2,41 18,9%10,80
OAST-L 2,08t1,13 1,141,29 1,531,04 1,0#1,08
v-ECS 0,93t0,40 1,191,07 1,080,66 1,2@0,91
GSHS 1,92+1,13 1,791,57 1,4%0,62 1,9%1,42
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3.3 Einfluss von Sulfatmangel auf die Cd-Toxizitat

3.3.1 Vitalitat unter Sulfatmangel und Cd-Exposition

Zur Untersuchung des Einflusses von Sulfatmangélde Cadmium-Toxizitat wurden
P.-patens-Kulturen ohne Sulfat im Medium fiur funf Tage m® UM CdC} exponiert. Als
Kontrolle diente eine Cd-freie Kultur, die ebengatihne Sulfatquelle im Medium kultiviert
wurde. Unter Kontrollbedingungen (Sulfatmangel) mather Chlorophyll-a-Gehalt leicht von
2,5 auf 2,1 mg g FM ab. Wurden die Kulturen zusatzlich mit 10 pM Cdabtet, konnten
schon nach drei Tagen signifikante Unterschiedesa@wan beiden Kulturen beobachtet
werden (Abb. 34). Nach funf Tagen unter Sulfatméangel Cadmium-Belastung lag der
Chlorophyll-a-Gehalt bei 73 % der Kontrolle (= Sathangel ohne Cadmium-Belastung).
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Abb. 34  Chlorophyll-a-Gehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition
(O =-SO/- Cd, ® =-SO/+ Cd), n=9

Ein ahnliches Verhalten wurde auch beim Chlorophyehalt beobachtet (Abb. 35).
Hier sank der Gehalt unter Sulfatmangel von 1,3 &2 mgg FM. Eine fiinftagige
Cadmium-Belastung bewirkte eine Abnahme des Chlorbp-Gehaltes auf 76 % der

Kontrolle.
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Abb. 35  Chlorophyll-b-Gehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition
(0 =-SO/- Cd, ® =-SO2/+ Cd), n=9

Der Carotinoidgehalt zeigte nach funf Tagen Sultaigel eine geringe, aber signifikante
Abnahme. Zusatzliche Cadmium-Belastung fuhrte xmerezeitabhangigen Abnahme des
Carotinoidgehaltes im Vergleich zur Kontrolle oh@admium (Abb. 36). Nach funf Tagen
betrug der Carotinoidgehalt 0,68 ug g EMunter Cadmium-Belastung, wahrend die
Konzentration in der Kontrollkultur bei 0,76 pg ME lag.
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Abb. 36  Carotinoid-Gehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition
(O =-SO2/- Cd, m =-SO/+ Cd),n=9
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3.3.2 Thiolgehalte unter Sulfatmangel und Cd-Exposition

Die Analyse der Thiolgehalte unter Sulfatmangelbgdngen und Cadmium-Exposition
zeigte, dass sich die Konzentrationen der Thiolst€ly,y-EC und Glutathion erhohten, trotz
Fehlens der Ausgangsverbindung Sulfat (Abb. 37,.A% Abb. 39). Zu Beginn dieses
Experimentes lag der Cys-Gehalt derpatens-Kultur bei ca. 26 nmol g FM Fiinftagiger
Sulfatmangel im Medium filhrte zu einer Reduktiors @ys-Gehaltes auf 12 nmol g FM
Wurden zeitgleich mit der Entfernung des Sulfates dem Medium 10 uM Cadmium
zugegeben, erhdhte sich der Cys-Gehalt schon naemerag signifikant im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 37). Als Kontrolle diente eine Kuft ohne Sulfat und ohne Cadmium im
Medium. Nach funf Tagen war der Cys-Gehalt der Gadwbelasteten Kultur 3,4-fach
erhoht gegenuber der Kontrollkultur (Abb. 37).
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Abb. 37 Cystein-Gehalt in P.patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition
(O =-SO7/-Cd, @ =-SO/+ Cd),n=9

Ein &hnlicher Trend konnte auch fir das DipepfidEC beobachtet werden. Der
Sulfatmangel bewirkte hier ein Absinken von 10 nm&M™* auf 3,6 nmol g FNt innerhalb
von funf Tagen. Bei Zugabe von 10 uM CgGlieg dery-EC-Gehalt erst nach 3 Tagen
signifikant auf den doppelten Wert der Kontrolle. &is zum funften Kulturtag bewirkte
Cadmium einen weiteren Anstieg bis auf ca. 15 ngreM™” (Abb. 38).
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Abb. 38  y-EC-Gehalt in P. patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition[[ = -SO,*/-Cd,
B =-SO*/+Cd),n=9

Der Gesamtglutathiongehalt zeigte auch bei diesgpefiment die hochste Konzentration
in der Zelle im Vergleich zu Cys ung-EC und lag bei Versuchsbeginn bei ca.
380 nmol g FM'.  Sulfatmangel bewirkte eine rasche Abnahme despeptids auf
216 nmol g FM' nach einem Tag. Bis zum fiinften Tag nahm der Ge&®i-Gehalt
langsamer bis auf 171 nmol g F\ab. Cd-Exposition unter Sulfatmangelbedingungémtéi
zu einer schnellen Induktion der GSH-Biosynthessho® nach einem Tag war der GSH-
Gehalt signifikant erhdht und steigerte sich bisnztiinften Tag auf das 3,3-fache im
Vergleich zur Kontrolle ohne Sulfat und ohne Cadmim Medium (Abb. 39).
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Abb. 39  Gesamtglutathiongehalt inP. patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition
(O =-SO2/-Cd, @ = -SO%/+ Cd),n =9
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3.3.3 Sulfatgehalt unter Sulfatmangel und Cd-Exposition

Die Untersuchungen zum intrazellularen Sulfatgehalbter Sulfatmangel und
gleichzeitiger Cadmium-Exposition zeigten in beid&rsuchsvarianten (-S&-SO* + Cd)
ein Absinken des intrazellularen Sulfatgehaltesr iden Versuchszeitraum von funf Tagen
(Abb. 40). An Tag drei und funf konnte fur die Cadm-belastete Kultur ein etwas, jedoch

nicht signifikant, erhdhter Sulfatgehalt gegenidder sulfatverarmten Kultur ohne Cadmium
festgestellt werden.
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Abb. 40 intrazellularer Sulfatgehalt in P. patens unter Sulfatmangelbedingungen und Cd-Exposition
(O =-SO%/-Cd, ® =-SO/+ Cd),n=9

3.4 Einfluss von langfristigem Sulfatmangel auf die Cachium-Toxizitat

Zur Untersuchung der Auswirkung von langfristigemalf&mangel auf die Cadmium-
Toxizitat wurde das Moos zunachst zehn Tage mit lmwie Sulfat im Medium kultiviert. In
Vorexperimenten (Kapitel 3.2, S. 40) konnte gezengrden, dass nach zehntdgigem
Sulfatmangel kaum noch intrazellulares Sulfat nagblbar war. Des Weiteren war die

Vitalitdt in geringem Mal3e, aber signifikant be&istt und auch der Thiolgehalt war

signifikant gesunken.

3.4.1 Vitalitat unter langfristigem Sulfatmangel und Cadmium-Exposition

Als Vitalitdtsparameter wurde der Pigmentgehaligausihlt. Die Gehalte an Chlorophyll
a und b betrugen zu Beginn des Experimentes 2,7 bAwmg g FM und verringerten sich
unter Sulfatmangel innerhalb von zehn Tagen inrguteereinstimmung mit den Daten des
Vorversuches (Kapitel 3.2.1, S. 40) auf 73 bzw%8@m Vergleich zur Kontrolle (Abb. 41,
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Abb. 42). Die Abnahme war jedoch nicht signifikaldte anschliel3ende dreitdgige Exposition
mit 10 uM Cadmium fuhrte sowohl unter Sulfatmangéé auch unter ausreichender
Sulfatversorgung zu einer weiteren Abnahme im Gigbyll-a und b-Gehalt (Abb. 41, Abb.

42). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen Stdérsorgung und Cadmium-Exposition

konnte nicht festgestellt werden (Tabelle 5).
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Abb. 41  Chlorophyll-a-Gehalt in P. patens nach zehntdgiger Sulfatverarmung und anschlieendeCd-
Exposition (J = +SQ?/-Cd, @ = -SO,?/-Cd, B = +SO*/+Cd, @ = -SO,“/+Cd), n = 4
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Abb. 42  Chlorophyll-b-Gehalt in P. patens nach zehntéagiger Sulfatverarmung und anschlieBendeCd-
Exposition (J = +SQ?/-Cd, @ = -SO,?/-Cd, B = +SO*/+Cd, @ = -SO,7/+Cd), n = 4

Auch der Carotinoidgehalt zeigte Veranderungen ruigelfatmangel und Cadmium-

Exposition. Wahrend des zehntagigen Sulfatmangei& slie intrazellulare Carotinoidkon-
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zentration signifikant auf 79 % (Abb. 43). Auch hievurden die Ergebnisse des
Vorexperimentes bestétigt (Kapitel 3.2.1, S. 40@i Ber anschlieRenden Inkubation mit
Cadmium zeigte sich nach drei Tagen nur eine Vexdmd) bei den Kulturen, denen kein
Sulfat im Medium zur Verflgung stand (Abb. 43). ded konnte keine signifikante

Wechselwirkung zwischen Sulfatversorgung und Cadmixposition ermittelt werden
(Tabelle 5).
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Abb. 43  Carotinoidgehalt in P. patens nach zehntagiger Sulfatverarmung und anschlieBendeCd-
Exposition (J = +SO,?/-Cd, 0 = -SO;*/-Cd, B = +SO*/+Cd, B = -SQ/+Cd), n = 4

Tabelle 5 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwdifariellen univarianten Varianzanalyse (2-way-
ANOVA) zum Effekt der Faktoren Sulfatangebot und Calmium-Exposition auf die Variablen
Chlorophyll- und Carotinoidgehalt, gemessen irP. patens (df = Freiheitsgrade, F = Prufgrolie,
P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P

Chlorophyll a
Cadmium 1 2,33 20,26 ok
Sulfat 1 0,745 6,48 *x
SulfaxCadmiun 1 0,467 4,06 n.s.
error 12 0,115

Chlorophyll b
Cadmium 1 0,45 18 rxk
Sulfat 1 0,103 4,12 n.s.
SulfaxCadmiun 1 0,104 4,16 n.s.
error 12 0,025

Carotinoide
Cadmium 1 0,0569 7,02 *
Sulfat 1 0,0996 8,64 *
SulfaxCadmiun 1 0,00569 0,58 n.s.
error 12 0,008099
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3.4.2 Thiolgehalte unter langfristigem Sulfatmangel und Gdmium-Exposition

Wie in vorherigen Experimenten (Kapitel 3.2.2, ) dezeigt, kam es unter zehntagigem
Sulfatmangel zu einem starken Absinken der thitdleh Verbindungen Cystein und
Glutathion (Abb. 44, Abb. 45). Trotz Sulfatmangehkte bei anschlielRender Exposition mit
10 uM Cadmium ein Anstieg der Konzentrationen vors @nd GSH beobachtet werden.
Jedoch zeigten Kulturen, die ausreichend mit Sudatsorgt waren, einen ca. funffach
hoheren Anstieg (Abb. 44, Abb. 45).
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Abb. 44  Cys-Gehalt inP. patens nach zehntéagiger Sulfatverarmung und anschlieRendeCd-Exposition
(O = +SO?/-Cd, 0 = -SO/-Cd, B = +SO/+Cd, B = -SO,?/+Cd), n = 4
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Abb. 45  Gesamtglutathiongehalt inP. patens nach zehntagiger Sulfatverarmung und anschlieRende
Cd-Exposition (J = +SO,?/-Cd, @ = -SO,*/-Cd, B = +SO*/+Cd, W = -SO,7/+Cd), n = 4
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Beim Einfluss auf den Thiolgehalt wurde eine siigaihte Wechselwirkung zwischen
Sulfatversorgung und Cadmium-Exposition festgds{@ihbelle 6). Bei allen Sulfatmangel-

Ansatzen konnte ke EC detektiert werden.

Tabelle 6 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwsdifariellen univarianten Varianzanalyse (2-way-
ANOVA) zum Effekt der Faktoren Sulfatangebot und Calmium-Exposition auf die Variablen
Cystein- und Glutathiongehalt, gemessen irP. patens (df = Freiheitsgrade, F = Prifgrolie,
P = Signifikanz)

df Varianz F P
Cystein
Cadmium 1 6930 25,05 Fokk
Sulfat 1 7850 28,36 ok
SulfaxCadmiun 1 3860 13,96 ok
error 12 270
Glutathion
Cadmium 1 575000 11,73 ok
Sulfat 1 1302000 26,57 xk
SulfaxCadmiun 1 365000 0,45 *x
error 12 49000

3.5 In-situ-Markierung mit Monochlorobiman

3.5.1 Visualisierung derin-situ-Markierung mit Monochlorobiman

Abb. 46 zeigt den Zeitverlauf dan-situ-Markierung mit 200 uM Monochlorobiman
(MCB), visualisiert mit Hilfe eines konfokalerLaserscanning-Mikroskops. Um zu
Uberprifen, ob die Zellen wahrend deisitu-Markierung mit MCB noch vital waren, wurden
diese mit Propidiumiodid (Pl) angefarbt. Vitale [2el zeigen eine Farbung der Zellwand
(Abb. 46), bei toten Zellen hingegen wirde der k&th angefarbt werden. Die nicht-
markierte Kontrolle zeigt nur die Pl-gefarbte Zelvd sowie die Autofluoreszenz des
Chlorophylls (Abb. 46, A). Die Inkubation mit 200uMCB flhrte zu einer sofortigen
Markierung des Cytosols (Abb. 46, B). AnschlieBendirden die fluoreszierenden
Glutathion-Biman-Konjugate (GS-B) in die Vakuolarisportiert (Abb. 46, C).
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Abb. 46  Visualisierung der Glutathion-Biman-Konjugate mit Hilfe der CLSM. Die Bilder zeigen die
Fluoreszenz der GS-B-Konjugate (grun), die Pl-gefdte Zellwand (rot) und die
Autofluoreszenz des Chlorophylls (gelb). A) nicht-rarkierte Kontrolle, B) 30 min C) 180 min
Markierung mit 200 uM MCB
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3.5.2 In-situ-Markierung von Glutathion in Kontroll- und Cd-expo nierten Kulturen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass idisitu-Markierung von GSH mit MCB in
P. patens prinzipiell mdglich ist, sollten die Produkte dies&lutathion-S-Transferase-
katalysierten Reaktion quantifiziert werden. Hiemmurde das Moosmaterial zunachst vier
Tage vorkultiviert. AnschlieRend wurde fur drei €agit bzw. ohne (als Metall-Kontrolle)
10 uM Cadmium exponiert. Fur dim-situ Markierung wurden je drei 75-mL-Kolben
vereinigt und in 40-mL-Kolben tberfuhrt. Je ein #Q-Kolben wurde mit 200 uM MCB
inkubiert, ein anderer diente als Kontrolle ohnebBtoff. Zur Bestimmung der intrazellularen
Konzentration der Glutathion-Biman-Konjugate (GS-Burde das mit MCB-markierte
Moosmaterial nach Abwaschen des Farbstoffes auffessen und der Extrakt chromato-
graphisch analysiert. Alle Kulturen wurden zusé&tzlnach der Extraktion mit DTT reduziert
und mit Monobromobiman (MBB) derivatisiert. Fur débstofflosen Kontrollkulturen (ohne
MCB) konnte somit der intrazellulare Thiolgehaltuftir Kulturen mit MCB der Anteil nicht
mit MCB konjugierbarer Thiole bestimmt werden (8€i8, Abb. 8).
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Abb. 47  GSH-Gehalt in Kontroll-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 200 uM MCB (M) und nach
Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Prob en mit MBB (). Zusatzlich wurde mit
MCB-markierten Extrakten nach Reduktion mit DTT eine MBB-Derivatisierung
durchgefuhrt, um nicht mit MCB markierte Thiole zu bestimmen (), n =3

Der Gesamtglutathiongehalt in Kontroll-Kulturen ehRICB betrug ca. 200 nmol g FM
(L, Abb. 47). Im Rohextrakt ohne vorherige MCB-Markieg konnten erwartungsgemald
keine GS-B-Konjugate nachgewiesen werden. Innerthatkersten drei Stunden nach Zugabe
von 200 uM MCB kam es zu einem raschen AnstiegGi8fB-Konzentration. Nach drei

Stunden waren ca. 100 nmol GS-B g Elilh Rohextrakt detektierbar. In den nachsten drei
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Stunden kam es zu einem weiteren leichten Anstieguitf ca. 123 nmol GS-B g FM Zum
Ende des Experimentes nach 24 Stunden lag der G8Hait wieder bei ca. 100 nmol g FM
(W, Abb. 47). Dies entsprach ca. der Halfte des Geagatathiongehaltes der nicht-
markierten Kontrolle. Durch die zuséatzliche MBB-Datisierung des Extraktes MCB-
markierter Zellen konnte ein Absinken des mit MBBrkierbaren Gesamtglutathions von
186 auf 120 nmol g FMnach 2,5 Stunden gezeigt werden. Danach blieledert nahezu
unverandert ', Abb. 47).

