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1 Einleitung

In den biochemischen Prozessen haben viele chemische Elemente wichtige biologische
Funktionen. Sie werden aufgrund der Menge, in denen sie in den Organismen bendtigt
werden, in Makro- und Mikroelemente unterteilt. Makroelemente (z. B. K, Ca, Mg, Fe)
sind Bestandteil von organischen Komponenten, wie z. B. Proteinen und Nukleinséduren,
wihrend die Mikroelemente (z. B. B, Mn, Zn, Cu, Mo) in sehr geringen
Konzentrationen in vielen Enzymen vorkommen. Diese Elemente sind fiir Algen und
Pflanzen wie auch fiir alle anderen Organismen essenziell. Die Einteilung in Makro-
und Mikroelemente ist jedoch nicht immer sehr treffend gewidhlt. Die Anspriiche der
niederen Pflanzen weichen in manchen Fillen von denen der hoheren stark ab. Fiir viele
Algen ist Ca eher ein Mikro- als ein Makroelement, und fiir manche Pilze ist es sogar
entbehrlich (Nultsch, 1996) Unter den Mikro- und Makroelementen befinden sich auch
verschiedene Ubergangsmetalle, dadurch gekennzeichnet, dass ihre #uBeren
d-Elektronenbénder nicht voll besetzt sind. Zu ihnen gehoren die Elemente Vanadium
bis Nickel in der 1. Reihe des Periodensystems und Molybdin in der
2. Reihe. Ahnliche Eigenschaften besitzen die Elemente Kupfer und Zink, die aufgrund
des vollbesetzten d-Elektronenbandes nicht zu den Ubergangsmetallen gehdren. Kupfer
und Zink zihlen wie auch die Ubergangsmetalle zu den Nebengruppenmetallen. Da die
Dichte dieser Elemente mehr als 5 g/cm? ist, gehoren sie auch zu den Schwermetallen.
Diese eben genannten Elemente sind aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften, z. B. als
redoxaktive Elemente unter physiologischen Bedingungen (Cu, Fe) oder als starke
Lewis Sduren (Zn) in vielen biologischen Prozessen vorzufinden (Frausto da Silva und
Williams, 2001). So sind ein Drittel aller strukturell aufgekliarten Proteine
Metalloproteine (Finney und O'Halloran, 2003). Dies verdeutlicht die Wichtigkeit dieser
Elemente. Als Beispiele werden die spezifischen Eigenschaften von Zink und Kupfer
ndher betrachtet.

Zink ist eines der wichtigsten Metalle und nach Eisen mengenméiBig das zweithdufigste
Mikroelement in Organismen. Das Zn-lon besitzt einen kleinen Radius und daher eine
konzentrierte Ladung. Als starke Lewis-Sdure hat es eine hohe Affinitdt zu schwefel-,
stickstoff- und sauerstoffhaltigen Liganden (Frausto da Silva und Williams, 2001).
Aufgrund des vollbesetzten d-Orbitales ist Zn*" in der Lage, sehr flexibel mit Liganden
zu interagieren (Berg und Shi, 1996). Da Zink nur als zweiwertiges lon (Zn*") in
biologischen Systemen vorkommt, nimmt es nicht an Redox-Reaktionen teil. Es besteht

kaum eine Gefahr, dass freie Radikale durch Zn gebildet werden. Aufgrund dieser



Eigenschaften ist das Zn-lon sowohl als Strukturelement in Proteinen, z. B. Zink-
Finger-Proteine, als auch als katalytisches Element in Enzymen, z. B. vielen
hydrolytischen Enzymen zu finden (Frausto da Silva und Williams, 2001). Von
besonderer Bedeutung ist die Bereitstellung reaktiver Hydroxidionen unter
physiologisch relevanten pH-Bedingungen, z. B. bei der Kohlensdure-Anhydrase. Die
normalerweise langsam erfolgende Dissoziation des Wassers wird durch das Zn**
betrachtlich beschleunigt (Schellenberger, 1989).

Cu gehdrt im Gegensatz zu Zn zu den redoxaktiven Ubergangsmetallen. Aufgrund der
zwei Oxidationsstufen Cu (I) und Cu (II) ist es hervorragend fiir
Elektronentransferreaktionen geeignet, z. B. in Proteinen wie der Superoxiddismutase
und dem Plastocyanin. Im Vergleich zu Zn** besitzt Cu®" eine hohere Affinitit zu
organischen Liganden und zeigen deshalb eine starke Interaktion mit kleinen Molekiilen
wie Sauerstoff und Kohlendioxid. Aus diesem Grund ist Cu in vielen Enzymen (z. B.
Oxidasen) zu finden, die molekularen Sauerstoff als Substrat verwenden (Frausto da
Silva und Williams, 2001).

Die Eigenschaften von Zink und Kupfer und der Ubergangsmetalle sind bei erhohter
Konzentration auch fiir ihre Toxizitdt verantwortlich. Die Toxizitét beruht vor allem auf
der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und freien Radikalen. Durch
redoxaktive Metallionen (z. B. Cu) konnen hochreaktive Hydroxyl-Radikale (OH') iiber
die Fenton- oder Haber-Weiss-Reaktion gebildet werden (Halliwell und Gutteridge,
1984, 1990). Weiterhin kann eine hochaffine unkontrollierte Bindung zu schwefel-,
stickstoff- und sauerstoffhaltigen funktionalen Gruppen zu einer biologischen
Inaktivitit von Proteinen fiihren. Die Metallionen binden an organische Liganden (z. B.
Apo-Metalloproteine) mit  unterschiedlicher  Affinitdt (Frausto da  Silva
und Williams, 2001). Entsprechend der Irving-Williams-Reihe
(Zn*'<Cu™>Cu*>Ni*">Co*>Fe?">Mn"") besitzt Cu” die hochste Affinitit und Mn*" die
niedrigste. So ist beispielsweise Cu” in der Lage, in Nicht-Cu-Bindestellen von
Proteinen zu binden. Dementsprechend kann jedes Metallion dieser Serie den Platz
eines anderen Metallions mit niedrigerer Affinitdt einnehmen. So fiihrt eine erhohte
Zn*"-Konzentration in der Pflanze durch Verdringung des Mn®" im wasserspaltenden
Komplex des Fotosystems II zur Beeintrichtigung der Fotosynthese. Das Zn”" ist nicht
in der Lage, die Spaltung des Wassers zu katalysieren, wodurch der Elektronentransport

inhibiert wird. Weiterhin kann durch eine partielle Verdringung des Mg®" im aktiven



Zentrum der RubisCO (Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/Oxygenase) die
Dunkelreaktion inhibiert werden (Van Assche und Clijsters, 1986).

Neben den essenziecllen Metallen nehmen Pflanzen auch Metalle, wie Cadmium,
Quecksilber, Blei oder das Metalloid Arsen auf. Sie sind nicht-essenziell und wirken
schon in geringen Konzentrationen toxisch. Als ein Beispiel soll hier Cd*" erwéhnt
werden. Aufgrund der chemischen Ahnlichkeit von Cd*" zu Zn*" sind mégliche Ziele
einer Cd**-Toxizitit vor allem Zn”"-abhingige Prozesse und Zn*"-bindende Molekiile.
Das Cd*" kann neben Zn®* auch Fe?", Cu*" und Ca*" aus Proteinen verdrangen (Stohs
und Bagchi, 1995). Die &dhnlichen Eigenschaften nicht-essenzieller Metalle zu den
essenziellen Metallen machen sie daher extrem toxisch fiir die Zelle (Frausto da Silva
und Williams, 2001). Um die Verfiigbarkeit von essenziellen Metallen in der Zelle und
die schédlichen Eigenschaften von nicht-essenziellen Metallen zu kontrollieren, haben
Pflanzen ein komplexes Netzwerk von homoostatischen Mechanismen entwickelt

(Clemens, 2001).

1.1 Das Metallhomdostase-Netzwerk

Das Metallhomdostase-Netzwerk reguliert die Aufnahme von essenziellen Metallionen
in Pflanzen durch die folgenden Prozesse: Mobilisierung von Metallen aus dem Boden,
Aufnahme in die Wurzeln und Sequestrierung, Xylemtransport, Xylementladung und
Verteilung im Gewebe, Speicherung und Detoxifizierung. Da die Kontrolle und
Akkumulation essenzieller Metalle nicht immer perfekt verlduft und spezifische
Aufnahme- und Verteilungssysteme fiir nicht-essenzielle Metalle fehlen, nehmen
Organismen auch unerwiinschte Elemente auf (Clemens et al., 2002b). Wie die
Aufnahme essenzieller Metalle reguliert wird und wie auch unerwiinschte Metalle

aufgenommen werden, wird in den folgenden Kapiteln ndher erldutert.

1.1.1 Mobilisierung von Metallen und Aufnahme in die Wurzeln

Einige Metalle sind aufgrund ihrer geringen Loslichkeit nur limitiert bioverfiigbar. Das
bekannteste Beispiel hierfiir ist Fe, welches als Fe(Ill) vorliegt und unlosliche
Hydroxide bildet. Die Mobilisierung von Fe(III) erfolgt entweder durch Reduktion zu
Fe(Il) oder durch die Komplexierung von Fe(IIl) durch Phytosiderophore (Marschner,
1995). Uber eine aktive Mobilisierung von anderen Metallen ist jedoch nur wenig

bekannt. Dennoch gehoren die Ansduerung des Bodens und die Ausscheidung von



Chelatoren zu den mdglichen Mechanismen. Einen groen Einfluss auf die
Verfiigbarkeit von Metallionen fiir die Pflanze haben auch im Boden lebende
wurzelkolonisierende Bakterien und Mykorrhizapilze. Fiir z. B. Thlaspi caerulescens
(Gebirgs-Hellerkraut) wurde gezeigt, dass wurzelkolonisierende Bakterien die
Verfiigbarkeit von wasserldslichen Zn im Boden erhoéhen und damit auch die Zn-
Akkumulation von 7. caerulescens (Whiting et al., 2001).

Nach der Mobilisierung der Metalle erfolgt die Aufnahme in die Wurzelzellen. Die
Metalle werden zundchst an der Zellwand gebunden. Anschliefend erfolgt die
Aufnahme {iber die Plasmamembran durch selektive Transportsysteme. Dieser Prozess
wird durch intrazellulire hochaffine Bindestellen unterstiitzt (Clemens et al., 2002b).
Da das Membranpotential auf der Innenseite der Plasmamembran stark negativ ist
(Guerinot, 2000), wird die Aufnahme von Kationen durch sekundire Transporter
(Ionenkanile, Carrier) erleichtert. Die meisten Aufnahmetransporter gehdren der ZIP-
Familie (,,ZRT-, IRT-like Proteins*) und der NRAMP-Familie (,,Natural Resistance-
Associated Macrophage Protein®) an (Guerinot, 2000; Williams et al/., 2000).

Die Transporter der ZIP-Familie vermitteln die Aufnahme von Fe*" und Zn**. Einer der
bekanntesten ZIP-Transporter ist IRT1 (,,Iron Regulated Transporter 1°), welcher fiir
die Fe’’-Aufnahme wichtig ist. In der Hefemutante fet3 fet4 von Saccharomyces
cerevisiae (Bickerhefe) (Dix et al., 1994), die eine reduzierte Fe’'-Aufnahme zeigt,
wurde diese Transportaktivitdit von IRT1 nachgewiesen. fet3 kodiert flir eine Multi-
Kupfer-Oxidase mit hoher Aftninitit fiir Fe(Il) (Askwith et al., 1994; Dancis et al.,
1994) und fet4 fiir einen niedrigaffinen Fe(Il)-Tranporter (Dix et al., 1994). Durch die
heterologe Expression von IRTI in dieser Mutante wurde eine vollstindige
Komplementation beobachtet (Eide ef al., 1996). Neben dem Transport von Fe** erfolgt
aber auch eine Aufnahme von Mn®", Zn*" und Co®" durch diesen Transporter
(Korshunova et al., 1999). Damit besitzt IRT1 einen breiten Substratbereich. Dieser
unspezifische Transport von anderen Metallionen ist vermutlich auch fiir die Aufnahme
von Cd*" verantwortlich. Wurde IRT1 in Hefen exprimiert, so konnte eine erhohte Cd*'-
Sensitivitdt beobachtet werden (Rogers et al., 2000). In Arabidopsis fiihrte die
Uberexpression von IRT1 bei Eisenmangelbedingungen zu einer erhdhten Zn>'- und
Cd*"-Aufnahme in die Wurzeln. Die Cd**-Aufnahme kann méglicherweise unspezifisch
iiber IRT1 erfolgen (Connolly et al., 2002). Die Annahme einer solchen Funktion von
IRT1 wird von Beobachtungen gestiitzt, die in verschiedenen Pflanzenspezies eine

erhhte Cd*"-Aufnahme unter Eisenmangel festgestellt haben. Eisenmangel fiihrte unter



diesen Bedingungen zur Hochregulierung des Fe’'-Aufnahmesystems, was auch die
Aufnahme von Cd*" in die Wurzelzellen erlaubt (Cohen et al., 1998). Der Verlust von
IRT1 in Arabidopsis fiihrt zu Chlorosen und einem stark eingeschrinkten Wachstum
(Vert et al., 2002), welche typische Symptome fiir Fe*"-Mangel sind. In Pflanzen ist
IRT1 somit fiir die Fe*"-Homdostase wichtig.

Homologe Transporter von IRT1, ZRT1 und ZRT2 (,,Zinc Related Transporter®),
konnten in S. cerevisiae identifiziert werden und reprédsentieren hochaffine bzw.
niedrigaffine Zn>"-Transporter (Zhao und Eide, 1996a, 1996b). Durch die zhy3- (zrtl
zrt2) Hefemutante wurden die Arabidopsis-ZIP-Transporter 1-3 identifiziert, welche
Zn*"-Transport-Aktivitit zeigten (Grotz et al., 1998; Guerinot und Eide, 1999). Die
Gene Zipl und Zip3 werden hauptsichlich in der Wurzel exprimiert und unter Zn*'-
Mangel-Bedingungen induziert. Damit haben sie moglicherweise eine Funktion in der
Zn**-Aufnahme. Diese mogliche Funktion der ZIP-Transporter in der Zn>"-Aufnahme
wurde durch die Identifikation von homologen Transportern der 7hlaspi-Spezies
bestitigt. So konnte in der zAhy3- (zrt] zrt2) Hefemutante durch einen homologen Zn®'-
Transporter aus 7. caerulescens eine Komplementation des Phénotyps gezeigt werden
(Pence et al., 2000). Neben der méglichen Funktion in der Zn*"-Homdostase konnten
ZIP-Transporter auch eine Funktion in der Cu*-Hoomgostase besitzen. Eine Expression
von ZIP2 oder ZIP4 in der Actri- (high affinity copper transporter 1) Hefemutante
(Dancis et al., 1994), in der die hochaffine Cu-Aufnahme gestort ist, flihrte zur
Wiederherstellung des Wachstums dieser Mutante in einen nicht-garbarem Medium. Im
Vergleich zu Actri-Hefezellen, die leeren Vektor exprimierten, war der Cu-Gehalt
hoher in Hefen, die entweder ZIP2 oder ZIP4 exprimierten (Wintz et al., 2003). Wie fiir
IRTI1 bereits erwdhnt, wird fir ZIP1, ZIP2 und ZIP3 vorgeschlagen, dass sie an der
unspezifischen Cd**-Aufnahme beteiligt sind. So wird die Zn**-Aufnahme durch die
heterologe Expression in S. cerevisiae von Cd*" partiell geblockt (Grotz et al., 1998).
Fiir den ZNT1-Transporter aus 7. caerulescens konnte neben einer hochaffinen Zn*'-
Aufnahme auch eine niedrigaffine Cd**-Aufnahme in der S. cerevisize-Mutante zhy3
(zrtl zrt2) nachgewiesen werden (Pence et al., 2000).

Weitere Aufnahmetransporter gehoren, wie bereits erwéhnt, der NRAMP-Familie an.
Das AtNRAMPI1-Protein war ebenfalls in der Lage, die zhy3- (zrt! zrt2) Hefemutante
zu komplementieren. Eine starke Induktion im Transkriptlevel konnte unter Fe'-
Mangel gezeigt werden. Damit hat AtNRAMP1 moglicherweise eine Funktion in der

Fe’-Homdostase (Curie et al., 2000). Weitere Transporter dieser Familie sind



AfNRAMP3 und AtNRAMPA4, fiir die ebenfalls eine Fe*"-Transport-Aktivitit bestitigt
werden konnte (Thomine ef al., 2000). Auch iiber die NRAMP-Transporter ist eine
unspezifische Cd**-Aufnahme moglich. Fiir AINRAMPI, 3 und 4 konnte eine Cd*'-
Transport-Aktivitdt in einer heterologen Expression in S. cerevisiae nachgewiesen
werden. Weiterhin fiihrte die Uberexpression von AtNRAMP3 in Arabidopsis zur Cd**-
Hypersensitivitit (Thomine et al., 2000). Fiir AINRAMP3 wurde spéter gezeigt, dass
dieses Protein in der Vakuolenmembran lokalisiert ist (Thomine et al., 2003). Es ist
daher wahrscheinlicher dass AtNRAMP3 eine Funktion bei der Mobilisierung von
Mikroelementen (z .B. Fe, Mn und Zn) aus der Vakuole besitzt. Ebenso wie
AtNRAMP3 ist AtNRAMP4 in der Vakuolenmembran lokalisiert. In Doppel-Knock-
out-Mutanten von nramp3 und nramp4 wird das Keimlingswachstum bei geringer Fe-
Konzentration gestoppt und vollstindig durch Fe-Zugabe wiederhergestellt. Die
Vakuole dient als ein essenzielles Kompartiment fiir die Fe-Speicherung in Samen.
Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Mobilisierung von Fe aus der
Vakuole entscheidend fiir die Entwicklung von Arabidopsis-Keimlingen ist und nramp3
und nramp4 entscheidend daran beteiligt sind (Lanquar et al., 2005). Weiterhin ist ein
Transport von Cd*" aus der Vakuole iiber diese Transporter moglich. Dies konnte die
Cd*"-Hypersensitivitit von Arabidopsis-Pflanzen erkliren, die nramp3 iiberexprimieren
(Thomine et al., 2000; Clemens, 2006b).

Sind die Metalle in die Wurzelzelle aufgenommen werden sie sofort komplexiert.

1.1.2 Komplexierung von Metallionen in den Wurzelzellen

Die sofortige Komplexierung erfolgt durch Chelatoren und Chaperone (Clemens, 2001).
Wie bereits erwéhnt, ist dies aufgrund ihrer Reaktivitit und ihrer limitierten Loslichkeit
notwendig. Die Chelatoren sind fiir die Pufferung cytosolischer Metallionen
verantwortlich. Zu ihnen gehoéren die Phytochelatine (PC), Metallothioneine (MT) und
organische Sduren und Aminosduren. Die Funktion der PC wird in einem spiteren
Kapitel (1.2) beschrieben. Die MT sind kleine cysteinreiche Proteine, welche
Metallionen tiber die SH-Gruppen komplexieren (Hamer, 1986). Fiir die Klasse I MT
von Siduger-Zellen konnte eine erhdhte Resistenz gegeniiber Cd*" gezeigt werden.
Hauptsichlich binden sie Zn®". Daher sind sie mdglicherweise an der cytosolischen
Zinkpufferung beteiligt. Die MT der Hefen, welche zur Klasse II gehoren, binden
hauptséchlich Cu. Sie bilden damit einen moglichen cytosolischen Cu-Speicher. Die

MT sind weiterhin an der Cu-Detoxifizierung beteiligt. Eine solche Funktion wurde fiir



das MT Cupl (,,Cu-binding Protein 1*) aus S. cerevisiae nachgewiesen (Hamer ef al.,
1985). Cupl ist auch in der Lage Cd*" zu binden (Yu ez al., 1994). Das erste pflanzliche
MT-Gen wurde aus Weizen identifiziert und war in der Lage, Zn*" zu binden (Lane et
al., 1987). Die moglichen Funktionen der MT in der Metallhomdostase der Pflanzen
beinhalten die Detoxifizierung von Metallen (hauptsdchlich Cu), die cytosolische Zn-
Pufferung, das Einfangen von Metallionen wéhrend der Blattseneszenz und die
Beteiligung an der Sekretion von Metallen iiber die Trichome der Blétter (Robinson et
al., 1996; Garcia-Hernandez et al., 1998; Rauser, 1999).

Aufgrund der Reaktivitit von Metallionen zu Stickstoff-, Sauerstoff- und
Schwefelatomen sind organische Sduren und Aminosduren ebenfalls potentielle
Chelatoren (Clemens, 2001). So koénnten die organischen Séduren Zitrat, Malat und
Oxalat eine Funktion in der Metalltoleranz, im Metalltransport durch das Xylem und die
Sequestrierung in die Vakuole haben (Rauser, 1999). Eine Funktion von organischen
Sauren in der Metalltoleranz der Pflanzen ist in der Aluminium-Toleranz bekannt (Ma
et al., 2001). In Weizen konnte infolge eines Al-Stresses die Ausscheidung von Oxalat
in die Rhizosphere und die Akkumulation von nicht-toxischem Al-Oxalat in den
Blittern gezeigt werden (Ma, 1998). Eine mogliche Funktion in der Metalltoleranz
besitzen auch Zitrat und Malat. Fiir Zitrat wurde vorgeschlagen, dass es einen Beitrag
zur Zn>"-Akkumulation und -Toleranz leisten kann (Godbold ez al., 1984). Es wurde
spiter nachgewiesen, das Zitrat mit Ni*" Komplexe bildet (Sagner ef al., 1998). Fiir
Malat wurde eine mogliche Funktion als cytosolischer Zn**-Speicher vorgeschlagen
(Mathys, 1977; Sarret et al., 2002).

Ein Zusammenhang zwischen der Erhohung der Aminosidurekonzentration und einem
Metallstress konnte in der Histidin-Antwort gezeigt werden (Krdmer ef al., 1996). In der
Ni-hyperakkumulierenden Spezies Alyssum lesbiacum (Gattung Steinkraut) fithrte Ni**-
Stress zu einem starken und proportionalen Anstieg in der Histidinkonzentration. Die
Komplexierung von Ni*" im Xylem konnte weiterhin in vivo bestitigt werden. Die
Histidin-Antwort ist jedoch nicht der generelle Ni**-Toleranz Mechanismus in Pflanzen.
In einem anderen Ni*'-Hyperakkumulierer der Spezies Thlaspi goesingense
(Hellerkraut) wurde keine Histidin-Antwort gefunden (Persans et al., 1999).

Die nicht-proteinogene Aminosdure Nicotianamin (NA) ist ein Vorldufer des
Phytosiderophores Mugeninsdure und wird in allen hoheren Pflanzen gebildet (Stephan
und Scholz, 1993). NA ist ein Chelator fiir Fe*" und andere Metallionen, z. B. Fe**, Ni**

und Zn*" (von Wiren et al., 1999). In der NA-defizienten Tomatenmutante Chloronerva



wurden an den jungen Blittern Chlorosen zwischen den Blattadern festgestellt. Diese
Chlorosen sind charakteristische Symptome fiir Eisenmangel. Somit konnte eine
wichtige Funktion von NA in der Eisenhomoostase gezeigt werden (Pich und Scholz,
1991; Stephan und Scholz, 1993).

Abgesehen von den Chelatoren, erfolgt auch durch Chaperone eine Komplexierung von
Metallionen in der Zelle. Die Chaperone iibernehmen die Funktion eines spezifischen
Transportes der Metallionen zu den Organellen und Apo-Metalloproteinen (Clemens,
2001). Die Metallionen liegen vermutlich in jeder pflanzlichen Zelle in komplexierter
Form vor, um eine freie Diffusion und toxische Reaktionen zu verhindern. Diese
Vermutung kann man aus der Erkenntnis schlieBen, dass in Hefezellen die
Konzentration von freien Cu-Ionen weniger als 10™'® M betrigt. Das bedeutet, dass
weniger als ein freies Cu-lon pro Zelle vorkommt (Rae et al., 1999). Cu-Chaperone
konnten in S. cerevisiae, Menschen und in Arabidopsis thaliana identifiziert werden.
Das ATX1 (Anti Oxidant 1) aus S. cerevisiae ist iiber die Interaktion mit CCC2, einer
Cu-transportierenden P-type ATPase, im Cu-Transport zu den Post-Golgivesikeln
beteiligt (Fu et al., 1995; Pufahl et al., 1997). Homologe von ATXI1, die ebenfalls
MXCXXC-Kupferbindemotive enthalten, wurden in Menschen (HAH1) (Klomp et al.,
1997) und in Arabidopsis (CCH) (Himelblau et al., 1998) gefunden. Fiir HAHI1 konnte
eine direkte Interaktion mit eng verwandten P-type ATPasen, die Wilson- und Menkes-
Proteine gezeigt werden (Hamza et al., 1999). Die Wilson- und Menkes-Krankheiten
sind eine genetisch bedingte Cu-Transport-Stérung, welche zur erhdhten Akkumulation
von Cu in der Leber und im Gehirn fiihren. Ein zu den Wilson- und Menkes-Genen
dhnliches Gen wurde in Arabidopsis entdeckt. Das RANI (,,Responsive-to-Antagonist*)
besitzt eine Funktion im Ethylen-Signalweg (Hirayama et al., 1999) und kodiert fiir eine
Cu-tranportierende P-type ATPase. RANI1 befindet sich moglicherweise in Post-
Golgivesikeln und ist in den Transport von Cu zu den sekretorischen Proteinen
involviert. Eine wichtige Funktion von RANI ist die Bereitstellung von Cu fiir die
ETR1-Familie der Ethylenrezeptoren. Fiir die Proteine der ETR1-Familie ist bekannt,
dass sie Cu fir die Ethylenbindung bendtigen (Rodriguez et al., 1999). Die
Identifizierung von RAN1 und CCHI1 (,,Copper Chaperone 1) ldsst vermuten, dass in
Pflanzen ein dhnliches Cu-Verteilungs-Netzwerk wie in Hefen und menschlichen Zellen
existiert (Himelblau und Amasino, 2000; Woeste und Kieber, 2000). RANI und CCH1
sind moglicherweise auch an anderen Prozessen als an der Cu-Verteilung beteiligt.

Wihrend der Blattseneszenz werden beide Gene hochreguliert und koénnten eine



Funktion im Einfangen von Cu-lonen haben, was bei der Mobilisierung von Cu wichtig
ist (Himelblau und Amasino, 2000)
Fiir einen weiteren Transport der Metallionen in die oberirdischen Bereiche der Pflanze

erfolgt der Transport durch den Spross in die Blitter.

1.1.3 Xylemtransport

Die Metallionen werden dazu in das Xylemgewebe geladen. Der Casparische Streifen
verhindert jedoch den apoplasmatischen Transport von lonen. Alle aufgenommenen
Stoffe miissen somit diese Zellen passieren, um in die Xylemleitbahnen zu gelangen
(Nultsch, 1996). Die Metallaufnahme wird dabei durch die folgenden Prozesse
bestimmt: durch die Sequestrierung der Metallionen in den Wurzelzellen, den
symplastischen Transport in die Stele und die Abgabe in das Xylem (Clemens et al.,
2002b). Der Transport von Metallionen in das Xylem wird durch Membran-
Transportproteine kontrolliert (Gaymard et al., 1998). Dabei erfolgt die selektive
Aufnahme vorrangig iiber die Bindung der Metallionen an Chelatoren, z. B. Histidin
(Kramer et al., 1996), Nicotianamin (Pich ef al., 1994) und Zitrat (Senden et al., 1995).
Eine Bindung an andere Chelatoren wie PC und MT konnte zur Sequestrierung der
Metalle hauptsédchlich in der Wurzel fithren (Evans et al., 1992). Indirekt nachgewiesen
wurde die Translokation von Cd*" durch PC. Nach Expression der TaPCS (Triticum
aestivum, Accession No. AF093752) aus Weizen in der PC-defizienten cadl-3-Mutante
unter der Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors konnten PC und Cd in den
Blattern nachgewiesen werden. Zugleich wurde eine Reduktion der Cd-Menge in den
Wurzeln festgestellt (Gong et al., 2003). Ein derartiger Langstreckentransport wurde
auch in umgekehrter Richtung durch die Expression von 7aPCS in der cadl-3-Mutante
und der Verwendung eines blattspezifischen Promotors gezeigt (Chen ef al., 2006). Was
jedoch bisher nicht nachgewiesen wurde sind Metallkomplexe im Xylem (Clemens,
2006b). Dieser Nachweis wurde fiir Histidin gezeigt. Durch EXAFS- (,,Extended X-ray
Absorption Fine Structure®) Analysen wurde nachgewiesen, dass Histidin Ni*" im
Xylem bindet (Krimer et al., 1996). Fiir den Ubergang der Metallionen und/oder
Metall-Liganden-Komplexe vom Cytosol der Wurzelzellen in das vaskuldre Gewebe ist
ein Transport durch die Zellmembran notwendig. Hierflir verantwortlich kdnnten
Transporter der P-type AtPasen der 1g-Unterfamilie sein, auch bezeichnet als ,,Heavy
Metal transporting P-type ATPases“ (HMA) (Axelsen und Palmgren, 2001). In

Bakterien sind Proteine dieser Familie wichtig fiir den Efflux der Metalle aus dem



Cytosol und essenziell flir die Metalltoleranz (Nies, 2003). In Pflanzen werden zwei
Gruppen der HMA-Familie exprimiert: Cu/Ag-transportierende Pumpen und
Zn/Cd/Co/Pb-transportierende Pumpen. In A. thaliana sind HMATI bis 4 bekannt, die
zur letztgenannten Gruppe gehoren. AtHMA2 und AtHMA4 sind wichtig fiir die
Translokation von Zn. In einer Ama2 hma4-Doppelmutante ist aufgrund einer
ungeniigenden Zn**-Versorung das Wachstum verkiimmert und durch Chlorosen
geprigt. Durch Zn-Zugabe wird dieser Phénotyp verhindert (Hussain et al., 2004).
Beide Gene werden im vaskuldren Gewebe exprimiert und sind wahrscheinlich dort fiir
die Xylembeladung verantwortlich. Cd*" konnte auch als Substrat dienen. Durch eine
Expression von HMA4 in der S. cerevisiae ycfI- (yeast cadmium factor) Mutante (Li et
al., 1996) Mutante wird die Cd*"-Hypersensitivitit komplementiert. Weiterhin zeigten
A.  thaliana-hma4-Pflanzen, die eine T-DNA-Insertion tragen, eine geringe
Wachstumsinhibierung in Anwesenheit von Cd*" im Vergleich zu WT-Pflanzen (Mills
et al., 2005). Und in der Cd*"-hypersensitiven cadl-3-Mutante (Howden et al., 1995a)
wird durch die Expression von hma2 oder hma4 die Cd*"-Hypersensitivitit noch
zusitzlich erhoht (Hussain et al., 2004).

Innerhalb des Xylems gibt es ein pH-abhédngiges Gleichgewicht zwischen Chelatoren,
Metallionen und Metallkomplexen (Senden wund Wolterbeek, 1990). Die
Xylementladung ist der nachfolgende Prozess in der kontrollierten Verteilung und
Detoxifizierung der Metalle im Spross. Eine Riickverteilung von Metallen iiber das

Phloem ist jedoch moglich (Schmidke und Stephan, 1995).

1.1.4 Xylementladung, Verteilung im Gewebe und Detoxifizierung

Nachdem die Metallionen den Apoplasten der Blitter erreicht haben, beginnt die
Entladung des Xylems in die Blattzellen und die Verteilung im Gewebe (Marschner,
1995). Die Verteilung in den Blattern erfolgt dabei sowohl iiber den Symplast als auch
iiber den Apoplast (Karley et al., 2000). Beteiligt an diesen Prozessen sind, wie bereits
erwihnt, Chaperone (z. B. CCH1) und P-type ATPasen (z. B. RAN1). Innerhalb der
Zellen werden die Metallionen zu den einzelnen Kompartimenten bzw. Apo-
Metalloproteinen transportiert. Wichtige Transportproteine konnten bereits identifiziert
werden und sind Mitglieder der ABC-Transporter-, NRAMP-, CDF- (,,Cation Diffusion
Facilitator*) (Méser et al., 2001) und P-type ATPasen-Familie.