Durch 200 uM MCB sind theoretisch 200 uM GSH, altss 20-fache der gemessenen
Konzentration, in Kontrollkulturen derivatisierbd@m dennoch Limitierungen in der Menge
des markierbaren Glutathions durch die Farbsto#fkatration auszuschlie3en, wurde ein
zweites Experiment mit 500 uM MCB durchgefuhrt. Bdiesem Experiment lag der
Gesamtglutathiongehalt der Kontrolle deutlich h{-2rAbb. 48, ca. 440 nmol g FR). Hier
kam es schon innerhalb der ersten Stunde nachtBfirngabe zu einem starken Anstieg der
GS-B-Konzentration bis auf ca. 250 nmol g EMDanach sank die nachgewiesene GS-B-
Menge wieder bis auf 150 nmol g FMab. Auch hier wurde mit der MCB-Markierung nicht

der Wert dein-vitro bestimmten Gesamtglutathionkonzentration errBhiAbb. 48).
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Abb. 48 GSH-Gehalt in Kontroll-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 500 uM MCB (M) und nach
Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Prob en mit MBB (LJ), n =3

Wie bereits in vorgehenden Experimenten gezeigtesan Cadmium-exponierte
Moosproben einen zwei- bis dreifach héheren Gedatathiongehalt als die Kontrollkul-
turen auf. Zu Beginn des Experimentes lag der G@Halk Cd-exponierter, aber nicht mit
MCB markierter Proben bei ca. 615 nmol g EMnd sank innerhalb von 24 Stunden auf ca.

430 nmol g FNF (O, Abb. 49). Wahrend den-situ-Markierung mit 200 pM MCB kam es
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innerhalb der ersten sechs Stunden zu einem Anstesg GS-B-Gehaltes bis auf ca.
70 nmol g FM'. Danach blieb der GS-B-Gehalt nahezu konstanZ8ei5 nmol g FM (@,
Abb. 49). Nach 24 Stunden war der mit MCB markieeb@SH-Gehalt sechsfach niedriger
als der im Rohextrakt mit MBB markierbare Gesamt#i3Sehalt. Zu jedem Probennahme-
zeitpunkt war dernin-situ markierte GSH-Gehalt in Cd-exponierten Protonef@zevon

P. patens niedriger als in Kontrollkulturen (Abb. 47, Abb.9¥ Auch hier wurde eine
zusatzliche MBB-Derivatisierung auf die Extrakterdmit MCB markierten Zellen
vorgenommen. Der Anteil des nicht mit MCB markiert€&lutathions sank von 618 auf
216 nmol g FM" (@, Abb. 49). Um den Einfluss von Cd auf die MCB-Marking statistisch
naher zu charakterisieren, wurde zuséatzlich evweway-ANOVA flir die MCB-markierten
Proben mit den Faktoren Cd und Zeit durchgefuhnih@ng S. 107, Tabelle 7). Es konnte ein
signifikant geringerer GSH-Gehalt in Cd-belastetdB-markierten Zellen festgestellt

werden.
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Abb. 49  GSH-Gehalt in Cd-exponierten Kulturen nachin-situ-Markierung mit 200 uM MCB (@) und
nach Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Proben mit MBB (O). Zusatzlich wurde
mit MCB-markierten Extrakten nach Reduktion mit DTT eine MBB-Derivatisierung
durchgefiihrt, um nicht mit MCB markierte Thiole zu bestimmen ("), n=3

3.5.3 In-situ-Markierung von Cystein und y-Glutamylcystein

Obwohl Monochlorobiman Substrat fir die Glutath®fFransferasen im Cytosol ist und
somit nur mit GSH konjugiert werden sollte, wurdarch Cys- ung-EC-Biman-Konjugate
(Cys-B,y-EC-B) gefunden. Der Cys-Gehalt der Kulturen ohae@ium lag wahrend der 24-
stindigen Versuchsdauer bei ca. 40-45nmol § F{J, Abb. 50, Abb. 51). Bei der
Cadmium-belasteten Kultur war der Cys-Gehalt véfacht (136 nmol g FM, O, Abb. 52).
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Es konnte bei allen Kulturen ein leichtes Absinkeler Cys-Konzentration vom
Versuchsbeginn bis zum —ende beobachtet werdeninBi¢u-Markierung mit MCB fuhrte
sowohl in den Kontroll- als auch in den Cadmiumals&édten Kulturen zu einem
kontinuierlichen Anstieg der Cys-Biman-Konjugateadd 24 Stunden Exposition mit 200 uM
MCB wurde in beiden Kulturen eine Konzentration wan 180 nmol Cys-B g FMgemessen
(M, Abb. 50; ®, Abb. 52). Durch dietwo-way-ANOVA-Analyse der MCB-markierten
Kontroll- und Cd-belasteten Kulturen konnte gezeigtden, dass Cd keinen Einfluss auf die
Markierung von Cys hat (Anhang, S. 107, Tabellel8§ Zugabe von 500 uM MCB flhrte
zu einer Cys-B-Konzentration von ca. 113 nmol g'Fvich 24 Stunded{ Abb. 51). Durch
die MBB-Derivatisierung der Extrakte mit 200 uM MGQBarkierter Kontrollzellen konnten
durchschnittlich ca. 52 nmol Cys g FNjemessen werden, das nicht mit MCB konjugiert war
(", Abb. 50). Bei Cd-belasteten Kulturen stieg diegerteil zunachst von 150 auf
200 nmol Cys g FM (2,5 Stunden), sank dann aber wieder bis auf @a.ninol Cys g FNM

(¢, Abb. 52).
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Abb. 50 Cys-Gehalt in Kontroll-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 200 yM MCB (M) und nach
Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Prob en mit MBB (LJ). Zusatzlich wurde mit
MCB-markierten Extrakten nach Reduktion mit DTT eine MBB-Derivatisierung
durchgefiihrt, um nicht mit MCB markierte Thiole zu bestimmen (), n =3
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Abb. 51  Cys-Gehalt in Kontroll-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 500 uM MCB (M) und nach
Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Prob en mit MBB (L), n =3
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Abb. 52  Cys-Gehalt in Cd-exponierten Kulturen nachin-situ-Markierung mit 200 pM MCB (®) und

nach Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Proben mit MBB (O). Zusatzlich wurde
mit MCB-markierten Extrakten nach Reduktion mit DTT eine MBB-Derivatisierung
durchgefiihrt, um nicht mit MCB markierte Thiole zu bestimmen ("), n=3

Der y-EC-Gehalt der Kontrollkulturen lag bei ca. 6 nrgdfM™* ([, Abb. 53, Abb. 54).
Exposition mit 10 pM CdGlfilhrte zu einem Anstieg desEC auf ca. 16 nmol g FM(©,
Abb. 55). Auch hier fuhrte dien-situ-Markierung mit MCB in allen Anséatzen zu einem
kontinuierlichen Anstieg der detektiertgrEC-Konjugate. Unter Kontrollbedingungen stieg
die Konzentration dery-EC-Bimankonjugate auf ca. 1900 nmplEC-B g FM! (200 pM
MCB, B, Abb. 53) bzw. ca. 3300 nm@lEC-B g FM* (500 pM MCB M, Abb. 54) und unter
Cadmium-Exposition auf ca. 1500 nmol g EN2OO uM MCB,®, Abb. 55). Die statistische
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Analyse ergab auch hier, dass Cd keinen Einflu§sdeuMCB-Markierung vony-EC hat

(two-way-ANOVA, Anhang, S. 108, Tabelle 9).
Aus der zusatzlichen MBB-Derivatisierung resuléeein Ansteigen des nicht mit MCB

konjugierten y-EC von 5 bis auf 170 nmol g FM (=, Abb. 53) bzw. von 12 auf
274 nmol g FM" unter Cd-Belastung'( Abb. 55).
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Abb. 53  y-EC-Gehalt in Kontroll-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 200 pM MCB () und nach
Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Prob en mit MBB (). Zusatzlich wurde mit
MCB-markierten Extrakten nach Reduktion mit DTT eine MBB-Derivatisierung
durchgefiihrt, um nicht mit MCB markierte Thiole zu bestimmen (), n =3
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Abb. 54  y-EC-Gehalt in Kontroll-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 500 pM MCB () und nach
Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Prob en mit MBB (LJ), n =3
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Abb. 55 y-EC-Gehalt in Cd-exponierten Kulturen nachin-situ-Markierung mit 200 uM MCB (@) und
nach Derivatisierung von Extrakten nicht-markierter Proben mit MBB (O). Zusatzlich wurde
mit MCB-markierten Extrakten nach Reduktion mit DTT eine MBB-Derivatisierung
durchgefiihrt, um nicht mit MCB markierte Thiole zu bestimmen ("), n=3

3.5.4 In-situ-Markierung unter Sulfatmangel

Die aus den Ergebnissen der vorangegangemsitu-Markierungsexperimente abgeleitete
Hypothese der Neusynthese von Thiolen sollte weeifi werden. VVorexperimente mit einem
haufig verwendeten Inhibitor der Glutathionbiosyggé (Buthioninsulfoximin, BSO) haben
gezeigt, dass dieser nur in viel htheren Konzeatrah als in der Literatur beschrieben
wirksam ist (Daten nicht gezeigt). Daher sollte deduktive Sulfatassimilation durch
Sulfatmangel inhibiert werden. Die Kulturen wurdeghn Tage in Medium mit nur 0,4 uM
Sulfat vorkultiviert (zu diesem Zeitpunkt lag dertrazellulare Sulfatgehalt bei ca. 7 % im
Vergleich zur sulfatversorgten Kontrolle, vgl. Al#8, S. 44) und dann die Markierung Uber
24 Stunden mit 200 uM MCB im Dunkeln durchgeflii®}.(Es wurden Kontrollen mit Sulfat
und MCB @) bzw. ohne Farbstoff im Medium mitgefuhri.l,( O). Nach zehn Tagen
Sulfatmangel waren die Konzentrationen von GyEC und GSH deutlich niedriger als in
den Kontrollkulturen (Abb. 56, Abb. 57, Abb. 58). &\Wend des 24-stindigen
Markierungsexperimentes konnte nach sechs StunieArestieg im Glutathiongehalt der
Sulfatmangelkulturen ohne MCB beobachtet werderb(A®,0). Nach 24 Stunden war die
Glutathionkonzentration der sulfatverarmten Kultugenauso hoch wie die der
sulfatversorgten Kultur (Abb. 56). Die Cys-Konzewiwn hingegen sank lber den 24-
stiindigen Versuchszeitraum unter Sulfatversorgllg War jedoch stets signifikant hoher
als unter Sulfatmangel (Abb. 50). Der Verlauf derin-situ-Markierung mit MCB war in
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beiden Kulturen ahnlich. Jedoch lagen die Absolusveler GS-B-Konjugate der Sulfat-
mangelkultur @) zu jedem Probenentnahmezeitpunkt unter dem detr8&ltkultur (Abb. 56,
H). Nach 24 Stunden wurde unter Sulfatmangelbediggunreine GS-B-Konzentration von
113 nmol g FM', in der sulfatversorgten Kontrollkultur von 154 oing FM' gemessen
(Abb. 56). Die two-way-ANOVA-Analyse der MCB-markierten Kulturen ergabnen
signifikanten Effekt der Sulfatversorgung auf di&-8-Konzentration (Anhang, S. 108,
Tabelle 10).
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Abb. 56 GSH-Gehalt in Kontroll- und Sulfatmangel-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 200 uM
MCB (M =+SO”, ®=0,4pM SQ?) und nach Derivatisierung von Extrakten nicht-
markierter Proben mit MBB ((CJ = +SO,%, 0 = 0,4 uM SQ?),n=3

Die Konzentration der Cys-B-Konjugate stieg inndshder ersten neun Stunden MCB-
Markierung in beiden Kulturen auf ca. 60 nmol g Elih. Nach 24 Stunden war die Cys-B-
Konzentration in Sulfatmangelkulture®)( mit 320 nmol g FM nicht signifikant hoher als

bei ausreichender Sulfatversorgung (253 nmol g"FAbb. 57 H).
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Abb. 57 Cys-Gehalt in Kontroll- und Sulfatmangel-Kuturen nach in-situ-Markierung mit 200 uM
MCB (M =+SO”, ®=0,4uM SQ?%) und nach Derivatisierung von Extrakten nicht-
markierter Proben mit MBB ((J = +SQ,*, O = 0,4 pM SQ?), n = 3

Bei der Bildung dery-EC-B-Konjugate wurde ein nahezu linearer Anstieplachtet
(Abb. 58). Nach 24 Stunden wurde hier eine sigaifik hbhere Endkonzentration mit
1655 nmoly-EC-B g FM* unter ausreichender Sulfatversorgul® @éls unter Sulfatmangel
(998 nmoly-EC-B g FM*, Abb. 58,@) erreicht.
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Abb. 58 y-EC-Gehalt in Kontroll- und Sulfatmangel-Kulturen nach in-situ-Markierung mit 200 uM
MCB (M =+SO”, ®=0,4uM SQ?%) und nach Derivatisierung von Extrakten nicht-
markierter Proben mit MBB ((CJ = +SO,%, 0 = 0,4 uM SQ?),n=3
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Sowohl firy-EC als auch Cys wurden ebenfall®-way-ANOVA-Analysen durchgefuhrt.
Die Sulfatversorgung hatte nur auf die=C-B-, nicht jedoch auf die Cys-B-Konzentration
MCB-markierter Zellen einen signifikanten Einflusnhang, S. 108, Tabelle 11, Tabelle
12).