Der Transport der Metallionen und die Sequestrierung in die Vakuole ist ein wichtiger

Prozess in der Metallhomdostase (Vogeli-Lange und Wagner, 1990; Krimer et al.,
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2000). Transporter, die in diesen Prozess involviert sind, konnten bereits in
S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe (Spalthefe) und Pflanzen identifiziert
werden (Clemens, 2001). Fiir die Sequestrierung von Cd in die Vakuole ist HMT1
(,,Heavy Metal Tolerance 1) aus S. pombe bekannt. HMT1 gehort zur Familie der
ABC-Transporter und vermittelt den Mg-ATP-abhidngigen Transport von PC-Cd-
Komplexen und Apo-PC (Ortiz ef al., 1992; Ortiz et al., 1995). Die Detoxifizierung in
die Vakuole liber den PC-abhéngigen Stoffwechselweg wird spéter im Kapitel 1.2 nidher
beschrieben. In Pflanzen konnte bisher noch kein homologer Transporter von HMT1
identifiziert werden. In S. cerevisiae wird die Cd*"-Toleranz iiber den ABC-Transporter
YCF1 (,,Yeast Cadmium Factor 1%) vermittelt. Dieser Transporter zeigt eine
Sequenzhomologie zu den MRPs (,,Multi-drug Resistance-associated Protein®) von
Menschen (Szczypka et al., 1994). Aufgrund der Funktionen von YCF1 in S. cerevisiae
(Li et al., 1996; Li et al., 1997) und MRP-dhnlichen Sequenzen in Arabidopsis (Lu et
al., 1997; Lu et al., 1998; Tommasini et al., 1998), konnten die MRPs den Transport
von PC-Cd*" iiber die Vakuolenmembran vermitteln (Rea et al., 1998).

Proteine der CDF-Familie haben ebenfalls eine wichtige Funktion in der
Detoxifizierung von Metallionen in die Vakuole. Fiir die Proteine COT1 (,,Cobalt
Tolerance*“)und ZRC1 (,,Zinc Resistance Conferring) aus S. cerevisiae konnte eine
erhdhte Toleranz gegeniiber Co™" bzw. Zn>"/Cd*" nachgewiesen werden (Kamizono et
al., 1989; Conklin et al., 1992). Beide Proteine sind in der Vakuolenmembran lokalisiert
und an der Metallsequestrierung beteiligt (Li und Kaplan, 1998). Aus S. pombe wurde
der CDF-Transporter Zhf (Zinc homeostasis factor) identifiziert, welcher im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (Clemens ef al., 2002a). Fiir Zhf konnte ein
Einfluss auf die Toleranz gegeniiber verschiedenen Metallen gezeigt werden.

Der erste bekannte pflanzliche CDF-Transporter ist ZAT (= AtMTP1 — , Metal-
Tolerance Protein®) aus Arabidopsis. Die Uberexpression von AtMTPI in transgenen
Pflanzen fiihrte zu erhdhter Zn**-Toleranz gegeniiber Kontroll-Pflanzen und zu erhdhter
Zn*"-Aufnahme in die Wurzeln (van der Zaal er al, 1999). AtMTP1 ist in der
Vakuolenmembran lokalisiert und besitzt eine Funktion in der Sequestrierung erhohter
cytosolischer Zn®"-Konzentrationen in die Vakuole (Kobae et al., 2004). Fiir den
homologen Transporter aus A. halleri AhMTP1 ist ebenfalls die Lokalisation in der
Vakuolenmembran und eine Zn2+-Transport-AktiVitéit bekannt (Dréiger et al., 2004).

Ein wichtiger Detoxifizierungsweg von nicht-essenziellen Schwermetallen ist die

Entgiftung in die Vakuole. Entscheidend beteiligt an diesem Prozess sind PC, welche
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als Chelatoren in der Zelle Metallionen komplexieren konnen. Die Funktionen der PC

wird in den folgenden Kapiteln ausfiihrlich erklirt.

1.2 Phytochelatine (PC)

Die PC wurden zuerst in der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe entdeckt und
urspriinglich als Cadystins bezeichnet (Kondo et al., 1984). Sie sind metallbindende
Peptide, welche nicht-ribosomal aus Glutathion (GSH) in einer Transpeptidase-
Reaktion gebildet werden (Grill et al., 1989). Thre generelle Struktur ist (y-Glutamyl-
Cystein), (n=2-11) (Rauser, 1995) (Abb. 1).

COOH o
(A
H=TNH c” T Ncoon
i1 H
0 SH
i Yn=2-11

Abb. 1 Die Struktur der Phytochelatine in Arabidopsis thaliana. y-Glutamyl-Cystein-Einheiten aus 2 bis

11 Wiederholungen mit einem carboxyterminalen Glycin.

Alle bekannten PC konnen in fiinf Klassen eingeteilt werden (Zenk, 1996). Die
1. Klasse bilden PC, die dem Tripeptid Glutathion &hneln und am stirksten im
Pflanzenreich vertreten sind. Weitere Klassen der PC wurden in verschiedenen Pflanzen
entdeckt. In Leguminosae (Hiilsenfriichtler), welche Homoglutathion bilden, ist die
2. Klasse der PC zu finden, Homo-PC. Diese besitzen anstelle des Glycins ein Alanin
(y-Glutamyl-Cystein),--Alanin). Als ein Hauptbestandteil in Mais und die 3. Klasse
bildend, gehdren PC mit der Struktur (y-Glytamyl-Cystein), (Meuwly et al., 1995). In
Spezies der Poaceae (Sti3graser) sind PC mit einem carboxyterminalen Serin zu finden.
Diese, zu der 4. Klasse gehdrend, werden von Hydroxymethyl-Glutathion gebildet und
als Hydroxymethyl-PC (y-Glutamyl-Cystein),-Serin) bezeichnet (Klapheck et al.,
1994). Die PC der 5. Klasse wurden wiederum in Mais entdeckt und besitzen ein
carboxyterminales Glutamin (y-Glytamyl-Cystein),-Glutamin) (Meuwly et al., 1995).

Die PC-Bildung wird durch verschiedene essenzielle und nicht-essenzielle Metallionen
aktiviert. Fiir Cd-, Cu-, Ag- und As-Ionen konnte bereits in vivo eine Komplexbildung

mit PC gezeigt werden (Maitani et al., 1996; Schmoger et al., 2000). Durch die
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Isolierung der Cd**-sensitiven Arabidopsis-Mutanten cadl und cad? wurde die
Funktion der PC in der Cd*"-Detoxifizierung erstmals gezeigt (Howden et al., 1995a;
Howden et al., 1995b).

1.3 Identifizierung der Phytochelatinsynthase-Gene

Die molekulare Identifizierung der kodierenden Gene erfolgte in drei unabhingigen
Gruppen gleichzeitig. Sie wurden aus Weizen (Triticum aestivum, Accession No.
AF093752), S. pombe (Accession No. Z68144) und Arabidopsis (Accession No.
AF135155) isoliert (Clemens et al., 1999; Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999). Die
aus Weizen isolierte cDNA 7aPCS1 (,, Triticum aestivum Phytochelatin Synthase 1°)
fiihrte zu einem starken Anstieg in der Cd**-Toleranz durch eine heterologe Expression
in S. cerevisiae. Der GSH-Synthese-Inhibitor BSO (Buthioninsulfoxid) zeigte eine
GSH-abhingige Cd**-Toleranz fiir TaPCS. Durch Sequenzanalysen konnten homologe
Proteine von TaPCS in Arabidopsis (AtPCS1) und S. pombe (SpPCS) identifiziert
werden. Diese fiihrten ebenfalls zu einer stark erhhten Cd**-Toleranz in einer
heterologen Expression in §. cerevisiae. Die Funktion der PC-Synthese der PCS-
Genprodukte konnte durch die Inaktivierung von SpPCS bestitigt werden. In der
S. pombe Apcs-Mutante wurde eine erhohte Cd**-Sensitivitit beobachtet, die mit einem
Verlust der PC-Synthese verbunden war. In WT S. pombe-Zellen konnten grof3e
Mengen PC2 und PC3 nach Cd**-Behandlung nachgewiesen werden. Die PC-
Akkumulation war in Apcs-Hefezellen nicht mehr vorhanden. Im Gegensatz dazu
konnte durch die Expression von TaPCS in S. cerevisiae, einem Organismus, der
normalerweise keine PC bildet, die PC-Bildung durch Cd*" aktiviert werden. Der
Nachweis der PC-Bildung wurde letztendlich durch rekombinante Expression und
Reinigung von SpPCS gezeigt (Clemens et al., 1999). Durch zwei andere Gruppen
wurde gleichzeitig das PCS-Gen aus A. thaliana (AtPCSI) identifiziert. Durch
Vatamaniuk et al. (1999) erfolgte die Aufklarung der Funktion von A¢tPCS1 durch die
Expression in S. cerevisiae und durch den Nachweis der PCS-Aktivitit von
rekombinantem AtPCSI1 in vitro. Ha et al. (1999) bestdtigten die PCS-Aktivitat fiir
AtPCS1 und SpPCS nach Aufreinigung der exprimierten Proteine in Escherichia coli.
Das AtPCSI1-Gen (cadl) wurde durch eine markergestiitzte Klonierung (,,positional
cloning®) aus 4. thaliana isoliert.

Das Molekulargewicht von TaPCS1 und AtPCS1 ist ungefdhr 55 kDa, das von SpPCS

47 kDa. Alle drei Proteine zeigen eine hohe Homologie im N-terminalen Bereich,
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wéhrend der C-terminale Bereich sehr variabel ist. Verschiedene Cysteine im N-
Terminus sind hoch konserviert. Auch das aus Caenorhabditis elegans (Fadenwurm)
identifizierte PCS-Homolog CePCS! (Vatamaniuk et al., 2000) zeigt im N-terminalen
Bereich diese Konservierung (Cobbett, 2000) (Abb. 2).
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Abb. 2 Schematische Darstellung der PCS-Proteine von Arabidopsis (AtPCS1), Weizen (TaPCS1),
S. pombe (SPPCS) und C. elegans (CePCS1). Die Anzahl der Aminosduren ist rechts ablesbar. Die
ungefihre Position der Cysteine ist durch schwarze Striche gekennzeichnet. Cysteine, die iiber alle vier

Sequenzen konserviert sind, wurden mit einem Sternchen versehen (Cobbett, 2000).

Die Identifizierung einer homologen PCS in C. elegans war sehr iiberraschend
angesichts der phylogenetischen Distanz von Nematoden zu Pflanzen. Das CePCS-
Protein besitzt eine 30 %-Ahnlichkeit zu TaPCS und eine 29-prozentige zu AtPCSI1.
Nach Isolierung der cDNA erfolgte die Expression in Hefe. S. cerevisiae-Zellen wiesen
eine erhdhte Cd**-Toleranz auf (Vatamaniuk et al., 2001), wiahrend die Expression in
S. pombe den Cd*"-Phinotyp der Apcs-Mutante komplementierte (Clemens et al.,
2001b).

1.4 Funktion der PCS in der Detoxifizierung nicht-essenzieller Metalle

Die Ausschaltung der Funktion der PCS-Gene fiihrte in verschiedenen Organismen zur
erhohten Sensitivitdt gegeniiber Cd- und As-lIonen (Clemens et al., 1999; Ha et al.,
1999; Vatamaniuk et al., 1999). So zeigen PC-defiziente Mutanten von Arabidopsis,
S. pombe und C. elegans eine Cd*"-Hypersensitivitit (Abb. 3). Wie bereits erwéhnt,
fiihrt die Inaktivierung von SpPCS zu einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber Cd*
(Clemens ef al., 1999). Auch die aus 4. thaliana isolierte cadl-3-Mutante ist Cd*'-
hypersensitiv. Im Vergleich zu WT-Pflanzen wurde ein stark reduziertes Wachstum

festgestellt (Howden et al., 1995a). Auch wurde eine erhohte As(V)-Sensitivitit
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beobachtet (Ha et al., 1999). In C. elegans konnte nach Inaktivierung von ce-pcs-1
durch RNA-Interferenz ebenfalls die Funktion der PCS-Gene in der Cd*'-

Detoxifizierung gezeigt werden (Vatamaniuk et al., 2002).
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Abb. 3 PC-Synthese ist essenziell fiir die Detoxifizierung von Cd** in Arabidopsis thaliana (A),
Caenorhabditis elegans (B) (Vatamaniuk et al., 2002) und Schizosaccharomyces pombe (C) (Clemens et
al., 1999).

PC-defiziente Mutanten zeigen auch einen partiellen Verlust der As(Ill)-Toleranz in
S. pombe (Clemens, 2006a) und Arabidopsis (Tennstedt und Clemens, unverdffentlicht).
Fir As(V) konnte ein unterschiedlicher Effekt in beiden Organismen festgestellt
werden. Die Arabidopsis cadl-3-Mutante ist hypersensitiv (Ha et al., 1999), wéhrend
die S. pombe Apcs-Mutante toleranter ist (Wysocki et al., 2003).

Hinsichtlich anderer Metalle waren nur geringe Effekte feststellbar. Fiir die cadl-3-
Mutante wurde eine zweifach erhohte Kupfer- und Quecksilber-Sensitivitit
nachgewiesen. Eine erhohte Zink-Sensitivitit wurde nicht festgestellt — weniger als

zweifach im Vergleich zur 20- bis 40-fach erhéhten Cd**-Sensitivitit (Ha ez al., 1999).

1.5 Die zweite PCS in Arabidopsis — AtPCS2

Im Genom von Arabidopsis konnte ein zweites PCS-Gen (AtPCS2, Accession No.
AC003027) identifiziert werden. Dies war iiberraschend, weil alle untersuchten Cd*'-
sensitiven Arabidopsis-Mutanten Allele von cadl oder defekt im GSH-Biosyntheseweg
waren (Howden et al., 1995a; Howden et al., 1995b). Fiir die cadl-3-Mutante wurde
experimentell bestétigt, dass sie keine nachweisbaren PC akkumuliert (Howden et al.,
1995a). Das AtPCS2-Gen ist jedoch kein Produkt der letzten Genomduplikation in
Arabidopsis, und die geringe Sequenziibereinstimmung der Introns deuten auf eine
lange Koexistenz beider PCS-Gene hin (Clemens, 2006a). Nach Isolierung der cDNA

und der Expression in S. cerevisiae und S. pombe Apcs-Mutante konnte gezeigt werden,
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dass AtPCS?2 fiir eine funktionale PCS kodiert. Die Expression in S. cerevisiae und der
Apcs-Mutante fithrte zur Erhéhung der Cd**-Toleranz. Ebenso konnte die PC-Bildung
nachgewiesen werden (Cazalé und Clemens, 2001). A¢PCS2 ist auch wie AtPCSI in
Arabidopsis konstitutiv exprimiert, jedoch in geringeren Mengen (10-fach geringer,
Genevestigator™) (Zimmermann et al., 2004). Die schwache Expression von 4tPCS2
ist moglicherweise auf eine geringe Promotor-Aktivitit und eine geringe
Translationseffizienz der AtPCS2-mRNA zuriickzufiihren (Lee und Kang, 2005).
Unabhingig der gezeigten Aktivitdt in heterologen Systemen ist 4tPCS2 in einer stark
erhéhten Expression (35S Promoter) nicht in der Lage, den cadl-3 Cd**-Phinotyp zu
komplementieren (Lee und Kang, 2005). Eine Funktion von 4¢PCS?2 ist nicht bekannt.
Weiterhin ist nun klar, dass auch in anderen Pflanzen wenigstens zwei PCS-Gene
existieren. So wurde in Reis (Oryza sativa, Accession No. AAV32132), im Garten-
Lattich (Lactuca sativa, Accession No. AF506284) und Lotus japonicus (Accession No.
AY928091) ein zweites PCS-Gen identifiziert. Der Nachweis eines zweiten PCS-Gens
in anderen Pflanzen verweist auf wichtige Funktionen, die zu einer evolutiondren

Konservierung gefiihrt haben.

1.6 Stoffwechselweg der Phytochelatine

Das Genprodukt der PCS aus den oben genannten Organismen katalysiert die Bildung
von Phytochelatinen (PC) aus Glutathion (GSH). Das Glutathion selbst wird aus seinen
bestechenden = Aminosduren  Glutamin, Cystein und Glycin in  einem
Zweistufenmechanismus durch die ATP-abhéngigen Enzyme vy-Glutamylcystein-
Synthetase (GCS, CAD2, E.C. 6.3.2.2) und Glutathion-Synthetase (GS, E.C. 6.3.2.3)
gebildet (Rauser, 1995). Das GSH hat verschiedene Funktionen in der zelluldren
Abwehr (Noctor et al., 2002), in der Regulation von Wachstum und Entwicklung (May
et al., 1998) und im Schwefelmetabolismus (Herschbach et al., 1998). GSH ist durch
die Komplexierung von Metallen iiber die freie SH-Gruppe des Cysteins ein wichtiger
Chelator in der Zelle. Aufgrund chemischer Reaktionen mit reaktiven Sauerstoffspezies
wirkt es als Antioxidant. Es schiitzt Proteine vor Denaturierung, verursacht durch die
Oxidation von Thiolgruppen. GSH dient nicht nur als Ausgangssubstrat fiir die PC-
Synthese in der Metalldetoxifizierung, sondern auch fiir Glutathion-S-Transferasen, im
Detoxifizierungsweg der Xenobiotika und Cytotoxine (Noctor et al., 2002).

Nach der Induktion der PC-Bildung erfolgt die Komplexierung der Metallionen im

Cytosol. Der Enzymmechanismus, der zur PC-Synthese fiihrt, wird im néchsten Kapitel
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erklart (Kapitel 1.7). Zunidchst werden LMW-Komplexe (,,Low-Molecular-Weight*)
gebildet, die in die Vakuole transportiert werden. In der Vakuole erfolgt die
Einlagerung von Schwefel und die Bildung der HMW-Komplexen (,,High Molecular
Weight) (Verkleij und Schat, 1990; Ortiz et al., 1992; Mehra et al., 1994). Die
Einlagerung von Schwefel erhoht die Menge an Schwermetall pro Molekiil und die
Stabilitdit des Komplexes. Dies konnte fiir die Bildung von LMW- und HMW-
Komplexen des Cadmiums gezeigt werden (Dameron et al., 1989a; Reese et al., 1992).
Der fiir die Bildung der HMW-Komplexe benétigte Schwefel wird moglicherweise aus
der Adeninbiosynthese bereitgestellt. In diesem Stoffwechselweg wird ein
schwefelhaltiges Analog des Aspartats synthetisiert, das Cysteinsulfinat. Aus diesem
Analog werden andere schwefelhaltige Verbindungen gebildet, welche das Sulfid fiir
die Bildung der HMW-Komplexe bereitstellen (Juang et al., 1993). Maligeblich
beteiligt an der Bereitstellung des Sulfids sind die Enzyme der Adeninbiosynthese
Adenylosuccinate-Synthetase (ade2), AIR-Carboxylase (5-Amino-Imidazole
Ribonucleotide, ade6), = AICAR-Synthetase = (5-Amino-Imidazole-4-N-succino-
Carboxamide Ribonucleotide; ade7) und Adenylosuccinate-Lyase (ade8). Mutationen
in diesen Genen fiihrten zum Verlust der Bildung von HMW-Komplexen (Speiser et al.,
1992). In S. pombe wird der Transport von PC-Komplexen durch HMT1 vermittelt.
Hmtl kodiert fir ein ATP-bindendes Membrantransportprotein (ABC-Transporter,
siche auch Kapitel 1.1) und ist in der Vakuolenmembran lokalisiert. Der
Transportmechanismus  ist unabhdngig vom  Protonengradient iiber die
Vakuolenmembran (Ortiz et al., 1992; Ortiz et al., 1995). Ein zu SpHMT1 homologer
Transporter konnte auch in C. elegans identifiziert werden. Nach Inaktivierung von
cehmt-1 durch RNA-Interferenz wurde ebenso eine Hypersensitivitit gegeniiber Cd*"
festgestellt. (Vatamaniuk et al., 2005). Ein ATP-abhéingiger Transport von PC und PC-
Cd*"-Komplexen konnte in Tonoplastenvesikeln aus Hafer biochemisch charakterisiert
werden (Salt und Rauser, 1995). In Arabidopsis sind bis jetzt keine Transporter fiir PC-
Metall-Komplexe identifiziert. Die folgende Abbildung (Abb. 4) fasst die eben

beschriebenen Gene und ihre Funktionen zusammen.
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Abb. 4 Stoffwechselweg der PC in Hefen und Pflanzen. Dargestellt sind die Gene und ihre Funktionen,
die an der Detoxifizierung von Cd*" beteiligt sind (Cobbett, 2000).

1.7 Enzymmechanismus der PCS

Die PC-Synthese erfolgt in einer Transpeptidase-Reaktion durch die Ubertragung eines
v-Glutamyl-Cysteins von GSH auf ein weiters GSH-Molekiil, welches zur Bildung von
PC2 fiihrt (Abb. 5A). Sind ausreichende Mengen an PC gebildet, erfolgt die
Transpeptidase-Reaktion durch Ubertragung eines y-Glutamyl-Cysteins von GSH auf
ein bereits synthetisiertes PC-Molekiil (PC,) (Abb. 5B). Dadurch werden PC,;-
Molekiile gebildet (Grill et al., 1989). Das PCS-Enzym katalysiert in einem Zwei-
Stufenprozess die Abspaltung des Glycins von GSH und die Ubertragung des gebildeten
v-Glutamyl-Cysteins auf ein Akzeptormolekiil. Daher wird es auch als y-Glutamyl-
Cystein-Dipeptidyl-Transferase bezeichnet. Vereinfacht dargestellt, wird folgende
Reaktion katalysiert: (WEC)G + (EC).G — (fEC) (fEC),G +G.

Die Kettenverldngerung erfolgt in C zu N-Richtung durch Spaltung der Peptidbindung
des Donormolekiils und nicht des Akzeptormolekiils (Rea et al., 2004) (Abb. 5). Durch
die rekombinante Aufreinigung von AtPCS1 konnte die Funktion als

Dipeptidyltransferase bestitigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass *H-markiertes
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Glycin von *H-Gly-markiertem GSH in der Reaktion mit unmarkiertem PC2 in das
gebildete PC3 eingebaut wird (Vatamaniuk et al., 2004).
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Abb. 5 Die PCS katalysieren die PC-Synthese von PC2 (A) und PC3 (B) (modifiziert nach Vatamaniuk et
al.,2004).

Weitere Untersuchungen durch Vatamaniuk et al. fiihrten zu neuen Erkenntnissen in der
PC-Synthese. Die Katalyse der PC-Bildung erfolgt nach dem Ping-Pong-Mechanismus
(Vatamaniuk et al., 2000). Bei diesem Mechanismus gibt es zwei stabile Enzymformen
E und E'. Das Substrat A bildet zuerst mit der Enzymform E ein Enzym-Substrat-
Komplex. Dieser Komplex wird unter Bildung des Produktes P (y-Glu-Cys und Gly) in
die Enzymform E' gespalten. Das Substrat B kann nur mit dieser Enzymform E' einen
Enzym-Substrat-Komplex bilden, der dann in das Reaktionsprodukt Q gespalten wird.

Bei diesem Schritt wird die Enzymform E' in die Enzymform E zuriickgebildet
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(Schellenberger, 1989). Es wird angenommen, dass zwei Substrat-Bindestellen fiir
GSH, eine hochaffine und eine niedrigaffine, im Protein existiert (Vatamaniuk et al.,
2004) (Abb. 6). Die vermutete Enzymacylierung wurde durch die Inkubation von
gereinigtem Enzym mit *°S-markiertem GSH bestitigt. Das Cys°, welches in allen
bekannten PCS und PCS-dhnlichen Proteinen 100 % konserviert ist, ist fiir die PCS-
Aktivitit unbedingt notig. Dies ist die erste Acylbindestelle fir GSH, die Cd*'-
unabhingig ist. Nach Mutation von Cys® zu Serin wurde kein y-Glu-Cys-Enzym-
Intermediat auf eine Inkubation mit *S-GSH in Abwesenheit von Cd*" gebildet. In
Anwesenheit von Cd*" erfolgt dann die zweite Acylierung an der zweiten
Acylbindestelle fiir GSH. Es wird vermutet, dass zwei Acylierungen pro katalytischen
Zyklus die Energie fiir die neu gebildete Peptidbindung bereitstellen (Vatamaniuk et al.,
2004).

Der Enzymmechanismus der PC-Synthese ist sehr dhnlich dem der Cys-Proteasen aus
der Papain-Familie (Rea et al., 2004). Das Papain besitzt eine niedrige Substratspezifitét
und enthélt neben drei Disulfidbriicken eine einzige, zwischen zwei Doménen liegende
freie SH-Gruppe. Entscheidend fiir den Enzymmechanismus ist die katalytische Triade,
die liber ein H-Briickensystem aus den zwei benachbarten Aminosiuren Histidin und
Asparagin gebildet wird (Schellenberger, 1989). Eine katalytische Triade konnte durch
eine zielgerichtete Mutagenese von AtPCS1 nachgewiesen werden. Ein Austausch von
His'®* und Asp™° fiihrte zur Inhibierung der katalytischen Aktivitit (Rea et al., 2004).
Durch die Aufklarung der Kristallstruktur von NsPCS (Nostoc spec., (Harada et al.,
2004; Tsuji et al., 2004) wurden die katalytische Triade und damit auch der
Enzymmechanismus der y-Glu-Cys-Synthese bestétigt (Vivares et al., 2005). Die
Transpeptidase-Aktivitdt ist metallunabhéngig und ist bisher noch nicht vollstindig

aufgeklart.
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Abb. 6 Modell der Enzymacylierung. PCS besitzen zwei Substratbindestellen (I und II). Acylierung an
der Bindestelle I erfolgt iiber ein Cys, welches in allen bekannten PCS und PCS-&hnlichen Proteinen zu

100 % konserviert ist. Die Bindestelle II ist bisher nicht identifiziert (Clemens, 2006a).

Eine biochemisch interessante Eigenschaft der eukaryontischen PCS ist ihre
Aktivierung durch Metallionen. Diese Proteine sind in der Lage, durch
Schwermetallionen, die fiir viele Enzyme toxisch sind, die Synthese von PC zu
katalysieren. Eine Ausnahme ist eine Carboanhydrase Isoform aus der Diatomee
Thalassiosira weissflogii, in der Cd*" als Kofaktor dient (Lane und Morel, 2000). Die
PC-Bildung kann nach Behandlung mit erhdhten Metallionen-Konzentrationen in
S. pombe, pflanzlichen Zellkulturen und in gesamten Pflanzen nachgewiesen werden.
In-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass die PC-Synthese abhingig ist von Metall-
und Metalloid-Ionen (Grill et al., 1989). Cd*" ist der stirkste Aktivator der PC-
Synthese. Pb*", Zn*", Cu*’, Sb*", Ag”, Hg>", AsO, und andere Metallionen sind auch in
der Lage, die PC-Synthese zu aktivieren. Diese Ergebnisse wurden durch die
Aufreinigung rekombinant exprimierter PCS bestétigt (Vatamaniuk et al., 2000; Oven
et al., 2002). Aufgrund der metallabhidngigen PC-Synthese wird angenommen, dass die
Reaktion durch Komplexierung der aktivierenden Ionen vom gebildeten

Reaktionsprodukt sich selbst terminiert (Loeffler et al., 1989). Die Cd*"-Bindung von
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AtPCS1 konnte in vitro gezeigt werden. Die Bindung von Cd**-Ionen erfolgte in einer
Stoichiometrie von ca. 7 mol Cd**/ mol Protein. Der gemessene Ky von ca. 0,5 pM war
jedoch zu niedrig, um in Anwesenheit von millimolaren GSH-Konzentrationen eine
direkte Metallbindung in vivo zu erkliren. Fiir andere Metallionen wie Cu’", die
ebenfalls effektive Aktivatoren in vitro sind, war der gemessene Ky noch niedriger. Das
GSH ist ein hervorragender Metallionen-Chelator und liegt in millimolaren
Konzentrationen vor, so dass in der Zelle extrem geringe Mengen ,,freier hydratisierter
Tonen vorkommen. Aus diesem Grund wird angenommen, dass bis-Glutathion-Cd*'-
Komplexe (GS,-Cd) als Substrate der PC-Synthese dienen. Die Theorie der blockierten
Thiole wurde aufgestellt. Begriindet wurde diese Theorie experimentell dadurch, dass in
einem Medium ohne Metallionen die PC-Synthese in Anwesenheit von S-alkylierten
GSH (Methyl-, Ethyl-, Propyl-) als Substrat katalysiert wird. In diesem Modell
katalysieren PCS eine Zweisubstrat-Transpeptidase-Reaktion, in der freies GSH und
GS-Metall-Komplexe als Substrate dienen. Freie Metallionen haben keine Funktion als
direkte Aktivatoren der PC-Synthese. Nicht nachgewiesen wurde, dass die zweite
Acylbindestelle in AtPCS1, die nur in Anwesenheit von Metallionen -eine
Acylierungsreaktion eingeht (siehe Kapitel 1.7.2), GS,-Cd mit hoher Affinitdt bindet
(Vatamaniuk et al., 2000). Die Theorie der blockierten Thiole und die
metallunabhédngige PC-Synthese wurde durch Oven ef al. (2002) hinterfragt. So wurde
nur eine sehr geringe Aktivitdit von AtPCS1 mit S-alkylierten GSH als Substrat in
Abwesenheit von Cd*" gefunden. Auch zeigte die Aktivierung der PCS durch
metallbindende Thiole (Di-Thiothreitol, Cystein) keine Aktivitdt, welche definitiv keine
Substrate sind.

Die Frage der Metallaktivierung durch eine direkte Metallbindung an das Enzym wurde
spater durch Meier et al. (2003) nochmals aufgegriffen. Es sollten Metallbindestellen im
Protein identifiziert werden. Die Theorie zu diesen Uberlegungen war, dass in anderen
Proteinen die Metallbindung iiber kurze, aufeinander folgende Aminosdureabschnitte
erfolgt. Bekannte Beispiele sind die Motive Cys-Xaa-Xaa-Cys und Cys-Cys der
Metallothioneine (Robinson et al., 1993; Cobbett und Goldsbrough, 2002), His-reiche
cytoplasmatische Doménen der CDF- und ZIP-Transporter (Paulsen und Saier, 1997;
Guerinot und Eide, 1999), die N-terminale Bindestelle von P-type ATPasen (Solioz und
Vulpe, 1996) oder die Cu-Bindestellen in menschlichen Prion-Proteinen (Jackson et al.,
2001). Fiir die Identifizierung von Cd**-Bindestellen in TaPCS und SpPCS wurden

13-Aminosduren-lange Peptide, die sich in elf Aminosduren iiberlappen, auf
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Cellulosefilter synthetisiert. Die Analyse erfolgte mit '’Cd*". Die Autoradiographie
ergab Peptidbereiche mit Cd*"-Bindungsaktivitit. Die Anzahl der putativen Cd*'-
Bindestellen fir TaPCS war sieben, welche mit der 7:1 Stoichiometrie fir Cd*'-
Bindung zu AtPCS1 perfekt iibereinstimmte. Viele der identifizierten Bindemotive
enthielten Cysteine, was aufgrund der hohen Affinitit von Cd*" zu Thiolgruppen nicht
{iberraschend ist. Jedoch hatte Cd*" nicht an alle Cysteine gebunden. Es gab eine
deutliche Korrelation zwischen der Signalstirke und dem Grad der Konservierung der
Cysteine. So zeigten konservierte Cysteine Cd*"-Bindung, nicht-konservierte Cysteine
keine Bindung (Maier et al., 2003).

Die Frage der Metallaktivierung der PCS konnte dennoch nicht geklart werden. Auf der
einen Seite steht das durch Vatamaniuk ez al. (2000; siehe oben) vorgeschlagene Modell
der Aktivierung durch GS-Metall- und PC-Metall-Komplexe. GS- und PC-Metall-
Komplexe dienen als Substrat fiir den Dipeptid-Transfer. Auf der anderen Seite steht die
Auffassung der Aktivierung durch die direkte Bindung der Metallionen an das Protein,
erstmals vorgeschlagen durch Cobbett (2000). Da Cd*" nicht als freies hydratisiertes Ton
in der Zelle vorkommt, kann die Ubertragung der Metallionen von GS-Metall-
Komplexen auf das PCS-Protein ein moglicher Mechanismus sein, der zur Aktivierung
fiihrt. PCS-Proteine besitzen moglicherweise hochaffine Bindungs-/ Interaktions-
Bereiche, so dass Metallionen von niedermolekularen Liganden auf das Protein
iibertragen werden konnen (Clemens, 2006a). Ein dhnlicher Mechanismus wird auch fiir
die Metall-Efflux-Systeme diskutiert (Nies, 2003). Weitere Untersuchungen sprechen
fiir den Mechanismus der direkten Metallbindung. In-vivo-Daten durch Ruotolo et al.
(2004) gaben einen klaren Hinweis, das eine Cd*"-Bindung an AtPCSI stattfindet. So
kann der C-terminale Bereich von AtPCS1 die Cd*'-Toleranz einer sensitiven
S. cerevisae-Mutante in vivo ohne PCS-Aktivitit erhohen. Das bedeutet, dass Cd*"
durch das Protein effizient in Anwesenheit von hohen Konzentrationen anderer
Thiolliganden komplexiert werden kann (Ruotolo ef al., 2004). Ein dhnlicher Phénotyp
wurde durch die stark erhohte Expression von AtPCS2 in S. pombe beobachtet. Die
Expression von AtPCS?2 fiihrte zu einer erhhten Cu®**-Toleranz ohne nachweisbare PC-
Bildung (Clemens, 2006a).

Der erste Schritt der PC-Synthese ist metallunabhédngig. Es erfolgt die Bildung von
7-Glu-Cys. Der zweite Schritt ist die metallabhidngige Transpeptidase-Reaktion. Hier

sind weitere Untersuchungen notwendig, um den Mechanismus aufzukléren.
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1.8 Die Verbreitung der PCS-Gene in der Natur

Heute ist bekannt, dass die PCS-Gene in der Natur weit verbreitet sind. Die nicht-
ribosomal gebildeten PC der PCS wurden zuerst in S. pombe entdeckt und kurze Zeit
spater auch in Pflanzen (Kondo et al., 1984; Grill et al., 1985). In Pflanzen wurden
konkrete Beweise gefunden, dass PC in Angiospermen (bedecktsamige Pflanzen),
Gymnospermen (nacktsamige Pflanzen) und Bryophyta (Moose) vorkommen (Gekeler
et al., 1989). Nach der Klonierung von 7aPCS und AtPCSI wurden in Datenbanken
homologe Sequenzen in S. pombe und in C. elegans entdeckt. Wihrend in S. pombe
homologe Sequenzen erwartet wurden (siche oben), war die Entdeckung in C. elegans,
wegen der phylogenetischen Distanz zwischen Nematoden und Pflanzen {iberraschend.
Die Verbreitung der PCS-Gene in der Natur wurde durch die Nutzung von zahlreichen
Datenbanken weiter untersucht. Fiir das Pflanzenreich kann aufgrund von EST-
(,,Expressed Sequence Tag®) Daten die Behauptung aufgestellt werden, dass die PCS-
Gene in allen hoheren Pflanzen vorkommen (Clemens, 2006a). Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass PCS-Gene in Farnen (Athyrium yokoscense, Accession No.
BAB64932, Petris vittata Accession No. AY542894) und Diatomeen (Phaeodactylum
tricornutum, Accession No. CD379365) vorkommen. Fiir Moose wurde aber kein
Hinweis gefunden, dass PCS-Gene exprimiert werden. Es wurden keine homologen
Sequenzen in EST-Datenbanken fiir Physcomitrella patens gefunden. Ebenso wurden
durch PCR-Analysen der genomischen DNA und cDNA von P. patens mit spezifischen
Primern gegen konservierte Bereiche der PCS keine PCS-dhnlichen Sequenzen
gefunden (Simm und Clemens, nicht veroffentlicht).

Durch die Nutzung der Daten aus EST- und Genomsequenzierungs-Programmen konnte
eine noch weitere Verbreitung der PCS-Gene festgestellt werden. In zwei weiteren
Nematoden, Caenorhabditis briggsae (Accession No. CAE59471) und C. remanei
(Accession No. DR777421), wurden PCS-homologe Sequenzen entdeckt. EST-
Sequenzanalysen lassen auch die Annahme zu, dass homologe PCS-Sequenzen in allen
eukaryontischen Reichen vorkommen (Clemens, 2006a). Beispiele dafiir sind unter
anderem aus verschiedenen Stidmmen der Metazoen (Vielzeller) bekannt, von den
Chordata (Chordatieren) Ciona intestinalis (Accession No. BW266987) oder den
Echinodermata (Stachelhduter) Strongylocentrotus purpuratus (Accession No.

DN561422).
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Die Verbreitung der PCS-Gene in der Natur ist wirklich erstaunlich. Doch nicht in allen
Organismen, die PCS-homologe Sequenzen besitzen, wurden auch PC nachgewiesen.
Fern verwandte Proteine, die eine geringe Ahnlichkeit zu den PCS besitzen, wurden in
Bakterien identifiziert. Durch Sequenzanalysen konnten diese PCS-dhnlichen Proteine
z. B. in Nostoc spec., Trichodesmium erythraeum IMS101 und Burkholderia fungorum
nachgewiesen werden. Durch spétere Datenbankanalysen wurden weitere PCS-dhnliche
Proteine in Cyanobakterien und in Proteobakterien identifiziert (Clemens, 2006a). Diese
bakteriellen Proteine haben eine GroBe zwischen 23 bis 35 kDa und zeigen Ahnlichkeit
zu der PCS-Pfam-Doméne 05023. Die Pfam-Domine ist eine 133 Aminosduren lange
Sequenz, die einen Teil eines N-terminalen hoch konservierten Bereich der PCS
einspannt (Harada et al., 2004). Mdogliche Funktionen und die Frage ob diese Proteine
PC synthetisieren, sollten aufgeklart werden. Fiir das Protein alr0975 von Nostoc spec.
PCC 7120 (= NsPCS) konnte die Abspaltung von Gly aus GSH durch zwei
Forschungsgruppen gezeigt werden. Dies erfolgte sowohl in vitro in E. coli, als auch in
vivo in S. pombe. Wihrend in der einen Gruppe sehr geringe Mengen PC2
nachgewiesen wurden, konnte diese PC-Bildung in der anderen Gruppe nicht
nachgewiesen werden (Harada et al., 2004; Tsuji et al., 2004).

In Datenbanken kommen immer weitere Organismen hinzu, die Gene fiir PCS oder
PCS-dhnliche Proteine besitzen (siehe auch Anhang D). Allen gemeinsam ist die hoch
konservierte Pfam-Domine 05023 (siehe oben). Doch wieso sind die PCS kodierenden

Gene in so vielen Organismen wihrend der Evolution konserviert worden?

1.9 Die evolutionare Konservierung der PCS-Gene

Aus den bisherigen Untersuchungen der PCS-Gene konnte eindeutig gezeigt werden,
dass die PC-Synthese essenziell ist fiir die Schwermetalldetoxifikation der toxischen
Metallionen Cd, Hg und As (Howden et al., 1995a; Schmoger et al., 2000; Cobbett und
Goldsbrough, 2002). Dennoch konnte nicht gekléart werden, warum die PCS-Gene in der
Nature so weit verbreitet sind und warum das Protein konstitutiv in der Pflanze
exprimiert wird (Rea ef al., 2004).

Die Verbreitung der PCS-Gene in der Natur fiihrt zu der Frage: Wie kann eine extrem
geringe Notwendigkeit der Detoxifizierung der Schwermetallionen Cd und As die
ubiquitdre Prdsenz der PCS-Gene im Pflanzenreich erkldren? (Clemens, 2006a).
Wihrend der Evolution waren die meisten Habitate der Landpflanzen frei von Cd-, Hg-

und As-Kontaminationen. Ausnahmen sind z. B. vulkanische Gebiete und heif3e
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Quellen. Erhohte Schwermetall-Konzentrationen von Cd, Hg oder As traten erst durch
die Industrialisierung verstirkt hervor. Auflerdem ist nicht bekannt, warum die PCS-
Gene in der ganzen Pflanze konstitutiv exprimiert sind, auch in Geweben, die kaum mit
den toxischen Schwermetallionen in Kontakt kommen. Nicht erkldrbar ist z. B. eine
konstitutive Expression in den Blattern. Erst durch erhohte
Schwermetallkonzentrationen, die zunichst in den Wurzelzellen sequestriert werden,
erfolgt eine Translokation in die Blitter. Weiterhin kommt Zn in den meisten Bdden in
ca. 100-fach hoherer Konzentration als Cd vor. Dies bedeutet, dass erhéhte Cd*'-
Konzentrationen vermutlich mit einer viel stirkeren toxischen Zn*‘-Konzentration
verbunden sind (Chaney ef al., 1997).

Aufgrund dieser Uberlegungen wurden drei Theorien beschrieben, die eine evolutionire
Konservierung der PCS erklédren sollen (Clemens, 2006a). In der ersten Theorie wird
die Moglichkeit der Beteiligung der PCS in der Homdostase essenzieller Metalle
diskutiert. Der Nachweis einer geringen PC-Bildung in Tomaten-Zellkulturen in
Abwesenheit von erhohten Schwermetallen ldsst eine Funktion der PCS in der
Aufnahme und Verteilung dieser Metalle vermuten (Steffens er al., 1986). Ebenso
berichtete Grill et al. die Induktion der PC-Bildung durch Cu- und Zn-Ionen nach dem
Transfer der kultivierten Zellen in frisches Medium. Die Menge gebildeter PC zeigte
zudem eine linearen Korrelation mit der Zn**-Konzentration im Medium (Grill, 1987,
Grill e al., 1988). Weiterhin wird AtPCS1 in vitro durch Cu*" und Zn*" aktiviert
(Vatamaniuk et al., 2000). Bisher wurde aber kein genetischer Nachweis beschrieben,
der eine solche Funktion der PCS in der Metallhomdostase essenzieller Metalle wie
z. B. Zn oder Cu erklidrt. Auch in den isolierten cadl-Mutanten (sieche Kapitel 1.2)
konnten keine signifikanten Unterschiede in der Sensitivitdit zu erhohten oder zu
erniedrigten Zn”'- und Cu**-Konzentrationen im Vergleich zu WT-Pflanzen festgestellt
werden (Howden et al., 1995a; Ha et al., 1999). In S. pombe dagegen wurde nach
Verlust des funktionellen PCS-Gens eine erhhte Cu*-Sensitivitit beobachtet (Clemens
et al., 1999). Moglicherweise gibt es andere, wichtigere Funktionen der PCS, welche in
einer weiteren Theorie erkldren werden soll. Einen Hinweis konnte eine Aktivitdt der
bakteriellen NsPCS geben. Dieses Protein katalysiert in vitro die Abspaltung des Gly
von GSH (Harada et al., 2004). Diese Aktivitit konnte bisher nicht in vivo gezeigt
werden und eine physiologische Funktion ist auch nicht geklért. Fiir das AtPCS1-
Protein ist aber auch bekannt, dass es die Reaktion eines GS-Biman-Konjugates

(y-Glytamyl-Cystein-Glycin-Biman) zu einem v-Glytamyl-Cystein-Biman-Konjugat
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katalysiert (Beck et al., 2003). Von dieser Reaktion wird angenommen, dass sie den
ersten Schritt im Abbauweg von GS-Konjugaten in Pflanzen darstellt. Dieser Schritt der
Reaktion ist der Aktivitit der bakteriellen NsPCS dhnlich. Eine solche Aktivitit von
AtPCS1 konnte in vivo aber auch noch nicht nachgewiesen werden. Die Entgiftung von
Glutathion-S-Konjugaten, z. B. von Xenobiotika (toxische, schwer abbaubare Stoffe) ist
ein essenzieller Prozess in Eukaryonten (Meister, 1995). Fiir Pflanzen ist dieser Prozess
aber nicht geklért. Die dritte Theorie nimmt eine mogliche niitzliche Funktion von Cd
und As als Mikroelemente an (Clemens, 2006a). Fiir diese Funktion der Cd- und As-
Ionen gibt es in Pflanzen keinen konkreten Hinweis. In marinen Ecosystemen ist aber
bekannt, dass Cd sich #hnlich den Nahrelementen verhilt. Das Cd*" ist in gleicher
Konzentration vertreten wie die meisten Néhrstoffe, z. B. Phosphat (Lane und Morel,
2000). Entdeckt wurde die Verwendung von Cd-Ionen als Mikroelement dadurch, dass
unter einer geringen Zinkverfiigbarkeit marine Diatomeen besser wuchsen, wenn Cd in
das Medium zugefiihrt wurde. Cd-lonen wurden dann als Kofaktor in einer
Carboanhydrase-Isoform verwendet (Lane und Morel, 2000; Lane et al., 2005).
Aufgrund dieser Annahme wire eine evolutiondre Konservierung der PCS-Gene
erklarbar.

Fiir all drei Theorien, die eine evolutiondre Konservierung erkléren sollen, gibt es bisher

keine konkreten Bewelise.

1.10 Zielstellung dieser Arbeit

Die Verbreitung der PCS-Gene in der Natur ist weiterhin rétselhaft. Aufgrund von
Sequenzanalysen ist anzunehmen, dass die PCS-Gene in allen hoheren Pflanzen
vorkommen (Clemens, 2006a). Das Genprodukt, die Phytochelatinsynthase, ist
konstitutiv exprimiert und bildet in einer metallabhéngigen Reaktion kurze Cystein-
reiche Peptide, die PC. Die PCS sind essenziell fiir eine Detoxifizierung von Cd- und
As-Tonen (Cobbett und Goldsbrough, 2002). Beide toxische Elemente kommen in den
meisten natiirlichen Habitaten aber in sehr geringen Konzentrationen vor. Die geringe
Notwendigkeit der Detoxifizierung von Cd und As erkldrt nicht die weite Verbreitung
der PCS-Gene in der Natur (Clemens, 2006a). Diskutiert wird eine Funktion der PCS in
der Detoxifizierung essenzieller Metalle. Erste Hinweise kamen durch den Nachweis
der PC-Bildung in Tomaten-Zellkulturen ohne erhohte Schwermetallionen-
Konzentrationen im Medium (Steffens et al., 1986). Die Induktion der PC-Bildung

wurde auch nach dem Transfer pflanzlicher Zellkulturen in frisches Medium gezeigt. Es
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konnte eine Korrelation der Menge gebildeter PC und der Zn®"-Konzentration
beobachtet werden (Grill, 1987; Grill ef al., 1988). Ein genetischer Nachweis, der diese
Funktion der PCS in der Homdostase essenzieller Metalle erklart, wurde nicht
beschrieben. Aufgrund von Beobachtungen in S. pombe und S. cerevisiae, einem
Beitrag zur PCS-Expression an der Sequestrierung von Zn”>" (Tennstedt ez al., 2006),
sollte die bereits bekannte Arabidopsis cadl-3-Mutante (Howden ef al., 1995a) und eine
neu isolierte Mutante, cadl-6 (Tennstedt et al., 2006) in Bezug auf die Zink-
Homdostase untersucht werden.

Im Genom von Arabidopsis thaliana wurde ein zweites PCS-Gen (AtPCS?2)
identifiziert. In Hefen konnte gezeigt werden, dass AtPCS?2 fiir eine funktionale PCS
kodiert (Cazalé und Clemens, 2001). Unabhdngig von dieser Aktivitit in heterologen
Systemen, ist die Arabidopsis cadl-3-Mutante, welche einen Defekt im AtPCSI-Gen
besitzt und PC-defizient ist, Cd*'-hypersensitiv trotz Anwesenheit von AtPCS2
(Howden et al., 1995a; Howden et al., 1995b). Weiterhin ist AtPCS2 in einer stark
erhdhten Expression (35S Promoter) nicht in der Lage, diesen Cd**-Phinotyp von
cadl-3 vollstindig zu komplementieren (Lee und Kang, 2005). Eine physiologische
Funktion von AtPCS2 ist bisher nicht bekannt. In dieser Arbeit sollten deshalb weitere
Funktionen von A¢PCS2 durch eine stark erhohte Expression in der cadl-3-Mutante in
vivo identifiziert werden. Erste Ergebnisse wurden bereits durch Lee und Kang (2005)
verOffentlicht, die eine &hnliche Strategie anwandten. Nicht bekannt ist eine
Aktivierung von AtPCS2 durch verschiedene Metalle. Uber eine heterologe Expression
in Hefen wurde bereits eine Cd*'-Aktivierung gezeigt. Durch eine rekombinante
Expression in E. coli und der Aufreinigung von AtPCS2 sollte die Enzymaktivitdt fiir
verschiedene Metalle in vitro mit AtPCS1 verglichen werden.

Die Metallaktivierung der PCS ist auch bis heute nicht vollstindig aufgeklart. Bekannt
ist, dass sie in vitro durch verschiedene Metallionen aktiviert werden (Grill et al., 1989;
Vatamaniuk et al., 2000; Oven ef al., 2002). Der Mechanismus dieser Aktivierung wird
aber in zwei Modellen diskutiert. Im ersten Modell erfolgt eine direkte Metallbindung
an das Protein (Cobbett, 2000). Dabei werden Metallionen, die als GS-Metallkomplexe
vorliegen, auf das Protein iibertragen (Clemens, 2006a). Im zweiten Modell erfolgt die
Aktivierung durch Bindung von GS-Metallkomplexen, die neben GSH als Substrate der
PC-Synthese dienen (Rea et al., 2004; Vatamaniuk et al., 2004). Aufgrund bisheriger
Untersuchungen wird eine Aktivierung der PCS durch eine direkte Metallbindung

favorisiert (Clemens, 2006a). Die Metallaktivierung war ein weiteres wichtiges
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Aufgabengebiet dieser Arbeit. AtPCS1 und AtPCS2 in Arabidopsis zeigen eine
unterschiedliche Metallaktivierung fiir Cu®". Wihrend beide PCS durch Cd** aktiviert
werden, zeigt AtPCS2 keine Aktivierung fiir Cu*" (Cazalé und Clemens, 2001). Durch
den Vergleich beider PCS sollten durch physiologische Untersuchungen in Hefen
Aminosiuren identifiziert werden, die an der Cu*"-Aktivierung beteiligt sind.

Die Ziele der Arbeit lassen sich zusammenfassend in die Antworten auf folgende
Fragen unterteilen: a) Sind die PCS an der Homdostase essenzieller Metalle wie Zn>"
beteiligt? b) Welche Funktion besitzt AtPCS2 in Arabidopsis? ¢) Wie erfolgt die
Metallaktivierung der PCS?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad.

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in Tabelle 1 wurden von Sigma (Steinheim),

Merck (Darmstadt) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

Tab. 1 Verwendete Materialien

Herkunft

Material

Sigma , Steinheim

MS Mixture mit Gamborg’s
Vitaminen, Anti-Mouse IgG

Peroxidase Conjugate,

Kodak BioMax MS Film
BD Otto Nordwald, Bacto-Tryptone, Bacto-Agar,
Hamburg Yeast Extract
Bio 101 Inc., Carlsbad, YNB Drop-out Supplement Mix,
USA YNB Drop-out Mix

Amersham Bioscience,

Glutathione Sepharose' " 4B,

Freiburg FactorXa
Fluka, Buchs, Schweiz Aminosduren
QAIGEN, Hilden QIAquick® Kits

Roth, Karlsruhe

Rotisolv® Methanol

Merck, Darmstadt

LiChrosolv® Wasser,

Salpetersiure (Suprapure®)

MBI Fermentas, St. Leon-
Roth

Tag-Polymerase, Pfu-Polymerase,
dNTP’s, T4 DNA-Ligase,

Restriktionsendonukleasen

Promega, Madison, USA

Anti-Mouse IgG - Alkalische
Phosphatase

Convance, Miinster

monoklonaler HA Antikorper
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MWG, Ebersberg Oligonukleotide

Cambrex Bio Science, SeaKem™ LE Agarose

Rockland, USA

J. T. Baker, Phillipsburg, Trifluoressigséure
USA
Molecular Probes, Berlin Monobrombiman
Invitrogen, Carlsbad, USA Trizol® Reagent, AccuPrime™ Pfx

SuperMix, Super Script II Reverse

Transkriptase
Eurogentec, Seraing, qPCR"™ Mastermix for
Belgien SYBR® Green I

2.2 Zur wissenschaftlichen Arbeit verwendete Organismen und Plasmide

2.2.1 Pflanzen

Fir Untersuchungen zur Schwermetallresistenz in Pflanzen wurden Wildtyp
Arabidopsis thaliana Ecotyp Columbia, die Mutanten cadl-3 (Howden et al., 1995a)
und cadl-6 (Tennstedt et al., 2006) sowie die transgenen Linien cadl-3 35S::AtPCS1
und cadl-3 35S::AtPCS2 verwendet (Clemens, nicht verdffentlicht). Die Expression
von AtPCS1 und AtPCS?2 erfolgte konstitutiv unter der Kontrolle des 35S-Promoters

des Cauliflower-mosaic-virus als Fusionsproteine mit einem C-terminalen HA-Tag.
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2.2.2 Bakterien, Hefen und Plasmide

Tab. 2 Verwendete Bakterien- und Hefe-Stimme

galU, galK, A-, rpsL, (StrR)
nupG

Bezeichnung besondere Merkmale Referenz
Escherichia coli F, 080d, lacZ.M15, (lacZYA Invitrogen,
DH50™, argF), U169, deoR, recAl, Karlsruhe

endAl, hsdR17(rk, mk),

phoA, supE44, A, thi-1,

gyrA96, relAl

Escherichia coli F, mcrA, A(mrr-hsdRMS- Invitrogen,
DH10B ™ mcrBC), ¢80lacZ, AMIS, Karlsruhe

AlacX74, recAl, endAl,

araA139, A(ara, leu)7697,

Escherichia coli

F ompT, hsdS; (rp, mg), gal,

Novagen, San

BL21 (DE3) dem (DE3) Diego, USA
Sararomyces MATa trpl-1 leu2-3 leu2-112 Hamer et al., 1985
cerevisiae His- Acupl::URA3+
ACup1(DTY4)
Schizosaccharo- h ade6-M216, leul-32 Clemens et al., 1999
myces pombe Apcs ura4-A 18 can 1-1
SpPCS::URA4
Schizosaccharo- h" ade6-M216 leul-32 S. Forsburg, Salk
myces pombe FY261 ura4-A18, can 1-1 Institute, La Jolla,

USA

32




Tab. 3 Verwendete Plasmide

Bezeichnung besondere Merkmale Referenz
pGEM®—T fl ori, colEl ori, lacZ, Promega, USA
MCS, Amp', SP6- und T7-
Promotor
pYX132 CEN, Trpl TPI Promotor, R&D Systems, Abingdon,
C-term. triple HA-Tag, UK
Amp’
pSGP72 Amp', nmtl  Promotor, S. Forsburg, Salk Institute,
Leu2, C-term. triple HA- La Jolla, USA Clemens et
Tag al., 2001
pGEX tac-Promotor, lac operator, Amersham Bioscience
[-lactamase-promotor,
lacl’, Amp'

2.3 Nahrlosungen fur Bakterien und Hefen

Tab. 4 Zusammensetzung von Nahrldsungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB (Luria Bertani)

(50 pg/ml Ampicillin)

10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,

YNB (yeast nitrogen base)

Leucin

1,7 g/l YNB, 5 g/l Ammoniumsulfat, 20 g/l
Glucose, 0,8 g/l Drop-out Mix, 30 mg/l Uracil,
30 mg/l Tryptophan, 30 mg/l Histidin, 30 mg/I

YPD (yeast extract

peptone/ dextrose)

Glucose,

10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Bacto-Pepton, 20 g/l
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EMM (Edinburgh’s 3 g/l Kalium-Hydrogen-Phtalat, 2,2 g/l Di-
minimal medium) Natriumhydrogen-phosphat, 5 g/l Ammoium-
chlorid, 20 g/l Glucose, 20 ml/l Salzlésung (1,05
g/l Magnesiumchlorid-Hexahydrat, 14,7 mg/l
Calciumchlorid-Dihydrat, 1 g/l Kaliumchlorid,
40 mg/l Natriumsulfat), I ml/l Vitaminldsung (1
g/l Pantothenséure, 10 g/l Nicotinsdure, 10 g/l
Inositol, 10 mg/l Biotin), 0,1 ml Mikronéhrstoffe
(5 g/l Borsédure, 4 g/l Magnesiumsulfat, 4 g/l
Zinksulfat, 2 g/l FEisenchlorid, 04 g/l
Molybdénsdure, 1 g/l Kaliumiodid, 0.4 g/l
Kupfersulfat, 10 g/l Citrat), 225 mg/l Adenin, 30
mg/l Uracil, 30 mg/l Tryptophan, 30 mg/l
Histidin, 30 mg/l Leucin

YESS (Yeast Extract) 5 g/l Hefeextrakt, 30 g/l Glucose, 100 mg/l
Adenin 100 mg/l Histidin, 100 mg/l Leucin, 100
mg/l Uracil, 100 mg/1 Lysin,

Fiir Platten wurde dem Medium 15 g/l Bacto-Agar zugegeben. Die Selektion von
Hefemutanten erfolgte iiber die entsprechende Markeraminosiure, die dem Medium
nicht zugegeben wurden (S. pombe: ohne Leucin, S. cerevisiae: ohne Tryptophan). Fiir
die Repression des nmt1-Promotors wurde 1 uM Thiamin zugegeben. Metalle wurden

dem Medium als Chloridsalze zugesetzt.

2.4 Kultivierung von Bakterien und Hefen
2.4.1 Schizosaccharomyces pombe und Saccharomyces cerevisiae

Von einer Einzelkolonie wurde eine 2 ml Vorkultur angeimpft und diese iiber Nacht
bei 30°C unter Schiitteln (160 rpm) inkubiert. Um Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase zu erhalten, wurde eine Kultur mit einer Optischen Dichte (OD) bei
600 nm von 0,2 hergestellt und diese fiir drei bis vier Stunden bei 30°C inkubiert.

Fir Experimente, in denen die Metallsensitivitdt untersucht wurde, wurde die
Hefekultur auf eine ODgyo von 0,05 verdiinnt. Die Metalle wurden dem Medium als

Chloridsalze zugegeben. Nach 20 Stunden wurde die Zelldichte (ODggo) gemessen.
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Fir das Wachstum auf Agarplatten wurden 10 pul von verschiedenen
Zellverdiinnungen auf den Agar getropft. Die Platten wurden verschlossen und 48
Stunden bei 30°C inkubiert. In Untersuchungen der PC-Akkumulation durch HPLC-
Analysen wurden die Zellen bis zu einer ODgpy von 0,6 wachsen gelassen. Fiir
S. pombe wurden dem Medium 150 uM Cd*" zugegeben, fiir S. cerevisiae 100 uM
Cd*" bzw. 80 uM Cu”". Die Zellen wurden nach 24 Stunden geerntet.

2.4.2 Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte bei 37°C in LB-Medium mit dem selektiven

Antibiotikum Ampicillin.

2.5 Pflanzenanzucht und Pflanzenhaltung
2.5.1 Nahrmedien

Fiir die Pflanzenanzucht in hydroponischen Kulturen wurde das definierte Hoagland-
Medium in einer 1/10-Konzentration verwendet (Hoagland und Arnon, 1939; Chaney,
1988). Die Inhaltsstoffe des Mediums sind in Tab. 5 zusammengefasst

Fiir das Wachstum von Arabidopsis thaliana auf Agarplatten wurde 1/10 Hoagland-
Medium ohne Mikroelemente oder 2 MS-Medium (,,MS mixture® mit Gamborg’s
Vitaminen, Sigma) verwendet. Dazu wurde 1 bzw. 2 % Saccharose und 0,5 g/l MES
zugegeben. Der pH-Wert wurde auf 5,7 eingestellt. Dem Medium wurde 0,7 % Agar
(TypA, Sigma) zugegeben. Das Wachstum von Arabidopsis in Fliissigkulturen
erfolgte in 2 MS-Medium. Dem Medium wurde 1 % Saccharose und 0,5 g/l MES
zugegeben und der pH auf 5,7 eingestellt.
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Tab. 5 Zusammensetzung des Hoagland-Mediums

Name Konzentration
Makroelemente Ca(NOs), 0,28 mM
NH,PO4 0,1 mM
MgNO, 0,2 mM
KNO; 0,6 mM
Fe-HBED SuM
Mikroelemente CuSO4 0,03 uM
ZnSOy4 0,08 uM
MnCl, 0,5 uM
H3BO; 4,6 uM
MoOs 0,01 pM

2.5.2 Samensterilisation

Die Oberflachensterilisation der Samen erfolgte fiir die Pflanzenanzucht in
hydroponischen Kulturen, fiir Fliissigkulturen und fiir das Wachstum von Arabidopsis
auf Agarplatten. Dazu wurden die Samen zwei Minuten in 70-prozentigen Ethanol und
zehn Minuten in Bleichlauge (12 % NaHCI, 0,2 % Tween 20) sterilisiert und

anschliefend mehrmals mit sterilem Wasser gewaschen.

2.5.3 Vernalisation

Die Kiltebehandlung von Arabidopsis-Samen zur Entwicklungsbeschleunigung

erfolgte fiir zwei Tage bei 4°C im Dunkeln.

2.5.4 Kultivierung von Pflanzen auf Erde

Fiir die Vermehrung von Arabidopsis thaliana wurden Samen auf ein Vermikulit-
Erde-Gemisch (1:2) ausgesdt und unter Kurztagsbedingungen (8 Stunden Tag, 16
Stunden Nacht, 22°C) fiir drei bis vier Wochen angezogen. Fiir eine gute
Samenentwicklung wurden die Pfldnzchen einzeln in kleine Topfe pikiert und unter
Langtagsbedingungen(16 Stunden Tag, 8 Stunden Nacht, 22°C) bis zur Abreifung
gehalten.
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Fiir die Untersuchung des Wachstums der cadl-Mutanten, cadl-3 (Howden et al.,
1995a) und cadl-6 (Tennstedt et al., 2006), auf schwermetallkontaminierten
Erdproben aus Langelsheim (N 51°56.569°, E 10°20.955’) wurde diese Erde mit
einem 1:4-Erde-Sand-Gemisch vermischt. Keimlinge wurden zunichst auf einem 1:4-
Erde-Sand-Gemisch  herangezogen und nach zwei  Wochen auf die
schwermetallkontaminierte Erde umgesetzt. Das Wachstum der Pflanzen erfolgte
zunidchst unter Kurztagsbedingungen und nach fiinf Wochen unter

Langtagsbedingungen bis zur Bliitenbildung.

2.5.5 Hydroponische Pflanzenkulturen

Pflanzen fiir hydroponische Kulturen wurden in kleinen Spitzenkésten zunéchst fiir
zwei bis drei Wochen angezogen, bevor sie auf grofere Topfe umgesetzt wurden.
Dazu wurden die Samen oberflachensterilisiert und auf PCR-Tubes, die mit Agarose
geflillt waren, verteilt. Die Enden der PCR-Tubes wurden abgeschnitten und in die
Spitzenkésten verteilt. Die Kiasten wurden mit 1/10 Hoagland-Medium gefiillt.
Nachdem eine Wurzelldinge von ca. 0,5 cm Lénge erreicht war (ca. drei Wochen),
wurden jeweils drei Pflanzen in einen 1,5-Liter-Topf iiberfiihrt. Das Wachstum der
Pflanzen erfolgte unter Kurztagsbedingungen bei 22°C in einem Kulturschrank
(Percival, CLF Plant Climatics, Emersacker). Das Ndhrmedium wurde nach jeweils
einer Woche stindig erneuert. Fiir Untersuchungen der Metallaufnahme und der PC-
Akkumulation wurde den Pflanzen nach fiinf Wochen 0,5 uM Cd** oder 20 uM Zn**
als Chloridsalze zugesetzt und fiir weitere fiinf Tage inkubiert. Den Kontrollen wurden

keine zusitzlichen Metalle zugefiihrt.

2.5.6 Arabidopsis-Flussigkulturen

Sterilisierte Samen wurden in einen Kolben mit 2 MS-Medium iiberfithrt und bei
kontinuierlichem Schiitteln unter Dauerlicht inkubiert. Nach vierzehn Tagen

Wachstum wurden die Keimlinge fiir weitere Experimente bei —80°C eingefroren.

2.5.7 Wachstum von Arabidopsis auf Agarplatten

Die Metallsensitivitit von Keimlingen wurde auf Agarplatten untersucht. Dem

Medium wurden entweder 2 uM Cd** oder 50 uM Zn*" (Hoagland-Medium) bzw.