3.5.5 Enzymaktivitat der Glutathion-S-Transferasen wahrerd in-situ-Markierung

Der in-situ-Markierung von Glutathion im Cytoplasma mit Montaiobiman liegt eine
GST-katalysierte Reaktion zugrunde. Daher wurde @ésamtenzymaktivitat der GST in
P. patens ndher untersucht. Eine drei Tage alte Kontrollkulivurde mit 200 uM MCB
inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten die @Kiivitat bestimmt. Die GST-Aktiviat
nicht mit MCB markierter Zellen lag Gber den gesamiVersuchszeitraum zwischen 0,03 und
0,4 U mg Proteift (Abb. 59). Die Inkubation mit MCB filhrte zu einefmstieg der GST-
Aktivitat. Die Anderungen wurden jedoch erst nackchs Stunden MCB-Exposition
signifikant. Bis zum Versuchsende erhéhte sich@&T-Aktivitat kontinuierlich bis auf das

5,5-fache gegenuber der Kontrolle (Abb. 59).
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Abb. 59  Enzymaktivitat der GST in P. patens wahrend der Inkubation mit 200 uyM MCB (H) im
Vergleich zur Kontrolle ohne MCB (), n =3

3.5.6 Abbau des Glutathion-Biman-Konjugats
Zur Uberprifung, ob die gebildeten Cys-B- unBC-B-Konjugate aus einem Abbau der

GS-B-Konjugate stammen, wurden Protonema-Kultu@mR: patens zunachst fur 2,5 Stun-
den mit 200 uM MCB inkubiert. Zu diesem Zeitpunldrvein Grol3teil des markierbaren Glu-
tathions mit MCB konjugiert und es hatten sich garinge Mengen an Cys-B uneEC-B
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gebildet. Zum Zeitpunkt des Entfernens des MCB deisn Medium wurden intrazellular
85 nmol GS-B g FM, 6 nmol Cys-B g FM und 169 nmo}-EC-B g FM* detektiert (Abb.
60). Die weitere Kultivierung ohne MCB fiihrte zuinein sofortigen Absinken der GS-B-
Konzentration. Nach 24 Stunden konnte kaum nochBGtchgewiesen werden. Zeitgleich
mit der Abnahme der GS-B-Konzentration stieg dienlyeedes Cys-B kontinuierlich weiter
an. Nach 24 Stunden wurden 47 nmol Cys-B g'fdémessen. Anders verhielt es sich beim
v-EC-B. Hier stieg die Konzentration innerhalb desten drei Stunden nach Entfernung des
MCB weiter bis auf 248 nmol g F¥ Danach schwankte dieEC-B-Konzentration zunéchst
um diesen Wert und sank nach zwélf Stunden daroftldiis auf ca. 210 nmol g FMab

(Abb. 60).
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Abb. 60 Konzentrationen der Thiol-Biman-Konjugate in P. patens nach Markierung mit 200 uM MCB
fur 2,5 Stunden und anschlieBender Entfernung desdfbstoffes aus dem Medium @ = Cys-B,

A =v-EC-B,EB=GS-B),n=3
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Corinna Bleuel: Untersuchungen zur Bedeutung dasa@lions bei der Cadmium-
Detoxifizierung inPhyscomitrella patens

4. Diskussion

4.1 Auswirkungen von Cadmium-Exposition inP. patens

Hinsichtlich der Cadmium-Entgiftung iR. patens wurden in der Arbeitsgruppe Krauf3
bereits erste Untersuchungen durchgefuhrt (Wesgnéieal., 2005; Rotheret al., 2006;
Rother, 2007). Da in der vorliegenden Arbeit eingltér anderer Herkunft (greenovation,
Freiburg) verwendet wurde, wurden zun&chst zum Mealg mit der von Rother verwendeten
Kultur Analysen zur Vitalitéat, dem Thiol- und Suigghalt unter 10 uM Cd durchgefihrt. Die
Cd-Konzentration von 10 uM wurde auf Grundlage Eegebnisse von Rothet al. (2006)
verwendet. Die Autoren schatzten 5 uM Cd als tetbaren Stress und 10 uM Cd als Stress
mit Vitalitatsverlust ein.

Zunachst wurde di¥italitdt von P. patens unter Cd-Exposition ndher charakterisiert. Als
Vitalitdtsparameter wurde der Gehalt an photosyigtieen Pigmenten gewahlt. Innerhalb
der ersten sechs Stunden Cd-Exposition waren Kemgerungen im Chlorophyll-a- und -b-
sowie im Carotinoidgehalt messbar (S. 31-33, Aldh.Abb. 13, Abb. 15). Nach 24 Stunden
kam es dann bis zum funften Tag zu einer kontitialeen Abnahme des Chlorophyllgehaltes
(S. 31-32, Abb. 10 - Abb. 13). Der Carotinoidgelralagierte verzdgert und sank erst nach
drei Tagen (S. 33, Abb. 14, Abb. 15).

Rother (2007) untersuchte als VitalitaitsparametgeruCd-Stress zunachst den Chloro-
phyllgehalt. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeiten Anderungen im Chlorophyllgehalt
unter 10 uM Cd erst nach zwei Tagen Exposition aafer 5 UM nach drei Tagen. Somit
wurden die Ergebnisse von Rother (2007) bestaggtinge Differenzen sind vermutlich in
der unterschiedlichen Herkunft der verwendeRespatens-Kulturen begrindet. Zuséatzlich
analysierte Rother (2007) die PS-II-Effizienz. W& 5 pM Cd keinen Einfluss auf die PS-
[I-Effizienz hatte, sank diese jedoch unter 10 uiM ea. 80 % nach funf Tagen (Rother,
2007). Zusammenfassend kann festgestellt werdes, dizr Chlorophyllgehalt ein geeigneter
Parameter fur die Vitalitdt irP. patens ist und wurde daher fur alle Untersuchungen
herangezogen. Fur das aquatische Meargtinalis antipyretica konnte gezeigt werden, dass
unter 100 uM Cd keine Anderungen im Chlorophylideaaftreten (Bruns, 1998). Da jedoch
die PS-lI-Effizienz beeinflusst ist, wurde diese apateren Untersuchungen stets als
Vitalitdtsparameter genutzt (Sutter, 2000; Reu al., 2007). Die PS-II-Effizienz in
F. antipyretica wurde nicht nur unter Cd, sondern auch unter GuRal., 2007), Zn und Pb
(Sutter, 2000; Rauet al., 2007) gemessen. Zn und Pb haben erst in sehrnhohe
Konzentrationen (ab 500 uM) Auswirkungen auf die-IPBffizienz (Sutter, 2000). Im
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Torfmoos Sphagnum squarrosum verursachten Bleikonzentrationen zwischen 0,1 und
100 mM eine Abnahme im Chlorophyllgehalt (Saxestaal., 2003). In einer kurzlich
erschienenen Arbeit konnte fur zwei Laubmoose und.ebermoos ebenfalls unter Blei, aber
auch unter Zn und Cu die Abnahme des Chlorophydies gezeigt werden (Shakgiaal.,
2008). Es wurden Konzentrationen im Bereich von L bis 10 mM eingesetzt. Die
Abnahme unter Blei und Zink war aber nur fur dadbdrenoos signifikant. Die Autoren
vermuteten als Ursache eine schnellere Zerstoruerg Zellmembran des Lebermooses
(Shakyaet al., 2008).

Die Auswirkung von Schwermetallstress auf die Wi#lhoherer Pflanzen wird ebenfalls
meistens Uber den Chlorophyllgehalt oder die PSHikienz bestimmt. InCucumis sativus
haben Cd, Cu (20-50 uM) und Pb (1000 uM) einen eefd Einfluss auf den
Chlorophyligehalt als auf die PS-lI-Effizienz (Byriski & Klobus, 2004). Auch fir
Avicienna marina (Cu, Zn, MacFarlane & Burchett, 2001) uBdassica oleracea (500 uM
Co, Ni, Cd, Pandey & Sharma, 2002) wird die Abnahdas Chlorophyllgehaltes als Folge
der Schwermetallexposition beschrieben. Die untéesdichen Auswirkungen von
Schwermetallstress auf den Chlorophyllgehalt urdR$-11-Effizienz ist somit abhangig von
der Art des Schwermetalls, dessen Konzentrationiesal@m Organismus. Vorzugsweise
sollten Chlorophyllgehalt und Photosystem-II-Efizz immer im Zusammenhang betrachtet
werden. Haufig geht, wie auch in der vorliegenderbeit gezeigt, die Abnahme des
Chlorophyligehaltes mit einer Abnahme des Carotigehaltes einher (MacFarlane &
Burchett, 2001; Djebaht al., 2005).

In der Literatur werden vielfaltige Mechanismen d@sflusses von Schwermetallen auf
die Photosynthese diskutiert. Zunachst stellt schid@ Chlorophyllbiosynthese einen
Angriffspunkt fur Schwermetalle dar. Padmefal. (1990) stellten fest, dass dieAminola-
vulinat-Dehydratase durch Cd gehemmt wird. Ein @reit Mechanismus ist der Austausch
des zentralen Magnesiumions im Porphyrinring de®©Gphylls. Dies wurde von Kippet
al. (1998) durch nicht-invasive spektroskopische, ftumoetrische und fluoreszenz-
mikroskopische Methoden an vier Wasserpflanzen ru@a-, Cd- und Zn-Exposition
bestétigt. Des Weiteren beeinflusst z. B. CadmiuerRegulation der Spalt6ffnungen, wie an
Phaseolus vulgaris (Poschenriedeat al., 1989) undArabidopsis thaliana (Perfus-Barbeocht
al., 2002) gezeigt wurde, sowie die Photoaktivierursg dPhotosystems Il i€hlamydo-
monasreinhardtii (Faller et al., 2005). Cadmium-Exposition fihrt zu einer verririga
Eisenaufnahme und somit zu einer BeeintrachtiguesyElektronenflusses vom Photosystem
| auf Ferredoxin (Siedlecka & Baszynski, 1993). |I8ztai et al. (1999) klassifizierten
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toxische Schwermetalle nach Fourier-Transform-hofra und Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie-Untersuchungen in zwei Gruppen: Cd 0 andern die Lipid- und
Proteinzusammensetzung der Thylakoidmembranen, méiitrend Pb, Cu und Zn auf diese
einen erheblichen Einfluss haben und somit den ti&e&ntransport inhibieren. Fur
Lycopersicon esculentum konnte jedoch gezeigt werden, dass Cd die Lip@airusensetzung
der Chloroplastenmembran verandert (Djebati al., 2005). Letztendlich ist der
Vitalitatsverlust nach Schwermetallexposition dudte Summe der genannten Faktoren zu
erklaren. Je nach Schwermetall und dessen Kontiemntraind die Auswirkungen unter-
schiedlich stark ausgepragt.
Da die Vitalitat vonP. patens unter 10 uM Cd bis auf maximal 50 % (gemessen aivaC

Gehalt) nach funf Tagen sank, wurde diese Konzeotraauch fir weiterfihrende

Experimente im Zeitfenster von bis zu finf Tagemgesetzt.

Zur Untersuchung der intrazellularen Stoffwechssllang von P. patens unter Cd-
Exposition wurde derhiolgehalt (Cystein,y-Glutamylcystein, Glutathion) ndher untersucht.
Nach dem von Pearson (1963) aufgestellten HSABzRxisind Cadmiumionen weiche
Lewis-S&uren und sollten demzufolge stabile Verbimgen mit weichen Lewis-Basen, wie
Thiolgruppen, eingehen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dags patens mit einer gesteigerten Synthese von Cystein
(Cys), y-Glutamylcystein Y-EC) und Glutathion (GSH) unter 10 uM Cd reagi&t 84-36,
Abb. 16 - Abb. 21). Die Konzentration an CysteianrdEndprodukt der reduktiven Sulfatassi-
milation und Ausgangsverbindung fur die Glutathiosgnthese, war schon nach zwei-
stindiger Cadmium-Exposition leicht erhoht. Gluiathselbst zeigte ebenfalls sehr schnell
eine Erhohung. Nur beim Intermediat der Glutathiogynthese,y-EC, konnte erst nach
einem bzw. drei Tagen Cadmium-Exposition eine Ednghnachgewiesen werden. Grund
hierfur konnte die schnelle Umsetzung des Interatedi zum GSH sein, die eine
Beobachtung des Pools in Form von Momentaufnahmemjglich macht. Die vorliegenden
Ergebnisse stehen im guten Einklang mit den vorh&of2006; 2007) gewonnenen Daten.
Auch er konnte zeigen, dass der Cysteingehalt s@hransteigt. Jedoch konnte bei seinen
Untersuchungen eine signifikante Erh6hung des G®Haltes erst nach drei Tagen bzw. des
v-EC-Gehaltes nach finf Tagen ermittelt werden. Ds¢svermutlich auch wieder auf die
unterschiedliche Herkunft der beiden untersuchtrmatens-Wildtyp-Stdmme zurlck-

zufihren. Im Gegensatz zu Rother (2007) wurde irvddiegenden Arbeit zu jedem Proben-
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entnahmezeitpunkt ein ganzer Kolben geerntet, umekeEinfluss auf das Verhaltnis
Biomassezuwachs und Cadmium-Aufnahme zu nehmen.

Die Erh6hung des intrazellularen Glutathiongehalbeser Schwermetallstress ist ein
bekanntes Phanomen in Moosen (Brenal., 2001). Am besten untersucht ist dies fur das
Wassermoo$-. antipyretica unter Cd-Stress (Bruns, 1998; Sutter, 2000; Beirad., 2001;
Bleuel, 2004; Bleuekt al., 2005). Im Vergleich zWP. patens toleriert dieses Moos Cd in
weitaus hoheren Konzentrationen. Experimente mi0 i@l Cd zeigten eine rasche
Biosorption der Schwermetallionen an die Zellwade6(mol g FMY) und von dort aus
einen kontinuierlichen Einstrom in die Zellen bis & pmol g FN nach zehn Tagen (Bleuel
et al., 2005).P. patens hingegen toleriert Cd nur bis zu einer Konzentratvon 10 uM und
zeigt dabei eine aul3erst geringe Biosorption anZeéievand (im nmol-Bereich), aber eine
rasche intrazellulare Akkumulation bis zu 1,5 pmpFM?* (Rotheret al., 2006; Rother,
2007).

Fur P. patens, F.antipyretica und weitere Moose (insgesamt 17 Laubmoose und 2
Lebermoose) konnte auch gezeigt werden, dass si€édanur mit einer Erhéhung des GSH-
Pools reagieren, aber keine Phytochelatine (P@gbi(Brunset al., 2001). Eine Ausnahme
bilden das Brunnenlebermoodarchantia polymorpha sowie einige Vertreter der
Jungermaniidae. Diese zur Abteilung der Marchantiophyta gehoérendi@ose synthetisieren
wie hohere Pflanzen Phytochelatine als Schwernsétadisantwort (unverdffentlichte Daten,
AG Kraul3). Carginalet al. (2004) vermuteten im Lebermobsnularia cruciata nach Gel-
permeationschromatographie-Untersuchungen ebenfie Phytochelatinsynthese unter
Cadmium-Exposition, legten aber keine Ergebnissdadentifizierung vor. Meist erfolgt die
PC-Identifizierung durch den Elliman-Nachweis (Elimd959; Grillet al., 1991), jedoch
haben Coumarine unter basischen pH-Bedingungensieidir diese Methode notwendig
sind, vergleichbare UV/VIS-Absorptionseigenschafi@erlich et al., 2002). Daher sind
.positive* Ergebnisse mit Ellmans Reagenz nichtdeittig. Ein massenspektroskopischer
Nachweis ist stets dringend zu fordern.