37



20 uM Cd*" oder 170 pM Zn** (MS-Medium) als Chloridsalze zugegeben. Den
Kontrollen wurden keine zusétzlichen Metalle zugesetzt. Die oberflidchensterilisierten
Samen wurden ausgelegt und die Platten mit einem Tape (Micropore™ Medizinische
Pflaster, 3M Health Care Neuss) verschlossen. Die Entwicklung der Pflanzen erfolgte
unter Langtagsbedingungen bei 22°C fiir zwolf Tage.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Oligonukleotide

Tab. 6 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung
pYX132-3b 5’-ccttattcagttagctagetg-3° 3’ Mutagenese Vektorprimer
pYX132-5 5’-ttagtgaacttgcaacatttac-3’ 5’ Mutagenese Vektorprimer
PCS1 A67S-3° 5’-cgatagaaagagaattcaaca-3’ 3’ Mutageneseprimer A67S

PCS1 A67S-5’b

5’-gtgttgaatagtctttctatcg-3’

5’ Mutageneseprimer A67S

PCS1 D89E-3’

5’-gttcgcagcattccaacattg-3’

3’ Mutageneseprimer DS9E

PCS1 D89E-5’

5’-caatgttggaatgctgcgaac-3’

5’ Mutageneseprimer DS9E

PCS1 C1138-3°

5’-tgctectgaagaatgagecaa-3’

3’ Mutageneseprimer C113S

PCS1 C1138-5°

5’-ttggctcattcttcaggagcea-3’

5> Mutageneseprimer C113S

PCS1 V308L-3’

5’-cttccttcagaagcaattgett-3°

3’ Mutageneseprimer V308L

PCS1 V308L-5°

5’-aagcaattgcttctgaaggaa-3’

5’ Mutageneseprimer V308L

PCS1 C3428-3°

5’-gatttcatctccgtcacaataa-3’

3’ Mutageneseprimer C342S

PCS1 C3428-5°

5’-aaggcttattgtgacggagat-3’

5’ Mutageneseprimer C342S

EFlo-fw 5’-caaccttgactggtacaagg-3’ Real-Time-PCR
EFloa-rev 5’-agaacgcctgtcaatcttgg-3’ Real-Time-PCR
NAS2-fw 5’-tattaaacgctaaggagggg-3’ Real-Time-PCR
NAS2-rev 5’-aattcttctccataccacga Real-Time-PCR
Z1P9-fw 5’-cgcttggagtatcacatagec-3’ Real-Time-PCR
ZIP9-rev 5’-cagcgataaatccacaagc-3’ Real-Time-PCR
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2.6.2 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Isolierung von Plasmid-DNA, die Extraktion von DNA aus Agarosegelen, und die
Reinigung von PCR-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der QIAquick® Kits (QIAGEN)
nach Angaben des Herstellers. Die Methoden der Agarosegelelektrophorese, der
Transformation von kompetenten Bakterien, die Restriktionsspaltung, die
Dephosphorylierung und die Ligation erfolgten nach den Standardprotokollen nach
Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989).

2.6.3 Tranformation von S. cerevisiae-Zellen

Von einer Einzelkolonie wurde eine Ubernachtkultur unter Verwendung von YPD-
Medium angeimpft. Von dieser Kultur wurde 1 ml in 100 ml YPD-Medium iiberimpft
und bei 30°C unter Schiitteln inkubiert, bis eine ODgoo von 0,6 erreicht war. Die Zellen
wurden bei 3000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F34-6-38) fiir fiinf Minuten
abzentrifugiert und in 10 ml Losung A (10 MM BICIN, pH 8,35, 1 M Sorbitol, 3 %
Ethylenglykol) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 3000 rpm (Eppendorf
5804 R, Rotor F34-6-38) fiir fiinf Minuten wurden die Zellpellets in Iml Losung A
resuspendiert und in 100 pl Aliquots auf 1,5 ml Eppendorf-Gefifie verteilt. Die Zellen
wurden bei —80°C aufbewahrt. Zu den gefrorenen kompetenten Hefe-Zellen wurde
I pg Plasmid-DNA und 5 pl Heringssperma-DNA (10 mg/ml) gegeben. Es erfolgte
eine Inkubation bei 37°C fiir 5 Minuten bei mehrmaligem Durchmischen der Losung.
Nach Zugabe von 1 ml Losung B (200 mM BICIN, 1 M Sorbitol, 3 % Ethylenglykol,
pH 8,35) und vorsichtigem Durchmischen der Suspension erfolgte eine Inkubation bei
30°C fiir 60 Minuten. Die Zellen wurden anschlieBend fiinf Minuten bei 3000 rpm
abzentrifugiert und das Pellet zweimal in Losung C (10 mM BICIN, pH 8,35, 150 mM
NaCl) gewaschen. Nach der Resuspension des Pellets in 100 pl Losung C erfolgte das
Ausplattieren auf YNB-Platten ohne Markeraminosdure(n). Das Wachstum der
transformierten Hefe-Zellen erfolgte fiir zwei bis drei Tage bei 30°C. Alle
verwendeten Losungen wurden autoklaviert oder sterilfiltriert.

Fiir eine verbesserte Hefe-Transformationsrate wurde das Protokoll der Liciumacetat-
Methode angewandt. Aus einer Einzelkolonie wurde eine Ubernachtkultur in 5 ml
YPD-Medium angeimpft und bei 30°C inkubiert. Eine Vorkultur von 50 ml wurde am
ndchsten Tag durch Verdiinnen auf eine ODgpp von 0,1 in YPD-Medium hergestellt

und diese bei 30°C inkubiert. Nachdem eine ODggo von mindestens 0,4 erreicht war,
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erfolgte die Ernte der Zellen durch Zentrifugation von fiinf Minuten bei 3000 rpm
(Eppendorf 5804 R, Rotor F34-6-38). Das Pellet wurde in 25 ml sterilem Bidest-
Wasser resuspendiert und erneut bei 3000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F34-6-38)
fiinf Minuten zentrifugiert. Nun wurde das Pellet in 1 ml 0,1 M Liciumacetat
resuspendiert. Die Suspension wurde in 1,5-ml-Eppendorf-Geféalle iiberfiihrt und fiir
15 Sekunden bei 12000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F45-30-11) zentrifugiert. Nach
der Resuspension der Zellen in 400 pl 0,1 M Liciumacetat wurden 50ul-Aliquots in
1,5-ml-Eppendorfgefile verteilt. Nach 15 Sekunden Zentrifugation bei 12000 rpm
(Eppendorf 5804 R, Rotor F45-30-11) wurde der Uberstand entfernt. Zum Pellet
wurde in Reihenfolge 240 pl PEG 3300 (50%), 36ul 1 M Liciumacetat, 25 pl Carrier-
DNA (2mg/ml Heringssperma), 5 pl Plasmid-DNA und 45 pl Tridest-Wasser
zugegeben. Nach dem Vortexen der Suspension fiir eine Minute erfolgte eine
Inkubation bei 30°C fiir 30 Minuten. Der Hitzeschock bei 42°C dauerte 30 Minuten.
Nach 15 Sekunden langem Zentrifugieren bei 7500 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor
F45-30-11) wurde der Uberstand vorsichtig entfernt. Das Zellpellet wurde in 500 pl
Tridest-Wasser resuspendiert und 200 pl auf YNB-Platten ohne entsprechende
Markeraminosduren ausplattiert. Nach 15 Minuten wurden die Platten mit Parafilm

verschlossen und bei 30°C inkubiert.

2.6.4 Transformation von 8. pombe-Zellen

Fiir die Herstellung kompetenter S. pombe-Zellen wurde das Protokoll nach Bahler et
al. (1998) verwendet. Von einer Einzelkolonie erfolgte die Herstellung einer neuen
Kultur in YE-Medium iibern Nacht bei 30°C. Durch Uberimpfen wurden mindestens
50 ml (pro Transformation) einer neuen Kultur hergestellt. Die Zellen wuchsen bis
eine ODgoo von 0,5 erreicht war. Diese wurden bei 3000 rpm fiir fiinf Minuten
abzentrifugiert und in sterilem Tridest-Wasser resuspendiert, zentrifugiert und
nochmals mit Tridest-Wasser gewaschen. Nach einer Zentrifugation fiir fiinf Minuten
bei 3000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F34-6-38) wurden die Zellen in Puffer A
(0,1 M Liciumacetat, 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7,5) resuspendiert. Nach einer
Zentrifugation fir 5 Minuten bei 3000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F34-6-38)
wurden die Zellen in Liciumacetat/Tris-EDTA-Puffer auf eine Zelldichte von 1x10°
Zellen/ml verdiinnt. Zu jedem Transformationsansatz von 100 pl wurden 10 pl
Carrier-DNA (2 mg/ml Heringssperma) und 5 pg Plasmid-DNA zugegeben. Nach
zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 260 pl Puffer B (40% PEG,
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0,1 M Liciumacetat, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) zugegeben und die
Suspension vorsichtig gemischt. Es erfolgte nun eine Inkubation von 30 bis 60
Minuten bei 30°C. Nach Zugabe von 43 pl DMSO und Durchmischen der Suspension
folgte ein fliinfminitiger Hitzeschock bei 42°C. Nach 15 Sekunden Zentrifugation
wurden die Zellen vorsichtig in 1 ml sterilem Tridest-Wasser resuspendiert. Daran
schloss sich eine erneute Zentrifugation 15-sekunden-Zentrifugation bei maximaler
Umdrehung an. Die Zellen wurden vorsichtig in 0,5 ml sterilem Tridest-Wasser
resuspendiert. Danach wurden 200 pl der Zellen auf EMM-Platten ohne die
entsprechenden Marker-Aminosduren ausplattiert. Die Platten wurden nach zehn

Minuten unter der Impfbank mit Parafilm verschlossen und bei 30°C inkubiert.

2.6.5 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA erfolgte nach der Trizol-Methode der Firma Invitrogen.
Eingefrorenes Pflanzenmaterial (0,1 bis 1,0 g) wurde in einem Morser mit fliissigem
Stickstoff zerrieben. Zum pulverisierten Material wurde 1 ml Trizol-Reagenz
zugegeben und eine Minute lang gut durchmischt. Das Homogenat wurde mindestens
fiinf Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach dem Vortexen der
Suspension wurden 0,2 ml Chloroform zugegeben. Nach sofortigem Durchmischen
erfolgte eine flinfminiitige Inkubation bei Raumtemperatur. Durch 15 Minuten-
Zentrifugation bei 13200 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F45-30-11) und 4°C wird die
organische und wissrige Phase separiert. Die obere wissrige Phase wurde
abgenommen und mit 500 pl Isopropanol gemischt. Die RNA wurde innerhalb von
zehn Minuten bei Raumtemperatur gefdllt. Nach einer Zentrifugation fiir 10 Minuten
bei 13200 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F45-30-11) wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 1 ml 75-prozentigen Ethanol gewaschen. Nach weiterer
Zentrifugierung von fiinf Minuten bei 10000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F45-
3011) wurde das Pellet zehn Minuten lang an der Luft getrocknet und mit Tridest-
Wasser flinf Minuten lang bei 60°C geldst. Die RNA wurde bei —80°C aufbewahrt.

2.6.6 RT-PCR

Fiir RT-PCR-Reaktionen wurde der ,,RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit*
der Firma MBI Fermentas und das ,,SuperScript II First Strand Synthesis System* der

Firma Invitrogen verwendet. Die Reaktionen wurden nach Angaben des Herstellers
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durchgefiihrt. Die eingesetzte RNA von 1 pg wurde zuvor mit DNAse I (Invitrogen,
Karlsruhe) nach Herstellerangaben behandelt. Die RT-PCR wurde am PTC-200-
Thermocycler (MJ Research, USA) durchgefiihrt.

2.6.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA erfolgte am PTC-200-Thermocycler (MJ Research,
USA). Fiir die Identifizierung der Genexpression von Zink-sensitiven Genen in
Arabidopsis thaliana wurde Taq-Polymerase (MBI Fermentas) verwendet mit
folgendem Amplifikationsprotokoll: fiinf Minuten 95°C, 25 bis 32 Zyklen 95°C 30
Sekunden — 50 - 60°C 30 Sekunden — 72°C 30 Sekunden, 14°C. Fiir die zielgerichtete
Mutagenese von AtPCS1 (AT5G44070) nach der Megaprimer-Methode (Ke und
Madison, 1997; Tyagi et al., 2004) wurde Pfu-Polymerase (MBI Fermentas)
verwendet. Es wurde nach folgendem Protokoll verfahren: fiinf Minuten 95°C, 40
Zyklen 95°C 30 Sekunden — 50°C 40 Sekunden — 72°C vier Minuten, 72°C sieben
Minuten, 14°C. Die zielgerichtete Mutagenese mit dem AccuPrime™ Pfx SuperMix
(Invitrogen) wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: fiinf Minuten 95°C, 23
Zyklen 95°C 30 Sekunden — 55°C eine Minute — 72°C 7 Minuten, sieben Minuten

72°C, 14°C. Die verwendeten Primer sind in Tab. 6 zusammengefasst.

2.6.8 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR wurde nach Angaben des Herstellers der Firma
Eurogentec, mit dem ,,qPCR™ Mastermix for SYBR Green I durchgefiihrt. Die
eingesetzte cDNA wurde 1:50 verdiinnt. Die PCR-Reaktion (5 pl verdiinnte cDNA,
25 ul ,,2x reaction buffer, 100 nM pro Primer, 8,5 pul Wasser, 1,5 ml ,,SYBR
Green I, Endvolumen 50 pl) erfolgte mit dem ,,ABI Prism® 7000 Sequence Detection
System® (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die Amplifikation wurde unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt: zwei Minuten 50°C, 95°C zehn Minuten, 40
Zyklen 95°C 15 Sekunden — 60°C 60 Sekunden. Jede Probe wurde in dreifacher
Ausfithrung analysiert. Die Rohdaten wurden mit Hilfe der AbiPrism® 7000 SDS
Software (Applied Biosystem, Foster City, USA) analysiert. Die Ermittlung der
Ct-Werte erfolgte iber die Autofunktion. Der ACt-Wert wurde auf der folgenden Basis

berechnet: ACt = Ct kandidatengen — Ct konstitutive Kontrolle- AUs diesen Berechnungen wurde
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die relative Transkripthdufigkeit AACt ermittelt: AACt = ACt Behandiung- ACt Kontrolle- Di€

relative Verdnderung der Transkriptmenge ergab sich nach Berechnung von 2",

2.6.9 Herstellung von mutierten A¢tPCS1-Versionen

Die zielgerichtete Mutation von AtPCS1 (AT5G44070) wurde nach der Megaprimer-
PCR-Methode (Ke und Madison, 1997; Tyagi et al., 2004) und der PCR-
Amplifikation des kompletten Vektors mit dem AccuPrime™ Pfx SuperMix der Firma
Invitrogen (Sharkey et al., 1994; Cline et al., 1996; Takagi et al., 1997) durchgefiihrt.
Dazu wurden die in Tab. 6 aufgefiihrten Mutagenese-Primer verwendet und die unter
2.6.7 aufgefiihrten PCR-Bedingungen angewandt. Die amplifizierten mutierten
Versionen von AtPCSI in der Megaprimermethode wurden aufgereinigt und in die

Restriktionsschnittstelle Xhol/EcoRI des pY X132-Vektors kloniert.

2.7 Proteinbiochemische Methoden
2.7.1 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Eingefrorenes Pflanzenmaterial von Arabidopsis-Fliissigkulturen wurde mit fliissigem
Stickstoff zerrieben und anschlieBend in einem eiskaltem Proteinextraktionspuffer
(100 mM HEPES pH 7.5, 5 % Glycerol, 5 mM EDTA, 0,5 % PVP, 0,1 % Triton
X100, 75 mM NaCl, 3 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 um Leupeptin) homogenisiert. Das
Homogenat wurde 15 Minuten bei 13200 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor F45-30-11)
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendof-GefiB iiberfiihrt.

2.7.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach dem BCA-Assay (PIERCE Rockford, USA). In
einer Mikrotiterplatte wurden 90 pul BCA Reagenz mit 10 pl einer Proteinverdiinnung
30 min bei 37°C inkubiert. Als Standard wurden verschiedene BSA-Konzentrationen

verwendet. Die Vermessung erfolgte bei 562 nm mit einem ,,Microplate Reader*

(MRX Microplate Reader, Dynatech Deutschland GmbH, Denkendorf).
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2.7.3 Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in einem 12-prozentigen Polyacrylamidgel
(siehe Tab. 7). Die Proteinproben wurden zunédchst mit 1/5 Vol. SDS-Probenpuffer
(2% SDS, 20 % Glycerin, 200 mM DTT, 100 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,2 %
Bromphenolblau) gemischt und fiinf Minuten gekocht. Die Trennung erfolgte in einem
Elektrophoresepuffer (25 mM Tris-HCL, 200 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) bei
15 mA pro Gel in einer Gelelektrophoreseckammer (Mighty Small, Hoefer Scientific
Instruments, USA).

Tab. 7 Zusammensetzung von SDS-Polyacrylamidgelen

Komponente Trenngel Sammelgel

(10 ml) (2ml)

Tridest-Wasser 3,3ml 1,4 ml
Rotiphorese® Gel 30 (Roth) 4,0 ml 0,33 ml

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml -

1,0 M Tris-HCI pH 6.8 - 0,25 ml
10 % SDS 0,1 ml 0,02 ml

10 % Ammoniumpersulfat 0,1 ml 0,02 ml
TEMED 0,004 ml 0,002 ml

2.7.4 Westernanalysen

Fiir die Detektion von Proteinen mit einem spezifischen Antikérper wurden die durch
Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine Nylonmembran (Protean 0,45 pum,
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel) transferiert. Der Proteintransfer erfolgte fiir eine
Stunde bei 1 mA/cm? in einer Blottingapparatur (BioTech Fischer, Reiskirchen). Der
immunohistochemische Nachweis durch einen Antikdrper und die Detektion erfolgten
nach Angaben der Hersteller. Fiir den Nachweis eines HA-Fusionsproteins wurde ein
monoklonaler Antikorper der Firma Covance (Miinster) und fiir den Nachweis eines
GST-Fusionsproteins ein Antikorper der Firma Amersham Bioscience (Freiburg)
verwendet. Als zweiter Antikdrper wurden eingesetzt ein Anti-Mouse IgG ,,Peroxidase
Conjugate” (Sigma), ein Anti-Mouse IgG Alkalische ,,Phosphatase Conjugate®
(Promega) bzw. ein Anti-Rabbit IgG ,Peroxidase Conjugate” (BIORAD). Die
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Detektion der Antikérper wurde mit dem ,,ECL+Plus Western blotting detection
reagents” der Firma Amersham Bioscience (Freiburg) und einer Entwicklermaschine
Protec C2 (Oberstenfeld) durchgefiihrt. Fiir die Detektion der Chemolumineszenz
wurden die Kodak BioMax MS Rontgenfilme (Sigma, Steinheim) verwendet. Der
Nachweis von Proteinen durch die Féarbereaktion der alkalischen Phosphatase erfolgte
durch Inkubation der Membran in einem Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCI pH 9,5,
100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 6,6 pl/ml NBT-Stammldosung (5 % Nitro-blue-
tetrazolium in 70 % Dimethylformamid), 3,3 pul/ml BCIP-Stammlésung (5 %
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat in 100 % Dimethylformamid)) fiir fiinf bis 60

Minuten.

2.7.5 Uberexpression und Aufreinigung von Proteinen
2.7.5.1 Uberexpression in Escherichia coli

Fiir die Uberexpression von Proteinen wurde zunichst eine Ubernachtkultur aus einer
Einzelkolonie hergestellt. Durch Uberimpfen wurde eine Hauptkultur hergestellt, die
bis zu einer OD von 1,0 bis 1,5 bei 37°C inkubiert wurde. Nach Zugabe von 0,5 mM
IPTG erfolgte eine weitere Inkubation fiir vier bis sechs Stunden bei 37°C. Danach
wurden die Zellen bei 7000 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor 45-30-11) und 4°C
10 Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden bei —20°C bis zur Weiterverwendung

eingefroren.

2.7.5.2 Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins

Fiir die Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins wurde ,,Glutathione Sepharose 4B*
(Amersham Bioscience) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers nach der ,,Batch Purification“-Methode. Das gebundene Fusionsprotein
wurde durch Inkubation mit ,FactorXa“ (Amersham Bioscience) am Ende der

Reinigung abgeschnitten.

2.8 Enzymaktivitatstests

Die PCS-Aktivitdt wurde in einer 125 pl Reaktionsldsung mit folgenden Bestandteilen
gemessen: 200 mM Tris-HCI (pH 8,0), | mM DTT, 5 mM GSH und 0,5 mM CdCl,
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oder 0,2 mM ZnCl,. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pg Protein bei 35°C
gestartet. Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 12,5 ul 1 % TFA.

2.9 Thiolextraktion
2.9.1 Thiolextraktion aus Pflanzenproben

Das geerntete Pflanzenmaterial aus hydroponisch wachsenden Pflanzen wurde in
fliissigem Stickstoff eingefroren und fiir 2 Tage gefriergetrocknet. Fiir die Extraktion
wurde 20 bis 30 mg Material verwendet, welches mit 500 ul 0,1 N Salzséure und
ca. 50 mg Zirkonia/ Silica Beads (BioSpec Products, Inc) im Bead Beater (Biospec
Products) eine Minute bei maximaler Leistung homogenisiert wurde. Als interner
Standard wurde vor dem Aufschluss 5 ul 10 mM PC2-NH, (H-yGlu-Cys-yGlu-Cys-
Gly-NH2; entspricht 26,9 ng) zugesetzt. Nach zehnminiitigem zentrifugieren bei
13200 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor 45-30-11) wurde der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefal {iberfiihrt.

2.9.2 Thiolextraktion aus Hefen

Nach dem Ernten der Hefen wurde dem Pellet 10,0 pl 2 mM N-Acetyl-Cystein als
interner Standard zugesetzt. Die Proben wurden anschlieBend fiir einen Tag
gefriergetrocknet. Durch  Zugabe von 100 pl/mg Pellet 0,l-prozentiger
Trifluoressigsdure wurden die Zellen durch mehrmaliges Vortexen aufgeschlossen. Das
Homogenat wurde bei 13200 rpm (Eppendorf 5804 R, Rotor 45-30-11) zentrifugiert und

der Uberstand fiir die Derivatisierung verwendet.

2.10 Derivatisierung mit mBrB
2.10.1 Derivatisierung von Pflanzenproben

Fir die Derivatisierung wurden zundchst 50 pl des Extraktes mit 18 pl
Derivatisierungspuffer (200 mM EPPS pH 9,2, 6,3 mM DTPA) versetzt und mit 6 pl
20 mM TCEP fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur reduziert. Die Derivatisierung
startete durch Zugabe von 72 ul Derivatisierungspuffer und 10 pl einer 50 mM mBrB-
Losung bei 45°C im Dunkeln. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion mit 60 pl einer
IM Methansulfonsédure abgestoppt. Durch eine Filtrierung mit einem 0,45 uM PTFE-
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Filter wurde die Losung von Fillungsprodukten gereinigt. Das Endvolumen der
derivatisierten Proben betrug 216 pl. Die Endkonzentration des internen Standards

(PC2-NH,) war 23,1 uM.

2.10.2 Derivatisierung von Hefeproben

Die aus der Extraktion erhaltene Probe wurde ohne Reduktion der Thiole direkt mit
mBrB derivatisiert. Dazu wurden die 50 upl von der Extraktion in 90 pul
Derivatisierungspuffer (200 mM EPPS pH 9,2, 6,3 mM DTPA) und 2,0 ul 20 mM
mBrB bei 45°C fiir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 60 pl
einer 1| M Methansulfonséure abgestoppt. Die Proben wurden dann bei 13200 rpm
(Eppendorf 5804 R, F45-30-11) zentrifugiert.

2.11 LC/MS-Analyse

Die Analyse der derivatisierten Pflanzenextrakte wurde mit der Methode der CapLC-
ESI-QTOF-Massenspektrometrie (positiver lonenmodus), aufgenommen am ,,API
QSTAR Pulsar Hybrid Quadrupole TOF Instrument (Applied Biosystems, Foster
City, USA), durchgefiihrt. Die Ionen-spray-Spannung war +5.5 kV, der detektierte
Massenbereich 910-930 Da, Scanrate: 0.5 s'l, Declustering-Potential 1 50 V. Es
wurden 2 pl Extrakt auf eine Phenomenex Luna C8 Siule (PartikelgroBe 3 pm,
PorengroBe 100 A, Liange 150 mm, Durchmesser 3 mm) injiziert. Die Auftrennung
wurde mit folgendem Gradientenprogramm durchgefiihrt: Losungsmittel A = H,O /
0.1 % HCO;H, Losungsmittel B = CH3;CN / 0.1 % HCO,H; 0-5 min 95 % A, 5 % B;
fiinf bis 40 Minuten linear von 5 % B zu 22 % B; 40 bis 50 Minuten 95 % B; 50 bis 60
Minuten 5 % B. Die Flussrate betrug 5,5 pl/min. Die Messung jeder Probe erfolgte
zweimal. Fiir die Kalibrationssgerade wurden Proben mit konstanter Menge an
internen PC2-NH,-Standard (25 pM) und verschiedenen Konzentrationen an PC2-OH
(H-yGlu-Cys-yGlu-Cys-Gly-OH; 1 uM bis 75 puM) hergestellt und nach der
Derivatisierung mit mBrB (siehe 2.9.1.2) analysiert. Die Kalibrationssgerade wurde
durch eine lineare Regression iiber das Konzentrationsverhéltnis [PC2-OH]/[PC2-
NH;] und das Flachenverhiltnis der chromatographischen Signale (PC2-OH)/(PC2-
NH;) bestimmt. Der lineare Bereich fiir die Messung der PC2-OH-Konzentration war
bis 75 uM gewihrleistet. Das Detektionslimit entsprach 1 uM PC2-OH, die geringste
Konzentration der Kalibrationssgerade. Die Injektion von 2 pl einer 1 pM PC2-OH-
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Losung mit 25 uM PC2-NH; ergab ein Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N) von 3 und
entspricht einer absoluten Menge von 2 pmol PC2-OH. Entsprechend dem Protokoll
der Extraktion wurde eine Nachweisgrenze von 39 pg PC2-OH/g TG errechnet
(Nachweisgrenze = (1 * 10° mol * "' PC2 * 216 * 101 * 539,6 g/mol) / 0,003 g). Die
Standards PC2-NH2 und PC2-OH wurden am ,,Abimed Economy Peptide Synthesizer
EPS 211* (Langenfeld) synthetisiert.

2.12 HPLC-Analysen

Der Nachweis von Thiolen aus Extrakten erfolgte durch eine RP-HPLC-Analyse in
einem Zweipumpensystem (HPLC Pumpe 422, Goebel, Ludwigshafen). Fiir die
Trennung wurde eine C18-Sdule ,Nucleosil 100-5“ (Macherey-Nagel, Diiren)
verwendet. Die Auftrennung erfolgte in einem Methanol-Wasser-Laufmittelsystem:
Losung A = 10 % Methanol, 90 % Wasser, 0,25 % Essigsdure, Losung B = 90 %
Methanol, 10 % Wasser, 0,25 % Essigsdure. Folgende Gradientensysteme wurden
verwendet: a) fiir Enzymaktivitétstests: Null bis fiinf Minuten 100 % A, fiinf bis 33
Minuten 32 % B, 32 bis 40 Minuten 100 % B, 40 bis 45 Minuten 100 % B, 45 bis 50
Minuten 100 % A, 50 bis 55 Minuten 100 % A b) fiir den Nachweis von PCs in Hefen:
Null bis fiinf Minuten 100 % A, fiinf bis 29 Minuten 26 % B, 29 bis 31 Minuten 28 %
B, 31 bis 35 Minuten 33 % B, 35 bis 38 Minuten 44 % B, 38 bis 45 Minuten 100 % B,
45 bis 50 Minuten 100 % B, 50 bis 60 Minuten 100 % A. Die Flussrate war 1,0
ml/min. Die Detektion der derivatisierten Thiole erfolgte durch Messung der
Fluoreszenz durch eine Anregungswellenlinge von 380 nm bei 480 nm an einem
Fluoreszenzdetektor (FP-920, Jasco, Gro-Umstadt). Fiir die Identifizierung der Peaks
wurden Standards verwendet, die am ,,Abimed Economy Peptide Synthesizer EPS
211 (Langenfeld) synthetisiert wurden. Die Kalibrationssgeraden von PC2-NH2,
PC2-OH wund N-Acetyl-Cystein wurden durch lineare Regression aus der
Konzentration des Standards und der Flache des Signals bestimmt (Anhang B).

2.13 AAS-Analysen

Das geerntete Wurzelmaterial der hydroponischen Pflanzen wurde mit Tridest-Wasser
und 10 mM CaCl, mehrmals gewaschen. Das Pflanzenmaterial (Wurzeln und Bliter)
wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und fiir zwei Tage gefriergetrocknet

(Lyovac GT2, Steris, Hurth). Der Aufschluss von gefriergetrocknetem
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Pflanzenmaterial erfolgte in einem Mikrowellensystem (microPREPA/Terminal 320,
MLS GmbH Mikrowellen Laborsysteme, Leutkirch im Allgéu). Es wurde 30 mg
Material mit 1 ml Tridest-Wasser und 4 ml 65-prozentiger Salpetersiure (Suprapure®,
Merck) aufgeschlossen. Die Analyse der Metallkonzentration erfolgte mit dem Perkin
Elmer ,,AAnalyst 800“ (Wellesley, USA). Unter Verwendung von Standards wurden
Kalibrationssgeraden von verschiedenen Metallkonzentrationen und der erhaltenen
Signalfldche bestimmt. Die Kalibration erfolgte liber ein Standardprotokoll, welches

vor jeder Messung neu durchgefiihrt wurde.

2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit der Software ,R*

(Version 2.2.0, http://www.r-project.org).
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3 Ergebnisse
3.1 Die Beteiligung der PCS an der Homd@ostase essenzieller Metalle

Untersuchungen von verschiedenen Organismen bestétigten, dass die PC-Synthese
essenziell ist fiir die Detoxifizierung von Cd- und As-lonen (Clemens et al., 1999; Ha et
al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999). So wurden PC-Metall-Komplexe fiir diese Metalle
in vivo nachgewiesen (Maitani et al., 1996). Es konnte bewiesen werden, dass die PCS
eine Funktion in der Detoxifizierung von nicht-essenziellen Metallen besitzen.
Weiterhin wurden auch PC-Cu-Komplexe nachgewiesen. Andere Metalle bildeten aber
keine Komplexe mit PC (Maitani et al., 1996). Ebenso nicht erkldrt wie die PC-Cu-
Komplexe war eine PC-Bildung in Zellkulturen, die in Abwesenheit von erhdhten
Schwermetallen nur durch Cu®" und Zn*" aktiviert wurde (Steffens et al., 1986; Grill,
1987; Grill et al., 1988). Eine Beteiligung der PCS an der Metallhomdostase essenzieller
Metalle konnte aber nicht bewiesen werden. Ergebnisse von Howden et al. (1995a)
zeigten spiter, dass die PC-Defizienz der Arabidopsis cadl-3-Mutante keinen Einfluss
auf die Zn’'-Sensitivitit bei erhdhten Zn’'-Konzentrationen besitzt. Daher wurde
vermutet, dass die PC keine Funktion bei der Detoxifizierung essenzieller Metalle
haben.

Unabhéngig von bisherigen Erkenntnissen deuteten Untersuchungen in S. cerevisiae und
S. pombe aber auf eine mogliche Beteiligung der PCS an der Sequestrierung erhdhter
Zn**-Konzentrationen (Tennstedt et al., 2006). Die S. pombe Apcs-Mutante ist PC-
defizient und Cd**-hypersensitiv. Unter erhShten Zn®'-Konzentrationen konnte keine
verringerte Toleranz beobachtet werden, obwohl die Zn*"-Konzentration in WT-Zellen
die PC-Synthese aktiviert (Clemens et al., 1999). Wenn das PCS-Gen in der
S. pombe zhf-Mutante, welche Zn*"-sensitiver als WT-Zellen ist (Clemens ef al., 2002a),
inaktiviert wird, konnte ein signifikanter Verlust in der Zn**-Toleranz im Vergleich zu
zhf-Zellen beobachtet werden. Dieser Phianotyp war verbunden mit dem Verlust der PC-
Synthese. In Anwesenheit von 50 uM Zn** war das Wachstum von zhf-Zellen
unbeeinflusst, wihrend das Wachstum von zAf pcs-Zellen zu ca. 50 % reduziert war.
Weiterhin bewirkte die Expression von TaPCS in der Zn*'-sensitiven S. cerevisiae
zrel cotl-Mutante (MacDiarmid et al., 2000) eine erhhte Zn**-Toleranz (Tennstedt et
al., 2006). Aufgrund dieser Beobachtungen in Hefen, die auf eine Beteiligung der PCS
an der Sequestrierung erhohter Zn®'-Konzentrationen hindeuten, sollte die bekannte

cadl-3-Mutante in ihrer Zn>'-Sensitivitit erneut untersucht werden.

50



3.1.1 Zn?**-Sensitivitat der PC-defizienten cad1-3-Mutante

Fiir die Untersuchung der Zn**-Sensitivitit wurde ein Medium (1/10 Hoagland) mit
geringem Kationengehalt verwendet, welcher in vielen anderen Pflanzenmedien (z. B.
MS-Medium) meist sehr hoch ist. Zusétzlich wurde ein Agar mit geringer
Kationenaustauschkapazitit verwendet. Die Zn*'-Toleranz konnte daher mit sehr
niedrigen Zn**-Konzentrationen untersucht werden, weil sowohl der Einfluss anderer
Kationen als auch die Zn*"-Bindungskapazitit des Agar gering waren. Samen von
Arabidopsis thaliana keimten dazu auf vertikalen Agarplatten mit modifiziertem 1/10
Hoagland-Medium. Unter diesen experimentellen Bedingungen konnte eine erhohte
Zn*"-Sensitivtit der cadl-3-Mutante beobachtet werden (Abb. 7). Die erhdhte Zn?'-
Sensitivitdt war vergleichbar mit dem bekannten Cd**-Phinotyp der Mutante. Dies
konnte sowohl in der Wurzelldnge, als auch im Keimlingsgewicht gezeigt werden. In
10 unabhédngigen Experimenten wurden mehr als 200 Pflanzen auf Kontrollmedium
und auf Medium mit 2 uM Cd*" oder 50 uM Zn**analysiert. Fiir Cd*" und Zn*" wurden
Konzentrationen gewihlt, die nahe dem ICso-Wert fiir WT Col-0 lagen. Die gemessene
durchschnittliche Wurzellingen-Inhibierung fiir WT Col-0 war 57,6 % fiir 2 pM Cd*"
und 43,2 % fiir 50 pM Zn*". Die dazugehérige Inhibierung des Keimlingsgewichtes
betrug 59,5 % bzw. 42,4%. Fiir die cadl-3-Mutante wurde eine Wurzellingen-
Inhibierung von 87,0 % fiir 2 uM Cd*" und 66,2 % fiir 50 pM Zn*" gemessen. Die
dazugehorige Inhibierung des Keimlingsgewichtes war 91,0 % bzw. 77,0 %. Unter
Kontrollbedingungen konnte kein Unterschied im Wachstum der cadl-3-Mutante zu
WT Col-0 festgestellt werden. Die Cu®'-Sensitivitit war nicht signifikant verschieden
zwischen WT Col-0- und cadl-3-Keimlingen, wie bereits durch Ha et al. (1999)
gezeigt. Fiir eine unabhingige Bestitigung dieses Zn®"-Phinotyps der cadl-3-Mutante

wurde eine neue Arabidopsis cadl-Mutante isoliert.
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Abb. 7 Metallsensitivitit von Arabidopsis-Keimlingen. Samen von Arabidopsis keimten auf vertikalen
Agar-Platten mit 1/10 Hoagland-Medium ohne Zugabe von Schwermetallen, mit 2 pM Cd*" oder 50 pM
Zn*" fiir 12 Tage (A - C). WT Col-0 (links), cadI-6 (Mitte), cadl-3 (rechts). Die Wurzellinge und das
Keimlingsgewicht wurden bestimmt (D, E). Arabidopsis WT Col-0 (schwarze Balken), cadl-6
(hellgraue Balken) und cadi-3 (dunkelgraue Balken). Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
(Stabwn.) dar. ,,Sternchen® zeigen die Signifikanz der ANOVA aus dem Vergleich WT Col-0 mit cadl-
Mutanten. (Anzahl der unabhingigen Experimente n = 10). Signifikanzlevel der ANOVA: nicht
signifikant ,,.“ > 0,05; ,,** < 0,05; ,,*** < 0,01; ,,***“ < 0,001.
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3.1.2 Isolierung und Charakterisierung der cadI-6-Mutante

Fiir eine unabhidngige Bestitigung des cadl-3-Phénotyps wurde eine T-DNA-
Insertionslinie fiir A¢tPCSI von der Garlic- (SAIL) Kollektion (Sessions et al., 2002)
angefordert und eine homozygote Pflanze fiir diese Insertion isoliert (Tennstedt et al.,
2006; Abb. 8). Die Insertion zerstdrt Exon 8 von AtPCSI. Das Allel wurde als cadl-6
bezeichnet, weil 5 Allele des cadl-Gens bereits beschrieben wurden (Howden et al.,
1995). Der Effekt der Insertion wurde zundchst in einer Mutantenversion von AtPCS1

in Hefe untersucht.

T-DNA
Ih Ib
A » SRS
& W o
710 bpe=
250 b= -

Abb. 8 Isolierung von cadl-6, einer homozygoten T-DNA-Insertionslinie. Das WT A¢tPCSI-Fragment
von 710 Basenpaar (Bp) ist nicht in cadl-6 nachweisbar. Stattdessen wurde mit einem Gen-spezifischen
Primer und einem T-DNA-spezifischen Primer ein 250 Bp grofles Fragment amplifiziert. Sequenzierung
bestitigte die T-DNA Insertion in Exon 8 nach Bp 1229 der codierenden Sequenz (Tennstedt e al.,
2006).

3.1.3 AtPCS1A409, eine mutierte AtPCS1-Version von cadl-6

Das AtPCSI-Gen wurde nach Aminosdure 409 verkiirzt und als AtPCSIA409
bezeichnet. Die Verkiirzung nach Aminosdure 409 soll dem verkiirzten Protein
entsprechen, das nach Expression des cadl-Gens mit der T-DNA-Insertion in der
Arabidopsis cadl-6-Mutante entsteht. Die T-DNA-Insertion ist in Exon 8 nach dem
Basenpaar 1229. Diese verkiirzte Version von AtPCSI/ wurde in der S. pombe Apcs-
Mutante (Clemens et al., 1999) exprimiert (Tennstedt et al., 2006). In Analysen zum
Wachstum der Mutante wurde der Einfluss von Cd*" untersucht. Die Ergebnisse
deuteten eine Restaktivitit von AtPCSIA409 an (Abb. 9). Bei Konzentrationen von
1 uM und 2 pM Cd** in Fliissigkulturen wurde das Wachstum von Apcs-Hefezellen,
die leeren Vektor (Apcs) tragen, zu 35,3 % bzw. zu 87,8 % inhibiert (Abb. 9A). In
Apcs-Hefezellen, die AtPCSIA409 (Apcs:AtPCSIA409) exprimieren, wurde das
Wachstum zu 10,2 % bzw. 74,1 % inhibiert. Das Wachstum von Apcs-Hefezellen, die
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AtPCS1 (Apcs:AtPCSI) exprimieren, wurde nicht beeinflusst. Unterschiede im
Wachstum von Apcs:AtPCS1A409 zu Apcs-Zellen wurde auch durch den Vergleich des
Wachstums auf Agarplatten mit 30 pM Cd*" im Medium festgestellt (Abb. 9B). Diese
mogliche Restaktivitdt von AtPCS1A409 wurde durch eine geringere PC-Bildung in
Apcs:AtPCS1A409-Hefezellen nachgewiesen (Abb. 10). S. pombe-Hefezellen wuchsen
ohne Schwermetallzugabe bzw. mit 150 pM Cd*" im Medium fir 22 Stunden.
Entsprechend der erhdhten OD (0,6) fiir die Cd**-Behandlung der Hefen musste dem
Medium mehr Cd zugegeben werden als den Fliissigkulturen (OD 0,05) zur
Untersuchung des Wachstums. Die Thiole der Hefe-Extrakte wurden mit mBrB
derivatisiert und iiber eine RP-HPLC analysiert. Die Quantifizierung von PC2 und PC3
erfolgte iiber Standards (Abb. 30 im Anhang B). Als interner Standard wurde N-Acetyl-
Cystein eingesetzt (siehe 2.9.2). Die Untersuchungen zeigten eine starke Reduktion von
76,2 % im PC3-Gehalt der Apcs:AtPCSIA409-Hefezellen im Vergleich zu
Apcs:AtPCS1-Hefezellen unter diesen experimentellen Bedingungen. In Apcs-

Hefezellen konnte nach Cd**-Behandlung keine PC-Bildung nachgewiesen werden.
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Abb. 9 Cd**-Sensitivitit von S. pombe Apcs-Zellen mit AtPCSIA409. Wachstum von Apcs:AtPCSI
(weille Kreise), Apcs:AtPCSIA409 (dunkelgraue Kreise) und APCS mit leerem Vektor (schwarze
Dreiecke) bei verschiedenen Cd*'-Konzentrationen in Fliissigmedium (A; n = 4) und auf Agarplatten
ohne bzw. mit 30 pM Cd*" (B). Links dargestellt ist die optische Dichte bei 600 nm (ODgqy) der
verschiedenen Zellverdiinnungen, die fiir die Animpfung verwendet wurde (n = 3). Fehlerbalken stellen
die Stabwn. dar. Signifikanzlevel der ANOVA aus dem Vergleich Apcs:AtPCSIA409 mit Apcs (Abb.
9A): nicht signifikant ,,.“ > 0,05; ,,** < 0,05; ,,¥*“ < 0,01; ,,****“ < 0,001.
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Abb. 10 Nachweis der PC-Bildung in vivo nach Cd*'-Stress in Apcs-Hefen. A: Quantifizierung des PC-
Gehalts von Apcs:AtPCS1 (weile Balken), APCS:AtPCSIA409 (dunkelgraue Balken) und der Apcs-

Mutante (nicht sichtbar). Die Thiole der Hefeextrakte wurden mit mBrB derivatisiert, iber eine RP-

HPLC aufgetrennt und bei 480 nm detektiert. Fehlerbalken stellen die Stabwn dar. Signifikanzlevel der
ANOVA aus dem Vergleich Apcs-AtPCSIA409 mit Apcs:AtPCSI: nicht signifikant ,,.“ > 0,05; ,,*
<0,05; ,,**“ <0,01; ,,*** <0,001. (n =4). Thiolchromatogramme der Extrakte von Apcs:AtPCSI- (B +
C) und Apcs:AtPCSIA409-Hefen (D + E), die ohne Schwermetallzugabe bzw. mit 150 uM Cd*" im

Medium wuchsen.
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3.1.4 Metallsensitivitat von cadl-6

Nach der Isolation einer homozygoten cadl-6-Mutante und der Charakterisierung der
AtPCSIA409-Hefemutante die der T-DNA-Insertion von cadl-6 entspricht, wurde die
Metallsensitivitit von cadl-6-Keimlingen getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Zn*"-Hypersensitivitit nicht von der cadl-3-Mutante zu unterscheiden war. Die Cd**-
Hypersensitivitit von cadl-6 war aber etwas weniger stark ausgeprigt (Abb. 7). Die
durchschnittliche Inhibierung der Wurzelldnge betrug 75,4 % bei 2 uM Cd*" und
62,9 % bei 50 uM Zn>". Die Inhibierung des Keimlingsgewichtes lag bei 83,9 % und
77,0 %. Wie bei der cadl-3-Mutante konnte keine erhohte Cu’"-Sensitivitit von
cadl-6-Keimlingen beobachtet werden. Die cadl-6-Mutante bestitigte den Zn®'-
Phinotyp der cadl-3-Mutante. Dies steht im Widerspruch zu den experimentellen
Daten von Howden et al. (1995a) in denen kein signifikanter Unterschied in der Zn”"-

Toleranz der cadl-3-Mutante zu WT Col-0-Pflanzen festgestellt wurde.

3.1.5 Metallsensitivitat der cadl-Mutanten auf MS-Medium

Die Experimente wurden deshalb unter dhnlichen experimentellen Bedingungen von
Howden et al. (1995a) wiederholt. Dem 2 MS-Medium wurde aufgrund sehr viel
héherer Kationenkonzentrationen (z. B. Ca®’, Fe’") eine ca. 3fach hohere Zn'-
Konzentration zugesetzt, um die gleichen Effekte in der Wurzelinhibierung des 1/10
Hoagland-Mediums zu erreichen. In den Analysen zeigte sich ein weniger deutlicher,
aber dennoch signifikanter Unterschied in der Sensitivitit der cad/-Mutanten zu WT
Col-0 (Abb. 11). Die Reduktion des Wachstums von cadl-3 in der Wurzelldnge betrug
21,5 % bei 170 pM Zn*>". Die Reduktion des Keimlingsgewichtes war 40,6 %. Fiir die
cadl-6-Mutante wurde eine &hnliche Inhibierung des Wachstums beobachtet. Die
Reduktion des Wachstums in der Wurzellinge betrug 31,0 % und des
Keimlingsgewichtes 46,6 %.

Diese erhohte Metallsensitivitdt der cadl-Mutanten ldsst vermuten, dass die PCS an der
Detoxifizierung erhohter Zn*’-Konzentrationen beteiligt sind. Daher musste
nachgewiesen werden, dass die PC-Bildung in WT Col-0-Pflanzen nach Zn®*'-
Behandlung aktiviert wird. Fiir die cadl-6-Mutante musste weiterhin bestétigt werden,

dass sie PC-defizient ist.
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Abb. 11 Erhohte Zn*'-Sensitivitit der cadl-Mutanten auf MS-Medium. Pflanzen von WT Col-0
(schwarze Balken), cadl-6 (hellgraue Balken) und cadl-3 (dunkelgraue Balken) keimten auf 2 MS-
Medium ohne Zugabe von Zn*>" (A) bzw. mit 170 pM Zn*" (B) auf vertikalen Agarplatten. Nach zwolf
Tagen wurden die Wurzellinge (C) und das Keimlingsgewicht (D) bestimmt. Fehlerbalken stellen die
Stabwn. dar. Signifikanzlevel der ANOVA aus dem Vergleich der cadl-Mutanten mit WT Col-0: nicht
signifikant ,,.“ > 0,05; ,,** < 0,05; ,,***“ < 0,01; ,,*** < 0,001. (n =4).

3.1.6 Quantifizierung der PC-Bildung in vive

Die Analyse der PC-Bildung erfolgte in bisherigen Untersuchungen vor allem in
metallbehandelten pflanzlichen Zellkulturen. Die Quantifizierung von PC in Pflanzen
wurde nur in wenigen Berichten gezeigt. Verwendet wurde dazu vorwiegend Cd*", als
der starkste Aktivator der PC-Synthese. Der Grund dafiir ist eine deutlich geringere PC-
Akkumulation in pflanzlichen Geweben als in Zellkulturen. Um eine Quantifizierung
der PC-Bildung auch unter sehr geringen Konzentrationen zu gewihrleisten wurde ein
neuer PC2-Assay etabliert. Dazu wurden Extrakte eines PC2-OH Standards iiber eine
Kapillar-Fliissigchromatographie (CapLC) aufgetrennt und durch Kopplung mit einer
Elektrospray-lonisation ,,Quadrupol-Time Of Flight“-Massenspektrometrie (ESI-
QTOF-MS) detektiert. Als interner Standard wurde ein synthetisiertes PC2-NH2-
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Derivat verwendet. Fiir eine verbesserte Detektion und einer chromatographischen
Separierbarkeit wurden die Standardproben vor der chromatographischen Auftrennung
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Monobrombiman, mBrB) markiert. Die beiden
derivatisierten Verbindungen hatten eine theoretische Masse von 920,2913 Da (PC2-
OH-Biman;) und 919,3073 Da (PC2-NH,-Biman;) und wurden bis zur Basislinie
aufgetrennt mit Retensionzeiten von 38,1 min (PC2-NH,-Biman,) und 40,5 min (PC2-
OH-Biman;) (Abb. 12A). Der Massenunterschied zwischen dem nachzuweisenden
PC2-OH und dem internen Standard PC2-NH; ist ca. 1 Da. Aufgrund ihrer exakten
Masse und der beobachteten Fragmentierungsprodukte im  ESI(+)-CID-
Massenspektrum (,,Electrospray lonisation-Collision Induced Dissociation*) konnten
die PC2-Biman;-Derivate von PC2-NH,; und PC2-OH identifiziert werden (Abb.
12B+C). Die analysierten y- und b-Fragmente entstanden durch die Spaltung der
Peptidbindungen der derivatisierten Verbindungen. Die y-Fragmente (y4s = CEC-G, y; =
EC-G, y, = C-G) unterscheiden sich, aufgrund der NH2- bzw. OH-Gruppe des
C-terminalen Glycins von PC2-NH2 und PC2-OH, um 1 Da. Die b-Fragmente (bs =
EC-EC, b; = EC-E, b, = EC) zeigten aufgrund der Abspaltung des C-Terminus gleiche
Masse-Ladungs-Verhéltnisse. Fiir die Quantifizierung der PC2-Bildung in planta
wurde eine Kalibrationssgerade fiir den PC2-OH-Standard erstellt (Abb. 12D). Die
Kalibrationssgerade =~ wurde  durch eine lineare = Regression iiber das
Konzentrationsverhiltnis [PC2-OH]/[PC2-NH,;] und das Fldchenverhdltnis der
chromatographischen Signale (PC2-OH)/(PC2-NH;) bestimmt. Die Konzentration von
PC2-NH,, welches als interner Standard verwendet wurde, war 25 uM. Die Analyse
war im Bereich zwischen 1 uM und 75 pM linear. Das Detektionslimit (Verhiltnis
Signal zu Hintergrundrauschen) konnte fiir ein S/N = 3 auf 39 pg PC2-OH/g TG
festgelegt werden (siehe 2.9.1.3).
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Abb. 12 Quantifizierung des verwendeten PC2-OH-Standards durch Cap-LC-ESI-QTOF-MS. PC2-NH2
wurde als interner Standard verwendet. A. Die PC2-Biman-Derivate PC2-NH, (919,3073 Da) und PC2-
OH (920,2913 Da) wurden bis zur Basislinie aufgetrennt. Dargestellt ist hier das rekonstruierte
Ionenchromatogramm (RIC). B. ESI(+)-CID-Spektrum fiir PC2-NH,-Biman, (YEC-(Biman)-yEC-
(Biman)-G-NH,). C. ESI(+)-CID-Spektrum fiir PC2-OH-Biman, (yEC-Biman-yEC-Biman-G-OH). D.
Kalibationssgerade des PC2-OH Standards. Bestimmung der Kalibrationssgerade durch eine lineare
Regression iiber das Konzentrationsverhiltnis [PC2-OH]/[PC2-NH,] und dem Flichenverhiltnis der
Signale (PC2-OH)/(PC2-NH,).

Auf der Basis dieses PC2-Assays wurde die PC2-Bildung von WT Col-0 und den cad!-
Mutanten in hydroponischen Kulturen 5 Tage nach der Behandlung mit 0,5 uM Cd**
bzw. 20 uM Zn*" verglichen (Abb. 13). Es wurden Konzentrationen fiir Cd*" und Zn**
gewahlt, die dieselben Effektkonzentrationen besitzen, wie sie fiir das
Keimlingswachstum auf Agarplatten verwendet wurden. Die Konzentrationen sind
entsprechend niedriger, aufgrund fehlender Kationenbindung, die durch den Agar
verursacht wurde. In den Kontrollpflanzen wurden geringe Mengen PC2 nachgewiesen.
Die gemessenen PC2-Mengen waren 10-fach héher in den Wurzeln (396,2 ug/g TG)
und 5-fach héher in den Blittern (156,2 pg/g TG) als das Detektionslimit. Durch Cd*'-
Behandlung wurde die PC2-Bildung in Wurzeln und Bléittern von WT Col-0 stark
aktiviert. In den Wurzeln wurden PC2-Mengen von 6720,7 ng/g TG gemessen, die
etwa 17-fach hoher waren als in den Kontrollpflanzen. In den Blittern wurde ein
dhnlicher Anstieg von etwa 19-fach nachgewiesen. Die PC2-Menge betrug 2930,8 ng/g
TG. Zn*"-Behandlung fiihrte ebenso wie Cd**-Behandlung zu einer starken Erhdhung
der PC2-Menge (6-fach) in den Wurzeln von WT Col-0-Pflanzen. Die PC2-Menge war
etwa 34 % (2314,4 ug/g TG) der Menge, welche in den Wurzeln Cd*-behandelter
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Pflanzen nachgewiesen wurde. In den Blittern war der Unterschied &hnlich. Es wurden
PC2-Mengen gemessen, die etwa 28 % (829,0 pg/g TG) der von Cd*"-behandelten WT
Col-0-Pflanzen war. Der Anstieg im PC2-Gehalt der Blitter war im Vergleich zu
unbehandelten Pflanzen 5-fach hoher. Fir die cadl-3-Mutante wurde unter
Kontrollbedingungen keine PC2-Bildung nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnte fiir
die cadl-6-Mutante in Wurzeln und Blittern PC2-Mengen nachgewiesen werden,
dhnlich wie in WT Col-0-Pflanzen. Die PC2-Menge betrug in den Wurzeln
340,8 pg/g TG und in den Bléttern 156,9 pg/g TG. In der cadl-3-Mutante konnte in
Wurzeln und Blittern Cd**-behandelter Pflanzen geringe Mengen PC2 nachgewiesen
werden, die etwa 5 % der Menge in WT entsprachen. Ebenso wurde in Wurzeln von
Zn*"-behandelten cadl-3-Pflanzen PC2 nachgewiesen, was etwa 8 % der Menge in WT
entsprach. In den Wurzeln Cd**-behandelter cadl-6-Pflanzen konnte eine erhShte PC2-
Bildung beobachtet werden. Es wurden PC2-Mengen von 1751,9 pg/g TG gemessen.
Dies entsprach etwa 26 % der PC2-Menge in den Wurzeln von WT Col-0 Pflanzen. In
den Blittern Cd**-behandelter cadl-6-Pflanzen wurden PC2-Mengen von
278,9 ng/g TG gemessen, die etwa 8 % der WT-Menge entsprach. In Zn*"-behandelten
cadl-6 Pflanzen wurden in den Wurzeln etwa 9 % (209,0 ng/g TG) und in den Blittern
etwa 8 % (65,6 ng/g TG) der PC2-Menge von WT Col-0 gemessen.

Durch die Analyse der PC2-Bildung in planta wurde nachgewiesen, dass Cd*" und Zn**
die PC-Bildung in Arabidopsis induzieren konnen. Fiir die cadl-3-Mutante konnte
nachgewiesen werden, dass sie nach Schwermetallbehandlung sehr geringe PC2-
Mengen bildet. Der Einfluss der PC-Defizienz auf die Metallaufnahme sollte nun in

weiteren Experimenten untersucht werden.
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Abb. 13 PC2-Indukion nach Cd*'- und Zn**-Behandlung in WT Col-0 und cad-Mutanten. Die Analyse
der PC2-Menge erfolgte in hydroponisch wachsenden Pflanzen fiinf Tage nach Behandlung mit 0,5 uM
Cd*" oder 20 pM Zn*". WT Col-0 (schwarze Balken), cadl-6 (hellgraue Balken), und cadI-3
(dunkelgraue Balken). Die gewonnenen pflanzlichen Extrakte wurden mit mBrB derivatisiert und mittels
CapLC-ESI-QTOF-MS analysiert. Fehlerbalken stellen die Stabwn. dar (n = 3). Signifikanzlevel der
ANOVA aus dem Vergleich WT Col-0 mit den cadl-Mutanten: nicht signifikant ,,.“ > 0,05; ,,*“ < 0,05;
L ¥¥C<0,01;,,***< <0,001.

3.1.7 Analyse der Metallaufnahme in den cad1-Mutanten

Die Metallaufnahme wird unter anderem durch die Konzentration intrazellularer
hochaffiner Bindungsstellen bestimmt (Frausto da Silva und Williams, 2001). Die stark
verringerte PC2-Bildung in den cadl-Mutanten ist moglicherweise mit einer
verdanderten Metallaufnahme und Translokation verbunden. Aufgrund der PC-Defizienz
sollte die Metallaufnahme und die Verteilung fiir Cd*" und Zn*" untersucht werden. WT
Col-0-Pflanzen und die cadl-Mutanten wurden in hydroponischen Kulturen nach fiinf
Wochen durch Zugabe von 0,5 pM Cd** oder 20 uM Zn*" fiir fiinf Tage behandelt. Die
Metallkonzentration =~ wurde in  Wurzeln und  Bléittern  durch  die
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) bestimmit.

Die Metallaufnahme in den Wurzeln zeigte, dass beide cadl-Mutanten signifikant
weniger Cd*" und Zn®* aufnahmen als WT Col-0 (Abb. 14). WT-Pflanzen
akkumulierten in den Wurzeln 367,01 pg Cd*/g TG nach Cd*"-Behandlung und
35879 pg Zn*'/g TG nach Zn*"-Behandlung. In den Wurzeln der cadl-Mutanten
wurden dagegen Cd*'-Konzentrationen gemessen, die etwa 52 bis 58 % der WT-
Konzentration entsprachen. Die Cd**-Menge betrug 212,3 ug Cd*'/g TG in der cadl-3-
Mutante und 194,0 pg Cd**/g TG in der cadI-6-Mutante. In den cadl-Mutanten wurde
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auch nach Zn>*-Behandlung eine reduzierte Aufnahme von ungefihr 50 % festgestellt.
Es wurde eine Zn®"-Konzentration von 1751,5 pg Zn*/g TG in cadl-3,
2047,1 ug Zn**/g TG in cadl-6 gemessen. Der Unterschied in den Blittern der cad!-
Mutanten zu WT Col-0 nach Cd**-Behandlung war sehr gering und wurde als nicht
signifikant bewertet (ANOVA). Es wurden Konzentrationen von 176,4 ug Cd*"/g TG
(WT Col-0), 159,0 pg Cd**/g TG (cadI-3) und 138,0 ng Cd*'/g TG (cadl-6) gemessen.
Nach Zn*"-Behandlung wurde ebenfalls ein sehr geringer Unterschied festgestellt, der
auch durch eine statistische Auswertung (ANOVA) als nicht signifikant bewertet
wurde. Die Konzentrationen betrugen 1046,7 pg Zn*/g TG (WT Col-0),
755,8 ug Zn*"/g TG (cadI-3) und 873,0 pg Zn*"/g TG (cadl-6).

A
600
- WT
500 0 cadl-6
— ] B cad]-3
o cadl
[
20400 -
)
=
= 300 4
[
=
P
Q 200 1
&
=
© 1001
0 ¥ T
Wurzel Blatt Wurzel Blatt
Kontrolle Kontrolle +Cd* + Cd*

64



HE WT Col-0
4000 + = cadl-6
G N cadl-3
[
g_‘ﬁ 3000 1 o
=h ek
b
«
= 2000 -
)
Q
:‘I
= 1000 -
N

Wurzel Blatt Wurzel Blatt
Kontrolle Kontrolle + Zn*" + Zn*

Abb. 14 Cd**- (A) und Zn**- (B) Aufnahme in WT Col-0 und den cadI-Mutanten. WT Col-0- (schwarze
Balken), cadl-6- (hellgraue Balken) und cadl-3- (dunkelgraue Balken) Pflanzen wuchsen in
hydroponischen Kulturen und wurden nach fiinf Wochen durch Zugabe von 0,5 pM Cd** bzw. 20 uM
Zn*" fiir fiinf Tage gestresst. Fehlerbalken stellen die Stabwn. dar. Signifikanzlevel der ANOVA aus dem
Vergleich WT Col-0 mit den cad/-Mutanten: nicht signifikant ,,.“ > 0,05; ,,** < 0,05; ,,***“ < 0,01; ,,****
<0,001. (n=3).

3.1.8 Weitere Untersuchungen zur Zn**-Aufnahme

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen lassen die Vermutung zu, dass die PC an
der Zn*"-Akkumulation bei extern erhdhten Zn*"-Konzentrationen beteiligt sind. Dies
fiihrte zu der Frage, ob die PC-Synthese auch fiir die Zn*"-Aufnahme bei Zn**-Mangel
bzw. unter physiologischen Zn?*-Bedingungen wichtig ist. Dazu wurde das
Keimlingswachstum auf vertikalen Agarplatten mit 1/10 Hoagland-Medium unter
Zugabe von EDTA untersucht. Zusitzlich wurden 5 Wochen alte hydroponisch
wachsende Pflanzen Zn>"-Mangel ausgesetzt. Doch in keinem dieser Experimente war
ein Phénotyp der cad/-Mutanten im Vergleich zu WT Col-0 erkennbar.

Die verringerte Zn*'-Aufnahme der cad/-Mutanten lisst die Frage aufkommen, ob
unter normalen Wachstumsbedingungen ein Zn**-Mangel vorliegt, der durch andere
Prozesse in der Metallhomdostase kompensiert wird. Durch Real-Time-PCR-Analysen
wurden die Transkriptmengen von ZIP9 (At4g33020) und NAS2 (At5g56080)
untersucht. Fiir diese Gene wurde gezeigt, dass sie bei Zn*'-Defizienz hochreguliert
werden (Wintz et al., 2003; Lopez-Millan et al., 2004). Pflanzen wurden unter
normalen Wachstumsbedingungen in hydroponischen Kulturen in 1/10 Hoagland-

Medium fiir fiinf Wochen angezogen und anschlieBend Wurzeln und Blétter getrennt
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analysiert. In der Expression dieser Gene konnte kein signifikanter Unterschied der

cadl-Mutanten zu WT-Pflanzen festgestellt werden (Tab. 8 und Tab. 9).

Tab. 8 Untersuchung der Transkriptmengen von Zip9 in Arabidopsis-Pflanzen

Name ACt 28t
WT Col-0 3,56 -

cadl-3 4,05 0,715

cadl-6 4,45 0,539

Tab. 9 Untersuchung der Transkriptmengen von NAS?2 in Arabidopsis-Pflanzen

Name ACt 28t
WT Col-0 3,39 -

cadl-3 3,08 1,24

cadl-6 3,52 0,91

3.1.9 Untersuchung der PC-Defizienz auf schwermetallbelastetem Boden

Untersuchungen zur PC-Defizienz von cadl-3 und cadl-6 beschiftigten sich weiterhin
mit dem Einfluss verschieden erhohter Schwermetallkonzentrationen in natiirlich
vorkommenden Boden. Dazu wurde schwermetallbelastete Erde aus Langelsheim
(N 51°56.569’°, E 10°20.955”) verwendet. Die Schwermetallbelastung dieser Erde ist in
Tabelle 10 zusammengefasst. Es treten hohe Konzentrationen an Cd*", Cu*" und Zn**
auf, welche 30- bis 60-fach, 7- bis 10-fach bzw. 50- bis 120-fach iiber den normalen
Konzentrationen liegen (Kabata-Pendias und Pendias, 2001; Weber ef al., 2006).

Tab. 10 pH und die Menge (ug/g TG) von extrahierbaren Zn, Cd, und Cu des analysierten Bodens aus
Langelsheim. Gezeigt sind die Mittelwerte + Stabwn. (n = 3). (modifiziert nach Weber ef al., 2006).

extrahierbare Metalle im Boden

Zn

Cd

Cu

kontaminierter Boden

4904,0 £93,24

22,1 +£3,83

115,7 £ 4,9,

6,4

66



Aufgrund dieser hohen Schwermetallkonzentrationen, die fiir Arabidopsis thaliana
bereits extrem toxisch ist, wurde die schwermetallbelastete Erde mit Sand gemischt. Die
Pflanzen keimten zunéchst auf unbelasteter Erde (Erde-Sand-Gemisch). Nach 2 Wochen
wurden sie auf das schwermetallbelastete Erde-Sand-Gemisch umgesetzt und bis zur
Bliitenbildung beobachtet.

In drei unabhingigen Experimenten konnte eine erhohte Toleranz der cadl-Mutanten
gegeniiber WT Col-Pflanzen festgestellt werden (Abb. 15). WT Pflanzen zeigten
vermehrt Chlorosen und erh6hte Antocyanbildung, verursacht durch oxidative Schiden.
Das Wachstum war aufgrund dieser Symptome im Vergleich zu den cadl-Mutanten
stark beeintrachtigt. Unter Kontrollbedingungen wurde ein normales Wachstum

beobachtet.
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Abb. 15 Erhohte Resistenz der cadl-Mutanten auf schwermetallbelasteter Erde aus Langelsheim. Einfluss
verschiedener Metalle im Boden auf das Wachstum von WT Col-0-, cadl-3- und cadl-6-Pflanzen.
Keimlinge wurden von normaler Erde auf ein schwermetallbelastetes Erde-Sand-Gemisch mit erhdhten
Zn*"-, Cd*" - und Cu*'-Konzentrationen umgesetzt. Gezeigt sind zwei Experimente, in denen das

Wachstum bis zur Bliitenbildung beobachtete wurde (A und B).
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3.2 Untersuchungen zur Funktion von AtPCS2 in Arabidopsis thaliana

AtPCS2 ist das zweite PCS-Gen in Arabidopsis. Untersuchungen in Hefen haben
gezeigt, dass AtPCS2 eine funktionale PCS kodiert (Cazalé und Clemens, 2001).
Unabhéngig von dieser Aktivitét in heterologen Systemen ist eine Funktion von AtPCS2
in Arabidopsis nicht bekannt. Das AtPCS2-Gen ist kein Produkt der letzten
Genomduplikation in Arabidopsis und die geringe Sequenziibereinstimmung der Introns
deuten auf eine lange Koexistenz beider PCS-Gene hin (Clemens, 2006a). Auch die
zweite PCS in Arabidopsis besitzt moglicherweise wichtige Funktionen, die eine
evolutiondre Konservierung erkldren konnen. Um Funktionen von 4tPCS2 aufzukléren,
wurde deshalb die bekannte cadl-3-Mutante verwendet. Es sollte gekldrt werden,
warum diese Mutante in Anwesenheit einer scheinbar funktionalen AtPCS2 diesen
Phénotyp besitzt. Weil diese Mutante nach Cd**- und Zn**-Behandlung nur sehr geringe
bis keine PC bildet (siche Kapitel 3.1) und eine erhohte Cd*"- und Zn*'-Sensitivitit
besitzt (Howden et al., 1995a; Tennstedt et al., 2006), ist die Mutante hervorragend

geeignet in einer stark erhdhten Expression Funktionen von AtPCS2 aufzukldren.