Des Weiteren zeigen die bisherigen UntersuchungeM.golymorpha, dass auch die
Extraktionsmethode einen groRRen Einfluss auf dieAR&lyse hat. So wurden unter
klassischen basischen Extraktionsbedingungen Ke@eén M. polymorpha gefunden (Bruns
et al., 2001), jedoch unter sauren Bedingungen PC 2-Seseimige Isoformen detektiert
(Moller, 2007). Gekeleet al. (1989) fanden zwar unter basischen Extraktionsigeotigen

PC in M. polymorpha, aber es wurde kein massenspektroskopischer Nachyedihrt. In
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P. patens konnten sowohl unter sauren als auch basischamakExinsbedingungen keine PC
detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

In héheren Pflanzen erfolgt die Entgiftung von Cadmvorrangig tUber die Bildung von
Phytochelatinen (u. a. Griét al., 1985; Keltjens & van Beusichem, 1998a; Keltjenyvah
Beusichem, 1998b; Mendoza-Coézeithl., 2005; Semanet al., 2007; Mendoza-Cozatt al.,
2008) aus Glutathionmolekilen. Es handelt sichbeieum eine Transpeptidase-Reaktion
(PC-Synthase) unter Abspaltung von Glycin. Fur dietivierung dieses Enzyms sind
Schwermetallglutathionkomplexe (z. B. Cd[@SJon Bedeutung (Vatamaniudt al., 2000;
Ovenet al., 2002). Haufig wird mit der Synthese von PC eirlmn&me des GSH-Gehaltes
beobachtet (Noctor & Foyer, 1998; Saet\al., 2006; Semanet al., 2007). Es gibt aber auch
Studien, bei denen ein Anstieg der GSH-Konzentnatiotz PC-Synthese zu verzeichnen war
(Maier et al., 2003; Suret al., 2005). Erst kirzlich konnte iBrassica napus gezeigt werden,
dass PC und GSH nicht nur eine Rolle bei der Kori@tang von Cd spielen, sondern auch
am Phloem-Transport von Cd beteiligt sind (MendGraatl et al., 2008). In Pilzen, wie
z. B. dem aquatischen Hyphomycetételiscuslugdunensis, kommt es ebenfalls zur
Induktion der GSH- und PC-Biosynthese (Jaeekal., 2005).

Der Anstieg des Glutathiongehaltes als Reaktion @afStress dient in Moosen
maoglicherweise der Entgiftung durch Bildung einead@iumbisglutathionatokomplexes
(Cd[GS}) im Cytoplasma, der dann in die Vakuole transpartivird. Hinweise darauf gaben
energiedispersive Rontgenanalysen (EDX) sowie Eekh-Energy-Loss-Spektroskopie
(EELS)-Untersuchungen d&n antipyretica. Es wurde gezeigt, dass Cadmium im Cytoplasma
durch Thiolgruppen chelatiert und in der Vakuoke Rhosphat prazipitiert wird (Sutter, 2000;
Bruns et al., 2001). Elektronenmikroskopische Untersuchungen Ropatens unter Cad-
mium-Exposition waren bisher noch nicht méglich.wohl P. patens Cd rasch intrazellular
akkumuliert, war die Konzentration zu gering fliesk Analysen (Rother, 2007). Weitere Stu-
dien zu Cd[GS}Komplexen in Moosen und anderen Organismen wentieKapitel 4.4 ab

Seite 88 ausfihrlicher diskutiert.

Da die Thiolpeptidbiosynthese in Pflanzen die reek Assimilation von Sulfat
voraussetzt, wurde in dieser Arbeit untersucht,dab erhdhte Thiolbiosynthese mit einer
Veranderung des extrazellularen Sulfatgehaltes imnedin und des intrazellularen
Sulfatgehaltes irP. patens einhergeht. Signifikante Anderungen in der Subfatientration
des Mediums waren nur am ersten Tag unter Cadmixmodition feststellbar, intrazellulare
Unterschiede am dritten Tag (S. 37, Abb. 22, AbB). Der geringere Sulfatgehalt im
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Medium nach einem Tag Cadmium-Exposition im Veudiezur Kontrolle deutet auf eine
gesteigerte Aufnahme des Sulfates in die Zelle Almer auch unter Kontrollbedingungen
ohne Cadmium im Medium wird Sulfat van patens aufgenommen. Dies wird ersichtlich
aus der signifikanten Abnahme des extrazellulangifat®s im Medium vom ersten bis zum
dritten Tag (S. 37, Abb. 22). Bedingt durch die Aalime des Sulfates in die Zelle unter Cd-
Stress wurde am dritten Tag im Vergleich zur Kollgroeine hohere intrazellulare
Sulfatkonzentration gemessen (S. 37, Abb. 23). Brarteilung des Sulfatbedarfs aufgrund
der gesteigerten Thiolbiosynthese sollte im vodrden Fall jedoch kritisch betrachtet
werden. Durch Messung des Ist-Zustandes kann kegepaue Aussage Uber das
Sulfataufnahme-Verhalten véh patens unter Cd-Stress getroffen werden. Vor allem klgins
Anderungen sind mit der verwendeten kapillarelgdiaretischen Methode nicht genau
detektierbar, da sowohl das Medium als auch dieakte¢ sehr stark verdinnt werden
mussten. Analysen niitS-markierten Sulfatsalzen im Medium wéren hier Vonteil.

In P. patens sind sieben Gene bekannt, die fur Sulfattransp(8€) kodieren (Koprivast
al., 2007b), jedoch ist bisher nichts zu einer moglchdifferenziellen Regulation unter
Cadmium-Exposition beschrieben. Es konnte aber kidektion aller anderen Gene (aul3er
APS-Kinase), die an der reduktiven Sulfatassingtatbeteiligt sind, unter Cd-Exposition
gezeigt werden (Rothet al., 2006; Rother, 2007). Am starksten wurde die SidRiziert. Im
Gegensatz zu hoheren Pflanzen erfolgt die Kontrdée reduktiven Sulfatassimilation in
P. patens somit nicht hauptsachlich Uber die APR, sondemmwudich Uber die SiR (Kopriva
et al., 2007D).

Auch mit dem aquatischen Mo#&s antipyretica wurden Analysen zum Sulfatgehalt unter
Cd-Stress durchgefiuhrt, aber nur unter Sulfatméegithgungen (siehe Kapitel 4.3). Studien
mit ¥*S-markiertem Sulfat an Maiskeimlingen haben gezelgss bei Exposition mit 50 uM
Cd mehr*®S in héhermolekulare Verbindungen eingebaut wisduatter Kontrollbedingungen
(Nussbaunet al., 1988). Nocitoet al. (2002; 2006) stellten ebenfalls bei Untersuchurmen
Maiswurzeln eine Cd-induzierte Sulfataufnahme festie ein hoheres mRNkevel eines
putativen high-affinity-SulfattransportersZfmST1;1). Die konstitutive Expression ddsgh-
affinity-SulfattransporterSHST1 ausStylosanthes hamata in Brassica juncea flhrte zu einer
gesteigerten Cd- und Sulfat-Aufnahme in die WurZkeindblomet al., 2006). Jedoch zeigten
die Pflanzen keine hdhere Toleranz gegeniber Cadmidiese Untersuchungen belegen,
dass unter Cd die Sulfataufnahme in Pflanzen ggstewird und eine Regulation der

Sulfattransporter stattfindet.
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Um den Einfluss von Sulfat auf die Cd-Toxizitdt vBnpatens naher zu untersuchen
wurden weitere Experimente unter Sulfatmangel-Bguingen durchgefihrt.

Die Erhdhung des Glutathiongehaltes unter Cd-Exjposgeht einher mit einem héheren
Bedarf an den drei Aminosauren Glutamat, Cysteth @tycin, da Uber deren Verflgbarkeit
die GSH-Biosynthese reguliert wird (Kopriva & Renberg, 2004). Stickstoff- und
Schwefelstoffwechsel sind tber O-Acetylserin (OA&8Y miteinander vernetzt (Heseal .,
2004; Kopriva & Rennenberg, 2004)racerstudien mit *°N wurden herangezogen, um den
Stoffwechsel vonP. patens unter Cd-Einfluss naher zu charakterisier€N wurde durch
Austausch von Ca(N{) gegen CdPNOs), als einzige Stickstoffquelle dem Medium
zugegeben. Das aus dem Medium aufgenommene Niirdt durch die Nitratreduktase,
Nitritreduktase und den GS/GOGAT-Zyklus in Aminog&stoff des Glutamats umgewandelt.
Glutamat fungiert dann als Aminogruppendonor bai 8gnthese weiterer Aminosauren
(Schopfer & Brennicke, 2006). Uber Aminosauren kamer gesamte Weg deSN-
Tracerstickstoffs im Organismus bis hin zu den &nen verfolgt werden. SowoHPN-
Tracertechniken als auch die Analyse der natinticfi/*>N-Verhaltnisse wurden schon in
zahlreichen Untersuchungen genutzt, um den EinflossSchadstoffen und Schwermetallen
auf den N-Stoffwechsel verschiedener Pflanzen umobdd zu erfassen (u. a. Jung &
Junghans, 1981; Hofmarah al., 1997; Junget al., 1999; Pearsost al., 2000; Hafneset al.,
2002; Sutteet al., 2002; Schmidet al., 2004). Die vorliegenden Studien habenPRlipatens
gezeigt, dass sowohl unter Kontrollbedingungen aisgch unter Cadmium-Belastung
erwartungsgeman ein Einbau VBN in die Aminoséuren und Proteine stattfindet (839,
Abb. 24, Abb. 25). Jedoch fiihrte die Exposition @it zu einer Reduktion dé3N-Einbaus
um ca. 40 % in der Aminosaure-Fraktion bzw. 30 %dar Protein-Fraktion. Ahnliche
Befunde wurden auch bei Tracerstudien 1N an dem aquatischen Mo®s antipyretica
erhalten (Sutteet al., 2002). Diese Untersuchungen zeigten aul3erdemAdihangigkeit der
1>N-Haufigkeit von der Cd-Konzentration. Eine fiinfigey Belastung mit 25 uM Cd
reduzierte den®N-Einbau um ca. 50 %, mit 100 uM Cd um ca. 80 %\iergleich zur
Kontrolle. Die starkere Abnahme der Einbauraten Vergleich zu P. patens steht
maoglicherweise im Zusammenhang mit der hoéhererazetiularen Cd-Konzentration in
F.antipyretica (ca. 3 pmol g FM nach fiinf Tagen Exposition mit 100 uM Cd).
Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass Xpb$ition in beiden Moosen zu einer
Hemmung der Nitratassimilation sowie der Aminosaun¢these fihrt. BeF. antipyretica

wurde dieN-Aufnahme auch in Gegenwart anderer Schwerme(die Pb) untersucht.
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Auch fiir diese Schwermetallionen konnte eine Ablgieit der Reduktion deSN-Einbaus
von der Schwermetallkonzentration beobachtet we(8etteret al., 2002). InSlene vulgaris
konnte fiir As(V) ebenfalls eine konzentrationsalgig®e Hemmung de¥N-Einbaus in die
Blatter festgestellt werden, wéahrend fir As(lll)nAghst eine Hemmung, aber bei der
hochsten Konzentration (60 mgL wiederum ein stérkerer Einbau beobachtet wurde
(Schmidt et al., 2004). Die Autoren schlossen aus den Ergebnisdass dies auf die
Arsenspezies zuriickzufuhren sei. As(lll) kann dukbmplexierung mit Thiolpeptiden
entgiftet werden, wahrend As(V) als Phosphatanaiogerschiedene Phosphorylierungs-
prozesse in der Zelle inhibiert (Schmetltal., 2004). Die Beeinflussung des N-Stoffwechsels
in Maisblattern und —keimlingen sowie Gerste un€@d wurde durch Abnahme der
Enzymaktivitaten der Nitrat- und Nitritreduktasews® der Glutaminsynthetase (GS)
festgestellt (Boussamet al., 1999a; Boussamat al., 1999b; Astolfiet al., 2004a). Im
Gegensatz dazu waren die GS-AktivitatenAwvena sativa kaum verandert (Astolfet al.,
2004b). Die verminderten Enzymaktivitditen wurdem fBerste und Maiskeimlinge in
Zusammenhang mit dem niedrigeren Nitratgehalt dl@n®en unter Cd-Exposition gebracht
(Boussamaet al., 1999a; Boussama&t al., 1999b). Somit hemmt Cd vermutlich die
Nitrataufnahme aus dem Medium. Die mégliche Hemmeings Nitrattransporters unter Cd
in F.antipyretica wurde auch von Suttest al. (2002) diskutiert. InHelianthus-annuus-
Pflanzen ist der inhibitorische Effekt von Cd aut d®°hotosynthese abhangig von der
Stickstoffversorgung (Pankovet al., 2000).

Die **N-Tracertechnik ist eine niitzliche Methode bei detersuchung von Cd-Stress in
Pflanzen. Lanquagt al. (2007) fuhrten mit dieser Technik vergleichendenNdeanproteom-
Studien armrabidopsis-Zellkulturen durch. Dabei wurden drei Proteineniiliiziert, die unter
Cd-Einfluss deutlich induziert waren (AtPDR8, AtLRR, AtAMT1.1). AtAMTL1.1 ist ein
Ammoniumtransporter, dessen Induktion im Einklang dem erhdhten Stickstoffbedarf
unter Cd steht (Lanquaat al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde df-Tracer-
methode erstmalig genutzt, um die GSH-Biosyntheser.Cd ndher zu betrachten. Es konnte
gezeigt werden, dass méfiN in die GSH-Fraktion Cd-belasteter Proben eingebaude als
in die der unbelasteten Kontrollen. Dies ist eintarer Hinweis auf die Aktivierung der
Glutathionbiosynthese unter Cd-Stress, die schonRa@theret al. (2006) durch Transkript-
analysen und die Bestimmung der Enzymaktivitaten @&utathionbiosynthese-Enzyme
gezeigt wurde. Jedoch kénnen noch keine Ricksahlgszogen werden, ob der Anstieg des

GSH vorwiegend aus einer Neusynthese oder einem ndsaure-Recycling durch
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Proteinabbaureaktionen stammitirnover-Studien mit*>N unter Cd-Exposition kdnnten hier

weitere Ansatzpunkte sein.

4.2 Auswirkungen von Sulfatmangel

Schwefelmangel ist in den letzten Jahren aufgrierdSénkung des Ausstol3es vorn, 3O
die Atmosphére zu einer erheblichen Problematikdiér Landwirtschaft geworden. Durch
Beeintrachtigung der Photosynthese hat Schwefelelanggative Auswirkungen auf das
Pflanzenwachstum und fuhrt in Verbindung mit dentBgse schwefelarmer Proteine zu
Ertrags- und Qualitdtsminderung.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Sulfatmangef P.patens wurden zwei
verschiedene Versuchsbedingungen gewéhlt. Zum eimerde das Moos uUber einen
Zeitraum von zehn Tagen in Sulfatmangelmedium (0¥ Sulfat) und zum anderen in
sulfatfreiem Medium kultiviert. Zunachst wurde antades Pigmentgehaltes dvtalitat
von P. patens unter diesen Bedingungen naher charakterisientzfiistiger Sulfatmangel bis
zu drei Tagen hatte in beiden VersuchsansatzenekeinAuswirkungen. Zehntagiger
Sulfatmangel fuhrte jedoch zu einer Abnahme detgdymthetischen Pigmente auf ca. 80 %
im Vergleich zur sulfatversorgten Kontrolle, dieeamur fur Chl a und die Carotinoide
signifikant war (S. 41-42, Abb. 27, Abb. 28, Abl®)2In der Vitalitat konnte jedoch kein
Unterschied zwischen den beiden Versuchsansatzagetellt werden.