3.2.1 Isolierung transgener cadl-3-Pflanzen

Fiir diese Untersuchungen wurden transgene Pflanzen durch die Agrobacterium-
vermittelte Transformation hergestellt (Clemens, nicht verdffentlicht). Dazu wurde ein
bereits isolierter cDNA-Klon von AtPCS2 verwendet (Cazalé und Clemens, 2001). Die
stark erhohte Expression von A¢PCS?2 in der cadl-3-Mutante erfolgte unter Verwendung
des 35S-Promotor des Cauliflower-mosaic-virus. Als eine Kontrolllinie wurden
ebenfalls transgene Pflanzen hergestellt, die das A¢PCSI/-Gen unter der Kontrolle des
35S-Promotors exprimierten (Clemens, nicht verdffentlicht). Die Selektion erfolgte
aufgrund der BASTA®-Resistenz. Die Proteine wurden als Fusionsproteine mit einem
C-terminalen Hamagglutinin-Tag (HA-Tag) exprimiert. Nach Erhalt homozygoter
Linien (3. Generation) wurden die Pflanzen der transgenen Linien (cadl-3 35S::AtPCS1
und cadl-3 35S8::AtPCS2) auf erhohte AtPCS1- bzw. AtPCS2-Proteinmengen
untersucht. Durch die Detektion des HA-Tags in Western-Blot-Analysen erfolgte der
Nachweis der Proteine. Aufgrund der GrofBe des HA-Tags von 3,5 kDa wurden Signale
bei etwa 60 kDa fiir AtPCS1 und 55 kDa fiir AtPCS2 detektiert (Abb. 16). Fir WT
Col-0 und die cadl-3-Mutante wurden keine Signale detektiert. Die in S. pombe
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exprimierten PCS-Proteine von Arabidopsis wurden als Positivkontrolle verwendet. Die

Expression erfolgte ebenfalls mit einem HA-Tag.

A

\ S A
Ss & Ca &
:\c? S g’a\\\ o
60 kDa . -
B

Abb. 16 Nachweis der Expression von AtPCS/ oder AtPCS2 in transgenen cadl-3 35S::AtPCSI- (A) und
cadl-3 35S::AtPCS2-(B) Linien. Western-Blot-Analysen zeigen Signale von AtPCSI1 oder AtPCS2
verschiedener isolierter transgener Linien. Als Positivkontrolle wurden die in S. pombe exprimierten PCS-
Proteine von Arabidopsis verwendet. Aufgrund des HA-Tags sind die detektierten Signale um 3,5 kDa
grofer, als die erwarteten ProteingroBen fiir AtPCS1 (56,5 kDa) und AtCPS2 (51,7 kDa).

Fiir weitere Untersuchungen wurden vier transgene cadl-3 35S::AtPCS2-Linien und
eine transgene cadl-3 35S::AtPCSI-Linie selektiert. Da fir AtPCSI die
Komplementation des cadl-3-Phénotypes bereits gezeigt wurde (Ha et al., 1999), war
eine Linie als Kontrolle ausreichend.

In allen nachfolgend dargestellten Experimenten ist nur eine transgene cadl-3
358.:AtPCS2-Linie gezeigt. Der Phéanotyp dieser Linie war fiir alle vier isolierten Linien
charakteristisch. Pflanzen der transgenen cadl-3 35S::AtPCSI-Linie und der cadl-3
358::AtPCS2-Linie werden im folgendem als cadl-3:PCS1 bzw. cadl-3:PCS2

bezeichnet. Die transgenen Linien wurden zunédchst in ihrer Metallsensitivitit getestet.

3.2.2 Metallsensitivitat der transgenen Pflanzenlinien

Wie aus den bereits durchgefiihrten Experimenten bekannt (Abb. 7), ist die cadl-3-
Mutante Cd*"- und Zn*"-hypersensitiv auch in Anwesenheit einer scheinbar
funktionalen AtrPCS2. Aufgrund einer stark erhdhten Expression von A¢PCS?2 sollte auch

bei einer geringen Aktivitit von AtPCS2 in Arabidopsis eine erhohte Toleranz
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nachgewiesen werden. Deshalb wurde die Metallsensitivitdt der transgenen Linien fiir
Cd*" und Zn*" getestet. Samen von Arabidopsis keimten dazu auf vertikalen Agarplatten
mit modifiziertem 1/10 Hoagland-Medium. Fiir transgene cad-3:PCS2-Pflanzen wurde
im Vergleich zu WT Col-0 eine erhéhte Cd*'- und Zn*'-Sensitivitit festgestellt
(Abb. 17). Die Sensitivitit war jedoch nicht so stark ausgeprigt wie die der cadl-3-
Mutante. Dies konnte sowohl in der Wurzelldnge als auch im Keimlingsgewicht gezeigt
werden. In neun voneinander unabhidngigen Experimenten wurden mehr als 200
Keimlinge auf Kontrollmedium und auf Medium mit 2 uM Cd** oder 50 pM Zn**
getestet. Die Konzentrationen fiir Cd* und zn* lagen nahe dem ICsp-Wert fiir WT
Col-0. Die durchschnittliche Inhibierung der Wurzelldange fiir WT Col-0 betrug 40,8 %
fir 2 uM Cd*" und 40,6 % fiir 50 pM Zn*". Fiir das entsprechende Keimlingsgewicht
ergab sich eine Inhibierung von 38,1 % und 43,6 %. Transgene cadl-3:PCS2-Pflanzen
zeigten eine durchschnittliche Inhibierung des Wachstums in der Wurzelldnge von
77,3 % fiir 2 pM Cd*" und 52,7 % fiir 50 pM Zn*". Die durchschnittliche Inhibierung
des Keimlingsgewichtes betrug 76,6 % bzw. 64,5 %. Fiir die cadl-3-Mutante wurde
eine durchschnittliche Inhibierung der Wurzellinge von 87,6 % fiir 2 pM Cd*" und
63,4 % fiir 50 uM Zn>" und von 91,0 % bzw. 77,9 % im Keimlingsgewicht gemessen. In
der cadl-3:PCSI-Kontrolllinie wurde eine vollstindige Komplementation des cadl-3-

Phinotyps beobachtet (Abb. 18).
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Abb. 17 Metallsensitivitit transgener cadl-3:PCS2-Pflanzen. Samen von Arabidopsis keimten auf
vertikalen Agar-Platten mit 1/10 Hoagland-Medium ohne Schwermetallzugabe und nach Zugabe von
2 uM Cd*" oder 50 pM Zn*" (A - C). WT Col-0 (rechts), cadl-3:PCS2 (Mitte), cadl-3 (links). Die
Wurzelldnge und das Keimlingsgewicht wurden nach zwolf Tagen bestimmt (D, E). Arabidopsis WT
Col-0 (schwarze Balken), cadl-3:PCS2 (weille Balken) und cadl-3 (dunkelgraue Balken). Die
Fehlerbalken stellen die Stabwn. dar. Signifikanzlevel der ANOVA aus dem Vergleich der transgenen
cadl-3:PCS2-Pflanzen mit der cadl-3 Mutante: nicht signifikant ,,.* > 0,05; ,,** < 0,05; ,,**“ < 0,01;
, F*¥C<0,001. (n=9).
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Abb. 18 Komplementation des cad-3-Phénotyps durch Expression von AtPCSI. Samen von Arabidopsis
keimten auf vertikalen Agar-Platten mit 1/10 Hoagland-Medium ohne Schwermetallzugabe (A) und nach
Zugabe von 2 uM Cd** (B) oder 50 uM Zn** (C). WT Col-0 (rechts), cadl-3:PCSI (Mitte), cadl-3:PCS2
(links) (n = 3).

3.2.3 Nachweis der PC-Bildung in vive

Die Untersuchungen des Wachstums von Arabidopsis-Keimlingen haben gezeigt, dass
eine stark erhohte Expression von AtPCS2 den Cd*'- und Zn**-Phénotyp der cadl-3-
Mutante nur partiell komplementieren kann. Dies wurde fiir vier unabhiingige transgene
cadl-3:PCS2-Linien nachgewiesen. Fir AtPCSI konnte in einer cadl-3:PCSI-
Kontrolllinie die Komplementation der cadl-3-Mutante gezeigt werden. Eine mogliche
Ursache konnte eine Aktivitdt von AtPCS2 sein, die zu schwach ist, um die PC-Bildung
zu induzieren. Der Nachweis der PC-Bildung in vivo sollte die Aktivierung von AtPCS2
durch Cd*" und Zn*" kldren. Dazu wurden Pflanzen von Arabidopsis in hydroponischen
Kulturen angezogen. Die PC-Bildung wurde fiinf Tage nach Behandlung mit 0,5 uM
Cd*" bzw. 20 uM Zn*" verglichen (Abb. 19). Die Quantifizierung der PC-Bildung
erfolgte liber die bereits etablierte Methode der CapLC-ESI-QTOF-MS, wie sie unter
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Kapitel 3.1.6 beschrieben wurde. In den transgenen cadl-3:PCS2-Pflanzen konnten in
den Wurzeln und Blittern nach Cd**- und Zn*"-Behandlung erhhte PC2-Mengen
nachgewiesen werden. Auch unter Kontrollbedingungen wurden beachtliche Mengen
PC2 gemessen. Die PC2-Mengen in Kontrollpflanzen waren mehr als 2-fach hoher in
den Wurzeln und mehr als 5-fach hoher in den Blittern als in WT Col-0-Pflanzen. Eine
Induktion der PC2-Bildung konnte nach Cd**-Behandlung in den Wurzeln und Blittern
beobachtet werden. In den Wurzeln von cadl-3:PCS2-Pflanzen wurden PC2-Mengen
von 1666,4 png/g TG gemessen, die etwa 24,8 % der Menge von WT Col-0 entsprechen.
Die PC2-Menge in den Blittern war der von WT Col-0 vergleichbar. Es wurde ein
Gehalt von 2837,2 ng PC2 /g TG gemessen. Eine Induktion der PC2-Bildung in
cadl-3:PCS2-Pflanzen konnte auch nach Zn**-Behandlung beobachtet werden. In den
Wurzeln wurden PC2-Mengen von etwa 62,3 % der Menge in WT Col-0 gemessen. In
den Bléattern wurde eine 2-fach hohere PC2-Menge als in WT Col-0 nachgewiesen. Fiir
die transgenen cadl-3:PCSI-Pflanzen wurden dhnliche PC2-Mengen in Wurzeln und
Blittern Cd*"- und Zn*'-behandelter Pflanzen wie fiir die cadl-3:PCS2-Pflanzen
nachgewiesen. Ein geringer Unterschied wurde in den Wurzeln von Cd**-behandelten
Pflanzen festgestellt. In den Wurzeln von cadl-3:PCSI-Pflanzen wurde eine PC2-
Menge von 2597,6 pug/g TG gemessen, in cadl-3:PCS2-Pflanzen 1666,4 ug/G TG. Fiir
die cadl-3-Mutante wurden, wie bereits gezeigt (Kapitel 3.1), geringe PC2-Mengen in
Waurzeln und Blittern von Cd*‘-behandelten Pflanzen sowie in Wurzeln von Zn*'-
behandelten Pflanzen nachgewiesen. Unter Kontrollbedingungen wurde kein PC2

nachgewiesen.
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Abb. 19 PC2-Induktion in transgenen Pflanzen nach Cd*'- und Zn**-Behandlung. Dargestellt ist die
Quantifizierung der PC2-Bildung fiinf Tage nach Behandlung mit 0,5 pM Cd*" bzw. 20 uM Zn*" in WT
Col-0- (schwarze Balken), cadl-3:PCSI- (hellgraue Balken), cadl-3:PCS2- (weile Balken) und cadl-3-
Pflanzen (dunkelgraue Balken). Die Analyse erfolgte durch die Methode der CapLC-ESI-QTOF-MS.
Fehlerbalken stellen die Stabwn. dar (n =3).

3.2.4 Analyse der Metallaufnahme von cad1-3:PCS2-Pflanzen

Aufgrund der nachgewiesenen PC2-Bildung in cadl-3:PCS2-Pflanzen sind
intrazelluldire hochaffine Bindungsstellen vorhanden, die eine Metallaufnahme
unterstiitzen konnten (Frausto da Silva und Williams, 2001). Daher wurde die Cd**- und
Zn**-Aufnahme in den transgenen cadl-3:PCS2-Pflanzen untersucht. Pflanzen von
Arabidopsis wurden in hydroponischen Kulturen angezogen und die Metallmenge in
Waurzeln und Blittern fiinf Tage nach Behandlung mit 0,5 pM Cd*" oder 20 uM Zn*"
bestimmt. Die Analyse erfolgte durch die Methode der AAS. Die Metallmenge in den
Wurzeln von cadl-3:PCS2-Pflanzen zeigte eine etwa 50-prozentige Reduktion im
Vergleich zu WT Col-0. Die Reduktion in der Aufnahme von Cd*" und Zn*" war
vergleichbar mit der von cadl-3-Pflanzen (Abb. 20). In den Wurzeln von Cd**-
behandelten WT Col-0-Pflanzen wurden Cd**-Mengen von 367,1 pg/g TG gemessen,
wogegen in cadl-3:PCS2-Pflanzen 170,76 pg/g TG gemessen wurde. Die Cd*"-Menge
der cadl-3-Mutante war 212,3 pg/g TG. Nach Zn*"-Behandlung betrug die Zn**-Menge
in WT Col-0-Pflanzen 3578,0 ug/g TG und in den cadl-3:PCS2-Pflanzen 1526,8 pg/g
TG. Fiir cadl-3-Pflanzen wurde eine Zn*"-Menge von 1721,5 pg/g TG gemessen. In
cadl-3:PCS2-Pflanzen war der Unterschied in den Blittern nach Cd*'- oder Zn*'-
Behandlung im Vergleich zu WT Col-0 weniger stark ausgeprigt und wurde durch
statistische Analysen (ANOVA) als nicht signifikant bewertet. In den Blittern von Cd*'-
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behandelten Pflanzen wurden Cd**-Mengen von 176,4 pg/g TG fir WT Col-0 und
136,5 pg/g TG fiir cadl-3:PCS2-Pflanzen gemessen. Die Cd**-Menge der cadl-3-
Mutante war 159,0 pg/g TG. Nach Zn*"-Behandlung betrug die Zn**-Menge in den
Blattern von WT Col-0-Pflanzen 1046,7 pg/g TG und 734,7 pg/g TG in den Bléttern
von cadl-3:PCS2-Pflanzen. Fiir die cadl-3-Mutante wurde eine Zn®’-Menge von

755,8 ng/g TG gemessen.
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Abb. 20 Metallaufnahme transgener cadl-3:PCS2-Pflanzen nach Cd*'- (A) bzw. Zn**-Behandlung (B).
Pflanzen von WT Col-0 (schwarze Balken), cadl-3:PCSI (hellgraue Balken), cadl-3:PCS2 (weille
Balken) und cadl-3 (dunkelgraue Balken) wuchsen in hydroponischen Kulturen und wurden fiir 5 Tage
mit 0,5 pM Cd*" bzw. 20 uM Zn*" behandelt. Die Fehlerbalken stellen die Stabwn dar. Signifikanzlevel
der ANOVA aus dem Vergleich zu WT Col-0: nicht signifikant ,,.“ > 0,05; ,,** < 0,05; ,,**“ < 0,01; ,,***
<0,001. (n=3).
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3.2.5 In-vitro-Aktivierung von AtPCS2

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass AtPCS2 durch Cd*" und Zn**
in planta aktiviert wird. Eine Zn**-Aktivierung von AtPCS2 wurde in Hefen bisher nicht
nachgewiesen (Cazal¢ und Clemens, 2001). Da bekannt ist, dass AtPCS1 durch
verschiedene Metalle aktiviert wird (Vatamaniuk et al., 2000; Oven et al., 2002), sollte
die katalytische Aktivitit von AtPCS2 mit AtPCS1 verglichen werden. Die
Aufreinigung von AtPCS2 erfolgte durch eine heterologe Expression in E. coli unter
Verwendung des pGEX-Vektors (Cazalé und Clemens, nicht veroéffentlicht). Der pGEX-
Vektor wurde verwendet, um das AtPCS2-Protein mit einem GST-Tag zu fusionieren.
Das Protein wurde tiber den GST-Tag gereinigt, welcher durch ,,Factor Xa“ vom Protein
abgeschnitten wurde. Die Aufreinigung von AtPCS1 erfolgte in gleicher Weise. Die
Expression in E. coli wurde vor der rekombinanten Aufreinigung durch
Westernanalysen gepriift (Abb. 21A). Aufgrund des GST-Tags sind die Signale der
Westernanalysen um 20 kDa grofer. Nach der rekombinanten Aufreinigung konnten
beide Proteine durch elektrophoretische Auftrennung und Anfirbung mit Coomassie

Blau nachgewiesen werden (Abb. 21B).
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Abb. 21 Nachweis von AtPCS1 und AtPCS2. A: Detektion (Western) von AtPCS1-GST (76 kDa) und
AtPCS2-GST (73 kDa) aus E. coli-Extrakten iiber einen spezifischen Antikorper, der gegen das GST-Tag
gerichtet ist. B: Proteinmuster von E. coli-Extrakten, die AtPCS1 (56,5 kDa) und AtPCS2 (51,7 kDa)
exprimierten, nach der rekombinanten Aufreinigung und der elektrophoretischen Auftrennung und

Féarbung mit Coomassie Blau.
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In den durchgefiihrten in-vitro-Tests konnte fiir AtPCS2 keine Aktivitit nachgewiesen
werden (Abb. 22), wihrend fiir AtPCS1 die Aktivierung durch Cd*" (Abb. 23) gezeigt
werden konnte. Der Nachweis der Enzymaktivitdt erfolgte in einem Reaktionsmedium
mit 5 mM GSH, 0,5 mM CdCl,, | mM DTT und 200 mM Tris-HCI (pH 8,0) bei 35°C.
Es wurde 1,0 pg Protein eingesetzt. Die Berechnung der Katalysekonstante k erfolgte im
linearen Bereich der Reaktion durch die Bestimmung der Konzentration des gebildeten

Produktes (PC2) in Abhingigkeit von der Zeit (t = 5 bis 10 min) (Abb. 24). Fiir AtPCS1

errechnete sich daraus eine Enzymaktivitit von 726,7 pkat/ug Protein.

A

B
AtPCS2 denaturiert AtPCS2 Reaktionszeit 1h
140 140 '
GSH GSH

45: 120 45: 120
£ 100 | £ 100 |
M M
£ 80 | 5 8 |
3 60 I 3 60 | |
g | g |
S i S | PC2
= .. i|I \ = ke I'I

20 \ " 20 \ l “

ot \“"\ = = “J_ .\.“ — A O_JVI. : \’ st IY\

Retentionszeit [min]

Retentionszeit [min]

Abb. 22 Aktivitidt von AtPCS2 in vitro. A Thiolanalyse der Enzymreaktion mit denaturiertem AtPCS2-

Protein. B Thiolanalyse eine Stunde nach Inkubation von rekombinant gereinigtem AtPCS2-Protein in

Reaktionsmedium mit 5 mM GSH, 0,5 mM CdCl, und 200 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8,0). Die Thiole

wurden mit mBrB derivatisiert und mit einer RP-HPLC analysiert. Die Detektion erfolgte bei 480 nm.
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Abb. 23 Cd**-Aktivierung von AtPCSI1 in vitro. A Thiolanalyse der Enzymreaktion mit denaturiertem
AtPCS1-Protein. Analyse der zeitabhéngigen Thiolbildung nach fiinf (B), zehn (C) und 30 (D) Minuten.
1pg Protein wurde in einem Reaktionsmedium mit 5 mM GSH, 0,5 mM CdCl, und 200 mM Tris-HCI-

Puffer (pH 8,0) inkubiert. Die Thiole wurden mit mBrB derivatisiert und mit einer RP-HPLC analysiert.
Die Detektion erfolgte bei 480 nm.

79



2,40

2,35 1

300

2,30 1
2,25 o

2,20 1

log [PC2]_, / log [PC2],

2,10 1 Koeffizienten
b(0) = 2,11
b(1) = 0,000726667

2,05 . . .
0 100 200 300

ts]

Abb. 24 Bestimmung der Katalysekonstante k fiir AtPCS1. Die Bestimmung erfolgte im linearen Bereich

der Reaktion zwischen 5 und 10 Minuten.

3.3 Untersuchung zur Cu®*-Aktivierung der PCS

Fiir beide PCS in Arabidopsis konnte die Aktivierung durch Cd*" und Zn®" in vivo
gezeigt werden. Dies bestitigt, dass AtPCS1 und auch AtPCS2 funktionale PCS sind.
Untersuchungen in Hefen verdeutlichen jedoch Unterschiede in ihrer Aktivierung. So
wurde in einer heterologen Expression von AtPCSI und AtPCS2 in S. pombe und
S. cerevisiae nach Cu’’-Behandlung nur in Hefen PCs nachgewiesen, die AtPCSI
exprimierten. Fiir AtPCS2 konnte eine Cu*"-Aktivierung nicht nachgewiesen werden
(Cazalé und Clemens, 2001). Aufgrund der Unterschiede in der Cu**-Aktivierung war es
moglich den Mechanismus der Aktivierung der PCS genauer aufzukliren und
Aminosduren zu identifizieren, die fiir die Cu’-Aktivierung wichtig sind. Um
Unterschiede zwischen beiden PCS zu identifizieren, wurde in einer Sequenzanalyse die
Proteinssequenz von AtPCS2 mit anderen pflanzlichen PCS verglichen (Abb. 25). Hier
konnte festgestellt werden, dass fliinf bestimmte Aminosduren, konserviert in allen
anderen PCS, verdndert sind. Diese verdnderten Aminosduren sind in Bezug auf die
AtPCS1-Sequenz A67S, D89E, CI113S, V308L und C342Y, wobei die zweite
Aminosdure nach der Zahl (Position) die verdnderte Aminosdure in AtPCS2 angibt.
Durch Mutationsanalysen sollten nun Aminoséuren identifiziert werden, die fiir die
Cu’"-Aktivierung mitverantwortlich sein konnten. Interessant ist, dass auch in
Arabidopsis  halleri die zweite PCS (AhPCS2; Cazalé und Clemens, nicht

verdffentlicht) dieselben verdnderten Aminosduren besitzt, wie AtPCS2.
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QVVLKEVAQETELFKHISKYL §S VGYEDSLAYAAAKA TcPCS
EEVLKQVQETGLFKHVASFL SSSCSRQQVSGDGDTLPIIAASV GmPCS
QVVLKEVQETELFKHISKYL 55 VGYEDSLAYAAAKA TjPCS
EIVLQQI RETKLYKYVSEWLSDMRSCCCNA SA FSGKDSLTDIAASV AsPCS
SKVLQQLRQTTVFALITKWVEE NC VK SSVNESLPNV IMQA AyPCS
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AIPCS?2
AIPCS1
ABPCS1
BjPCS
NPCS
TaPCS
TPCS
GmPCS
TjPCS
AsPCS
AYPCS

AIPCS2
AtPCS1
AhPCS1
BjPCS
NtPCS
TaPCS
TePCS
GmPCS
TjPCS
AsPCS
AYPCS

APCS2
AtPCS1
ARPCS1
BjPCS
NiPCS
TaPCS
TePCS
GmPCS
THPCS
AsPCS
AyPCS

Abb. 25 Sequenzvergleich des AtPCS2-Proteins mit anderen pflanzlichen PCS. Im AtPCS2-Protein sind

bestimmte Aminosduren ausgetauscht (rote Pfeile und rot unterlegt), die in allen anderen pflanzlichen

PCS konserviert sind. Abkiirzungen der Spezies: At = Arabidopsis thaliana, Ah = Arabidopsis halleri, Bj

= Brassica juncae, Nt = Nicotiana tabacum, Ta = Triticum aestivum, Tc = Thlaspi caerulescens, Gm =

Glycine max, Tj = Thlaspi japonicum, As = Allium sativum, Ay = Athyrium yokoscense.
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3.3.1 Generierung von AtPCS1-Mutationen

Die Aminosduren, die in AtPCS2 verdndert sind, wurden im AtPCS1-Protein
ausgetauscht. Nach den Methoden der Megaprimer-PCR-Mutagenese nach Tyagi ef al.
(2004) und der zielgerichtete Mutagenese in doppelstringigen Plasmiden mit dem
LAccuPrime™ Pfx SuperMix“ (Invitrogen) wurden die verschiedenen ArPCSI-
Mutationen hergestellt (Tab. 11). Durch Sequenzierung wurde die Richtigkeit der
Genkonstrukte tiberpriift und anschlieBend in der S. cerevisiae Acupl-Hefemutante

exprimiert.

Tab. 11 Name und Mutation der hergestellten 4¢tPCSI-Konstrukte

Name Basenaustausch Aminosédureaustausch
AtPCS1A67S GCT —» TCT Ala — Ser
AtPCS1D89S GAT — GAA Asp — Ser
AtPCS1CI113S TGT — TCT Cys — Ser
AtPCS1V308L GTG — CTT Val — Leu
AtPCS1C342Y TGT — TAT Cys — Tyr

Das CUPI-Genprodukt von S. cerevisiae gehort zur Familie der Metallothioneine.
CUPI1 bindet 8 Kupferatome iiber die Seitenkettengruppen von zwélf Cys. Neben Cu”
und Cu?" kann auch Cd*" und Zn*" gebunden werden (Hamer et al., 1985; Winge ef al.,
1985). Hefen, in denen CUPI defekt ist, zeigen neben einer erhdhten Cu'- und Cu*'-
Sensitivitit auch eine erhdhte Cd**-Sensitivitit (Hamer et al., 1985). Untersuchungen
haben gezeigt, dass diese Cd*’- und Cu®'-Hypersensitivitit der S. cerevisiae Acupl-
Mutante durch eine heterologe Expression von AtPCSI komplementiert werden kann.
Wegen dieses Phianotyps und der Komplementation durch A¢PCSI wurde die Acupl-
Hefemutante fiir die Untersuchung zur Cu’’-Aktivierung der ArPCSI-Mutationen
verwendet. Durch die Komplementation des Acupl-Phinotyps bei erhohten Cd*'-
Konzentrationen wiirde gezeigt werden, dass die eingefiihrte Mutation in A¢PCS1I nicht
zum Verlust in der Aktivitit fithrt. Dadurch kénnten Aminoséduren identifiziert werden,
die an der Cu®"-Aktivierung von AtPCSI beteiligt sind. Diese ArPCSI-Mutationen

wiirden die Cu®*-Sensitivitit von AcupI nicht oder nur teilweise komplementieren.
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3.3.2 Physiologische Untersuchung der 4¢PCS1-Mutationen in Acupl

3.3.2.1 Untersuchung des Zellwachstums bei erhéhten Cd®*- und Cu?-
Konzentrationen

Physiologische Untersuchungen in Acupl-Hefezellen sollten nun Aufschluss iiber die
Metallaktivierung der ArPCSI-Mutationen geben. Dazu wurde das Wachstum von
Hefen nach Cd**- und Cu®**-Behandlung verglichen. Keine verminderte Cd**-Toleranz
wurde in Acupl-Hefezellen festgestellt, in denen die mutierten A¢PCSI-Versionen fiir
A67S, D89E, CI113S, V308L und C342Y exprimiert wurden (Abb. 26A). Die
Expression in Acupl zeigte eine vollstindige Komplementation der Cd*'-
Hypersensitivitit der Acupl-Mutante. Es wurden Cd*"-Konzentrationen gewihlt, die zu
einer deutlichen Verminderung des Wachstums von Acup! mit leerem Vektor (Acupl)
fiihrten. Das Wachstum wurde bereits durch Zugabe von 2 pM Cd*" in das Medium zu
85 % inhibiert. Und nach 4 pM Cd*" war das Wachstum schon iiber 90 % inhibiert. Fiir
die Expression von AtPCS2 in Acupl (Acupl:AtPCS2) wurde nach Cd**-Behandlung
eine vollstindige Komplementation beobachtet, wie sie bereits in S. pombe Apcs-Zellen
gezeigt wurde (Cazalé und Clemens, 2001). Das Wachstum der Acup I/-Hefen wurde zur
Uberpriifung auf Agarplatten untersucht. Hefezellen mit verschiedener Zellverdiinnung
(ODgoo) wurden auf Agarplatten ohne Schwermetallzugabe bzw. mit
30 pM Cd*" getropft und fiir 48 h bei 30°C inkubiert. Die Beobachtungen an den
Fliissigkulturen wurden bestitigt (Abb. 26C). Nach Cu*-Behandlung konnte eine
erhohte Sensitivitdit von Acupl-Hefezellen festgestellt werden, die 4tPCS2 oder die
mutierte AtPCS1-Version fir C113S (Acupl:AtPCSI1CI113S) exprimierten (Abb. 26B).
Das Wachstum war in Fliissigkulturen mit 2 uM Cu®" bei Acupl:AtPCS2 zu 57 % und
bei Acupl:AtPCSICI113S zu 40 % reduziert. Wahrend bei Acupl:AtPCSI und Acupl
mit den AtPCS1-Mutationen fiir A67S, D89E, V308L oder C342Y das Wachstum kaum
beeinflusst war. Die Reduktion im Wachstum lag zwischen 9 und 13 %. Acupl-
Hefezellen mit leerem Vektor zeigten eine Reduktion von 64 %. Eine fast 90-prozentige
Reduktion im Wachstum von Acupl:AtPCS2 und Acupl:AtPCSICI113S wurde nach
Zugabe von 4 uM Cu”" im Medium festgestellt. Fiir die AcupI-Mutante war bei dieser
Konzentration die Wachstumsverminderung iiber 90 %. Acupl:AtPCSI, und Acupl-
Hefezellen mit den A¢PCSI-Mutationen fiir A67S, D89E, V308L oder C342Y zeigten
eine Reduktion von 63 % bzw. 56 bis 57 % im Wachstum. Zwischen

Acupl:AtPCSI1CI113S-Hefezellen und der Acupl-Mutante konnten deutliche
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Unterschiede im Wachstum bei niedrigen Cu*"-Konzentrationen (2-3 uM) festgestellt
werden. Diese Unterschiede, die durch statistische Analysen (ANOVA) als signifikant
bewertet wurden, deuten auf eine Restaktivitit der AtPCS1C113S-Mutation hin.
Untersuchungen des Wachstums von Acupl-Hefen auf Agarplatten mit 40 pM Cu®" im
Medium bestétigten die Beobachtungen an den Fliissigkulturen (Abb. 26C).

A

oD 600

—@— Acupl

—&— Acupl:AtPCS1

—W— Acupl:AtPCS2

—— Acupl:AtPCSIAG67S
O  Acupl:AtPCSIDSYE
- Acupl:AtPCS1C113S

—@— Acupl:AtPCS1V308L

—@— Acupl:AtPCSI1C342Y

OD 600

Cu** Konz. [uM]
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Abb. 26 Untersuchung von AtPCSI/-Mutationen auf die Toleranz von Acupl-Hefezellen. Vergleich des
Wachstums von Acupl-Hefezellen, in denen AtPCS1 (dunkelblaue Kreise), AzPCS2 (hellblaue Dreiecke),
AtPCS1A467S (hellgriine Dreiecke), AtPCSID89E (gelbe Vierecke), AtPCSI1C113S (orange Vierecke),
AtPCS1V308L (rote Karos), AtPCSC342Y (blaue Karos) und leerer Vektor (griine Kreise) exprimiert
wurde. A + B Wachstum von AcupI-Hefen in Fliissigkulturen nach Zugabe von Cd*" (A) bzw. Cu®*" (B).
Fehlerbalken stellen die Stabwn. dar. Signifikanzlevel der ANOVA aus dem Vergleich zwischen
Acupl:AtPCS1C113S-Hefen und der Acupl-Mutante: nicht signifikant ,,. > 0,05; ,,** < 0,05; ,,*** <
0,01; ,,¥** < 0,001. (n = 3 bis 6). C Wachstum von Acupl-Hefen auf Agarplatten ohne Schwermetalle,
mit 30 uM Cd*" bzw. 40 uM Cu®" im Medium. Links dargestellt ist die optische Dichte bei 600 nm

(ODggp) der verschiedenen Zellverdiinnungen, die fiir die Animpfung verwendet wurde.
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3.3.2.2 PC-Bildung nach Cd?*- und Cu?**-Behandlung

Untersuchungen von AtPCS1C113S in Acupl-Hefezellen zeigten, dass diese mutierte
Version von AtPCSI die Cu**-Sensitivitit der Acupl-Mutante nicht mehr vollstindig
komplementieren ~ kann. Nach  Cd**-Behandlung  wurden  jedoch  keine
Wachstumsunterschiede zu Acupl:AtPCS1 festgestellt. Diese mogliche Restaktivitit
von AtPCS1C113S sollte durch den Nachweis der PC-Akkumulation nach Cd**- und
Cu*"-Behandlung gezeigt werden. Acupl-Hefezellen wurden dazu bei einer ODgy von
0,6 mit 100 puM Cd*" bzw. 80 pM Cu®" fiir 24 h behandelt. Nach Erhalt der Hefeextrakte
wurden die Thiole mit mBrB markiert, {iber eine RP-HPLC aufgetrennt und bei 480 nm
nachgewiesen. Die Analysen ergaben fiir die AtPCS1C113S-Mutation eine verringerte
PC-Akkumulation nach Cu®"-Behandlung, wihrend die Cd*"-Aktivierung im Vergleich
zu AtPCS1 unverindert war (Abb. 27). In Acup1:AtPCS1-Hefezellen wurden nach Cu*'-
Behandlung geringe Mengen von PC2 und PC3 gebildet. Acupl:AtPCSICI13S-
Hefezellen zeigten eine deutliche Reduktion im PC2-Gehalt. Eine PC3-Bildung konnte
nicht nachgewiesen werden. Fiir Acupl:AtPCS2 konnte, wie bereits durch Cazalé und
Clemens (2001) gezeigt, die PC-Akkumulation nach Cd**-Behandlung nachgewiesen
werden, wihrend nach Cu**-Behandlung keine nachweisbaren PC akkumuliert wurden.
Die mutierten AtPCSI-Versionen fiir A67S, D89E, V308L und C342Y zeigten nach
Expression in Acupl eine Cd*- und Cu**-abhingige PC2- und PC3-Bildung #hnlich zu
AtPCSI. Keine PC-Bildung konnte in Acupl-Hefezellen mit leerem Vektor

nachgewiesen werden.
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Abb. 27 Einfluss der Mutation C113S von AtPCSI1 auf die Cu?'-abhingige PC-Bildung. Analyse der
Thiolbildung nach Cd*- und Cu®*'-Behandlung von Acupl-Hefen, in denen AtPCSI (A - D) oder
AtPCS1C113S (E - H) exprimiert wurde.
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4 Diskussion
4.1 Evolutiondre Konservierung der PCS

Die Verbreitung der PCS-Gene im Pflanzenreich, aber auch in anderen Eukaryonten ist
ritselhaft. Bekannt ist, dass in Pflanzen und Algen die PC-Synthese essenziell ist fiir die
Toleranz gegeniiber verschiedenen nicht-essenziellen Schwermetallen und Metalloiden
wie Cd, Hg und As. Diese Elemente sind stark toxisch und kommen iiberall vor, jedoch
nur in sehr geringen Konzentrationen. Erhohte Schwermetallkonzentrationen waren
wihrend der Evolution auf wenige natiirliche Habitate beschrdnkt. Erst durch die
Industrialisierung traten sie verstérkt auf. Dies macht es schwer, die Konservierung der
funktionalen PCS-Gene im Pflanzenreich auf die Toxizitdt der oben genannten Metalle
zuriickzufiihren (Schat et al., 2002; Clemens, 2006a). Aullerdem ist ungeklért, warum
die PCS-Proteine in der gesamten Pflanze konstitutiv exprimiert werden. Drei Theorien
die eine evolutiondre Konservierung erklaren sollen, stehen zur Diskussion.

In marinen Okosystemen kommt das Schwermetall Cd*" in gleicher Konzentration vor
wie die meisten Nahrstoffe (Lane und Morel, 2000). Cd*" ist den Mikroelementen
chemisch #hnlich und wurde als ein essenzielles Element in einer Isoform der
Carboanhydrase in Diatomeen nachgewiesen (Lane und Morel, 2000; Lane et al., 2005).
Aus diesem Grund ist es moglich, dass Cd eine niitzliche Funktion als essenzielles
Schwermetall hat und zu der Konservierung der PCS-Gene beitrug. Eine solche
Funktion des Cd*" wurde in Pflanzen bisher nicht nachgewiesen.

In einer neueren Theorie wird eine zusitzliche wichtige Funktion im
Glutathionstoffwechsel angenommen. Aufgrund einer weiteren Aktivitit von AtPCSI,
der Abspaltung des Glycins von GS-Konjugaten (Beck er al., 2003), ist die
Konservierung der PCS-Gene moglicherweise erkldrbar. Diese Reaktion ist der erste
Schritt zum Abbau von GS-Konjugaten in Pflanzen (Beck et al., 2003). Putative PCS-
homologe Proteine wurden in Bakterien identifiziert, die moglicherweise die Vorldufer
der heutigen eukaryontischen PCS sind. Das aus einem dieser Bakterien,
Cyanobakterium Nostoc sp. PCC 7120, isolierte Protein (alr0975) katalysiert die
Abspaltung des Glycins von GSH (Harada et al., 2004; Tsuji et al., 2004). Diese beiden
Hinweise legen nahe, dass die PCS mdoglicherweise eine Aktivitdt als Peptidase fiir GSH
und GS-Konjugate besitzen. Diese Aktivitit ist aber in planta nicht bestitigt.

Eine weitere Theorie ist die Beteiligung der PCS an der Metallhomdostase essenzieller

Metalle. Hinweise fir eine Funktion der PC in der Toleranz oder Homoostase von
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essenziellen Schwermetallen wurden in der Literatur bisher nicht beschrieben. Es wurde
aber vermutet, dass die PCS eine Funktion in der Homdostase essenzicller Metalle
haben konnten. Erste Hinweise kamen durch den Nachweis einer geringen PC-Bildung
in Zellkulturen in Abwesenheit von erhdhten Schwermetallkonzentrationen (Steffens et
al., 1986; Grill, 1987; Grill et al., 1988). Doch fiir die cadl-3-Mutante von Arabidopsis
hat die PC-Defizienz keinen Einfluss auf das Wachstum bei erhéhten oder erniedrigten
Mikroelementen (Howden et al., 1995a; Ha et al., 1999). Es wurde daher angenommen,
dass die PCS keine Funktion fiir die Homdostase essenzieller Metalle haben.
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit konnten dies jedoch widerlegen. Fiir die
Arabidopsis cadl-3-Mutante und die neu isolierte cadl-6-Mutante wurde ein
signifikanter Verlust in der Zn®"-Toleranz bei erhhten Zn®"-Konzentrationen
festgestellt (Abb. 7). Die Zn*'-Hypersensitivitit war fiir beide cad/-Mutanten unter
diesen experimentellen Bedingungen &dhnlich. Die cadl-6-Mutante bestdtigte bei
gezieltem Ausschalten des AtPCSI-Gens (T-DNA-Insertion in Exon 8) den Phénotyp
der cadl-3-Mutante. Unterschiede ergaben sich in der Cd**-Sensitivitit. Die Inhibierung
des Wachstums nach Cd**-Behandlung war fiir die cadl-6-Mutante nicht so stark
ausgepragt wie fiir cadl-3.

Aufgrund dieses Phéanotyps beider cadl-Mutanten konnte die mogliche Funktion der
PCS in der Zn*"-Homdostase erneut untersucht werden. Untersuchungen von Tennstedt
et al. (2006) in Hefen unterstiitzten diese Vermutung. In der AzAf-pcs-Mutante wurde
ein zusitzlicher Verlust in der Zn*"-Toleranz im Vergleich zur Azhf-Mutante (Clemens
et al., 2002a) beobachtet. Weiterhin fithrte die Expression von 7aPCS in der zrcl cotl-
Mutante zu einer partiellen Wiederherstellung der Zn**-Toleranz. Fiir diese
Beobachtungen ist anzunehmen, dass erhShte cytosolische Zn”*-Konzentrationen auch
in Anwesenheit von anderen potentiellen Liganden durch PC in vivo komplexiert
werden (Tennstedt ez al., 2006). In Arabidopsis wurden bisher keine PC-Zn*"-Komplexe
in vivo nachgewiesen (Maitani et al., 1996; Cobbett und Goldsbrough, 2002). Zn*" ist
aber ein Aktivator der PC-Synthese, was durch in vitro-Untersuchungen mit
rekombinant gereinigter AtPCS1 nachgewiesen wurde (Vatamaniuk et al., 2000). Dass
Zn*" die PC-Synthese aktiviert, wurde nach Behandlung von Arabidopsis mit erhShten
Zn*"-Konzentrationen in planta bestitigt. Die Quantifizierung der PC-Bildung erfolgte
durch die Etablierung eines sehr sensitiven Nachweises von PC2 durch die Methode der
CapLC-ESI-QTOF-MS. Unter diesen Nachweisbedingungen wurde nach Zn*'-

Behandlung in Wurzeln von WT Col-0 eine PC2-Akkumulation nachgewiesen, die
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34 % der PC2-Menge von Cd*'-behandelten Pflanzen erreichte (Abb. 13). In den
Bléttern war die PC2-Akkumulation 28 %. Die Untersuchungen beschrinkten sich auf
die PC2-Analyse, weil ein geeigneter Standard synthetisiert werden konnte und das
PC2-Biman-Konjugat im Nachweisbereich des ESI-QTOF-MS lag (100-1000 Da).
Aufgrund der Sensitivitit dieser Methode war es moglich, geringe Mengen an PC2
quantitativ zu analysieren. Damit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass geringe
Mengen PC2 in den Wurzeln und Bléttern auch in Abwesenheit von erhdhten
Mikroelement-Konzentrationen synthetisiert werden. Interessanterweise wurden auch in
den Wurzeln von Cd*'- und Zn*'-behandelten sowie in den Blittern Cd**-behandelter
cadl-3-Pflanzen geringe PC2-Mengen gemessen. Alle bisherigen Untersuchungen zur
PC-Quantifizierung in der cadl-3-Mutante kamen zu dem Ergebnis, dass keine PC
nachweisbar sind (Howden et al., 1995a; Gong et al., 2003; Chen et al., 2006). Die
nachgewiesene PC2-Akkumulation in der cadl-3-Mutante ist entweder auf eine
Restaktivitit der 4¢#PCSI-Mutation oder auf eine Aktivitit von AtPCS2 zuriickzufiihren.
Fir AtPCS2, die zweite PCS in Arabidopsis, konnte eine Aktivitdt in einer heterologen
Expression in Hefen bereits gezeigt werden (Cazalé und Clemens, 2001). Die geringste
PC2-Konzentration die durch die Methode CapLC-ESI-QTOF-MS nachgewiesen
werden konnte war 2 pmol. Diese Konzentration entsprach der geringsten
Standardkonzentration von 1 pM PC2. Entsprechend dem angewandten Protokoll der
Extraktion aus Pflanzenproben entspricht dies einer Nachweisgrenze von
39 ug PC2/g TG. Die Nachweisgrenze war sehr niedrig und wurde von anderen
Methoden nicht erreicht. Howden et al. (1995a) quantifizierten die PC-Akkumulation
durch Verwendung der RP-HPLC in Verbindung mit einer Nachsdulenderivatisierung.
Die erreichte Nachweisgrenze war lediglich 0,2 nmol PC2. Diese Methode, ebenfalls
von Gong et al. (2003) verwendet, ist fiir einen Nachweis sehr geringer PC-Mengen
nicht sensitiv genug. Eine PC-Akkumulation in der cadI-3-Mutante wurde nach Cd**-
Behandlung in einer dhnlichen Methode, wie in dieser Arbeit verwendet, durch Chen et
al. (2006) nicht nachgewiesen. Die Analyse erfolgte in hydroponischen Kulturen drei
Tage nach Behandlung mit 20 pM CdCl. Die Thiole der pflanzlichen Extrakte wurden
mit mBrB derivatisiert und durch eine CapLC-MS analysiert. Jedoch konnte auch mit
dieser sensitiven Methode eine PC-Akkumulation in den Wurzeln der cadl-3-Mutante
nicht nachgewiesen werden. Aussagen iiber die Nachweisgrenze wurden nicht gemacht,
so dass ein Vergleich nicht moglich ist. Unabhingig von der in dieser Arbeit

nachgewiesenen geringen PC-Akkumulation in der cadl-3-Mutante ist die Ursache fiir
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die erhohte Cd*'- und Zn*'-Sensitivitit eine stark verminderte PC-Akkumulation, die
auf die Inaktivierung des AtPCSI-Gens zuriickzufiihren ist. Durch die neu isolierte
cadl-6-Mutante wurde dieses Ergebnis bestdtigt. Eine Verminderung der Aktivitit von
AtPCS1 durch die T-DNA-Insertion im cadl-Gen fiihrt zu einer verringerten PC-
Bildung und zu einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber Cd*" und Zn®* (Tennstedt et al.,
2006).

Weitere Untersuchungen beschéftigten sich mit dem Einfluss der PC-Defizienz auf die
Zn*"-Aufnahme. Die  Metallaufnahme  wird durch die  Aktivitit  der
Metallaufnahmetransporter und das Vorhandensein cytosolischer Komplexbildner
bestimmt (Frausto da Silva und Williams, 2001). In cadl-3- und cadl-6-Pflanzen ist die
Zn**-Aufnahme signifikant reduziert (Abb. 14). Die Reduktion in den Wurzeln war im
Vergleich zu WT Col-0 ungefihr 50 %. Diese Beobachtung deutet auf eine Zn®'-
Komplexierung durch PC bei erhdhten Zn*"-Konzentration hin. PC-Zn”"-Komplexe
wurden jedoch nicht direkt nachgewiesen. Dieser Nachweis wiirde die Annahme stark
unterstiitzen, dass die PC an der Homdostase essenzieller Metalle beteiligt sind. Eine
weitere Moglichkeit, diese Annahme zu stiitzen, wére der Nachweis, dass eine
Uberexpression der PCS in Arabidopsis-WT-Pflanzen zu einer gesteigerten Zn®'-
Toleranz fiihrt. Transgene WT Col-0-Pflanzen, in denen CePCS unter der Kontrolle des
35S-Promotors exprimiert wird, konnten dies zeigen. Erste Untersuchungen wurden
bereits durchgefiihrt und deuten auf eine leicht erhdhte Zn*'-Toleranz hin. Diese
Experimente konnten aufgrund zu weniger Daten nicht fiir diese Arbeit berticksichtigt
werden. Die Bindung von Zn®" durch PC legt nahe, dass der PC-Syntheseweg ein
mogliches Ziel zur genetischen Verdnderung der Zn*"-Akkumulation in bestimmten
Geweben ist. Dies kdnnte von grofler Bedeutung fiir genetisch verénderte Nutzpflanzen
sein, ein Mittel im Kampf gegen Mikrondhrstoffdefizienz weltweit.

Ein wichtiger Schritt in der Detoxifikation erhohter Schwermetallkonzentrationen ist
neben der Ausscheidung aus dem Cytosol und der Sequestrierung in verschiedene
Zellkompartimente die Komplexierung (Clemens, 2001). Die PC sind maBgeblich an
der Detoxifizierung von nicht-essenziellen Schwermetallen beteiligt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit lassen aber vermuten, dass die PC an der Detoxifizierung und
Akkumulation von essenziellen Metallen wie Zn beteiligt sind. Diese Funktion erklart
moglicherweise die evolutiondre Konservierung der PCS im Pflanzenreich. Es gibt
Hinweise auf die Beteiligung von zwei Transportern an der Detoxifikation erhohter

Zn*"-Konzentrationen. Der eine Transporter ist AIMTP1 (,,Metal Tolerant Protein 1¢),
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welcher zur Familie der CDF-Transporter gehért und an der Sequestrierung von Zn?" in
die Vakuole beteiligt ist (Kobae et al., 2004; Desbrosses-Fonrouge et al., 2005). Der
andere ist AtHMA4 (,,Heavy Metal-transporting p-type ATPase*) aus der Familie der
P-type ATPasen der 13 Unterfamilie und ist am Zn* -Efflux beteiligt (Mills et al., 2005;
Hussain et al., 2004). Zu kliren ist, wie der Transport von Zn’  stattfindet.
Mbglicherweise wird Zn>* als Zn**-PC-Komplex z. B. in die Vakuole transportiert. In
der Vakuole erfolgt die Bildung der HMW-Komplexe durch die Einlagerung von
Schwefel (Verkleij und Schat, 1990; Ortiz et al., 1992; Mehra et al., 1994).

Ungeklért bleibt weiterhin, ob die geringe PC-Bildung, die in dieser (Abb. 13) und auch
in anderen Untersuchungen unter nicht-toxischen, physiologischen Bedingungen
nachgewiesen wurde, eine Funktion in der Metallhombostase von Zn>" und anderen
essenziellen Mikroelementen besitzt (Schat et al., 2002). Die PC konnten innerhalb der
Zelle Metalle zu bestimmten Zielorten (z. B. Apo-Metalloproteine) transportieren.
Ebenso ist ein Transport zwischen den Zellen oder auch zu den verschiedenen
Pflanzengeweben moglich. Ein derartiger Langstreckentransport von PC-Metall-
Komplexen konnte indirekt nachgewiesen werden. Nach Expression der 7aPCS in der
PC-defizienten cadl-3-Mutante unter der Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors
konnten PC und Cd in den Blittern nachgewiesen werden. Zugleich wurde eine
Reduktion der Cd-Menge in den Wurzeln festgestellt. In einem &hnlichen Experiment
konnte nach Expression von 7aPCS unter der Kontrolle eines blattspezifischen
Promotors ein umgekehrter Langstreckentransport indirekt nachgewiesen werden (Chen
et al., 2006). Die reduzierte Zn’"-Aufnahme der cadl-Mutanten ldsst weiterhin einen
Zn*-Mangel vermuten. Ein niitzlicher Effekt der PCS-Gene unter Zn*'-
Mangelbedingungen wurde nicht festgestellt (Kap. 3.1.8). Real-Time-PCR-Analysen
der Gene AtZIP9 und AtNAS2 (Wintz et al., 2003; Lopez-Millan et al., 2004) haben
gezeigt, dass sie unter normalen Wachstumsbedingungen in cadl-3- und cadl-6-
Pflanzen nicht aktiviert werden. Zur vollstindigen Klirung miissten weitere Zn®'-
abhingige Prozesse untersucht werden, die durch PC-Defizienz beeinflusst werden. Das
Ausmass der PC-Defizienz auf weitere Zn®'-abhénigge Prozesse ist schwer
vorhersagbar. Moglicherweise sind die PC nicht entscheidend an der Zn>'-
Mobilisierung bei Zn*"-Mangel beteiligt, wie die Ergebnisse der Real-Time-PCR
vermuten lassen. Ein niitzlicher Effekt der PCS-Gene unter Zn>"-Mangel kénnte durch
die Ausschaltung anderer Zn*"-abhingiger Proteine erkennbar sein. Ein mogliches Ziel

sind hier die Aufnahmetransporter der ZIP-Familie. Die Zn’'-Defizienz konnte
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zusitzlich  durch  eine  PC-Defizienz  verstirkt werden. Da Zn*" fiir
Transkriptionsfaktoren essenziell ist, fithrt ein Zn*’-Mangel zu einer verlangsamten
Zellteilung, welches wiederum zu einer Entwicklungsdefizienz fiihrt.

Eine widerspriichliche Beobachtung zu den Untersuchungen des Wachstums von
cadl-3- und cadl-6-Pflanzen mit definiertem Pflanzenmedium wurde im Wachstum auf
Schwermetall-kontaminierter Erde aus Langelsheim festgestellt (Abb. 15). Unter diesen
experimentellen Bedingungen zeigten beide cad/-Mutanten im Vergleich zu WT Col-0-
Pflanzen eine erhohte Toleranz. Im Gegensatz dazu wurde eine erhohte Sensitivitat
beider cadl-Mutanten bei Untersuchungen des Keimlingswachstums auf Agarplatten
mit 1/10 Hoagland-Medium nach Zugabe von Cd*" oder Zn”" festgestellt (Abb. 7). Die
PC-Defizienz hat einen unerwarteten Einfluss auf die Toleranz gegeniiber verschiedenen
erhohten Schwermetallkonzentrationen in natiirlichen Boden. Eine Ursache konnte die
verringerte Metallaufnahme in beiden cadl-Mutanten sein, wie sie in Experimenten mit
definiertem Pflanzenmedium beobachtet wurde (Abb. 14). Die Aufnahmerate konnte
aufgrund der Reduktion potentieller Bindungsstellen (PC) im Cytosol in der Pflanze
reduziert sein. Um die Ursache dieser erhohten Toleranz der cadl-Mutanten zu
ermitteln, miissten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Anzumerken ist, dass cadl-6 keine ,,Nullmutante* ist. Die T-DNA-Insertion in Exon 8
fihrt nicht zur vollstindigen Inaktivierung des cadl-Gens. Dies haben die
Untersuchungen im Keimlingswachstum und der PC2-Akkumulation nach Ccd*-
Behandlung gezeigt (Abb. 7 und Abb. 13). Eine andere T-DNA-Insertionsmutante, die
eine Insertion im Gen trdgt, stand nicht zur Verfligung. Aufgrund dieser Unterschiede
der cadl-6- zur cadl-3-Mutante lassen sich aber wichtige Funktionen der PCS fiir die

Metallaktivierung ableiten.

4.2 Die Metallaktivierung der PCS

Die PCS konnen durch verschiedene Metallionen aktiviert werden. Voneinander
unabhingige in-vitro-Untersuchungen bestétigten die Aktivierung der PCS durch die
Metall- und Metalloid-Ionen Cd%, Pb2+, Zn2+, Cu2+, Sb2+, Ag+, Hg2+ AsOy4 und andere
(Vatamaniuk et al., 2000; Oven et al., 2002). Wie eine Metallbindung stattfindet, wurde
noch nicht identifiziert. In verschiedenen Proteinen erfolgt die Metallbindung {iber die
SH-Gruppen der Cysteine oder iiber die Komplexierung mit anderen Aminosauren, z. B.
His. Bekannte Motive sind Cys-Xaa-Xaa-Cys oder Cys-Cys der Metallothioneine,

welche verschiedene Metalle komplexieren konnen (Robinson et al., 1993; Cobbett und
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Goldsbrough, 2002). Das Motiv Cys-Xaa-Xaa-Cys wurde auch in P-type ATPase-
Transportern wie RANI (Solioz und Vulpe, 1996; Hirayama ef al., 1999) oder auch in
Metallochaperone wie AtX1 und CCH (Himelblau et al., 1998; Huffman und
O'Halloran, 2001) gefunden. Putative Metallbindestellen sind ebenso in verschiedenen
Transportern der ZIP- und der CDF-Familien bekannt. Die Metallbindung erfolgt hier
iiber die Histidin-reichen cytoplasmatischen Loops zwischen den
Transmembrandoménen (Paulsen und Saier, 1997; Guerinot und Eide, 1999). Fiir
AtPCS1 wurde die Bindung von Cd*" in einer Stoichiometrie von ca. 7 mol Cd*"/ mol
Protein in vitro nachgewiesen (Vatamaniuk et al., 2000). Weiterhin konnten durch die
Erstellung von Peptidbibliotheken putative Cd**-Bindestellen in SpPCS und TaPCS
identifiziert werden. Die Cd**-Bindestellen sind sowohl im N-terminalen, als auch im
C-terminalen Bereich verteilt (Maier et al., 2003). Ergebnisse von Ruotolo et al. (2004)
bestitigten die Cd*"-Bindung von AtPCS1 in vivo. In-vivo-Daten durch Ruotolo et al.
(2004) gaben einen klaren Hinweis, das eine Cd*"-Bindung an AtPCS]1 stattfindet. So
kann der C-terminale Bereich von AtPCS1 die Cd*"-Toleranz einer sensitiven
S. cerevisae-Mutante in vivo ohne PCS-Aktivitit erhdhen. Das bedeutet, dass Cd** durch
das Protein effizient in Anwesenheit von hohen Konzentrationen anderer Thiolliganden
komplexiert werden kann (Ruotolo ef al., 2004).

Untersuchungen dieser Arbeit sind im Einklang mit den Argumenten der direkten
Metallbindung an die PCS-Proteine. Die Metallbindung wird als ein mdglicher
Mechanismus der Aktivierung der PCS verstanden. Wie bereits erwéhnt, wurde in den
durchgefiihrten Experimenten ein Unterschied zwischen der cadl-3- und der cadl-6-
Mutante nach Cd*"-Behandlung festgestellt. Beide Mutanten sind #hnlich in ihrer Zn*'-
Hypersensitivitit, wihrend der Cd**-Phinotyp der cadl-6-Mutante nicht so stark
ausgepragt war, wie von der cadl-3-Mutante (Abb. 7). Die Inhibierung des Wachstums
der cadl-3-Mutante zeigte nach Cd*"-Behandlung eine Reduktion von 87,0 % in der
Wurzelldnge und 91 % im Keimlingsgewicht. Fiir cadl-6 wurde eine Reduktion von
75,4 % bzw. 83,9 % festgestellt. Weiterhin wurde eine Induktion im PC2-Gehalt nach
Cd**-Behandlung nur in den Wurzeln der cadl-6-Mutante nachgewiesen (Abb. 13).
Diese Restaktivitit der cadl-6-Mutante steht im Einklang mit den Ergebnissen der
Untersuchung der verkiirzten Version von AtPCS1 (AtPCS1A409) in S. pombe. (Abb. 9
und 10). Diese verkiirzte Version entspricht etwa der T-DNA-Insertion von cadi-6. Fiir
diese verkiirzte Version von AtPCSI wurde nach Expression in Hefen ebenfalls eine

geringe PC-Bildung nach Cd*"-Behandlung nachgewiesen. Diese Daten deuten auf eine
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unterschiedliche Aktivierung der PCS durch Cd*" und Zn*". Unterschiede in der
Aktivierung durch Cd*" und Zn*" wurde in einer C-terminal verkiirzten Version von
AtPCS1 in vitro bereits festgestellt. Nach Verkiirzung von AtPCS1 nach Aminoséure
372 konnte keine Zn*'-Aktivierung nachgewiesen werden, wihrend die Cd*'-
Aktivierung im Vergleich zu AtPCS1 unverdndert war. Die erhaltenen Daten kénnen als
eine in vivo Bestitigung fiir die Hypothese interpretiert werden, dass der C-terminale
Bereich der PCS fiir die Aktivierung eines breiteren Bereiches von Metallen
einschlieBlich Zn** verantwortlich ist (Ruotolo et al., 2004).

Fir AtPCS1 und AtPCS2 wurde durch Cazalé und Clemens (2001) ein Unterschied in
der Cu”"-Aktivierung festgestellt. Beide PCS aus Arabidopsis werden durch Cd*
aktiviert. Eine Aktivierung durch Cu®" erfolgt jedoch nicht bei AtPCS2, so dass die PC-
Bildung nicht aktiviert wird (Cazal¢ und Clemens, 2001). Durch einen
Sequenzvergleich mit anderen pflanzlichen PCS wurden Aminosduren identifiziert, die
nicht in AtPCS2, aber in allen anderen PCS zu 100 % konserviert sind (Abb. 25).
Mutationsanalysen in AtPCS1 sollten Aminosiuren identifizieren, die fir die Cu®'-
Aktivierung wichtig sind. Durch physiologische Untersuchungen der verschiedenen
mutierten AtPCS1-Versionen in der S. cerevisiae Acupl-Mutante wurde festgestellt,
dass AtPCSIC113S die erhohte Cu®'-Sensitivitit von Acupl nicht komplementieren
kann (Abb. 26B und 26C). Die Cd2+—AktiVierung dieser Mutation war unverdndert und
filhrte zur vollstindigen Komplementation von Acupl (Abb. 26A und 26C). Im
Gegensatz dazu wurde ein Verlust in der Cd*"-Sensitivitit in einer Mutation von C113
zu Al113 in S .pombe gezeigt (Maier et al., 2003). Der Nachweis einer starken PC-
Akkumulation von Acupl-AtPCSI1CI113S-Hefen nach Cd*-Behandlung bestitigte
jedoch diesen Phinotyp (Abb. 27F). Die Cu*'-Sensitivitit von Acupl dagegen wurde
durch die Expression von AtPCS1C113S nicht komplementiert. Im Vergleich zu
Hefezellen, die leeren Vektor exprimierten, war die Sensitivitdt jedoch nicht so stark
ausgeprigt. Diese Restaktivitdt von AtPCS1C113S konnte durch eine geringe PC2-
Bildung in vivo bestitigt werden (Abb. 27H). In Hefezellen, die AtPCS1 exprimierten,
wurde die PC2- und PC3-Bildung aktiviert. Nach den Ergebnissen der Peptidanalysen
fiir TaPCS durch Maier et al. (2003) liegt das Cys113 in der putativen Bindungsstelle
III. Das Cys113 von AtPCS1 ist analog zu Cys113 von TaPCS. Dieses Cys ist in allen
pflanzlichen PCS konserviert mit Ausnahme von AtPCS2. Ebenso sind die homologen
Cysteine in CePCS (C114) und SpPCS (C148) konserviert. Weiterhin wurde fiir diese

putative Bindestelle III Cu**-Bindung vorhergesagt. Diese Vermutung wurde jedoch nur
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indirekt aus einer reduzierten Cd*"-Bindung in Anwesenheit von Cu®" geschlossen. Das
identifizierte Bindemotiv ist Cys-Xaa-Xaa-Xaa-Cys.

Fiir verschiedene Cu-bindende Proteine wurde bereits eine Cu*"-Bindung iiber eine
tetragonale Koordinationsgeometrie bestdtigt. So erfolgt im Typl-Kupferzentrum die
Koordination des Cu iiber die Schwefelgruppe von Cystein und zwei Stickstoffatomen
von Histidinen. Im Typ2-Kupferzentrum wird das Cu®" iiber Stickstoff- und
Sauerstoffatomen von Seitenkettengruppen der Aminosduren Cystein, Histidin, Aspartat
oder Glutamat koordiniert. Eine Ausnahme ist die trigonale Koordination des Cu in
,Blue Copper-binding*“-Proteinen (BCBP) z. B. des Plastocyanin aus Anabaena
variabilis (Cyanobakterium) (Hansen und Led, 2006). Charakteristisch fiir die
Metallbindestellen der BCBP ist vor allem eine kurze Kupfer-Schwefel-Bindung. Diese
ungewohnliche Geometrie ist verantwortlich fiir Elektronen-Transferreaktionen (Canters
et al., 1984; Lommen et al., 1988; Jensen et al., 2002; Sato et al., 2003). Die
Kupferbindung in Proteinen ist iibrigens ein sehr wichtiges Thema im Hinblick auf
neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer (Bush et al., 2003) oder der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Jackson et al., 2001). Wir stehen erst am Anfang, im
Bemiihen altersabhingige Fehler metallhomdostatischer Mechanismen des Gehirns zu
entschliisseln, die zu Alzheimer fiihren (Maynard et al., 2002). Auch die Funktion der
PC in Pflanzen ist bis jetzt nicht vollstandig aufgeklirt. Cu beispielsweise aktiviert die
PC-Synthese und bildet mit PC Komplexe (Maitani et al., 1996; Vatamaniuk et al.,
2000). Die cadl-3-Mutante zeigt jedoch im Gegensatz zu Zn>" keinen Phinotyp bei
erhéhten Cu”"-Konzentrationen (Ha ef al., 1999; Tennstedt et al., 2006). Die PC-
Defizienz besitzt moglicherweise keinen entscheidenden Einfluss auf die Cu®'-
Homdostase bei erhdhten Cu®*-Konzentrationen. Andere Metallchelatoren, vor allem die
Metallothioneine, konnten diese Funktion iibernehmen.