Untersuchungen an Moosen unter Sulfatmangel wuldgmer nur an dem aquatischen
Moos Fontinalis antipyretica vorgenommen (Sutter, 2000; Bleuel, 2004). Hietisdte eine
38-tagige Sulfatverarmung (0 uM Sulfat im Mediurij flieses Moos weder Auswirkungen
auf den Chl-a- und —b-Gehalt noch die photochemifQhantenausbeute des PSII (Sutter,
2000, Bleuel unveroffentlichte Daten). Sogar zweiatgger Sulfatmangel beeinflusste den
Chlorophyligehalt und die PSII-Effizienz nicht (8rt 2000, Bleuel unveroéffentlichte Daten).
In hoheren Pflanzen werden die Auswirkungen vonweéblmangel schon seit langem
untersucht. Bereits 1976 analysierte Terry die &hottheseleistung intakter Blatter und
isolierter Chloroplasten von Zuckerriben. Es kongezeigt werden, dass ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Sulfatgehalt der Blatidrdem Chlorophylligehalt besteht.
Gesamtschwefelgehalte in den Blattern unterhalb 2660 pg @ TM filhrten zu einer
verminderten C@Aufnahme, einer reduzierten Photophosphorylierungpd einer
Beeintrachtigung der CfAssimilation durch die RuBisCO (Terry, 1976). Aughnge
Weizenblatter reagieren auf Sulfatmangel mit eineamminderten Chlorophyligehalt sowie
geringeren RuBisCO-Aktivitdten und RuBisCO-Proteinglten (grofRe Untereinheit). Auch

der nicht-zyklische Elektronentransport wurde beéaohtigt (Burkeet al., 1986; Gilbertet
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al., 1997). Eine kurzlich erschienene umfangreichali8tan Reis unter Sulfatmangel zeigte
ebenfalls eine negative Beeinflussung des gesaRitenosyntheseapparates (Luredeal.,
2008). Neben der Abnahme des Gehaltes an Chlorof@y?o) und RuBisCO (5- bis 6-fach)
wurde auch eine Beeinflussung der beiden Photasgsteachgewiesen. Zusammenfassend
kann festgestellt werden, dass hohere Pflanzenhd&ulfatmangel in ihrer Vitalitat,
gemessen am Chlorophyllgehalt und der Photosyrithsgag, vermutlich starker

beeintrachtigt werden als Moose, woBepatens etwas sensitiver reagiert dsantipyretica.

Die Verringerung des Sulfatangebotes im Mediumt&iin P. patens letztendlich auch zu
einer raschen Abnahme dedrazellularen Sulfatgehaltes wobei jedoch auch hier keine
Unterschiede zwischen geringem (0,4 uM) und keingutfatangebot ersichtlich waren
(S. 44, Abb. 33). Nach zehn Tagen waren nur nocingse Mengen an Sulfat, 7 % im
Vergleich zur sulfatversorgten Kontrolle, messbir. Konsequenz des Mangels an der
Ausgangsverbindung fur die reduktive Sulfatassitisita kam es zu einem Absinken der
Konzentrationen agys,y-EC undGSH (S. 42-44, Abb. 30, Abb. 31, Abb. 32). Wahrend der
Cys- und GSH-Gehalt schon nach drei Tagen dewhsdank, wurde die Reduktion deEC-
Gehaltes erst zum Versuchsende signifikant. Natim Zeagen waren nur noch 40 % Cys,
60 %vy-EC und 36 % GSH im Vergleich zur Kontrolle messh@ihrend die Vitalitat nur bis
max. 80 % sank. Wie bei allen anderen Analysen amikkine Unterschiede zwischen den
zwei verschiedenen Versuchsansatzen beobachtetzodangegangenen Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe am Wassermé&oantipyretica wurde das Verhalten der Sulfat- und
Thiolkonzentrationen unter Sulfatmangel ebenfalkensiv analysiert (Sutter, 2000; Bleuel,
2004). Sulfatmangel von bis zu 60 Tagen fuhrtd-imntipyretica zu einer Reduktion des
intrazellularen Sulfatgehaltes bis auf 8 bzw. 3%8d des GSH-Gehaltes auf 10 bzw. 25 %.
Die unterschiedlich starken Ausmalle sind vermutdiarauf zuriickzufihren, dass es sich bei
diesen Untersuchungen um Freilandmaterial von zweeschiedenen Standorten handelt
(Bach Helbe, Sutter, 2000; Bach Wipper, Bleuel,40@as Moos aus der Wipper hatte zu
Beginn des Experimentes einen etwas niedrigerefat8ahalt (2,6 umol g FM als das aus
der Helbe (3,1 umol g F¥). Beide Arbeiten zeigen jedoch, dd&santipyretica sehr lange
Sulfatmangelperioden trotz verminderter reduktiSalfatassimilation tberdauern kann. Auch
in hoheren Pflanzen geht ein Mangel an extrazetutdSulfat zunachst mit der Abnahme der
intrazellularen Sulfat- bzw. Gesamtschwefelkonzgiin einher. Dies wurde u. a. an jungen
Weizenblattern (Gilbertt al., 1997), Spinatpflanzen (Prosstral., 2001),A. thaliana (Hirali
et al., 2003; Nikiforovaet al., 2003) und Raps (Lenciorgt al., 1997) gezeigt. Ebenso
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Ubereinstimmend ist die Abnahme des GSH-Gehaltsshbeben (u. a. Lappartient &
Touraine, 1996; Hiraet al., 2003; Nikiforovaet al., 2003). Studien an der einzelligen
Grunalge Chlamydomonasreinhardtii belegen, dass es in einer frihen Phase des
Schwefelmangels (innerhalb der ersten sechs Styzdemutzung eines Membransulfolipids
der Chloroplastenmembran als interne Schwefelquelamt (Sugimotoet al., 2007). In
Arabidopsis-Pflanzen wurde bei geringem Sulfatangebot die ktidn desAtMGL-Gens, das
fur eine Methioniny-Lyase kodiert, beobachtet (Goyatral., 2007). Dieses Enzym ist an der
Bildung von Cystein aus Methionin (Alternative ziReverse Trans-sulfuration Pathway von
Tieren und einigen Mikroorganismen) beteiligtMGL-knock-out-Pflanzen bauten weniger
%3 in Protein-Cystein ein als Wildtyp-Pflanzen, wesia bei geringen Sulfatkonzentrationen
mit L-[>°S]-Methionin als weitere Schwefelquelle versorgtraen. Inwieweit Moose, aber
auch andere hohere Pflanzen ebenfalls diese béidigglichkeiten nutzen, um einen
bestimmten Schwefel- bzw. Cystein-Pool unter Soifatgelbedingungen aufrechtzuerhalten,
ist bisher nicht bekannt.

Die Regulation der reduktiven SulfatassimilatiorPirpatens auf Transkriptebene ist von
Rother et al. (2006) unter Cd-Exposition analysiert worden. DdeurCd-Exposition ein
erhohter Bedarf an Sulfat vorliegt und es somit einer Aktivierung der reduktiven
Sulfatassimilation kam, wurde diese Regulation rauch unter Sulfatmangel naher
betrachtet. Mittels quantitativer real-time-PCR wurden alle Gene des reduktiven
Sulfatassimilationsweges aul3er der APS-Kinase uBidfatmangelbedingungen untersucht.
Die Ergebnisse sind direkt mit denen von Rotdeal. (2006) vergleichbar, da dieselben
Primer eingesetzt wurden. Die vorliegenden Datagereeine eindeutige starkere Induktion
der Serinacetyltransferase (SAT) unter Sulfatmgangéhrend fir die anderen Gene keine
bzw. nur geringste Induktionen sichtbar waren &.Tabelle 4). Unter Cd-Exposition war in
P. patens nur eine geringe Induktion des SAT-Gens zu bedeacham hochsten war die
Sulfitreduktase induziert (Rothest al., 2006). Genexpressionstudien unter Sulfatmangel
finden sich in der Literatur vorwiegend fAr thaliana (u. a. Takahashet al., 1997; Hiraiet
al., 2003; Nikiforovaet al., 2003), aber auch fur die einzellige Grinal@ereinhardtii
(Ravinaet al., 2002; Zhanget al., 2004). Sowohl flrA. thaliana als auchC. reinhardtii
konnte wie im vorliegenden Fall die Induktion eirf8&T-Gens gezeigt werden. Jedoch waren
auch mRNAlevel anderer Gene erhdht, die ebenfalls an der rederktiulfatassimilation

beteiligt sind.
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Die SAT katalysiert die Bildung von O-Acetylseri®AS) aus Serin und Acetyl-CoA.
Gemeinsam mit der O-Acetylserin(thiol)lyase (OAS)Thildet sie Uber Protein-Protein-
Wechselwirkungen den Cysteinsynthase-Komplex (Bogda & Hell, 1997).P. patens
besitzt vier Gene, die fir SAT kodieren (Koprigaal., 2007b), wovon zwei (SAT1 und
SAT4) eindeutig eine chloroplastidare Lokalisieruagfweisen (personliche Mitteilung C.
Hermsen). Die in der vorliegenden Arbeit verwenddRemer weisen nur zu SAT1 eine 100-
prozentige Identitat auf, so dass sich die Induwktiirekt auf diese SAT und keine der
anderen Isoformen bezieh#. thaliana besitzt funf SAT-Gene mit unterschiedlichen
Lokalisierungen fur Cytosol, Chloroplasten und Mhondrien. Kawashimat al. (2005)
konnten durchreal-time-PCR-Analysen eine differenzielle Expression derseliedenen
SAT-Gene $erat) unter Sulfatmangel zeigen. NuBerat3;1 und Serat3;2 zeigten eine
deutliche Induktion unter Sulfatmangel, woleiat3;1 erst nach 96 Stunden Sulfatmangel in
den Wurzeln erh6ht war. Experimente r@itrullusvulgaris zeigten nur eine sehr geringe
Erhéhung eines SAT-Gens (1,5- bis 2-fach) untefaBubngel (Saito et al., 1997). Cd-
Exposition fuhrte inA.thaliana zur Induktion aller SAT-Gene (auR&erat3;1) in den
Wurzeln, wahrend im Spross n@&erat 3;2 induziert wurde (Kawashimat al., 2005).
Moglicherweise gibt es inP. patens ebenfalls eine differenzielle Regulation der
verschiedenen SAT-Gene, was nach Primerableitundiéianderen Isoformen noch gepruift
werden soll. Die unter Cd-Exposition und Sulfatmegndeutlich unterschiedlich starken
Induktionen des untersuchten SAT-Gens lassen défusiczu, dass unter Cd-Exposition
maoglicherweise eine andere SAT-Isoform starker amelt wird. Die transkriptionelle
Regulation der reduktiven Sulfatassimilation undégsen beiden Bedingungen verlauft in
jedem Fall unterschiedlich.

Auf Proteinebene ist die SAT nur im Cysteinsynthideenplex mit der OAS-TL aktiv
(Droux et al., 1998; Wirtz & Hell, 2006). Sie unterliegt eintgedback-Regulation durch
Cystein, dem Endprodukt der reduktiven Sulfatadation (Saitoet al., 1995; Nojiet al.,
1998). Es wurde jedoch gezeigt, dass nicht allfotsten Cys-sensitiv sind (Nogt al., 1998;
Kawashimaet al., 2005). Sulfatmangel fuhrt durch den Anstieg ddrazellularen OAS-
Konzentration zur Dissoziation des Cysteinsynthaseplexes und somit zum Aktivitatsver-
lust der SAT (Saito, 2004). Untersuchungen zur Raigun der Sulfatassimilation durch
Stickstoff- und Schwefelmangel irA.thaliana belegen, dass OAS auch bei der
transkriptionellen Regulation eine groRe Rolle kpigoprivova et al., 2000; Hiraiet al.,
2003). Daten zur OAS-Konzentration und den Enzymgéiten der SAT unter Sulfatmangel
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in P. patens sowie zur Sensitivitat der einzelnen Isoformen géber Cys liegen bisher noch

nicht vor.

4.3 Einfluss von Sulfatmangel auf die Cd-Toxizitat

Um den Einfluss von Sulfatmangel auf die Cd-ToXizizu untersuchen, wurden
Experimente unter Kkurzfristigem und langfristigenulf&mangel durchgefuhrt. For
kurzfristige Sulfatmangelbedingungen wurden die tétrema-Kulturen nach der
Vorkultivierung fur funf Tage in Medium ohne Sulfangesetzt und zeitgleich mit 10 uM Cd
exponiert. In der zweiten Versuchsvariante erfolgiee dreitédgige Cd-Exposition erst nach
zehntagiger Sulfatverarmung (insgesamt 13 Tageu¢hsslauer).

Zunachst wurde dieVitalitat charakterisiert. Funftagiger Sulfatmangel bewirldim
Absinken des Chl-a, -b- und des Carotinoidgehatds85, 91 und 94 % im Vergleich zum
Versuchsbeginn. Die zusatzliche Exposition mit M @d verstarkte die Abnahme der Pig-
mentgehalte (S. 46-47, Abb. 34 - Abb. 36). NacH flimgen war der Vitalitatsverlust durch
Cd-Exposition etwas geringer, aber &hnlich dem rumatesreichender Sulfatversorgung.
Langfristige Sulfatverarmung (insgesamt 13 Tag®&jifsge nur fir Chl a und die Carotinoide
eine signifikante Abnahme. Auch hier konnte keinedselwirkung zwischen Sulfatangebot
und Cd-Exposition beobachtet werden (S. 51-52, Aldb. Abb. 43). Untersuchungen unter
Sulfatmangel und Cd-Exposition in Moosen wurdennées nur im aquatischen Moos
F. antipyretica durchgefihrt (Sutter, 2000; Bleuel, 2004). Kumtfger Sulfatmangel (hier
vier Tage) und die anschliel3ende Exposition mit IBDCd bei weiterer Kultivierung ohne
Sulfat im Medium zeigte die gleiche Abnahme der aWifit, gemessen an der
Quantenausbeute des PS I, wie unter verschied8n#atkonzentrationen (Sutter, 2000).
Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass der Vitaligilust nur durch Cd und nicht durch den
Sulfatmangel hervorgerufen wurde. Die Zugabe vom@&ch langfristigem Sulfatmangel (38
Tage) und die weitere Kultivierung ohne Sulfat téhzu einer drastischen Abnahme der PS-
[I-Effizienz in F. antipyretica von zwei verschiedenen Standorten. Wurde Cd uffdtSwach
38-tagigem Sulfatmangel zugegeben, verringerte sieh PS-1I-Effizienz weniger stark
(Sutter, 2000 Bleuel, unverdffentlichte Daten). N&d-tagiger Cd-Exposition mit und ohne
Sulfat im Medium zeigte die Analyse des Pigmentgebaeine Abnahme des Chlorophyll-
gehaltes inF. antipyretica, wobei die Unterschiede zwischen den beiden Vésarsatzen
deutlich geringer waren im Vergleich zur PS-1I-Ei@inz (Bleuel, unveroffentlichte Daten).
Die Abnahme des Chlorophyligehaltes unter Cd-Exmysscheint somit in Moosen von der

Cd-Exposition und weniger von der Sulfatversorgualghéngig zu sein. Jedoch ist die
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Photosyntheseleistung unter Cd, gemessen als Quaasteeute des PS Il, abhangig von der
Sulfatversorgung.

Fur hohere Pflanzen liegen verschiedene Untersgghurzu Schwermetallstress bei
unterschiedlichem Sulfatangebot vor. Popostical. (1996) beobachteten in Zuckerriiben-
pflanzen einen sehr geringen Chlorophyllgehalt mungulfatmangel. Die zusatzliche
Belastung mit Cd fuhrte zu einer weiteren, aber gehingen Abnahme des Chl-a-Gehaltes,
wahrend sich der Chl-b-Gehalt nicht weiter verétederin Maisblattern war der
Chlorophyligehalt bei Sulfatmangel und Cd-Expositigeringer als unter +Sulfat/+Cd-
Bedingungen (Astolfi e¢ al., 2004a). In einer friheren Untersuchung wurde der
Zusammenhang zwischen Sulfat- und EisenversorguiMgispflanzen untersucht (Astodi
al., 2003). Eisenmangel hatte unabhangig von der t8alfsorgung keinen Einfluss auf den
Chlorophyligehalt. Analysen zur Chromentgiftung Abhangigkeit des Sulfatangebotes in
Brassicajuncea zeigten eine Abnahme der Chlorophyllkonzentratiorter Sulfatmangel,
wéahrend Cr-Exposition keine Auswirkungen hatte (&obn et al., 2008). Die generelle
Beurteilung des Einflusses der Sulfatversorgungemurchwermetallexposition auf die
Vitalitat ist sehr schwierig, da es zahlreiche wstthiedliche experimentelle Ansatze gibt, die

vor allem in der Versuchsdauer stark variieren.