Der Austausch der anderen Aminosduren (A67S, DS89E, V308L, C342Y) in AtPCSI, die
in AtPCS2 nicht konserviert sind, hatte keinen Einfluss auf die Cu**-Aktivierung. Die
Expression der mutierten AtPCSI-Versionen in Acup! komplementieren den Cd**- und
Cu”"-Phinotyp dieser Mutante vollstindig (Abb. 26). Aufgrund von Sequenzvergleichen
konnten nur die Aminosauren fiir eine Metallaktivierung verantwortlich sein, die auch in
PCS auBlerhalb des Pflanzenreiches konserviert sind. Alle anderen Aminsduren von
AtPCS2, mit Ausnahme von E88 (entspricht der Mutation D89E in AtPCS1), die in
AtPCSI1 ausgetauscht wurden, sind nur in pflanzlichen PCS konserviert, aber nicht in

anderen eukaryontischen PCS. So zeigen die homologen Aminosduren in C. elegans und

99



S. pombe fir A67, V308 und C342 von AtPCS1 keine Konservierung zu den
pflanzlichen PCS. Eine Ausnahme ist D89, welche sowohl in pflanzlichen PCS als auch
in C. elegans und S. pombe konserviert ist. Diese Aminosdure ist fir die Cu®'-
Aktivierung nicht essenziell, konnte aber flir eine andere Metallaktivierung wichtig sein.
Die Ergebnisse der Mutationsanalysen sprechen, wie auch einige Ergebnisse anderer
Gruppen fiir die Theorie der direkten Aktivierung der PCS durch Metallionen (siehe
Kapitel 4.3). Die neuen Erkenntnisse, die unter anderem in dieser Arbeit gewonnen

wurden, kdnnen in einem modifizierten Modell zusammengefasst werden.

4.3 Ein modifiziertes Modell der Metallaktivierung

Die PC-Synthese kann in zwei Schritte unterteilt werden. Der erste Schritt ist die
metallunabhingige Abspaltung des Glycins von GSH. Das entstandene y-Glu-Cys wird
im zweiten Schritt auf ein Akzeptormolekiil iibertragen, das entweder GSH oder ein
bereits synthetisiertes PC-Molekiil ist. Die PCS iibernehmen die Funktion einer
Dipeptidyltransferase (Grill et al., 1989). Der zweite Schritt des Enzymmechanismus ist
metallabhingig. Fiir AtPCS1 wurde in vitro bewiesen, dass Cd*” in einer Stoichiometrie
von ca. 7 mol Cd*/mol Protein bindet. (Vatamaniuk ez al., 2000). Putative Cd*"-
Bindestellen wurden auch in TaPCS und SpPCS identifiziert. In Ubereinstimmung mit
der 7:1 Stoichiometrie fiir die Cd**-Bindung an AtPCS1 wurden sieben putative Cd*'-
Bindestellen fiir TaPCS identifiziert (Maier et al., 2003). Durch kinetische
Untersuchungen wurden fiir GSH zwei Substratbindestellen vorgeschlagen. Das Cys56,
welches in allen bekannten PCS konserviert ist, wurde als erste Acylbindestelle fiir GSH
identifiziert. Eine Mutation dieses Cys (C56S) verhindert die Bildung eines y-Glu-Cys-
Enzym-Intermediates, welches durch Abspaltung des Gly von GSH gebildet wird. In
Anwesenheit von Cd*" erfolgt die zweite Acylierung an einer noch unbekannten
Bindestelle (Vatamaniuk et al., 2004). Wie auch bei den Cystein-Proteasen der Papain-
Familie ist ein nukleophiles Cys fiir die Reaktivitit der PCS verantwortlich. Fiir die
Reaktivitdt der Cystein-Proteasen ist aulerdem eine katalytische Triade entscheidend,
die aus einem Cys und den benachbarten Aminosiduren His und Asp oder Glu gebildet
wird. In AtPCS1 wurde diese katalytische Triade, bestehend aus den Aminosduren
Cys56, His162 und Asp180, bestitigt. Mutieren dieser Aminoséduren fiihrt zur Inaktivitat
des Enzyms (Rea ef al., 2004). Dass der C-terminale Bereich fiir die eigentliche
Enzymaktivitit nicht unbedingt erforderlich ist, wurde durch die Cd*"-Aktivierung

verkiirzter AtPCS1-Versionen nachgewiesen. Die Cd*-Bindung an AtPCSI konnte
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weiterhin in vivo bestdtigt werden. Durch die Expression des C-terminalen Bereiches in
einer Cd*"-sensitiven S. cerevisiae-Mutante wurde eine erhdhte Toleranz beobachtet
(Ruotolo et al., 2004). Nach Aufkldrung der Rontgenkristallstruktur der bakteriellen
NsPCS wird vermutet, dass die zweite Substratbindestelle (Akzeptorbindestelle) nahe
der ersten Acylbindestelle und im N-terminalen Bereich des Proteins liegt (Vivares et
al., 2005). Diese Vermutung ist auch eine Schlussfolgerung aus der Cd**-Aktivierung
verkiirzter AtPCS1 Proteine (Ruotolo ef al., 2004). Untersuchungen der cad-6-Mutante
bestitigten diese Vermutung. Auch nach Verkiirzung von A¢PCSI nach Basenpaar 1229
aufgrund der T-DNA-Insertion wurde eine PC2-Akkumulation nach Cd**-Behandlung
in planta nachgewiesen (Abb.13). Der C-terminale Bereich von AtPCS1, welcher fiir
die eigentliche Aktivitdit nicht gebraucht wird (beide Acylbindestellen sind
wahrscheinlich im N-terminalen Bereich), ist aber fiir eine breitere Metallaktivierung
wichtig. So konnte fiir verkiirzte AtPCS1-Versionen weiterhin eine Cd**-Aktivierung,
jedoch keine Zn®"-Aktivierung in vitro nachgewiesen werden (Ruotolo et al., 2004).
Diese Beobachtungen wurden mit der fehlenden Zn®*-Aktivierung von cadl-6 in vivo
bestitigt (Abb. 13). Im Gegensatz zu Cd*" konnte fir Zn*" keine PC2-Induktion
nachgewiesen werden. Ein dhnlicher Verlust in der Aktivitdt der verkiirzten AtPCS1-
Versionen wurde fiir Hg festgestellt (Ruotolo et al., 2004). In Analogie zu Zn”" ist fiir
die Hg*"-Aktivierung der C-terminale Bereich der PCS wichtig. Die Zn**- und Hg*'-
Aktivierung der PCS sind wichtige Erkenntnisse, die gegen die Theorie sprechen, dass
Metall-GSH-Komplexe als Substrate dienen (Vatamaniuk ef al., 2000). Nach dieser
Theorie sollten Zn®'- oder Hg”*-GSH-Komplexe durch Bindung an die zweite
Acylbindestelle im N-terminalen Bereich die PC-Synthese aktivieren. Dies kann
ausgeschlossen werden, da verkiirzte AtPCS1-Versionen weder durch Zn*" noch durch
Hg”" aktiviert werden. Dagegen konnte weiterhin eine Cd*"-Aktivierung nachgewiesen
werden (Ruotolo et al., 2004; Tennstedt et al., 2006). Diese bedeutet, dass beide
Acylbindestellen im N-terminalen Bereich der PCS sich befinden. Demnach sollte eine
Aktivierung durch Zn**- und Hg*-GSH-Komplexe mdoglich sein. Dies erfolgt aber
nicht.

Aufgrund eines indirekten Nachweises wurden erstmals putative Cu”*-Bindestellen in
TaPCS vorhergesagt. Diese liegen in den Bindungsstellen I (Aminosduren 55-57), III
(Aminosduren 109-113) und VI (Aminosduren 351-352) (Maier et al., 2003). Cu®'-
Bindung konnte auch in Anwesenheit erhohter Konzentrationen von Thiolliganden fiir

AtPCS2 indirekt nachgewiesen werden. Durch eine starke Expression von AtPCS2
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wurde eine erhohte Toleranz in S. pombe ohne messbaren Nachweis der PC-Bildung
beobachtet (Cazalé und Clemens, unverdffentlicht). Weiterhin zeigte eine Verkiirzung
von AtPCS1 nach Aminosdure 283 in vitro eine unverinderte Cu®"-Aktivitit (Ruotolo et
al., 2004). Daraus ist zu schliefen, dass die Cu2+-Bindungsstelle VI, die fiir TaPCS
vorhergesagt wurde, nicht fiir die Cu**-Aktivierung verantwortlich ist. Essenziell fiir die
Cu”*-Aktivierung ist die Aminosdure C113, die durch Mutationsanalysen von AtPCSI1
in Hefen identifiziert wurde (Abb. 26B und 26C). Diese liegt in Ubereinstimmung mit
den experimentellen Daten fiir TaPCS in der Cu**-Bindungsstelle III (Maier et al.,
2003). Die Cu*"-Aktivierung der PCS erfolgt somit dhnlich wie die Cd*"-Aktivierung
unabhdngig vom C-Terminus.

Die neuen Erkenntnisse legen ein neues Modell der Metallaktivierung nahe, welches in
Abb. 29 schematisch dargestellt ist. Der N-terminale Bereich der PCS ist fiir die
eigentliche Aktivitdt verantwortlich. Hier befindet sich das katalytische Zentrum,
bestehend aus der katalytischen Triade Cys56, His162 und Aspl80, in dem die
metallunabhidngige Abspaltung des Glycins von GSH erfolgt. Ebenso kann
angenommen werden, dass die zweite Acylbindestelle im N-terminalen Bereich liegt.
Durch die Bindung des Akzeptormolekiils (GSH oder PC,) an dieser Stelle erfolgt die
metallabhingige PC-Synthese. Entscheidend dafiir ist die direkte Metallbindung an das
PCS-Protein. Die Funktion des C-terminalen Bereiches besteht daher nicht nur in der
Stabilisierung des Proteins, sondern auch in der sensitiven Aktivierung durch eine

Vielzahl von Metallen.
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N-terminaler Bereich  C-terminaler Bereich

Cys®t His'>  Asp™®
|

-C
L

Cys PCSNZ  POSNU  cadl-6
(283) 372 (409)
| | | J
Cd*- und Cuw?"-Aktivierung Hg*'- und Zn*'-
Aktivierung

Abb. 29 Modell der Aktivierung der PCS (AtPCS1). Im N-terminalen Bereich befindet sich das
katalytische Zentrum bestehend aus den Aminosduren Cys*®, His'®> und Asp'®, die eine katalytische
Triade bilden. Das Cys'" ist fiir die Cu’’-Aktivierung wichtig. Der C-terminale Bereich ist fiir die
Proteinstabilisierung und eine sensitive Metallaktivierung verantwortlich. Farbige Linien zeigen
konservierte Aminoséduren, die auch als Metallbindestellen fungieren kdnnten: Cysteine (weille Striche),
Histidine (rote Striche), Glutaminsiuren (griine Striche) und Asparaginsduren (blaue Linien). Die Zahlen
geben die Position der Aminosdure an bzw. die Position der Verkiirzung. (modifiziert nach Rea et al.,

2004).

4.4 AtPCS2 - eine zweite funktionale PCS in Arabidopsis

AtPCS?2 ist das zweite PCS-Gen in Arabidopsis. In einer heterologen Expression in
S. pombe Apcs und S. cerevisiae konnte bestitigt werden, dass auch AtPCS2 eine
funktionale PCS ist (Cazalé¢ und Clemens, 2001). Die Ausschaltung des AtPCSI-Gens
fiihrt aber zu einer erhdhten Cd**-Sensitivitit in Arabidopsis auch in Anwesenheit einer
scheinbar funktionalen AtPCS2 (Howden ef al., 1995a). Die Ursache der PC-Defizienz
in Pflanzen, in denen AtPCS1 ausgeschaltet ist, wurde genauer untersucht. AtPCS2 ist
wie AtPCS1 konstitutiv exprimiert (Cazalé und Clemens, 2001), aber im Vergleich zu
AtPCS1 deutlich schwicher (Lee und Kang, 2005). Mikroarrayanalysen zeigten, dass
die Expression 10fach geringer ist (Genevestigator™) (Zimmermann et al., 2004). Diese
geringe Expression ist wahrscheinlich auf eine geringe Promotoraktivitét
zurlickzufiihren (Lee und Kang, 2005). In einer stark erhohten Expression ist AtPCS2
nicht in der Lage, den Cd**-Phinotyp der cadI-3-Mutante zu komplementieren. Zu

diesem Ergebnis sind auch die Untersuchungen in dieser Arbeit gekommen (Abb. 17B).
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AuBerdem konnte fiir Zn>"-Behandlung der gleiche Phénotyp beobachtet werden (Abb.
17C). Im Vergleich zur cadl-3-Mutante wurden aber geringe Unterschiede in der
Inhibierung des Wachstums nach Schwermetallbehandlung festgestellt. Der Phanotyp
transgener cadl-3-Pflanzen, in denen AtPCS2 exprimiert wurde, war nicht so stark
ausgepragt. Dies wurde sowohl in der Wurzellinge (Abb. 17D) als auch im
Keimlingsgewicht (Abb. 17E) nachgewiesen. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass eine geringe PC-Bildung fiir diesen Phinotyp verantwortlich ist. Uber die etablierte
Methode der CapLC-ESI-QTOF-MS wurde die PC-Bildung untersucht (Abb. 19). Und
es bestitigte sich: AtPCS2 ist eine funktionale PCS in planta. So konnte in den Wurzeln
und Blittern transgener cadl-3:PCS2-Pflanzen nach Cd*-Behandlung eine PC2-
Induktion nachgewiesen werden. Es wurden in den Wurzeln PC2-Mengen gemessen,
die etwa 25 % der Menge in WT Col-0-Pflanzen entspricht. In den Blittern war das
Verhiltnis dhnlich. Dieses Ergebnis bestitigt die Cd*-Aktivitit von AtPCS2 in planta,
wie sie in einer heterologen Expression in Hefen bereits gezeigt wurde (Cazalé und
Clemens, 2001). Interessanterweise fithrte auch Zn*"-Behandlung zu einer PC2-
Induktion. In den Wurzeln wurden PC2-Mengen gemessen, die etwa 62 % der Menge in
WT Col-0 erreichten. In den Bléttern wurden sogar zweifach héhere PC2-Mengen als in
WT Col-0 gemessen. Der Nachweis der PC2-Akkumulation in cadl-3:PCS2-Pflanzen
bestitigt neben Cd*" auch fiir Zn®" die Aktivitit von AtPCS2 in planta. Eine erhdhte
PC-Bildung ist jedoch nicht ausreichend fiir eine erhohte Schwermetallresistenz. So ist
die im Cytosol stattfindende Komplexierung der Schwermetalle nicht entscheidend fiir
die Entgiftung. Transgene cadl-3:PCS2-Pflanzen bildeten in den Wurzeln die
sechsfache PC2-Menge nach Cd*"-Behandlung bzw. eine fast achtfache PC2-Menge
nach Zn*"-Behandlung als cadl-3-Pflanzen. Dennoch wurde kein Unterschied in der
Metallaufnahme zwischen cadl-3-Pflanzen und cadl-3:PCS2-Pflanzen festgestellt
(Abb. 20). Bezogen auf WT Col-0, war die Metallauthahme zu 50 % reduziert. Wichtig
im PC-abhéngigen Detoxifizierungsweg ist moglicherweise die Interaktion mit anderen
Proteinen. So fiihrte die Inaktivierung der ABC (,,ATP-Binding Cassette®) -type
Transporter hmtl in S. pombe und C. elegans zur einer erhohten Cd**-Sensitivitit in
Anwesenheit einer funktionellen PCS (Ortiz et al., 1995; Vatamaniuk et al., 2005). Die
Cd*"-Sensitivitit von Nematoden mit einem inaktivierten ce-hmt-1-Gen war im
Vergleich zur Inaktivierung von ce-pcs-1 noch stirker ausgeprédgt (Vatamaniuk et al.,
2005). Die gebildeten PC-Metall-Komplexe miissen fiir eine Detoxifikation im weiteren

Stoffwechselweg metabolisiert werden. Dies erfolgt moglicherweise iiber die Interaktion
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mit einem Transporter in der Vakuolenmembran, welcher in Pflanzen noch nicht
identifiziert wurde. Ein moglicher Transporter ist AtMTP1 (siehe oben). Im Gegensatz
zu AtPCSI ist die zweite funktionelle PCS in Arabidopsis moglicherweise nicht in der
Lage eine Interaktion mit anderen Proteinen auszuiiben. Interessanterweise ist in
S. cerevisiae eine cytosolische Bindung von Metallionen durch PC anscheinend
ausreichend fiir die Toleranz. S. cerevisiae ist ein Organismus in dem kein PCS-
Homolog gefunden wurde. Nach Expression von z. B. TaPCS konnte eine erhohte Cd*'-
Toleranz beobachtet werden, welche mit einer PC-Bildung verbunden war (Clemens et
al., 1999). Im Gegensatz dazu ist in Pflanzen eine cytosolische Bindung nicht
ausreichend fiir die Toleranz. Dies zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit. Nach
Expression von AtPCS2 in der cadl-3-Mutante wurde eine PC-Induktion nach Cd*'-
und Zn**-Behandlung nachgewiesen. Diese PC-Bildung war aber nicht ausreichend fiir
die Komplementation der erhohten Cd*"- und Zn**-Sensitivitit der cadl-3-Mutante.
Entscheidend ist die Detoxifizierung in die Vakuole.

Die Funktion von A¢tPCS2 in Arabidopsis konnte auch durch die Erkenntnisse dieser
Arbeit nicht geklart werden. Auch wurde nicht geklirt, welche Metalle AtPCS2 in vitro
aktivieren konnen. Die Cd*"-Aktivierung, welche aus einer heterologen Expression in
Hefen bekannt war (Cazalé und Clemens, 2001), konnte nicht bestitigt werden
(Abb. 22). Nach Uberexpression in E. coli war die Proteinmenge an AtPCS2 im
Vergleich zu AtPCS1 deutlich geringer (Abb. 21). Eine Aktivitit wurde nicht
nachgewiesen. Die Ursache dafiir ist moglicherweise eine geringe thermodynamische
Stabilitdt. Fiir AtPCS1 hingegen wurde eine Enzymaktivitidt von 726,7 pkat/ug Protein
errechnet. Die Berechnung der Katalysekonstante k erfolgte durch die Bestimmung der
Konzentration von PC2 in Abhéngigkeit von der Zeit und erfolgte im linearen Bereich
(Abb. 24). Im Vergleich zu Oven et al. (2002), welche fiir die PCS aus Glycine max
(Sojabohne) eine Aktivitdt von 1210 pkat/pg Protein ermittelt haben, konnte fiir AtPCS1
eine relativ gute Enzymaktivitdt bestimmt werden.

Inzwischen wurden auch in anderen Pflanzen ein zweites PCS-Gen entdeckt So konnte
bisher in Oryza sativa (Reis, Accession No. AAV32132), in Lotus japonicus (Accession
No. AY928091) und in Lactuca sativa (Gartenlattich, Accession No. AF506284) ein
zweites PCS-Gen identifiziert werden. Daher ist anzunehmen, dass auch in vielen
anderen Pflanzen zwei PCS-Gene existieren (Clemens, 2006a). Die evolutionire
Konservierung der nicht-redundanten PCS-Gene verweist auf eine wichtige Funktion im

Pflanzenreich. Es ist nicht auszuschlieflen, dass auch AtPCS2 eine Funktion in der Zn*'-
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Homdostase besitzt. Demzufolge ist eine Analyse von Knock-out-Pflanzen notwendig.
Dabei konnen zum einen AtPCS2-Knock-out-Pflanzen mit intaktem AtPCSI-Gen
untersucht werden und zum anderen Pflanzen, in denen beide PCS-Gene ausgeschaltet

sind.
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5 Zusammenfassung
5.1 Beteiligung der PCS an der Homdostase essenzieller Metalle

Die Phytochelatinsynthasen sind wichtig fiir die Detoxifizierung von nicht-essenziellen
Schwermetallen, wie Cd, As und Hg (Cobbett und Goldsbrough, 2002). Thre
kodierenden Gene wurde zuerst in S. pombe, Weizen und Arabidopsis thaliana
identifiziert (Clemens et al., 1999; Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999). Heute ist
bekannt, dass die PCS-Gene in der Natur weit verbreitet sind. Doch die Funktion in der
Detoxifizierung von nicht-essenziellen Schwermetallen erklért nicht ihre evolutionére
Konservierung. Die meisten Habitate waren frei von erhohten
Schwermetallkonzentrationen. Erst durch die Industrialisierung traten verstiarkt erhohte
Konzentrationen dieser toxischen Elemente auf. Eine mdgliche Funktion, die ihre
evolutiondre Konservierung erkldren konnte, ist die Beteiligung der PCS an der
Homdostase essenzieller Metalle. Einen klaren Hinweis konnten Untersuchungen in
dieser Arbeit aufzeigen. Arabidopsis thaliana-Pflanzen, in denen das cadl-Gen
inaktiviert wurde, zeigten eine erhdhte Zn>"-Sensitivitit gegeniiber WT Col-0 Pflanzen.
Diese erhdhte Zn?'-Sensitivitit der bekannten cadl-3-Mutante (Howden et al., 1995a)
konnte zuvor nicht nachgewiesen werden. Durch eine neu isolierte T-DNA-Insertions-
Mutante (cadI-6) wurde dieser Phinotyp bestitigt. Die Zn®"-Sensitivitit beider cadl-
Mutanten war vergleichbar. Die Cd**-Sensitivitit der cadl-6-Mutante war aber nicht so
stark ausgeprégt, wie von der cadl-3-Mutante. In Hefeexperimente wurde eine cadl-6-
Version von AtPCSI untersucht, die an der Stelle der T-DNA-Insertion verkiirzt ist.
Diese verkiirzte Version (AtPCS1A409) wurde in der S. pombe PC-defizienten Apcs-
Mutante exprimiert. Nach Cd*-Behandlung wurde eine Restaktivitit beobachtet. Die
PC-Bildung war im Vergleich zu Hefen, die AtPCS1 exprimierten, stark reduziert.
Durch die Etablierung einer Methode (CapLC-ESI-QTOF-MS) zur Quantifizierung der
PC2-Akkumulation in planta konnte die Induktion der PC2-Bildung nach Zn*'-
Behandlung fiir WT Col-0-Pflanzen untersucht werden. Zn>" konnte ebenfalls wie Cd*"
die PC2-Bildung induzieren. Eindeutig nachgewiesen wurde auch eine geringe PC2-
Menge in nicht behandelten WT Col-0-Pflanzen. Untersuchungen der PC2-Bildung in
der cadl-3-Mutante zeigten eine geringe PC2-Bildung nach Cd*'- und Zn*'-
Behandlung. Im Gegensatz zu bisherigen Untersuchungen die in der Literatur
veroffentlicht wurden, konnten keine PC2-Mengen in dieser Mutante nachgewiesen

werden. In der neu isolierten cadl-6-Mutante wurden dhnliche PC2-Mengen nach Zn*'-
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Behandlung nachgewiesen, wihrend nach Cd*-Behandlung eine Erhohung der PC2-
Menge festgestellt wurde. In Ubereinstimmung mit den Hefeexperimenten der
verkiirzten AtPCS1-Version (AtPCS1A409) zeigte die cadl-6-Mutante nach Cd*'-
Behandlung noch eine Restaktivitit, wihrend Zn*" nicht die PC2-Bildung induzieren
kann. In Analysen der Metallaufnahme konnte zudem eine 50-prozentige Reduktion der
Cd*- bzw. Zn*"-Menge in beiden cadl-Mutanten im Vergleich zu WT Col-0 festgestellt
werden. Die PC-Defizienz besitzt einen direkten Einfluss auf die Authahme essenzieller
Metalle. Diese Untersuchungen geben einen wichtigen Hinweis, dass die PC an der
Detoxifizierung und Akkumulation von essenziellen Metallionen, wie Zn beteiligt sein
konnen. Diese Funktion erkldrt mdglicherweise die evolutiondre Konservierung der
PCS-Gene in der Natur. In Experimenten zum Einfluss der PC-Defizienz bei Zn®'-
Mangel konnte aber eine niitzliche Funktion der PCS an der Zn*'-Aufnahme nicht

festgestellt werden.

5.2 Die Metallaktivierung der PCS

Die PCS katalysieren in einer Transpeptidase-Reaktion die Abspaltung des Glycin von
GSH und die Ubertragung des entstandenen y-Glutamyl-Cysteins auf ein weiteres GSH
oder ein bereits synthetisiertes PCn-Molekiil (Grill ef al., 1989). Der erste Schritt dieser
Reaktion ist metallunabhéngig, wihrend der zweite Schritt metallabhdngig ist. Die
Aktivierung der PCS erfolgt durch verschiedene Metalle. Durch in-vitro-
Untersuchungen an AtPCS1 konnte eine Aktivierung durch Cd*", Pb*", Zn*", Cu*", Sb*,
Ag', Hg” AsO; und andere Metall- bzw. Metalloid-Tonen nachgewiesen werden
(Vatamaniuk et al., 2000; Oven et al., 2002). Die Aktivierung durch eine Vielzahl von
Metallionen konnte durch eine direkte Bindung an das Protein erfolgen (Clemens,
2006a). Die Metallaktivierung der cadl-6-Mutante, die durch die PC2-Quantifizierung
in planta nachgewiesen wurde, befiirwortet dieses Model. Aufgrund einer T-DNA-
Insertion im cadl-Gen in Exon 8 wird die PC2-Bildung durch Zn*" nicht mehr aktiviert.
Durch Cd*" konnte aber noch eine geringe Restaktivitit nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse bestitigten die Metallaktivierung von in-vitro-Untersuchungen verkiirzter
AtPCS1-Versionen (Ruotolo et al., 2004). Der C-terminale Bereich der PCS ist fiir die
Cd**-Aktivierung nicht essenziell. Eine Zn*'-Aktivierung, welche den C-terminalen
Bereich der PCS erfordert, konnte nicht mehr nachgewiesen werden. In weiteren
Experimenten wurde eine Aminosdure identifiziert, die fir die Cu’’-Aktivierung

verantwortlich ist. Die Identifizierung méglicher Cu®-aktivierender Aminoséuren
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erfolgte liber Sequenzvergleiche von AtPCS2 mit anderen PCS-Proteinen. Fiir AtPCS2
wurde nach Expression in Hefen eine PC-Bildung nach Cu®’-Behandlung nicht
nachgewiesen. Die Cd2+-AktiVierung war im Vergleich zu AtPCS1 unveridndert (Cazalé
und Clemens, 2001). In einer Mutation von C113S in AtPCS1 wurde eine wichtige
Aminosdure fiir die Cu’"-Aktivierung identifiziert. Nach Expression der mutierten
AtPCS1-Version von AtPCSIC113S in der Cd*'- und Cu**-sensitiven Hefemutante
Acupl wurde eine vollstindige Komplementation des Phénotyps nach Cd**-Behandlung
festgestellt, wihrend nach Cu®*-Behandlung keine Komplementation erfolgte. Die PC-
Bildung wurde in vivo untersucht und zeigte eine starke PC2- und PC3-Bildung nach
Cd**-Behandlung, die vergleichbar mit der PC-Bildung in Hefen war die AtPCSI
exprimierten. Nach Cu*"-Behandlung wurden geringe PC2-Mengen nachgewiesen. Fiir
Hefen mit AtPCS1 konnte nach Cu*"-Behandlung PC2 und PC3 nachgewiesen werden.
Die Mutation von C113S in AtPCSI fiihrt nicht zur vollstindigen Cu” -Inaktivierung.
Nach den Ergebnissen der Peptidanalysen von TaPCS liegt die Aminosdure C113 in
einer Bindestelle, fiir die Cu*"-Bindung vorhergesagt wurde (Maier et al., 2003). Dieses
Cystein ist in anderen PCS konserviert, aber nicht in AtPCS2. Sequenzanalysen zeigten,
dass auch AhPCS2 aus A. halleri diese veranderten Aminosduren wie AtPCS2 besitzt
(Cazal¢ und Clemens, nicht verdffentlicht). Diese Ergebnisse befiirworten die
Hypothese der direkten Metallbindung an die PCS. In Anwesenheit von anderen
potentiellen Liganden werden die PCS durch verschiedene Metallionen in vivo aktiviert.
Eine Ubertragung der Metallionen von z. B. GSH, als ein Metallchelator in relativ hoher
Konzentration in der Zelle, zum PCS-Protein ist ein moglicher Mechanismus der

Metallaktivierung in vivo.

5.3 AtPCS2 - die zweite funktionale PCS in Arabidopsis

Das AtPCS2-Gen ist nicht durch eine Genomduplikation in Arabidopsis entstanden.
Geringe Sequenziibereinstimmungen der Introns deuten auf eine lange Koexistenz mit
dem AtPCS1-Gen hin (Clemens, 2006a). Untersuchungen in Hefen haben gezeigt, dass
AtPCS2 eine funktionale PCS ist (Cazal¢ und Clemens, 2001). Eine Funktion von
AtPCS2 in Arabidopsis ist bisher nicht bekannt. Unabhingig dieser Aktivitit in einer
heterologen Expression ist A#PCS2 nicht in der Lage, in einer stark erhdhten Expression
die Cd*"-Sensitivitit der cadl-3-Mutante zu komplementieren (Lee und Kang, 2005).
Die Daten zeigten aber eine partielle Komplementation des cadl-3-Phédnotyps. Zu

diesem Ergebnis sind auch die Untersuchungen in dieser Arbeit gekommen. Doch die
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Ursache konnte nicht identifiziert werden. Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt,
dass AtPCS2 durch Cd*" und durch Zn** in planta aktiviert wird. Dies bestitigt die
Cd*"-Aktivierung von AtPCS2, wie bereits in Hefen nachgewiesen wurde (Cazalé und
Clemens, 2001). AtPCS2 zeigt auch wie AtPCS1 eine Aktivierung durch Zn>". Damit ist
eine Funktion von AtPCS2 in der Detoxifizierung und Akkumulation von essenziellen
Schwermetallen (z. B. Zn*") moglich. Diese Funktion koénnte wie auch fiir AtPCS1 die
evolutiondre Konservierung erkldren. Die PC-Bildung ist fiir eine Detoxifizierung der
Schwermetalle jedoch nicht ausreichend. Transgene cadi-3:PCS2-Pflanzen zeigten eine
etwa 50-prozentige Reduktion in der Aufnahme von Cd*" und Zn*" im Vergleich zu WT
Col-0-Pflanzen. Die Reduktion in der Metallaufnahme war vergleichbar mit der cadl-3-
Mutante. Eine Interaktion mit anderen Proteinen konnte fiir die Detoxifizierung wichtig
ist. AtPCS2 ist im Gegensatz zu AtPCS1 nicht in der Lage, eine solche noch unbekannte
Interaktion einzugehen. Die Expression von AtPCSI fiihrt zur vollstindigen

Komplementation des cad-3-Phianotyps.
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Anhang

Anhang A Organismen mit konservierter Pfam-Doméne 05023 (Harada et al., 2004)

cellular organisms
- Bukaryota

E-Dictvostelium discoidenm AX4
E-Euphvllophvta
~Spermatophyta
E+Magnoliophyta
~Liliopsida
--Allilun sativam
B-Poaceas
E-Cynoden dactylon
rvza sativa
B1‘Qrvza sativa (japonica cultivar-group)
El-core endicotyledons

~rosids

E-Brassicaceae

Arabidopsis
Arabidopsis halleri
Arabidopsis thaliana
-Brassica juncea

¢ BE-Avicennia germinans

E-Lactuca sativa

B-Filicales

E-Athyrium yokoscense

B -Pteris vittata (Pteris vittat)
B-Caenorhabditis
é----Caenorhabdiﬁs briggsae

t-Caenorhabditis elegans
~Bacteria

-Cyanobacteria
B-Nostocaceae
iAnabaena
-Anabaena sp.
i B-Anabaena variabilis ATCC 29413
--Nostoc

--Nostoc sp. PCC 7120

E-Nostoc punctiforme PCC 73102
E-Prochlorococcus marinus str. MIT 9313
- Proteobacteria

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

E""Betggrt:rten}}::‘acteria
H-Burkholderia

-Burkholderia mallei ATCC 23344
. Burkhoelderia mallei NCTC 10247
--Burklmlderia xenovorans LB400

t-pseudomallei group
"Burklmlderia pseudomallei 1710b
E-Burkholderia thailandensis E264
#-Dechloromonas aromatica RCB




Anhang B: Standardgeraden fiir die Quantifizierung der PC-Bildung in S. pombe
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Abb. 30 Standardgeraden fiir PC2 (1), PC3 (2) und N-Acetyl-Cystein (3). Standards wurden mit mBrB
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derivatisiert und iiber eine RP-HPLC bei 480 nm nachgewiesen.
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