Die Fahigkeit von P. patens zur Cd-Detoxifizierung unter kurz- und langfrisig
Sulfatmangelbedingungen wurde durch Analyse ™eiolgehalte untersucht. Unabhangig
von der Dauer des Sulfatmangels war das Moos nocter Lage, die Thiolgehalte als Cd-
Stressantwort zu erhdhen (S. 48-49, Abb. 37 - A8hS. 53, Abb. 44, Abb. 45). Unter kurz-
fristigem Sulfatmangel stieg der Cys- und GSH-Gehal Cd-Exposition auf das Dreifache
und der y-EC-Gehalt auf das Vierfache an. Nach zehntagigeuifatéhhangel und
anschlieBender dreitagiger Kultivierung unter —Sf-B2dingungen konnte nur noch eine
Verdopplung des Cys- und GSH-Gehaltes festgestaditden, y-EC wurde nicht mehr
detektiert. Trotz Erh6éhung der Thiolkonzentrationerter Sulfatmangel und Cd-Exposition
war festzustellen, dass in allen Versuchsansatzeht rdie Konzentrationen wie bei
ausreichender Sulfatversorgung erreicht werden teonnin F. antipyretica wurden nach
eintagiger Vorkultivierung ohne Sulfat und ansddéader Umsetzung auf +S/+Cd- sowie
-S/+Cd-Bedingungen lediglich Unterschiede im Cysd 4+EC-Gehalt beobachtet, der GSH-
Gehalt erhohte sich gleichermalRen unabhangig voisadéatversorgung (Sutter, 2000). Mit
der Erhéhung der Thiolgehalte unter Cd-Expositiamkes zu einer deutlichen Abnahme des

intrazellularen Sulfatgehaltes iR. antipyretica. Dies konnte inP. patens jedoch nicht
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festgestellt werden (S. 50, Abb. 40). Nach langgen Sulfatmangel (38 Tage) und an-
schlieRender Kultivierung voik. antipyretica unter —S/+Cd- sowie +S/+Cd-Bedingungen
wurde ebenfalls in beiden Kulturen eine Erhdhung Heiolgehalte gemessen, die jedoch
durch die Zugabe von Sulfat weiter verstarkt wul@atter, 2000; Bleuel, 2004). Die
vorliegenden Daten deuten somit auf die Notwendigkan Sulfat fur die Thiolbiosynthese
und die Beteiligung von GSH an der Cd-Detoxifiziegthin.

Der Einfluss von Sulfat auf die Cadmium-Detoxifizing war ebenfalls Gegenstand eini-
ger Untersuchungen in hoheren Pflanzen. Die Ablgkegi der Thiolbiosyntheseleistung
vom Sulfatangebot bei Cd-Exposition wurde u. a. finiticumaestivum cv. Condor,
(McMahon & Anderson, 1998)ea mays L. (Astolfi et al., 2004a) undDionaea muscipula
Ell. (Babula et al., 2008) gezeigt. Auch Aktivitdten einiger Enzymer deduktiven
Sulfatassimilation werden durch das SulfatangeboCldl-Stress verandert. So wurde in Mais
bei Sulfatmangel und Cd-Exposition nach vier Tagere ErhOhung der Enzymaktivitaten
der ATP-Sulfurylase und der O-Acetylserin(thiol)lsgagemessen (Astokt al., 2004a). Die
schitzende Rolle von Sulfat konnte von Popostical. (1996) auch in Bezug auf die
Beeintrachtigung des Stickstoffmetabolismus (Abnahaer Enzymaktivitaten der Nitratre-
duktase und Glutamindehydrogenase) durch CadmiuasBeg in Zuckerriben gezeigt
werden.

Nicht nur die Entgiftung von Cadmium ist abhangignvder Versorgung mit Sulfat,
sondern auch die Toxizitat anderer Schwermet@ligcine-max-Pflanzen zeigten bei héheren
Sulfatkonzentrationen im Medium (20 mM) geringerekZT oxizitatserscheinungen, wie
Chlorosen, als bei geringeren Sulfatkonzentration{es & Cox, 1995). Bei Exposition mit
Chromat wurde in den zwei verschiedenen Wassenarsen Spirodela polyrhiza und
Lemna minor eine Verminderung des toxischen Effektes (gemedserh Frischgewicht, Chl
a und Carotinoide) mit steigender Sulfatkonzerdratbeobachtet (Appenrott al., 2008).
Untersuchungen aBrassica juncea und Zea mays zeigten einen inhibierenden Effekt von
Sulfat auf die Chromataufnahme (Schiawral., 2007; Schiavoret al., 2008). Dies wurde
auch anS polyrhiza beobachtet und erklart somit mdglicherweise deenolgenannten
positiven Effekt von Sulfat hinsichtlich der Vitdlt (Kaszyckiet al., 2005). Weiterhin wird
die Sulfataufnahme inB.juncea und Z.mays durch Chromat beeintrachtigt und die
Genexpression von SulfattransporteB)SI1, ZmST1;1) herunterreguliert (Schiavod al.,
2007; Schiavonet al., 2008). Schultz und Hutchinson (1988) zeigten Deschamp-
sia cespitosa (L.) Beauv., dass bei Kupferbelastung die Synthbg#reicher Cu-bindender
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Proteine durch das Sulfatangebot beeinflusst wind.P. patens wurde bisher nur die
Abhangigkeit der Cd-Toxizitat von der Sulfatveraang untersucht.

4.4 |In-situ-Markierung mit Monochlorobiman

Zur Untersuchung Glutathion-abhangiger Entgiftungshanismen in Pflanzen wird
haufig diein-situ-Markierung mit Monochlorobiman (MCB) eingesetzo{@€nanet al., 1997,
Fricker & Meyer, 2001; Schrédet al., 2007). Monochlorobiman ist ein membran-permeab-
ler, nicht-fluoreszierender Farbstoff, der im Cytois einer Phase-II-Reaktion mit Glutathion
konjugiert wird, wobei fluoreszierendes GlutathiBimman entsteht. Diese Reaktion wird
durch Glutathion-S-Transferasen (GST) im Cytosdbkaiert. GST sind Enzyme, die die
nukleophile Konjugation von elektrophilen, meistatpxischen Substraten (Xenobiotika) mit
GSH vermitteln (Basantani & Srivastava, 2007). ®grden in acht verschiedene Klassen
eingeteilt (phi, tau, zeta, theta, lambda, DHAR HD, MAPEG), wobei die Xenobiotika-
Detoxifizierung hauptséchlich durch Vertreter dar-pund tau-Klasse erfolgt. GST besitzen
noch andere Enzymaktivitaten, wie z. B. Glutathenogidase- (phi, tau, theta), Isomerase-
(zeta) und Oxidoreduktase-Aktivitat (lamba, DHARI-, tau-, zeta- und theta-GST liegen
als Dimere vor, deren Untereinheiten katalytischahlréingig sind und je eine flexible
Substrat- und eine hochkonservierte GSH-Binduntisdtesitzen. Von grol3er Bedeutung ist
ein Serinrest, der die lonisierung der SH-Gruppe @SH beginstigt, wodurch ein
Thiolatanion gebildet wird (Basantani & Srivasta2807).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssddiein-situ-Markierung mit MCB
auch inP. patens mdglich ist. Die Visualisierung mit Hilfe der kakalen Laserscanning-
Mikroskopie (CLSM) zeigte, dass die Glutathion-Bmri&onjugate (GS-B) zunachst im
Cytosol gebildet und mit fortschreitender Inkubatidauer in die Vakuole transportiert
werden (S. 54, Abb. 46). Dieser Verlauf der GS-Bing wurde auch in Mais- und
Karottenzellen (Colemast al., 1997), Trichoblasten und Atrichoblasten vArabidopsis-
Wurzeln (Meyer & Fricker, 2000), grinéwabidopsis-Zellkulturen (Meyer & Fricker, 2002),
Arabidopsis-Blattern (Grzamet al., 2006) sowie Pappelblattern (Hartmaenal., 2003)
nachgewiesen. Neben der blofRen Lokalisierung eiofigliie Konjugation von MCB mit
Glutathion auch eine Quantifizierung des GSH in delte (Frickeret al., 2000; Gutierrez-
Alcala et al., 2000; Meyeret al., 2001; Hartmanret al., 2003; Cairnset al., 2006). Die
Quantifizierung kann sowohl tGber die CLSM nach Kaérung mit GS-B-Standards als auch
uber HPLC-Analysen der Zellextrakte erfolgen. DieSM bietet zusatzlich die Méglichkeit,
GSH-Gehalte in unterschiedlichen Zelltypen zu asialgn (Frickert al., 2000; Gutierrez-

Alcala et al., 2000; Hartmanet al., 2003), wahrend mittels HPLC Cys-BEC-B und GS-B
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unterschieden werden kénnen. In der vorliegenddreifiwurde mit Hilfe der CLSM die
Bildung des Konjugates und dessen Transport in \diuole beobachtet, wobei die
eigentliche Quantifizierung mittels HPLC erfolgteine Konjugatbildung erfolgte sowohl in
Kontroll- als auch in Cd-belasteten Zellen sehmstihin Form einer Sattigungskurve (S. 55,
Abb. 47; S. 57, Abb. 49). Ein solcher Kurvenverlatftypisch fur dign-situ-Markierung mit
MCB (Colemaret al., 1997; Frickemrt al., 2000; Meyer & Fricker, 2000; Meyet al., 2001;
Hartmannet al., 2003). Ein Vergleich der Markierungsansatze ntio gM MCB (unter
Kontrollbedingungen und Cd-Belastung) und mit 500 MCB zeigte, dass im Vergleich
zum Gesamt-Glutathiongehalt von Rohextrakten nidbt ganze GSH-Pool der Zellen
markiert werden konnte (S. 55-57, Abb. 47, Abb. ABb. 49). Durch eine zuséatzliche-
vitro-Derivatisierung von Extrakten MCB-markierter Zelleonnte sowohl in Kontrollen als
auch in Cd-belasteten Kulturen immer noch freiesHG8it Monobromobiman (MBB)
markiert werden (S. 55, Abb. 47; S. 57, Abb. 49ki¢he Beobachtungen machten auch
Hartmannet al. (2003) an Pappelbléattern. Die Autoren schlussftége dass es sich bei dem
nicht markierten GSHbool wahrscheinlich um den chloroplastidaren handett. den
Chloroplasten fehlt vermutlich die entsprechendd GQ#n eine Konjugation zwischen GSH
und MCB zu katalysieren. Die Aussage konnte dumh dergleich vonn-situ-Markierung
mit MCB an intakten Spinatchloroplasten und dema@esGSH-Gehalt osmotisch zerstorter
Chloroplasten untermauert werden (Hartmastnal., 2003). In Arabidopsis-Zellkulturen
hingegen konnte der gesamte Gfaddt mit 100 uM MCB markiert werden (Meyet al.,
2001). Auch in Karottenzellen war nach 75-mindtiggcubation mit 100 uM MCB kaum
noch freies GSH feststellbar (Colemagt al., 1997). Mdglicherweise sind diese
Beobachtungen in der Tatsache begrindet, dass dedftgpen keine voll ausgebildeten
Chloroplasten enthalten.

Eine weitere Erklarung dafir, dass nicht der gesa@®BHpool markiert wurde, kdnnte
nicht mit MCB markierbares Glutathiondisulfid (GSB&ein. Ein Experiment, bei dem fur
die zusatzliche in-vitro-Glutathionbestimmung in MCB-markierten Extrakten inke
Reduktionsmittel (DTT) eingesetzt wurde, resulédr einem deutlich geringeren Gehalt an
freiem reduzierten GSH (Daten nicht gezeigt). pscht fur einen relativ hohen GSSG-
Gehalt inP.-patens-Zellen, der ohne vorhergehende Reduzierung nialthdMCB markiert
werden kann. Rother (2007) zeigte mittels enzyroaéis Messungen, dass der prozentuale
Anteil des GSSG am Gesamt-GSH-Gehalt in Kontrollkein vonP. patens zwischen 35 und
46 % liegt. Diese GSSG-Gehalte sollten jedoch daiti betrachtet werden. Eine direkte
Bestimmung dei-situ Gehaltes an GSSG wie Arabidopsis thaliana durch Uberexpression
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eines Redoxsensors (Meyet al., 2007) steht furP. patens noch aus. Wenngleich die
kritische Einschéatzung der Autoren an nach Extoskggewonnenen GSSG-Werten auch fur
P. patens zutreffen kann. Welche der beiden mdoglichen Ursaatt&fir verantwortlich ist,
dass nicht der gesamte G®bbl in P. patens mit MCB markiert werden konnte, ist bisher
nicht geklart.

Auf Grundlage der hier vorliegenden Ergebnisse kgeschlossen werden, dass die
gemessene Aktivitatserhnbhung der Glutathion-S-Tesiasen-Aktivitat wahrend den-situ-
Markierung (S. 64, Abb. 59) vermutlich von einerti&kkatserhéhung der cytosolischen GST
stammt. In Karottenzellen ist die Konjugation vorCBI mit GSH ebenfalls eine GST-
katalysierte Reaktion. Dies schlossen Colemaral et(1997) aus der Tatsache, dass die
zellulare Reaktionsgeschwindigkeit zwolfmal hoéherarwals die berechnete nicht-
enzymatische. Des Weiteren stellten die Autorem, f#mss gereinigte GST aus Mais bzw.
GST in Zellextrakten (Mais, Karottep-vitro kaum GST-Aktivitat gegentber MCB zeigten.
Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass pflaheliGST einer starken Produkthemmung
unterliegen, die in der Zelle aber durch den Algpamt des GS-B-Konjugats in die Vakuole
verhindert wird (Colemast al., 1997). Untersuchungen an Gerstenwurzeln deuseteaine
hohe GST-Aktivitat im meristematischen Gewebe witirderin-situ-Markierung mit MCB
hin (Schréderet al., 2007). An zwei verschiedenéxrabidopsis-Wurzeln wurden hingegen
unterschiedliche Beobachtungen gemacht: Wahrenddéeieinen Wurzel mit steigender
Zelllange keine Veranderung der GST-Aktivitat ggrewerden konnte, stieg die GST-
Aktivitat in der zweiten Wurzel (Fricker & Meyer,021). Die Autoren wiesen darauf hin,
dass aufgrund dieser zwei Messungen mittels CLSHI amschlieRender mathematischer
Modellierung noch keine genauen Vorhersagen geinofierden kénnen, sie jedoch einen
Hinweis auf Variabilitdt geben, welche durch konvemelle biochemische Extraktion und

Assay-Techniken verloren geht (Fricker & Meyer, 2D0

Obwonhl die in-situ-Markierung mit MCB eine GST-katalysierte Reaktiond somit
spezifisch fur GSH ist, wurden auch Cys-B- yAlC-B-Konjugate gefunden (S. 58-61, Abb.
50 - Abb. 55). Wahrend deén-situ-Markierung mit MCB wurde ein kontinuierlicher Aineg
der Cys-B-Konzentration bis auf 180 nmol g El200 pM MCB, Kontrolle und Cd-belastet)
bzw. 113 nmol g FM (500 uM MCB, Kontrolle) beobachtet. Die nachwersb&lenge an
v-EC-B stieg wesentlich starker bis auf 1900 nmBMj' (200 pM MCB, Kontrolle),
1500 nmol g FM (200 pM MCB, Cd-belastet) bzw. 3300 nmol g EM500 pM MCB,
Kontrolle) an. Bei Dunnschichtchromatographie-Asaly von Lysaten MCB-markierter
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Karottenzellen konnte nur GS-B nachgewiesen wel@oiemanet al., 1997). Allerdings
waren diese Analysen schon nach nur einer Stundéidfang abgeschlossen. Auch in
Pappelblattern zeigten HPLC-Analysen die hohe Sipi#zvon MCB fir GSH in Gegenwart
von Natriumazid auf. In Abwesenheit von Natriumaziklches den vakuolaren Transport
der GS-B-Konjugate hemmt, wurden jedoch kleiner@kBefir Cys-B, Cys-Gly-B und
v-EC-B gefunden (Hartmanet al., 2003). InArabidopsis-Blattern hingegen konnten sowohl
mit als auch ohne Natriumazid zusatzlich Cys-B,-Gy%B undy-EC-B detektiert werden
(Grzamet al., 2006). Auch inArabidopsis-Zellkulturen wurden nach HPLC-Trennung MCB-
markierter Extrakte neben GS-B Peaks fur Cys-B,-GlsB undy-EC-B gefunden (Meyer
et al., 2001; Meyer & Fricker, 2002). Diese Befunde dawtef einen vakuolaren Abbau des
GS-B-Konjugates hin, der vermutlich auch Pnpatens stattfindet. Da die Abbauprodukte
ursprunglich von dem gebildeten GS-B stammen, kayam das gebildete Gesamt-GS-B
durch Aufsummierung aller Abbauprodukte (CysyBEC-B) sowie dem gemessenen GS-B
bestimmen (Anhang, S. 106, Abb. 62, Abb. 63). Didtragung zeigt, dass die Gesamt-GS-
B-Konzentration tUber den gesamten Versuchszeitrkantinuierlich ansteigt. Dies deutet
darauf hin, dasP. patens unmittelbar auf die, durch MCB verursachte, Ghi@atverarmung
der Zellen reagiert. Unter 200 uM MCB betragt deenovo-Synthese von GSH iR. patens
ca. 90 nmol g FM h' (Anhang, S. 106, Abb. 62). Die Geschwindigkeit flie GSH-
Biosynthese inArabidopsis-Zellkulturen, inkubiert mit 100 uM MCB, war weséalh
schneller (53484 nmol g FM' h* (Meyer & Fricker, 2002)). Unter 500 uM MCB stieged
Geschwindigkeit der GS-B-Bildung iR. patens an, war jedoch nur bis zw6lf Stunden nach
MCB-Zugabe linear (Anhang, S. 106, Abb. 63).Arabidopsis-Zellkulturen konnte unter
300 puM MCB nicht mehr GS-B gebildet werden als urt60 uM (Meyeret al., 2001).
Vermutlich ist die MCB-Aufnahme in die Zellen i patens limitierter, so dass trotz der sehr
hohen MCB-Konzentration digle-novo-Syntheserate von GSH zumindest bis zu zwolf
Stunden linear war. Die Aufnahme von Xenobiotikaie WICB, erfolgt in Pflanzen
vermutlich unspezifisch. Es konnte jedoch gezeigrden, dass z. B. die extrazellulare
Hydrolyse von ATP durch Phosphatasen and ATPasen Xenobiotika-Aufnahme
(Cycloheximid) beeinflusst (Thomas al., 2000). Die Autoren vermuteten als Grund eine
Veranderung des Membranpotenzials.

Um die de-novo-Synthese von GSH wéhrend dersitu-Markierung mit MCB né&her zu
untersuchen, wurden Inhibierungsexperimente duféhge Ein spezifischer Inhibitor der
GSH-Biosynthese ist L-Buthionin-(S,R)-sulfoximinB®). BSO hemmt das EnzyyGluta-
mylcystein-SynthetaseyECS), welches den ersten Schritt der GSH-BioswetHeatalysiert
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(Griffith, 1982). Meyer und Fricker (2002) konntemt Hilfe von BSO diede-novo-Synthese
von GSH in grunerArabidopsis-Zellkulturen wahrend der MCB-Markierung vollstagdi
hemmen. Gewdhnlich wird BSO in KonzentrationenlbiaM eingesetzt (z. B. Kocsy al.,
2000; Lindberget al., 2007). InP. patens wurde in Vorexperimenten ohne MCB-Markierung
erst bei h6heren BSO-Konzentrationen eine Erniaddgdes intrazellularen GSH-Gehaltes
und somit eine Inhibierung der GSH-Biosynthese bebtet (Daten nicht gezeigt). Auch im
aquatischen MooBE. antipyretica konnte keine Inhibierung der GSH-Biosynthese nst2u
1 mM BSO erzielt werden (Sutter, 2000; Brweasl., 2001). Die Autoren spekulierten, dass
BSO nicht in die Zellen aufgenommen wurde. Somitrkéir P. patens das Fazit gezogen
werden, dass Fremdstoffe, wie BSO und MCB, verrmiutlin geringeren Mal3en
aufgenommen werden als es in héheren Pflanzenallast

Als Alternative wurden daher die Inhibierungsexpennte dede-novo-GSH-Biosynthese
unter MCB durch Limitierung des externen Sulfatdrajes durchgefiihrt. Das Kultivierungs-
medium fir P.-patens-Protonemazellen enthélt ca. 1 mM Sulfat. Durch tAusch aller
Sulfatsalze der Hauptkomponenten des Mediums gelierentsprechenden Chloridsalze
wurde der Sulfatgehalt auf ca. 0,4 uM reduziertiexperimente zeigten, dass eine Reduktion
des extrazellularen Sulfatgehaltes auf 0,4 uM eleetliche Reduktion des intrazellularen
Sulfat- und Thiolgehaltes bewirkte (S. 42-44, ABDB.- Abb. 33). Nach zehn Tagen Sulfat-
mangel bzw. ausreichender Sulfatversorgung zeigienKulturen den gleichen Kurven-
verlauf fur die Bildung des GS-B-Konjugates, ahimlgner Michaelis-Menten-Kinetik (S. 62,
Abb. 56). Jedoch waren die Absolutwerte unter $Smléamgel niedriger. Unter Sulfatver-
sorgung konnte auch bei diesem Experiment, wieitlseb®schrieben, nicht der gesamte
GSH+yool mit MCB markiert werden. Bei den sulfat-defiziemtulturen jedoch entsprach
die extrahierbare GS-B-Konzentration der Gesamt-&®Hhzentration unmarkierter Zellen
nach 2,5 bis 9 Stunden (S. 62, Abb. 56). Nach BAd&n war die GS-B-Menge aber nur halb
so gro3 wie die Gesamt-GSH-Konzentration, da eserialb dieser Zeit zu einer
Verdopplung des GSH-Gehaltes der nicht-markiertdfatverarmten Kultur kam. Das 24-
stindige Experiment fand in der Dunkelheit stadtMICB lichtempfindlich ist, und hat somit
vermutlich zu einer Veranderung des GSH-Gehaltesdkiat-defizienten Kulturen gefihrt.
Unter Sulfatversorgung konnte solch eine Verandgmioht beobachtet werden. Dunkelheit
fuhrte in Pappel- bzw. Spinatblattern zu einer Zuma der y-EC-Konzentration bei
gleichzeitiger Abnahme des GSH-Gehaltes (Buwatdal., 1988; Noctoret al., 1997). Als
Ursache wurde das Fehlen von Glycin diskutiert,ctve$ vorrangig aus der Photorespiration

stammt, die im Licht stattfindet. Im Gegensatz dazude in Mais, einer £Pflanze, keine
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Veradnderung des GSH-Gehaltes in der Dunkelheigésstllt, aber eine Erhdhung deEC-
Konzentration (Maset al., 2002).

Wie unter Sulfatversorgung wurden unter Sulfatmangech Cys-B- undy-EC-B-
Konjugate detektiert, was auch hier auf einen Abtau GS-B-Konjugate hindeutet. Uber
zehn Tage sulfatverarmte.-patens-Kulturen zeigten wahrend den-situ-Markierung mit
MCB eine Glutathionbiosyntheserate von ca. 60 mgeM™*h™ im Vergleich zur
sulfatversorgten Kontrolle, die bei ca. 88 nm&M™ h lag (Anhang S. 107, Abb. 64).
Somit konnte lediglich eine Reduktion, aber keinéllige Inhibierung derde-novo-
Biosynthese erreicht werden. Wie bereits erwahesjtbt P. patens 7 Sulfattransporter, die
den Gruppen 1 hi{gh-affinity-Transporter, PpSULTR1;1, PpSULTR1;2 PpSULTR1;3
PpSULTRL;4), 4 (Sulfatefflux aus der VakuolePpSULTR4;1) und 5 PpSULTR5;1,
PpSULTRS5;2) durch Stammbaumanalysen zugeordnet wurden. Jédwoehnicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass die Sulfattranspagtierar Pflanzen zu einem Cluster gehdren
und furhigh-affinity-Transporter kodieren (Kopriva al., 2007b). Somit ist es moglich, dass
P. patens durch Sulfattransporter mit einer hohen Affinifat Sulfat, auch bei geringsten
extrazellularen Sulfatkonzentrationen von 0,4 uMjif& aufnehmen und somit GSH
neusynthetisieren kann. Des Weiteren konnten neltirhuch die Nutzung des, nach
zehn Tagen Sulfatmangel, in der Zelle verbleibenBelfates (7 % im Vergleich zur sulfat-
versorgten Kontrolle) sowie eine Mobilisierung vBgstein aus Proteinabbaureaktionen, die
de-novo-Synthese von GSH ermdglicht haben. Bei griAeabidopsis-Zellkulturen wurde
unter Sulfatmangel wahrend dersitu-Markierung mit MCB eine vollige Inhibierung der
de-novo GSH-Biosynthese erreicht (Meyer & Fricker, 20(23.wurde geschlussfolgert, dass
unter diesen Bedingungen keine intrazellularen dspleicher fur die erforderliche

Cysteinsynthese benutzt werden, sondern nur eXurizes Sulfat aus dem Medium.

Die Tatsache, dass neben GS-B- auch Cys-BytB@-B-Konjugate gefunden wurden, ist
ein Hinweis auf einen Abbau der GS-B-Konjugate. iNder Bildung der GS-B-Konjugate im
Cytosol werden diese in die Vakuole transportiBirt findet der stufenweise Abbau statt,
der mit der Abspaltung einer der beiden termin@&ennosauren, Glutamat (Glu) oder Glycin
(Gly), beginnt. FurArabidopsis konnte gezeigt werden, dass der Abbau mit der &bsmy
des Glu-Restes beginnt. Dies ist der geschwindigigestimmende Schritt und wird durch das
Enzymy-Glutamyltranspeptidase 4 (GGT 4) katalysiert (&rzt al., 2007; Ohkama-Ohtsu
et al., 2007). Im zweiten Reaktionsschritt, fir den nd&hin Enzym identifiziert werden

konnte, wird dann Gly abgespalten. Dies verlaufArabidopsis sehr schnell, so dass es zur
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Akkumulation von Cys-B-Konjugaten kommt (Grzaatrel., 2006; Grzanet al., 2007). Auch

in Rettich wurde die Beteiligung vakuolarer GGT aflutathion-Konjugat-Abbau
beschrieben (Nakanet al., 2006). InP. patens hingegen konnte eine rasche Akkumulation
desy-EC-Konjugates gezeigt werden, was auch durch Adhaerimente nach Entfernung
des MCB aus dem Medium untermauert wurde (S. 6GABb, 53 - Abb. 55; S. 65, Abb. 60).
Cys-Gly-B-Konjugate wurden nicht detektiert. Der -B8S\bbau in P. patens erfolgt somit
Uber einen anderen Weg, bei dem zuerst der Gly-Régespalten wird. Auch in
Gerstenblattern werden z. B. GS-Alachlor-Konjugateachst zu den entsprechengdbC-
Konjugaten abgebaut (Wokt al., 1996). Alachlor ist ein Herbizid der Chloracet@hi
Gruppe und in Deutschland nicht zugelassen. Alalysierendes Enzym fur den Abbau der
GS-Konjugate in Gerstenblattern wurde eine vakeo@arboxypeptidase identifiziert (Wolf
et al., 1996). Der Abbau des GS-Fenclorim-Konjugates nBehandlung vorArabidop-
sis-thaliana-Zellkulturenmit dem Herbizidsafener Fenclorim (4,6-Dichloro-2-Phenylpyrimi-
din), der in Reis die Toleranz gegenuber ChloracktaHerbiziden erhéht, erfolgt ebenfalls
Uber dag-EC- zum Cys-Konjugat (Brazier-Hiclkes al., 2008).

Die Bildung der Cys-B-Konjugate iR. patens wird tiber die Zeit beschleunigt. Dies deutet
darauf hin, dass das spaltende Enzym nur bei abhsral hohery-EC-B-Konzentrationen
arbeiten kann bzw. erst induziert werden musselnLageratur wird auch die Beteiligung von
Phytochelatinsynthasen (PCS) am Glutathion-Konpdddiau durch Carboxypeptidase-
Aktivitat beschrieben (Beckt al., 2003; Blumet al., 2007). Da es sich hierbei aber um ein
cytosolisches Enzym handelt, wurde aufgrund desispartes der GS-B-Konjugate in die
Vakuole die Beteiligung am GS-B-Abbau in Abwesehkien Schwermetallen iA. thaliana
ausgeschlossen (Grzagnal., 2006). FurP. patens ist dieser Befund ohne Bedeutung, da es
im Genom kein PCS-Gen gibt (Koprieaal., 2007b).

Die in-situ-Markierung mit MCB wurde nicht nur unter Kontra#ithingungen, sondern
auch unter Cd-Exposition iA. patens untersucht. Obwohl die Gesamt-GSH-Konzentration in
P. patens unter 10 uM Cd drastisch erhdht ist (S. 36, Alfh.Abb. 21; S. 55, Abb. 47; S. 57,
Abb. 49), wurde wahrend dam-situ-Markierung mit MCB weniger GSH markiert als in den
Kontrollen ohne Cd. Sowohl iA.-thaliana-Zellkulturen als auch iMedicago sativa wurde
eine Abnahme der Fluoreszenz wahrend desitu-Markierung mit MCB unter Cd
festgestellt (Meyer & Fricker, 2002; Ortega-Villasaet al., 2005). Als Ursachen wurden a)
die Bildung von Schwermetall-GSH-Komplexen und dodie¢ Blockierung der freien SH-

Gruppen, b) die PC-Synthese, die mit einer Redokties GSH-Gehaltes einhergeht und c)
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die Inhibierung der GST durch Schwermetalle digktitiin-vitro Untersuchungen an
M. sativa zeigten keine Veranderungen der GST-Aktivitat udd (Ortega-Villasantet al.,
2005). Die genaue Ursache fur die Fluoreszenzabad&omte nicht geklart werden.

Da in P. patens keine Phytochelatine unter Cd-Exposition gebilderden, sondern der
Organismus mit einer gesteigerten GSH-Biosynthe=agiert, kann die Abnahme der
markierbaren GSH-Menge nur durch Bildung von Cdpa&]mplexen erklart werden. Auch
ein Einfluss der GST auf dim-situ-Markierung mit MCB unter Cd kann weitestgehend
ausgeschlossen werden, da die Gesamt-GST-AktiuitalP. patens unter Cd erhdht ist
(Rother, 2007).

Mehrere Untersuchungen an Pflanzen und Moosen meautieeine Komplexierung von Cd
durch Thiolgruppen und eine Ablagerung in der Va&ulein. Vogeli-Lange und Wagner
(1990) fanden nach Cd-Exposition von Tabakkeimlmgee vakuolare Lokalisierung des
gesamten, in den Protoplasten gemessenen Cd sewi€ddbindenden Peptide (PC 3 und
PC 4). EDX- und EELS-Analysen Cd-exponierter Wildedenzellen zeigten ebenfalls Ab-
lagerungen von Cd in der Vakuole in Form von umtt&n Prazipitaten, die Schwefel
enthalten. Hierbei handelte es sich jedoch nicht @Qds-Kristalle oder CdSf sondern
wahrscheinlich um Cd-PC-KomplexXsleumann et al., 1994). Diese Techniken wurden, wie
bereits beschrieben, auch zur Analyse Cd-exponief@dlen des aquatischen Mooses
F. antipyretica eingesetzt (siehe S. 70) und gaben Hinweise aeaf Komplexierung des Cd
im Cytosol mit SH-Gruppen (Sutter, 2000; Brugisal., 2001). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen des Lebermoogesruciata zeigten ebenfalls eine Anreicherung von Cd
gemeinsam mit Schwefel in der Vakuole (Carginateal., 2004). Die intrazellulare
Komplexierung von Cd mit SH-haltigen Verbindungecheaint sich nicht nur auf das
Pflanzenreich zu beschranken. So wird auch flrkdaslchenbakteriumiRhizobium legumi-
nasorum eine intrazellulare Komplexierung von Cd mit GSésbhrieben (Limat al., 2006).
Jedoch erfolgten diese Untersuchungen durch k@ssig&xtraktion mit einem basischen
Puffer und anschlieRendsze-exclusion-Chromatographie. Da Cd und GSH aber spontan im
basischen Milieu einen Komplex bilden (Material ukiéthoden, Liet al., 1997), sollten
diese Ergebnisse kritisch betrachtet werden. Histlikch wurde auch fuEscherichia coli
eine Beteiligung von GSH an der Cd-Toleranz nachesen (Helbiget al., 2008). GSH ist
jedoch nicht nur in der Lage Cd zu komplexierenndssn auch andere toxische
Verbindungen, wie z. B. Arsenit. Im Gegensatz zuG3IH-Komplexen sind diese jedoch im
sauren pH-Bereich stabil, kbnnen sich aber ebendalich eine einfache chemische Reaktion
zwischen Arsenit und GSH bilden (Canovas al., 2004). Fur den Schimmelpilz
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Aspergillus sp. P37 konnte die Bildung von As(G®omplexen und deren Ablagerung in
der Vakuole gezeigt werden (Canovas al., 2004). Auch in Pflanzen erfolgt eine
Komplexierung von Arsenit, wobei diese Komplexewiegend PC enthalten, aber auch PC
und GSH (Raabkt al., 2004; Raalat al., 2005).

Der Transport der Schwermetall-GSH/PC-Komplexe lgtfdber ATP-abhangige Trans-
porter. In der Hefé&accharomyces cerevisiae, die unter Cd-Exposition ebenfalls eine gestei-
gerte GSH-Biosynthese zeigt (Vidb al., 2001), konnte ein Transporter (YCF 1), der den
Transport von Cd[G%]Komplexen katalysiert, identifiziert werden (&i al., 1997). Dieser
Transporter ist ein membrangebundenes Protein, dash den MgATP-abhéngigen
Transport von Glutathion-Konjugaten, wie GS-B, ia Wakuole katalysiert (Let al., 1996).

In Schizosaccharomyces pombe katalysiert HMT1, ebenfalls ein ABC-Transporterend
Transport von Cd-PC-Komplexen (Ortig al., 1995). Auch in Pflanzen sind ABC-
Transporter sehr verbreiteA. thaliana besitzt z. B. 53 Gene fir sogenanritél-size-
Transporter (Martinoiaet al., 2002). Neben der Beteiligung an Entgiftungspreeaswird
pflanzlichen ABC-Transportern eine Rolle bei Waadhst- und Entwicklungsprozessen
zugeschrieben. Cd-Exposition fihrt i thaliana zur Induktion von 17 verschiedenen
putativen ABC-Genen, die zu acht verschiedenen &uitien gehtéren (Bovedt al., 2005).
Vor allem Vertreter demultidrug resistance-associated proteins (MRP) scheinen geeignete
Kandidaten fir den Transport von Cd-Komplexen ilafdfen zu sein. Es wurde gezeigt, dass
es inA. thaliana unter Cd-Exposition zur Induktion véitMRP3 kommt (Bovetet al., 2003;
Bovet et al., 2005). In der Grunalg€. reinhardtii gibt es ein &hnliches GeGrMRP2,
welches ebenfalls unter Cadmium stark induziertdwitWang & Wu, 2006). Welche
Transporter irP. patens am Transport der Cd[GSKomplexe bzw. GS-B-Konjugate beteiligt
sind, ist bisher noch nicht ndher untersucht. Jedsicanzunehmen, dass sie auch zur Familie

der ABC-Transporter gehéren.
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Corinna Bleuel: Untersuchungen zur Bedeutung dasa@lions bei der Cadmium-
Detoxifizierung inPhyscomitrella patens

5. Zusammenfassung und Ausblick

Schwermetalle sind allgegenwartige Bestandteiler abkosysteme. In Bezug auf ihre
Toxizitat muss eine Unterscheidung in essenziele wmicht-essenzielle Schwermetalle
getroffen werden. Essenzielle Schwermetalle, wid.zCu und Zn, werden fur den
pflanzlichen Stoffwechsel in bestimmten Konzentna¢éin benétigt. Im Gegensatz dazu
verursachen nicht-essenzielle Schwermetalle, wiB. 2ZCd und Hg, schon in geringen
Konzentrationen Schaden in den Zellen. Im Laufe dolution haben Pflanzen
verschiedenste Resistenzmechanismen gegeniuber Sobtakistress entwickelt. Neben
Strategien, die dem Ausschluss der Schwermetaledau Zelle dienenayoidance), haben
Pflanzen Mdglichkeiten, auch durch intrazellulatefferechselphysiologische Anpassungen
mit Schwermetallstress umzugehéoldrance). In der vorliegenden Arbeit war vor allem die
intrazellulare Detoxifizierung von Interesse. Auikad auf bisherigen Ergebnissen der
Arbeitsgruppe wurde der Modellorganismhyscomitrella patens unter Cd-Exposition
untersucht. Das terrestrische Moos reagiert untkrn@ einer Induktion der Glutathion-
Biosynthese, wobei jedoch keine Phytochelatine Idebiwerden. Dies ist eine fur

Laubmoose typische Reaktion, die sie von hoherlamBEn stark unterscheidet.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeasstP. patens bei Exposition mit
10 uM Cd mit einem erhdhten Gehalt an CysteiG|utamylcystein und GSH reagiert (S. 92,
Abb. 61). Gleichzeitig kam es zu einer Abnahme\d@alitat auf bis zu 50 % innerhalb von
funf Tagen. Somit wurden die Beobachtungen von &af2006; 2007) bestatigt. Die Analyse
der extra- und intrazellularen Sulfatkonzentratiozeigte lediglich am ersten (extrazellular)
und dritten Tag (intrazellular) nur geringste Veaté@rungen unter Cd-Exposition.
Untersuchungen zur Sulfataufnahme unter Cd-Strestlsn®>S konnten hier genauere

Einblicke in die Regulation der Sulfataufnahme udd geben.

Stickstoff- und Sulfatassimilation sind bei der 8wse von Cystein eng Uber das
Intermediat O-Acetylserin (OAS) verbunden. Um Vel@mungen der Stickstoffassimilation
unter Cd-Exposition zu untersuchen, wurdEN-Tracerexperimente durchgefiihrt. Der
verringerte Einbau des Isotops in die Aminosaunsh Rroteine hat gezeigt, dass Cd zu einer
reduzierten Aufnahme von Nitrat fihrt. In der vegenden Arbeit wurde diese Methode
erstmals genutzt, um den Einbau VBN in das GSH zu verfolgen. Cd-Exposition fiihrte in
P.patens zu einem starkeren Einbau vonN in die GSH-Fraktion. Somit wird die

Aktivierung der GSH-Biosynthese unter Cd-Expositimochmals belegt. Auskunft dartber,
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ob der GSH-Anstieg aus einer Neusynthese oder ekramoséaurerecycling stammt, kdnnen
diese Untersuchungen jedoch nicht geliév-turnover-Experimente sollten hier zur Klarung

beitragen.

Cystein- und somit auch GSH-Biosynthese setzerratiaktive Assimilation von Sulfat
voraus. Untersuchungen zur Auswirkung von Sulfatpehnn P. patens zeigten, dass die
Vitalitdt bei kurzfristigem Sulfatmangel nicht be#Busst wird und langerfristiger
Sulfatmangel eine Abnahme der Vitalitdét um ca. 20étursacht. Erwartungsgemal kam es
zu einem Absinken des intrazellularen Sulfat- undolgehaltes (S. 92, Abb. 61). Auf
Transkriptebene wurde im Rahmen dieser Arbeit etegk erhdohte Genexpression der
Serinacetyltransferase (SAT) festgestellt, wahrBotheret al. (2006) unter Cd-Exposition
die Sulfitreduktase als am starksten induziert tifiererte. Die transkriptionelle Regulation
der reduktiven Sulfatassimilation erfolgt alscPnpatens unter Sulfatmangel anders als unter

Cd-Exposition Analysen zur Enzymaktivitat der SAT stehen noch aus

Studien zur Cd-Exposition unter Sulfatmangel ergalalass es hinsichtlich der Vitalitat
keine Wechselwirkung zwischen Sulfatangebot undeggesition gab. Die Abnahme der
Vitalitdt Cd-exponierterP.-patens-Kulturen unter Sulfatmangel zeigte im Vergleich zu
ausreichender Sulfatversorgung keine Unterschi€adz Sulfatmangel war das Moos unter
Cd-Exposition in der Lage, Thiole verstarkt zu $watisieren, erwartungsgeman in
geringerem Ausmal (S. 92, Abb. 61).

In der vorliegenden Arbeit ist es weiterhin gelumgdiein-situ-Markierung von GSH mit
Monochlorobiman (MCB) inP. patens zu etablieren. Es handelt sich hierbei um eine
Phase-1I-Reaktion, die im Cytosol stattfindet unatoth Glutathion-S-Transferasen (GST)
katalysiert wird. Die Gesamt-Enzymaktivitat der G&hohte sich hierbei erwartungsgemal.

Es wurde festgestellt, dass nicht der komplette @& der Zelle markiert werden
konnte. Dies deutet zum einen auf einen grofRRereht-oytosolischen GSideol hin,
maoglicherweise in den Chloroplasten. Zum anderemkas sich aber auch um oxidiertes
Glutathion (GSSG) handeln, welches nicht durch MGBarkiert werden kann.
Untersuchungen von Rother (2007) deuten auf relabhe GSSG-Konzentrationen in
P. patens hin. Da es sich beim GSH um einen Redoxpuffereim dellen handelt, sollte dieser
Sachverhalt durch die Uberexpression eines RedezsefroGFP, Meyest al., 2007) weiter

verfiziert werden.
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Obwohl die Konjugationsreaktion mit MCB spezifistiv GSH ist, wurden auch Cys-
Biman- undy-EC-Biman-Konjugate detektiert. Es konnte gezeigtden, dass es sich hierbei
um Abbauprodukte des GS-B-Konjugats handelt (AdY. Somit verlauft der intiale Schritt
des Glutathion-Konjugat-Abbaus Uber eine vermutli€@arboxypeptidase-katalysierte
Reaktion.

Weiterhin konnte wahrend den-situ-Markierung mit MCB einede-novo-Synthese von
GSH beobachtet werden, welche durch Reduktion ddsazellularen Sulfatangebotes
gemindert, aber nicht vollstandig inhibiert werdemnte.

Trotz der deutlichen Erh6hung des GSH-Gehaltesdiexponierten Mooszellen wurde in
diesen Kulturen weniger GSH mit MCB markiert alKiontrollzellen. Dies kdnnte nicht nur
ein Effekt der Kompartimentierung von verschiede@&dHpools sein, sondern auch ein
Hinweis auf eine Komplexierung von Cd mit GSH inrfaovon Cd[GS}-Komplexen geben.
In diesen Komplexen ist die SH-Gruppe des GSH nmiganglich fur MCB. Weitere
Studien, ob es moglicherweise eine Induktion paedez Transporter gibt, die solche
Komplexe, aber auch GSH-Konjugate transportiereoltes Gegenstand zukunftiger

Untersuchungen zur Cd-DetoxifizierungRnpatens sein.

Mit den vorliegenden Studien konnte eine wesergliBfedeutung des GSH fur die Cd-
Detoxifizierung deutlich gemacht werden. Die Untefsungen geben einen weiteren Hinweis
auf die Existenz méglicher Cadmium-GSH-Komplexe i auch flr das aquatische Moos

Fontinalis antipyretica postuliert wurden.

Medium

/ GSH \l /A
GS-B > G?-B
Cyst
-EC-B
+-EC1 GSH1t Y I
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Abb. 61 Zusammenfassende Darstellung der zelluldreReaktionen in P. patens auf Cd-Exposition ©),
Sulfatmangel (), Cd-Exposition unter Sulfatmangelbedingungen ®) sowie in-situ-
Markierung mit MCB
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Summe der Thiole [nmol g F{j

Zeit [h]

Abb. 64 Summe der Thiole in Kontroll- und Sulfatmargel-Kulturen nach in-situ-Markierung mit
200 UM MCB (M =+SQ?, — = Regressionsgerade: y = 87,521x; °R 0,9974, @ = -SO/7,
- -- = Regressionsgerade: y = 60,393x;’R 0,9961) und nach Derivatisierung von Extrakten
nicht-markierter Proben mit MBB ( 0 = +SQ%, O = -SO%), n = 3

Tabelle 7 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwdifariellen univarianten Varianzanalyse (2-way-
ANOVA) zum Effekt der Faktoren Cd-Exposition und Zeit auf die Variable GSH gemessen in
P. patens (df = Freiheitsgrade, F = Priifgrof3e P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P
Cd 1 20173,0356 78,1¢ < 0,000:
Zeit 9 6257,64963 24,24 < 0,0001
CdxZeit 9 433,89762 1,68 0,1259
error 40 258,14726

Tabelle 8 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwdiariellen univarianten Varianzanalyse (2-way-
ANOVA) zum Effekt der Faktoren Cd-Exposition und Zeit auf die Variable Cys gemessen in
P. patens (df = Freiheitsgrade, F = Priifgrof3e P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P
Cd 1 100,957! 0,7¢ 0,382
Zeit 9 18506,8999 142,83 <0,0001
CdxZeit 9 30,5829 0,24 0,9869
error 40 129,5770
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Tabelle 9 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwdifariellen univarianten Varianzanalyse (2-way-
ANOVA) zum Effekt der Faktoren Cd-Exposition und Zeit auf die Variable y-EC gemessen in
P. patens (df = Freiheitsgrade, F = Priifgrof3e P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P
Cd 1 85580,0 2,65 0,111:
Zeit 9 1755073,88 54,37 <0,0001
CdxZeit 9 31378,33 0,97 0,4771
error 40 32280,13

Tabelle 10 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwadiforiellen univarianten Varianzanalyse (2-way-
ANOVA) zum Effekt der Faktoren Sulfatangebot und Zet auf die Variable GSH gemessen in
P. patens (df = Freiheitsgrade, F = Priifgrof3e P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P
Sulfat 1 10316,160 62,9¢ < 0,000:
Zeit 10 15944,9129 97,32 <0,0001
SulfaixZeit 10 469,9595 2,87 0,0079
error 43 163,8432

Tabelle 11 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwaditoriellen univarianten Varianzanalyse (2-way-

ANOVA) zum Effekt der Faktoren Cd-Exposition und Zeit auf die Variable Cys gemessen in
P. patens (df = Freiheitsgrade, F = Priifgrof3e P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P
Sulfat 1 820,329! 3,41 0,071¢
Zeit 10 42565,2901 176,79 <0,0001
SulfaixZeit 10 589,0297 2,45 0,0207
error 43 240,7714

Tabelle 12 Zusammenfassung der Ergebnisse der zwaditoriellen univarianten Varianzanalyse (2-way-

ANOVA) zum Effekt der Faktoren Cd-Exposition und Zeit auf die Variable y-EC gemessen in
P. patens (df = Freiheitsgrade, F = Priifgrof3e P = Signifikanz)

df Varianz F-Wert P
Sulfat 1 312783,5 38,8(C < 0,000:
Zeit 10 1009614,79 125,25 <0,0001
SulfaixZeit 10 62705,07 7,78 <0,0001
error 43 8060,58
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